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MELANDA, Carlos Augusto Alves. Uso do sperm filter® para separacdo do plasma
seminal e adi¢do do antioxidante acido fitico ao diluente de refrigeracdo de sémen de
suinos. 78 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de
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RESUMO

O sémen de suino apresenta grande sensibilidade as técnicas de processamento quando
comparado com outras espécies, seja no momento da separacdo do plasma seminal ou durante
a criopreservacdo. A hipotese de que a utilizacdo da filtragdo para a separacdo do plasma
seminal ocasiona menores lesdes de membrana nos espermatozoides de suinos e a agdo do
antioxidante &cido fitico mantem a viabilidade espermatica apos 96 horas de refrigeracéo, foi
testada neste estudo, que tem como objetivo avaliar a eficiéncia da separacdo do plasma
seminal por filtragdo no Sperm Filter®, assim como avaliar o efeito da adicdo de acido fitico
ao diluente de refrigeracdo de sémen de suino nas células espermaticas refrigeradas por até 96
horas. Para tal foram utilizados oito cachacos adultos, das racas Landrace, Pietrain, Large
White, Duroce Cruzado com média de idade de 2 anos. A colheita dos ejaculados foi realizada
por meio da técnica da mao enluvada e foram diluidos em meio Beltsville Thawing Solution
(BTS). No artigo | as amostras diluidas foi divididas em trés grupos, sendo: sémen total +
BTS (BTS TOTAL), (BTS CEN) sémen + BTS centrifugado a 600g por 10 minutos, (BTS
FIL) sémen + BTS filtrado usando o Sperm Filter®; e no artigo Il foram diluidos em seis
grupos sendo trés somente com BTS (BTS TOTAL, BTS CEN, BTS FIL), e trés com BTS
acrescido de acido fitico (AF) na concentracdo de 0,5 mM (AF TOTAL, AF CEN e AF FIL)
mantendo, nos dois artigos, a concentracio final de 50 x 10° espermatozoides/mL. A
avaliacdo das caracteristicas dos espermatozoides foi realizada em cinco tempos: a fresco
(D0), apo6s a refrigeracdo a 17°C por 24h (D1), 48h (D2), 72h (D3) e 96h (D4). A cinética
espermatica foi avaliada pelo sistema computadorizado CASA, morfologia espermatica e
integridade de membrana pela coloracdo eosina/nigrosina. A mensuracdo dos niveis de
estresse oxidativo foi realizada pela técnica de susbstancias reativas ao &cido tiobarbitdrico
(TBARS). A estatistica foi pela analise de variancia associada ao teste de Tukey guando havia
normalidade e homogeneidade e o teste de Kruskall-Wallis quando esses pressupostos nao
foram obtidos, realizada pelo Software Sigma Plot 11.0, sendo considerado nivel de
significancia de 5%. No artigo | foi detectada uma queda nas caracteristicas espermaticas
durante a refrigeracdo por 96 horas, nos trés grupos, sendo mais intensa nas centrifugadas e
filtradas, entretanto, ndo foi diferente entre as amostras centrifugadas e filtradas. No artigo Il
0s resultados demonstraram que a adi¢do do acido fitico na concentracdo de 0,5mMol ao BTS
diminuiu a acdo antioxidante somente na primeira hora apos a colheita de sémen. Portanto,
pode—se concluir que: artigo 1 o Sperm filter® é uma alternativa efetiva para a separacéo do
plasma seminal.e artigo 11, a adi¢do de 0.5Mmol de acido fitico ao BTS promoveu a protecéo
da membrana plasmatica, porém nao foi suficiente para inibir a peroxidacéo lipidica durante a
refrigeracdo por 96 horas.

Palavras-chave: Plasma seminal. Filtracdo. SpermFilter®. Antioxidante. Refrigeracao.
Cachago.



MELANDA, Carlos Augusto Alves. Addition of the antioxidant phytic acid in the swine
semen refrigeration medium and replacement of the centrifugation by the filter for
removal of seminal plasma. 78 p. Dissertation (Master’s Degree in Animal Science) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

ABSTRACT

Boar semen has great sensitivity to its processing compared to other species, either at the
seminal plasma separation or during cryopreservation. The hypothesis that the use of filtration
for separation of seminal plasma causes lower membrane damage in the spermatozoa of swine
and the action of the antioxidant phytic acid maintains sperm viability after 96 hours of
refrigeration, was tested in this study, which aims to evaluate the efficiency of separation of
seminal plasma by filtration in Sperm Filter®, so to evaluate the effect of the addition of
phytic acid to the refrigerant diluent of porcine semen on chilled sperm cells for up to 96
hours. Eight adults of the Landrace, Pietrain, Large White and Duroce Cruzado breeds with
mean age of 2 years were used. The ejaculates were harvested using the gloved hand
technique and were diluted in Beltsville Thawing Solution (BTS) extender. In the first part of
the study the diluted samples were divided into three groups: total semen + BTS (BTS
TOTAL), (BTS CEN) semen + BTS centrifuged at 600g for 10 minutes, (BTS FIL) semen +
BTS filtered using Sperm Filter®; (BTS TOTAL, BTS CEN, BTS FIL), and three with BTS
plus phytic acid (AF) at the concentration of 0.5 mM (TOTAL AF, AF CEN and AF FIL)
maintaining, in both articles, the final concentration of 50 x 106 spermatozoa / mL. The sperm
characteristics were evaluated in five periods: fresh (D0), after cooling at 17 ° C for 24h (D1),
48h (D2), 72h (D3) and 96h (D4). Sperm kinetics were evaluated by the computerized system
CASA, sperm morphology and membrane integrity by eosin / nigrosine staining. The
measurement of oxidative stress levels was performed using the thiobarbituric acid reactive
substances technique (TBARS). The statistical analysis was based on the analysis of variance
associated with the Tukey's test when there was normality and homogeneity and the Kruskall-
Wallis test when these assumptions were not obtained, performed by Software Sigma Plot
11.0, being considered a significance level of 5%. In article I, a decrease in the sperm
characteristics during the 96 hour refrigeration in the three groups was detected, being more
intense in the centrifuged and filtered, however, it was not different between the centrifuged
and filtered samples. In the article 11 the results showed that the addition of the phytic acid in
the concentration of 0.5mMol to the BTS decreased the antioxidant action only in the first
hour after the semen harvest. Therefore, it can be concluded that: Article | Sperm filter® is an
effective alternative for seminal plasma separation. Article Il, the addition of 0.5Mmol of
phytic acid to the BTS promoted protection of the plasma membrane, but was not sufficient to
inhibit lipid peroxidation during refrigeration for 96 hours.

Keywords:  Seminal plasma. Filtration. SpermFilter®. Antioxidant. Refrigeration. Boar.
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1 INTRODUCAO

A suinocultura tem apresentado um grande avango quanto a producédo de carne
suina e para que se tenha maior incremento, novas biotecnologias da reproducdo vem sendo
aplicadas, dentre elas a inseminacgdo artificial. Para que essa técnica seja mais eficiente na
producdo de leitdes geneticamente superiores, faz-se necessario o uso de reprodutores que
possuam boas caracteristicas reprodutivas e machos com sémen de qualidade superior com
significativa viabilidade a fresco ou refrigerado. Assim, sdo requeridas pesquisas com a
utilizacdo de diluentes que mantenham ou melhorem as caracteristicas esperméticas, por um
periodo prolongado.

Wentz et al. (2000) descreveram, com base em doses comercializadas, que
51% das fémeas, em manejo reprodutivo, eram inseminadas. No entanto, ndo existem
referénciais atuais descritas que estimem se houve aumento desse valor. Um fato que pode
interferir nesse indice é que nao existem coletas de dados em relacdo a producdo interna de
doses nas unidades produtoras de leitbes e centrais de inseminagdo. Sabe- se que boa parte do
uso dessas doses séao refrigeradas.

O sémen suino apresenta grande sensibilidade as técnicas de processamento do
ejaculado comparado a outras espécies, seja no momento da separacdo do plasma seminal ou
durante a criopreservacdo. Isto ocorre, porque 0S espermatozoides possuem em sua
composicdo, alto teor de acidos graxos poli-insaturados que sdo sensiveis ao estresse
oxidativo (AWDA; MACKENZIE-BELL; BUHR, 2009; CADAVID, 2010). Para evitar que
as alteracOes causadas reduzam o potencial de fertilidade da amostra, 0 uso de antioxidantes
no meio diluente tem exercido protecdo sobre a membrana plasmatica. O acido fitico é um
antioxidante que tem o efeito de inibir a formacdo de radicais hidroxila (OH) né&o sendo ainda
testado como alternativa para preservar a viabilidade dos espermatozoides de suinos durante a
refrigeracao.

Além disso, para potencializar a reproducdo e producédo de suinos, estudos tém
buscado reduzir o volume da dose e o nimero de espermatozoides por dose inseminante, com
0 propdsito também de otimizar o uso do reprodutor (RIESENBECK et al., 2015; YESTE,
2015). Portanto, a separacdo do plasma seminal é essencial para aumentar a concentracdo de
espermatozoides (GOMEZ-FERNANDEZ et al., 2012), além de poder contribuir para o
processo de criopreservacdo, uma vez que o0 plasma seminal em contato com o
espermatozoide por tempo prolongado pode ser deletério as células (SARAVIA et al., 2009;

BARRANCO et al., 2015). Como o método convencional de centrifugacdo espermatica pode
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causar dano as células, alternativas como a utilizacdo do filtro tém sido desenvolvidas,
principalmente para equinos (ALVARENGA et al., 2010; RAMIRES NETO et al., 2013).

O conhecimento da resposta das células espermaticas dos suinos as varias
condicdes estressantes durante seu processamento € necessario para a formulacdo de
protocolos de refrigeracdo e elaboracdo de diluentes acrescidos com antioxidantes mais
apropriados. De maneira adicional, determinar novas alternativas para a remocdo do plasma

seminal, também sdo importantes para 0 sucesso na preservacdo dessas células.
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2 REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

2.1 Consideracgdes Gerais

O consumo de carne suina vem aumentando no mercado mundial, mais
evidentemente em partes da América Latina, Asia e Oceania, locais onde o consumo per
capita esta inferior a média mundial. A producdo, na maior parte destes territorios, nédo
acompanhou a crescente demanda por proteina suina. Por sua vez, o preco, com valores
competitivos no mercado interno, gerou um maior volume de importagfes nestas regides,
papel assumido em partes, pelos exportadores: Brasil e EUA (USDA, 2018).

O Brasil, em abril de 2018, foi o quarto maior produtor e exportador mundial
de carne suina (USDA, 2018). No entanto, o principal destino da producdo do setor
permaneceu em territério nacional, com 80,4% da producdo destinado ao mercado interno,
pois é a terceira proteina mais consumida no pais (GUIMARAES et al., 2017). Para ter
capacidade de suprir essa demanda da suinocultura, as biotécnicas da reproducao devem ser
eficientes.

A industria suinicola vem aumentando nos ultimos 40 anos, e a inseminagao
artificial foi um dos instrumentos que contribuiu para o progresso da producdo de suinos
(DYCK etal., 2011). A tecnologia de refrigeracdo do sémen também contribuiu
significativamente, permitindo o transporte e manutencao da viabilidade espermatica por mais
tempo, proporcionando uma variacao e aprimoramento na selecdo genética (MARTINS et al.,
2014, YESTE, 2015).

A demanda por sémen de qualidade tem se tornado cada vez mais relevante e a
disseminacdo de novas biotecnologias direcionam para um nivel tecnolégico mais alto nas
centrais de colheita (RIESENBECK et al., 2015). Com isso, vem surgindo setores ainda mais
especializados, como as Unidades Disseminadoras de Genes (UDG), e novos conceitos tém
sido disseminados no setor produtivo, como o de genética liquida (Agroceres PIC® Brasil -
Rio Claro, S&o Paulo), que faz uso da comercializagdo de doses de sémen refrigerado,
transmitindo as unidades de producdo genes de animais superiores, sem haver o custo de
alojar um cachaco na propria granja.

Atualmente, na biotecnologia espermatica, as diferencas na criotolerancia ainda
permanecem incertas (LI et al., 2018), tanto nos resultados individuais de machos de
diferentes racas e diferentes composi¢oes genéticas (McPHERSON, 2016; ZAJA et al., 2016)

quanto para a fracdo espermatica dentro do ejaculado do préprio animal (LI et al., 2018).
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Sabe-se que a utilizagdo de diluentes comerciais para armazenamento de sémen
suino por curtos periodos € importante para aumentar a longevidade dos espermatozoides com
0 minimo de deterioracdo da funcdo espermatica (BOGDAN et al., 2018). Porém, ainda
existem alguns entraves que durante este processo provocam alteragdes espermaticas
induzindo um menor potencial de fertilizagdo. Nos espermatozoides de suinos, o dano
causado pela criopreservacdo € mais grave, possivelmente pela formagdo inadequada de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e pela acentuada peroxidacdo lipidica da membrana
(CEROLINI et al., 2000). Assim, ajustes e a adicdo de antioxidantes nos diluentes para a
refrigeragéo sdo alternativas importantes para aumentar a sua eficiéncia.

Outro desafio observado na biotecnologia do sémen de suino é a grande
quantidade de plasma seminal encontrado no ejaculado. Muitos autores demostraram o efeito
deletério deste quando em contato por um longo periodo de tempo com as células
espermaticas, principalmente, durante o processo de criopreservacdo (SARAVIA et al., 2009;
BARRANCO et al.,, 2015). Contudo, a separacdo do plasma seminal pelos métodos
convencionais também gera consideraveis danos as células espermaticas, apresentando mais
um obstaculo para a refrigeracdo espermatica. Portanto, estudos para realizar a separacdo do
plasma seminal com métodos alternativos, a fim de minimizar as lesdes dos espermatozoides,
sdo de extrema importancia e podem colaborar para aumentar a viabilidade do sémen que

precisa passar pelo processo de refrigeracao.

2.2 Plasma Seminal

O plasma seminal é a secrecdo proveniente das glandulas acessérias, como a
préstata, bulbo uretrais e vesiculares nos suinos e em menor quantidade pelos testiculos e
epididimo. Apresenta a importante funcdo de auxiliar o transporte dos espermatozoides pelo
trato genital feminino, permitindo condicdes viaveis para a fertilizacdo, além de fornecer
substratos metabolicos para as células espermaticas e participar do processo de maturagédo
(ALKMIN et al., 2014; LIU et al., 2018).

Estudos afirmam que devido a composi¢do varidvel entre as espéecies e
individuos, o plasma seminal pode ser benéfico ou prejudicial para a qualidade do sémen,
dependendo do tempo de contato com as células (SARAIVA et al., 2009; ALKMIN et al.,
2014). Durante o processamento do sémen para a refrigeracdo, as células espermaticas ficam
expostas ao plasma seminal por um tempo maior do que se fosse utilizar o sémen a fresco. Em

trabalhos realizados por Okazaki et al. (2009) e Li et al. (2018), a presenca de plasma seminal
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durante o processo de refrigeracdo se mostrou deletério para células, porém, a adi¢do do
mesmo no momento da descongelacdo se mostrou essencial para a viabilidade dos
espermatozoides.

Estudos demostram que o plasma seminal pode aumentar a criotolerancia dos
espermatozoides, aumentando a estabilidade da membrana plasmatica, pois representa a
fracdo do ejaculado com maior capacidade antioxidante e sua remocdo torna as células
espermaticas mais vulneraveis a lipoperoxidacdo devido ao esgotamento dos fatores
responsaveis pela captacdo de espécies reativas de oxigénio (JUYENA; STELLETTA, 2012;
GOMEZ-FERNANDEZ et al., 2012; MARSHBURN et al., 2014). Contudo, a remocio de
plasma seminal € um procedimento consagrado em protocolos tradicionais de criopreservacéo
de sémen de suino, pois esta remocdo também se faz essencial para aumentar a concentracao
de espermatozoides (GOMEZ-FERNANDEZ et al., 2012), otimizando o processo de
inseminacdo artificial (RIESENBECK et al., 2015).

2.2.1 Remocdao do Plasma Seminal

- Centrifugacao

Atualmente a centrifugacdo € um método de eleicdo para a retirada do plasma
seminal, pois se mostra relativamente eficaz e simples para recuperar espermatozoides. No
entanto, o processo também causa danos consideraveis as células, sendo a mais comum a
lesdo de membrana e acrossomo, e o estimulo a hiperativacdo precoce, devido a forca
excéntrica gerada (HALLAP et al., 2004; GADEA et al., 2005; RAMIRES NETO et al.,
2013). Nos anos de 1988 a centrifugagéo foi considerada negativa para as células normais por
interferir na capacidade de fertilizacdo, uma vez que o excesso de excitacdo pode produzir
ROS e reduzir a motilidade dos espermatozoides (AITKEN; CLARKSON, 1988).

A taxa de recuperagédo dos espermatozoides também é um fator preocupante na
centrifugacdo, pois estudos relataram perda de até 25% das células no sobrenadante
(HALLAP et al., 2004; AURICH, 2008; LOOMIS, 2006). Parte desta dificuldade é observada
como consequéncia da duracdo do processo com a forca de centrifugacdo, onde forgas muito
baixas comprometem a formacao do pellet e recuperacdo das células, enquanto for¢as muito
altas podem formar um sedimento pela aderéncia indesejada dos espermatozoides
(VIDAMENT et al., 2001; WAITE et al., 2008; HOOGEWIJS et al., 2010).
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As caracteristicas da centrifugacdo (temperatura, forca g e duracdo) foram
estudadas por vérios autores (SALAMON, 1973; SCHRADER; TREU; HAHN, 1977,
SAMOUILIDIS et al., 1996; CARVAJAL et al., 2001; PETZ et al., 2002;) com o objetivo de
reduzir os efeitos negativos nos espermatozoides. Porém, ha discordancia quanto a influéncia
do método de centrifugacdo na qualidade do sémen de suinos (GOSALVEZ et al., 2004).

Nos protocolos de criopreservacdo do sémen de suinos, a centrifugacao
geralmente é conduzida a temperatura de 15°C, pois estudos demostraram que protocolos
utilizando 24°C (temperatura ambiente), mesmo que sendo mais barato e menos sofisticado
por ndo necessitar de centrifuga refrigerada, apresentaram resultados insatisfatorios quanto a
motilidade e a integridade de membrana (BIANCHI et al., 2008).

- Filtracao

O método de separacdo do plasma seminal pela filtracdo, relativamente recente,
tem se mostrado uma alternativa viavel para animais que apresenta baixa qualidade
espermatica. Esta técnica ja tem sido utilizada em outras espécies (ALVARENGA et al., 2010
- equino; RAMIRES NETO et al., 2013 - equino; CAMPANHOLI et al., 2016 - bovino;
ALBUQUERQUE et al., 2017 — bdfalo; LARENTIS et al., 2018 - equino), contudo, ndo
foram encontrados estudos em suinos.

Para realizacdo da filtracio espermatica é utilizado o dispositivo Sperm Filter®
(BotuPharma/Pat req. US2010/0099075, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil), que permite a
passagem de 90 a 95% do plasma seminal e retém apenas os espermatozoides, por meio de
poros e capilares. O filtro é constituido por uma membrana hidrofilica sintética com poros de
2 mm, apresenta 12 cm de diametro e esta ligado a um anel de plastico que pode conter até 50
mL de sémen para filtracdo. As células retidas podem ser ressuspendidas com diluente até
atingir a concentragdo espermaética desejada (RAMIRES NETO et al., 2013).

A vantagem do filtro é ser pratico e ter melhor taxa de recuperacdo espermatica
(89%), quando comparado com a centrifugacdo (81%), parecendo ndo causar danos aos
espermatozoides, pois, ndo foram identificadas diferengas na cinética espermaética e
integridade da membrana plasmatica em comparacdo com o sémen de equino centrifugado
refrigerado por 24 horas e fresco (ALVARENGA et al., 2012; RAMIRES NETO et al., 2013).
Além disso, o filtro deixa com que as bactérias passem pelos poros, sendo observada uma
reducdo do crescimento bacteriano com o0s espermatozoides que permaneceram retidos
(ALVARENGA et al., 2012).
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2.3 Diluente

O diluente deve manter e até aumentar a viabilidade espermatica durante a
preservacdo do sémen (WOELDERS, 1992; BOGDAN et al., 2018). Sua funcédo é fornecer
nutrientes para o metabolismo dos espermatozoides; estabilizar as membranas espermaticas;
manter o equilibrio osmético; neutralizar os residuos metabdlicos; ajustar as altera¢fes de pH,
servindo como solucdo tampdo; prevenir a capacitacdo; proteger a célula contra chogue
térmico durante a refrigeracdo; e combater possiveis contaminacdes bacterianas para tornar a
vida util do espermatozoide maior (FLOWERS, 1997; HU; LI; ZHANG, 2009; SHAN et al.,
2015).

Como fonte de energia o diluente pode conter gema de ovo, leite ou agua de
coco, assim como glucose, lactose e citrato de sodio. Possui antimicrobianos, como a
amicacina, penicilina, gentamicina, entre outros. Como estabilizador de membrana podem ser
utilizados BSA (albumina de soro bovino) e o acido etilenodiaminotetraacético. Acredita-se
que o uso de detergentes a base de SDS (duodecil sulfato de sddio), como Equex STM Paste®
e Orvus ES Paste® (OEP), dissolvam as lipoproteinas da gema de ovo, 0 que aumenta o
potencial de penetracdo proteica na membrana plasmatica e, por consequéncia, eleva a sua
acao protetora (HOLT, 2000a, 2000b; HAFEZ; HAFEZ, 2004).

O meio mais utilizado para diluicdo e conservacdo do sémen de suino sobre
refrigeracdo € o Beltsville Thawing Solution - BTS (WOELDERS, 1992), que tem
demostrado resultados consistentes por cinco até dez dias de refrigeracdo (VASCONCELOS
et al., 2001; KAEOKET et al., 2010), possui baixo custo e nimero limitado de ingredientes,
sendo de facil utilizacdo. De acordo com Karageorgiou et al. (2016), os diluentes de sémen de
suinos sdo classificados pelos fornecedores comerciais em trés categorias: extensores de curto
prazo, de médio prazo e de longo prazo de acordo com sua capacidade de preservagéo (1-2, 3-

4 e 7-10 dias ap0s a coleta, respectivamente).

2.4 Criopreservagao

A criopreservacao € o ato de refrigerar ou congelar para preservar as células, por
meio da diminuicdo do metabolismo. A refrigeracdo, para a célula espermatica de suino,
consiste na manutencdo do sémen a 15-17°C, geralmente adicionado a um diluente. E um
método indicado para utilizacdo em biotécnias reprodutivas e, quando necessario, para o

transporte do ejaculado para laboratorios especializados, podendo ser realizado em questao de
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2 horas, ou até 24 horas (SCHAFER et al., 2017). O armazenamento do sémen também requer
seguran¢a na qualidade, pela prerrogativa de utilizar a amostra em um maior nimero de
fémeas, buscando reduzir o numero de espermatozoides por dose inseminante
(RIESENBECK et al., 2015; YESTE, 2015).

O ejaculado de suinos pode ser preservado durante 14 dias na temperatura de 15
a 18°C (JOHNSON et al., 2000). A diminui¢do da temperatura faz com que os lipideos da
membrana se alterem, passando da fase liquida para gel, o que resulta em uma organizacao
mais rigida da membrana (WATSON, 2000; LEAHY; GADELLA 2011; VADNAIS;
ALTHOUSE 2011; SIEME; OLDENHOF; WOLKERS, 2015). Durante o processo de
criopreservacao, a célula espermatica é exposta a inumeros fatores estressantes, que podem
danificar a membrana espermatica resultando em diminuicdo da motilidade espermatica, da
viabilidade e da capacidade de fertilizacdo. Estas ocorrem por razbes de choque térmico
durante a refrigeracdo do sémen, choque osmdtico, estresse oxidativo por oxigénio reativo ou
ainda ao estresse ligado a adic&o e acdo do crioprotetor (WATSON, 2000; PENA et al., 2005;
KAEOKET et al. 2010).

O espermatozoide de suino é fragil ao choque pelo frio pela diferenca na
composicdo de sua membrana, que contém altos niveis de fosfolipidios insaturados e baixos
niveis de colesterol (JOHNSON et al. 2000; CASAS e ALTHOUSE, 2013; SILVA et al.,
2015). A refrigeracdo reduz o metabolismo das células, diminui os gastos energéticos e
contribui para a preservacdo do espermatozoide. Contudo, da mesma forma que ocorre essa
diminuicdo das reacdes bioquimicas celulares, também pode acelerar outras, gerando injdrias
a célula ou até mesmo levar a sua morte (WATSON, 1995; HOLT, 2000a). As alteracGes
“tipo capacitacdo” ou “falsa capacitagdo”, derivadas do choque térmico, também causam
alteracdo do padrao de motilidade e podem culminar numa reacdo acrossomica “espontanea”,
porém diferindo bioquimicamente e morfologicamente da reagdo acrossémica induzida pela
zona peldcida, tornando a celula espermatica inviavel para a fertilizacdo (HOLT, 2000a), pois
conduzem a aumento da permeabilidade da membrana e aumento da geracdo de espécies
reativas de oxigénio (MEDEIRQOS et al., 2002).

O conhecimento das propriedades fisicas e biofisicas dos espermatozoides sdo
importantes, pois ambas sdo afetadas durante a criopreservacdo. Durante o processo podem
ocorrer alteracfes na permeabilidade da membrana pelo estresse osmotico. Gilmore et al.
(1996) determinaram 1,03 pm/min a taxa de permeacdo de agua pela membrana plasmética
das células de suinos. A condutividade hidraulica dos espermatozoides de suinos pela

membrana plasmatica, tais como a permeabilidade de soluto (crioprotetores), sdo essenciais
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para determinar as melhores taxas de adi¢do e remocéo dos diluentes de refrigeracdo. Para
evitar que as alteracOes causadas pela criopreservacdo causem mais danos aos

espermatozoides, 0 uso de antioxidantes no meio diluente de refrigeracéo tem sido utilizado.

2.5 Antioxidantes

Atualmente existe um grande interesse no estudo dos antioxidantes por causa
dos efeitos que radicais livres causam quando sdo produzidos naturalmente ou por algum
desequilibrio bioldgico; embora, a oxidagdo seja parte fundamental da vida aerdbica e do
metabolismo das células. Em pequenas quantidades, os radicais livres desempenham papel
essencial na capacitacdo espermatica, na hiperativacdo da motilidade espermatica e na reacao
acrossomica (AWDA; MACKENZIE-BELL; BUHR, 2009; MENEGAT et al., 2017).
Somente quando as concentracfes de ROS (espécie reativo de oxigénio) excedem o nivel de
limiar é que se tornam prejudiciais (RHOADES; PFLANZER, 1996; NOGUEIRA et al. 2013)
causando peroxidacdo dos lipidios de membrana, agressdo as proteinas das membranas,
enzimas, carboidratos e DNA dos espermatozoides (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

O sémen de suino tem como caracteristica deter grande volume e ter em sua
composicdo alto teor de acidos graxos poli-insaturados (CADAVID, 2010). Os principais
alvos das ROS sdo os lipidios contidos na membrana celular, tornando os espermatozoides
mais sensiveis a peroxidacdo lipidica na presenca de O2, modificando a permeabilidade e
fluidez da membrana (AWDA; MACKENZIE-BELL; BUHR, 2009). As células espermaticas
possuem baixa capacidade antioxidativa e sdo incapazes de resintetizar seus componentes de
membrana, embora este ndo seja o unico mecanismo pelo qual a funcdo do espermatozoide é
prejudicada pela ROS (JONES; MANN, 1977).

Os espermatozoides de mamiferos possuem enzimas com agdo antioxidantes
(Superdxido dismutase - SOD, Glutationa peroxidase - GSH-Px, glutationa redutase e
catalase- CAT) com a acao de neutralizar espécies reativas nocivas no sémen (BILODEAU et
al., 2001; HU; LI; ZHANG, 2009), contudo o ejaculado de suino é caracterizado pela
presenca de baixa atividade de GSH-Px e auséncia de catalase (GADEA et al., 2004;
ORZOLEK et al., 2013), o que o torna ainda mais sensivel. Além disso, devido ao
componente citoplasmatico, que contém os antioxidantes, ser de tamanho reduzido, esta
capacidade antioxidante é limitada nas células espermaticas (SARIOZKAN et al., 2009).

O choque térmico nos espermatozoides esta associado ao estresse oxidativo,

sendo a membrana plasmatica a primeira estrutura a sofrer os efeitos prejudiciais induzidos
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pela criopreservacéo, resultando em perda irreversivel de sua funcdo (BAILEY et al., 2008;
VALLORANI et al., 2010). A producdo de oxigénio intracelular é vital para a fisiologia
celular, necessaria para hiperativacdo, capacitacdo, reacdo acrossomal e eventos de ligacao de
zona a ocorrer (DE LAMIRANDE; GAGNON, 1992, 1995;KODAMA;KURIBAYASHI;
GAGNON, 1996; HERRERO DE LAMIRANDE; GAGNON, 2003), porém, o oxigénio é
convertido em ROS, o qual é um composto quimico resultante da ativacdo ou reducdo do
oxigénio molecular (dioxigénio, O2) ou derivados dos produtos da redugdo, que liberam
peroxido de hidrogénio (H20-), o dioxigénio singleto (O>) e o radical hidroxila (OH).

As ROS podem causar dano generalizado (H20.) ou local (OH) na célula. As
alteracdes causadas podem reduzir o potencial de fertilidade, causando danos ao DNA, perda
de motilidade causadas por alteracdo em peca intermediaria, reestruturacdo acrossomal,
modificacdo no evento de fusdo de odcitos, alteracdes no citoesqueleto de esperma e danos
nas mitocondrias, as quais sdo a principal fonte da produgédo de ROS, resultante pelo processo
da respiracdo (AITKEN; CLARKSON, 1988; DE LAMIRANDE; GAGNON, 1995; LOPES
etal., 1998; EVENSON; WIXON, 2006; PENA et al., 2009; ZHANG et al., 2012). Também
podem levar a inducdo de apoptose por altas concentrac@es de 0xido Nitrico (NO) (MORAN
et al., 2008) ou liberar proteinas pré apoptdticas que iniciam a capacitacdo e a morte celular
(MISHRA; SHANA, 2005).

O estresse oxidativo e a consequente producdo das ROS, pode ser bloqueado,
pelo menos em parte, com a atuacdo de antioxidantes, seja de maneira enddgena, pelo plasma
seminal, sendo administrado por via oral, ou exdgeno, adicionado aos diluentes de
refrigeragdo (TAYLOR, 2001). Portanto, os antioxidantes sdo utilizados na tentativa de
melhorar a qualidade dos espermatozoides apés a criopreservacao e podem ser classificados
como enzimaticos e ndo enzimaticos (BATHGATE, 2011).

O uso de antioxidantes, adicionado ao diluente, visa retardar ou prevenir a
oxidagéo do substrato (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989), exercendo um efeito protetor
sobre a membrana plasmaética, sendo capazes de manter a atividade metabolica e a viabilidade
celular (BECONI et al., 1993). Efeitos da suplementacdo de antioxidantes tém sido descritos
em diluentes de sémen de varias espécies (AITKEN; CLARKSON, 1988 — humanos;
HATAMOTO et al., 2006 — cées; GADEA et al., 2007 — bovinos; FREITAS et al., 2016 —
Equino; ALLAI et al., 2018 - carneiro).

Os antioxidantes ndo enzimaticos, adicionados ao alimento, no intuito de
aumentar a concentracdo de antioxidantes no plasma seminal, ttm demonstrado que 0s niveis

ndo sdo benéficos, portanto a melhor solucdo seria a adi¢cdo desses componentes nos diluentes
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espermaticos no ejaculado de suinos (PENA et al., 2004; GROSSFELD et al., 2008). O uso na
nutricdo j& apresenta descricdo bibliogréfica, como no caso do selénio (SURAI; FISININ,
2015) e da vitamina E (QING et al., 2017).

Deve-se ressaltar que a protecdo antioxidante parece ser muito especifica a
espécie. Portanto, a identificacdo de antioxidantes eficazes para cada espécie € essencial para
realizar os protocolos mais adequados para melhorar as caracteristicas morfofuncionais dos
espermatozoides e para minimizar lesbes oxidativas que possam afetar negativamente a
capacidade de fertilizacdo (VALLORANI et al., 2010).

- Acido Fitico

O acido fitico é um substrato da enzima fitase, também conhecido como myo-
inositol hexakisfosfato ou IPs (ANGEL; TAMIM; APPLEGATE, 2002) e constitui cerca de 1-
5% do peso da maioria dos cereais, nozes, leguminosas, sementes oleaginosas, esporos e
polen (GRAF; EATON, 1990). Sua principal funcéo é a estocagem de fosfatos como fonte de
energia e antioxidante para a germinacdo da semente, visto que representa até 80% do total de
fésforo nas sementes (RABOY, 2003).

Seu efeito antioxidante é devido a sua capacidade de inibir a formacdo de
radicais hidroxila (OH) e derivam de sua afinidade de ligagéo relativamente alta para o ferro,
fazendo com que eles se tornem inativos cataliticamente (GRAF; EATON, 1990;
STODOLAK et al., 2007; HARBACH et al., 2007; CANAN et al., 2011).

Humanos e suinos possuem degradacéo e absorcdo do IP6 semelhantes, devido a
iSs0, 0S suinos se tornam modelo experimental mais adequado para o estudo dos efeitos do
IP6 no céancer, nas doengas inflamatérias e em outras patologias (SILVA,
BRACARENSE?2016). O trabalho elencou ainda, diversos efeitos atribuidos ao acido fitico, o
qual age inibindo condi¢bes patoldgicas e chega a ter acdo antineoplasica. O mesmo grupo
mostrou em um outro estudo, que o &cido fitico diminuiu significativamente as alteracfes
morfol6gicas induzidas por micotoxinasatuantes no jejuno de suinos. (SILVA, GEREZ,
BRACARENSE, 2014).

O uso de antioxidantes, como o &cido fitico, vem sendo pesquisado nas
diferentes areas da suinocultura, como por exemplo, na nutricdo (FILGUEIRAS; SOARES;
SHIMOKOMAKI, 2009) avaliando seus efeitos na integridade de membrana de células

epiteliais intestinais de suinos, asssim como seus efeitos sobre os acidos graxos insaturados,
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inibindo a peroxidacdo lipidica, o que contribuiu para a preservagdo da qualidade da carne e
aumentando a vida de prateleira (COSTA et al., 2011).

Apesar de varios artigos publicados destacarem a acdo antioxidante do acido
fitico na dieta dos animais (OLIVEIRA, 2012; PACHECOet al., 2012) ndo foram encontrados
na bibliografia consultada trabalhos que objetivassem a utilizacdo deste antioxidante

diretamente no diluente do sémen.

-Substancias reativas ao &cido Tiobarbitarico (TBARS)

O método que quantifica o estresse oxidativo pode ser feita de forma direta ou
indireta. Nas técnicas diretas sdo descritos testes de reducdo do citocromo C, sondas
fluorescentes e potencial de reducdo da oxidacdo (ORP). Nas indiretas estdo incluidos os
testes de capacidade antioxidante total (TAC) e peroxidacao lipidica. (AGARWAL; QIU;
SHARMA, 2018).

A metodologia mais utilizada para mensurar a peroxidacdo lipidica em
espermatozéides de mamiferos é o método das espécies reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS). A qual tem como principio utilizar o &cido tiobarbitdrico (TBA) para aferir a
concentracdo de malondialdeido (MDA), um produto de reacdo de peroxidacdo lipidica.
(AITKEN et al. 1993; BAUMBER et al. 2000). A vantagem deste método é o baixo custo e
facil execucdo. Em contrapartida, ela fornece apenas uma medida indireta da peroxidacéo
lipidica, por se tratar de um método pouco elaborado, ndo oferecem resolucdo das alteragdes
da membrana (PAP et al., 1999).

Em estudos descritos utilizando a técnica TBARS em suinos, Mendez et al.
(2013), avaliaram a adigdo de IGF-1 & doses de sémen de suinos em diferentes concentragdes
de vitamina E armazenadas a 15°C. As amostras foram avaliadas a fresco e ap6s 24 e 72h de
armazenamento a 15°C; o estudo concluiu que a adi¢ao de 400 mg / mL de vitamina E reduz a
producdo de MDA em jejum sem soro a 15°C por 72 h, independentemente da presenca do
aditivo IGF-1. Em trabalho recente, Pereira et al (2018), investigaram o potencial antioxidante
do &cido clorogénico (ChA) em sémen de suinos armazenados a 15°C. As doses foram
processadas para inseminacdo em diferentes concentracfes de ChA ou vitamina E para
controle positivo e analisados ap6s 0, 24 e 72 horas de armazenamento; os resultados
demostraram que tanto o ChA como a vitamina E foram igualmente eficientes no aumento da
capacidade antioxidante do sémen, reduzindo os niveis de malondialdeido antes e depois de

72 horas de armazenamento.
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Estudos estes demonstraram que a ténica do TBARS é um método eficiente e de
baixa dificuldade de execucdo para avaliar a peroxidacdo lipidica em amostras de sémen

refrigeradas.
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3 HIPOTESES

A utilizacdo do Sperm Filter® para a separacdo do plasma seminal ocasiona
menores lesdes de membrana nos espermatozoides de suinos quando comparada com a
técnica da centrifugacéo.

A acdo do antioxidante &cido fitico no meio diluente BTS mantem a

viabilidade espermatica por até 96 horas de refrigeracdo a 17°C.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficiéncia do Sperm Filter® na separacio do plasma seminal de
suinos, assim como o efeito sobre as células espermaticas refrigeradas a 17°C por até 96 horas
da adicdo de &cido fitico ao diluente de sémen de suino BTS.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1° Awvaliar a aplicabilidade do filtro de sémen, Sperm Filter®, na separagdo do plasma seminal

dos espermatozoides no ejaculado de suinos.

2° Avaliar o efeito da adicdo de acido fitico ao diluente de sémen de suino BTS sobre a

cinética espermatica das amostras refrigeradas a 17°C por até 96 horas.

3° Avaliar o efeito da adicdo de &cido fitico ao diluente de sémen de suino BTS sobre a
morfologia espermatica e integridade de membrana das amostras refrigeradasa 17°C por até
96 horas.



38

SARTIGO |

USO DO SPERM FILTER® PARA SEPARACAO DO PLASMA SEMINAL EM
SUINOS

USE OF SPERM FILTER® FOR SEPARATION OF SEMINAL PLASMA IN SWINE

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi realizar a separacdo do plasma seminal pela filtracdo do
ejaculado a fresco e avaliar a viabilidade das células espermaticas de suino refrigeradas por
até 96 horas. Foram utilizados oito cachacos adultos, das racas Landrace, Pietrain, Large
White, Duroce Cruzado com idade média de 2 anos. A colheita do ejaculado foi realizada por
meio da técnica da mao enluvada e uma amostra de 30 a 50 mL foi diluida em BTS, na
proporgdo de 1:1. As amostras divididas em trés partes iguais: BTS puro com sémen total
(BTS TOTAL), centrifugado a 600g por 10 minutos (BTS CEN) e filtrado usando o Sperm
Filter® (BTS FIL). A concentracdo final de 50 x 10° espermatozoides/mL foi mantida nos
grupos. A avaliacdo das caracteristicas dos espermatozoides foi realizada em cinco tempos: a
fresco (D0), ap6s 24h (D1), 48h (D2), 72h (D3) e 96h (D4) de refrigeracdo a 17°C. A cinética
espermatica foi avaliada pela andlise computadorizada (sistema CASA), morfologia
espermatica e integridade de membrana pela coloracdo eosina/nigrosina e a avaliacdo da
peroxidacdo lipidica pela técnica de espécies reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS). A
estatistica foi realizada pela analise de variancia e aplicado o ao teste de Tukey, nos dados
normais e homogéneos e o teste de Kruskall-Wallis foi utilizado quando os pressupostos nao
foram obtidos. Para a comparacdo entre os tempos foi utilizado o teste de Kruskall-Wallis
para amostras pareadas. Os resultados demonstraram que o grupo BTS TOTAL obteve
melhores valores para 0s seguintes parametros cinéticos: motilidade total no DO, D1, D2 e
D4; motilidade progressiva no DO, D1, D2 e D4; células rapidas no DO, D1 E D2; VSL e LIN
somente em D1. Para os aspectos morfoldgicos e integridade de membrana ndo foi contatada
nenhuma diferenga entre grupos. E no aspecto tempo, as variaveis cinéticas apresentaram
melhores resultados no DO. Além disso, o0 TBARS demonstrou maiores niveis de
lipoperoxidacdo para o grupo TOTAL em DO, D2, D3 e D4. O estudo concluiu que a
separacdo do plasma seminal se faz necessaria, e a técnica de filtracdo do sémen de suino com
0 SpermFilter® mostrou-se como uma alternativa eficiente para a remocao do plasma seminal,
especialmente no sémen suino a fresco.

Palavras-chave: Cachaco. Espermatozoide. Filtro. BTS. Plasma Seminal.
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ABSTRACT

The objective of the present study was to separate the seminal plasma by filtration of the fresh
ejaculate and to evaluate the viability of the refrigerated porcine sperm cells for up to 96
hours. Eight boars of the Landrace, Pietrain, Large White and Duroce races with an average
age of 2 years were used. The ejaculate was harvested by the gloved hand technique and a 30
to 50 mL sample was diluted in BTS at the ratio of 1: 1. The samples were divided into three
parts: pure BTS with total semen (BTS TOTAL), centrifuged at 600g for 10 minutes (BTS
CEN) and filtered using Sperm Filter® (BTS FIL). The final concentration of 50 x 106
spermatozoa / ml was maintained in the groups. The sperm characteristics were evaluated in
five times: fresh (DO0) after 24h (D1), 48h (D2), 72h (D3) and 96h (D4) refrigeration at 17°C.
Sperm Kinetics were evaluated by computerized analysis (CASA system), sperm morphology
and membrane integrity by eosin / nigrosine staining and evaluation of lipid peroxidation by
the thiobarbituric acid reactive species (TBARS) technique. Statistical analysis was performed
by the analysis of variance and the Tukey test was used in the normal and homogeneous data
and the Kruskall-Wallis test was used when the assumptions were not obtained. The Kruskall-
Wallis test for paired samples was used to compare the times. The results showed that the
BTS TOTAL group obtained better values for the following kinetic parameters: total motility
in DO, D1, D2 and D4; progressive motility on DO, D1, D2 and D4; fast cells in DO, D1 and
D2; mean velocity cells in D2; slow cells in D3 and D4; VSL and LIN only in D1. In addition,
the percentage of static cells was lower in the TOTAL BTS group in all periods (DO to D4).
For morphological aspects and membrane integrity no differences between groups were
reported. And in the time aspect, the kinetic variables presented better results in the DO. In
addition, TBARS demonstrated higher levels of lipoperoxidation for the TOTAL group in DO,
D2, D3 and D4. The study concluded that separation of seminal plasma is necessary, and the
filtration technique of boar semen with SpermFilter® has proved to be an efficient alternative
for the removal of seminal plasma, especially in boar fresh semen.

Keywords: Boar. Sperm. Filter. BTS. Seminal Plasma.
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Introducéo

O plasma seminal apresenta a importante funcdo de auxiliar o transporte dos
espermatozoides pelo trato genital feminino, permitindo condi¢des viaveis para a fertilizacéo,
assim como fornecer substratos metabdlicos para as células espermaticas e participar do
processo de maturagdo (ALKMIN et al., 2014; LI et al., 2018). Um dos desafios encontrados
na suinocultura é potencializar a reproducdo e producdo dos suinos, buscando reduzir o
volume da dose e o nimero de espermatozoides por dose inseminante (YESTE, 2015). O
ejaculado de suino possui um grande volume de plasma seminal, sendo que sua remogdo é
essencial para ajustar a concentracio espermatica (GOMEZ-FERNANDEZ et al., 2013).

Além disso, tem sido demostrado o efeito deletério do plasma seminal, quando
em contato com as células espermaticas por um longo periodo de tempo, principalmente,
durante o processo de criopreservacdo (SARAVIA et al., 2009; ALKMIN et al., 2014;
BARRANCO et al., 2015). Em estudos realizados por Okazaki et al.(2009) e Li et al. (2018),
a presenca de plasma seminal em sémen de suinos durante o processo de refrigeracdo se
mostrou prejudicial para células, porém, a adicdo do mesmo no momento da descongelacéo se
mostrou essencial para a viabilidade dos espermatozoides.

Atualmente, na espécie equina a centrifugacdo é um método convencional para
a retirada do plasma seminal, pois se mostra relativamente eficaz e simples para recuperar
espermatozoides. No entanto, o processo também causa danos consideraveis as células, sendo
0s mais comuns a lesdo de membrana e acrossomo, € a hiperatividade espermatica precoce,
devido a forca excéntrica gerada (HALLAP et al., 2004; GADEA et al., 2005; RAMIRES
NETO etal., 2013).

Métodos alternativos de separacdo do plasma, como a filtracdo, tém sido
estudados, a fim de minimizar as lesdes nos espermatozoides e para colaborar com o aumento
da viabilidade do sémen que precisa passar pelo processo de refrigeracdo. Assim, a técnica de
filtrar o ejaculado tem sido utilizada em vérias espécies, principalmente em equinos
(ALVARENGA et al., 2010; RAMIRES NETO et al., 2013; LARENTIS et al., 2018), devido
ao numero de animais envolvidos em diversas aréas de trabalho, como provas esportivas,
policiamento e tracdo, e a preparacdo desses ejaculados demandam maior atencéo devido as
caracteristicas espermaticas e zootécnicas desses animais, se mostrando uma opcéao viavel
para amostras que apresentem baixa qualidade espermatica para equinos (ALVARENGA et
al., 2010; RAMIRES NETO et al., 2013; LARENTIS et al., 2018), e demais especies como
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bovinos (CAMPANHOLI et al., 2016) e bubalinos (ALBUQUERQUE et al., 2017), contudo,
desconhece - se estudos em suinos.

Assim, o objetivo do presente estudo foi realizar a separacdo do plasma
seminal suino pela filtracdo do ejaculado a fresco e avaliar a viabilidade espermaticas

submetido a refrigeracdo por até 96 horas.

Material e Métodos

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais -
CEUA/Institucional de nimero 19758.2017.56.

Animais
Foram obtidos ejaculados de oito (8) cachagos adultos, das ragas Landrace,
Pietrain, Large White, Duroc e Cruzado de fertilidade conhecida, com idade média de 24,37

+9,72 meses.

Colheita de sémen e divisdo dos grupos

Os ejaculados foram colhidos pela técnica da mao enluvada (HANCOCK e
HOWELL,1959) com auxilio de um manequim fixo, oriundos de animais mantidos em
sistema de colheita semanal. Na porcdo superior do recipiente de colheita, foram fixadas
gazes estéreis para realizar a separacdo da fracdo gelatinosa do ejaculado, para posterior
descarte. Imediatamente ap6s a colheita, foi obtida uma aliquota de 30 a 50 mL, a qual foi
diluida com o meio Beltsville Thawing Solution (BTS), (Prolimax BTSE®- formulagdo: cada
100g contém: Citrato de sédio 12g; Bicarbonato de Sédio 2,5g; EDTA 2,5g; Cloreto de
Potassio 1,5g; Estreptomicina 2g; Glicose Anidra gsp 100g) na propor¢do de 1:1. Em
seguida, as amostras foram transferidas para uma caixa de poliestireno para transporte até
laboratorio.

Cada amostra foi dividida em trés partes: BTS puro com sémen total (BTS
TOTAL), centrifugado (BTS CEN) e filtrado (BTS FIL). Para as amostras BTS CEN, o
sémen foi centrifugado a 600g por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi
suspenso em BTS. Para as amostras BTS FIL, o sémen foi filtrado usando o Sperm
Filter®(BotuPharma/Pat req. US2010/0099075, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil), no qual se
adicionou o ejaculado dentro do filtro, que fica sobre uma placa, fez-se movimentos circulares

encostando nessa placa, até restar pequeno volume dentro do filtro, finalizando a
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concentracdo espermatica, conforme as indicagdes do fabricante, e os espermatozoides retidos
no filtro foram suspensos em BTS. A concentragdo final nos grupos foi de 50 x 10°
espermatozoides/mL. A avaliacdo das caracteristicas dos espermatozoides foi realizada em
cinco tempos: a fresco (D0O) sendo 10 minutos apds a separacdo das aliquotas de amostra
seminal em grupos, depois de 24h (D1), 48h (D2), 72h (D3) e 96h (D4) de refrigeracdo a

17°C, conforme ilustrado na Figura 1.

EJACULADO 1:1 BTS

!

concentracdo espermatica
50 x 106 espermatozoides/mL

\
SN

| CINETICA, / MORFOLOGIA / INTEGRIDADE DE MEMBRANA / TBARS |

A Y \J

DO /10 MIN DO /10 MIN DO /10 MIN
D1/24h D1/24h D1/ 24h
D2/ 48h D2/ 48h D2/48h
D3/72h D3/72h D3/72h
D4 / 96h D4 / 96h D4/ 96h

Figura 1. Fluxograma do delineamento experimental. (FIL) Ejaculado Filtrado com uso do
SpermFilter®, (CEN) Ejaculado Centrifugado a 600g por 10 min, (TOTAL) Ejaculado total. Todas
as amostras foram diluidas em BTS sendo mantida a concentracdio de 50 x 10°
espermatozoides/mL

Avaliagdo dos espermatozoides

A avaliacdo espermatica foi realizada, quanto a cinética do movimento, por
meio da analise computadorizada (sistema CASA-HTR-IVOS, version 14.0), de acordo com o
setup de suinos (Quadro 1), nos cinco momentos (DO, D1, D2, D3, D4). Foram obtidos 0s
valores de motilidade total (% - MT); motilidade progressiva (% - MP); espermatozoides

rapidos (% - Rapid); velocidade de trajeto (um/s — VAP); velocidade progressiva (um/s —
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VSL); velocidade curvilinea (um/s — VCL); amplitude lateral da cabe¢a (um — ALH);
retilinearidade (% - STR) e linearidade (% - LIN).

A concentracdo espermatica foi realizada em camara de Neubauer na diluicdo
de 1:200 com &gua destilada, em microscopio optico de contraste de fase no aumento de 200x.
O resultado foi expresso em nimero de espermatozoides/mL.

Para avaliacdo da morfologia e integridade de membrana espermética foram
realizados esfregacos com 3 pL das amostras espermaticas coradas com 3 pL eosina/
negrosina (BOTUVITAL®, Botufarma, Botucatu-SP) em laminas de vidro. Foram avaliados
200 células espermaéticas utilizando microscopio 6ptico em aumento de 1000x. As alteracdes
morfologicas foram classificadas em defeitos maiores e menores, divididos em defeitos de
cabeca, peca intermediaria, cauda e acrossoma segundo CBRA (2013); e os resultados foram
expressos em porcentagem. Quanto a integridade de membrana as células espermaticas foram
classificadas em membrana integra, quando estavam transllcidas, ou lesadas, quando
possuiam a cabeca com a coloracdo résea. Ambas as analises foram realizadas por um Unico

operador treinado.

Determinacao de variaveis do estresse oxidativo — Thars

Previamente a avalicdo de estresse oxidativo, todas as amostras de sémen
foram congeladas a -4°C por um periodo de 30 dias.

A ocorréncia da peroxidacdo lipidica foi avaliada por meio da técnica
TBARS adaptada, descrita por Placer et al. (1966).

Em tubos Falcon foram acondicionados 2mL de solugéo padrdo (TCA a 15%,
TBA e HCI), a qual avaliava a formacdo de ROS espontanea da amostra; ou 2mL de solugéo
geradora (TCA 15%, TBA, HCI, FeCI2 e BHT), a qual tinha a capacidade de induzir o
méaximo de peroxidacdo possivel. Apos, acrescentou-se 800uL de solugdo tampéo (tris e &cido
citrico) e 200uL da amostra de sémen a ser analisada.

As amostras foram submetidas a banho fervente a 100°C por 15 minutos,
posteriormente passaram em banho gelado a 0° por 15 minutos. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas por 15 minutos a 1200 G a 24°C. Por fim, 1mL do sobrenadante foi
analisado em espectrofotdbmetro (EVOLUTION 60S, UV- visible Spectrophotometer,
ThermoScientific®) com comprimento de onda de 532nm. Os resultados foram expressos em
Mmol de MDA/ml.
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Andlise Estatistica

Todos os parametros espermaticos foram comparados por analise de variancia
usando o programa Software Sigma Plot 11.0. Para a comparacdo entre os grupos BTS
centrifugado, filtrado e total, das varidveis cinéticas e da técnica TBARS, foram realizados
testes de normalidade e homogeneidade. Quando as amostras apresentaram-se normais e
homogéneas foi utilizado andlise de variancia associada ao teste de Tukey. O teste de
Kruskall-Wallis foi utilizado quando os pressupostos nao foram obtidos. Para a comparacao
entre os tempos foi utilizado o teste de Kruskall-Wallis para amostras pareadas. Foi
considerado o nivel de significancia de 5%.

Resultados

Os resultados estdo sumarizados na Tabela 1. Na cinética espermaética, para DO,
a porcentagem da motilidade total (p= 0,001) e de espermatozoides rapidos (p= 0,007) do
grupo BTS TOTAL foram superiores aos grupos BTS CEN e BTS FIL, porém na motilidade
progressiva (p= 0,019) houve diferenca apenas entre os grupos BTS TOTAL e BTS CEN.
Apbs 24h de refrigeracdo (D1) foram observados resultados superiores nos do grupo BTS
TOTAL em relacdo aos grupos BTS CEN e BTS FIL para as variaveis de motilidade total
(p=0,007), progressiva (p=0,013) e porcentagem de células rapidas (0,009). O mesmo se
repetiu, para as variaveis, VSL (p=0,029) e LIN (p=0,025), no qual o grupo BTS TOTAL se
mostrou superior aos demais. No D2, as variaveis de motilidade total (p=0,004) e células de
velocidade répidas (p=0,009), se mostraram maiores no grupo BTS TOTAL em relacdo ao
BTS CEN. Ja na motilidade progressiva (p= 0,003) o BTS TOTAL foi superior aos outros
grupos. No D4, apenas 0 BTS TOTAL apresentou resultados superiores aos outros grupos nos
parametros de motilidade total (p=0,003) e progressiva (p= 0,002). No fator células rapidas
(p=0,009), o grupo BTS TOTAL teve diferenca apenas com relagéo ao grupo BTS CEN.

Para morfologia espermaética e integridade de membrana ndo foi observado
diferenga (p < 0,05) entre os grupos nem entre os tempos de armazenamento.

O tempo de refrigeracdo se mostrou significativo para 0s parametros de
motilidade total (pTOTAL= 0,001; pCEN= 0,0016; pFIL= 0,001), motilidade progressiva
(pTOTAL=0,001; pCEN= 0,005; pFIL=0,002) e células rapidas (pTOTAL=0,001; pCEN=
0,0037; pFIL= 0,005) para o grupo TOTAL, CEN e FIL, obtendo os melhores resultados no
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DO0. J& os parametros LIN (p=0,009) e STR (p=0,002) do grupo CEN  demonstraram
diferenca significative entre os dias bem como o STR do grupo FIL (p=0,003).

Com a realizacdo da técnica de TBARS, observou-se uma maior ocorréncia de
peroxidacdo lipidica para o grupo TOTAL, quando comparado ao grupo CEN e FIL. O
fendmeno se repetiu nos momentos DO, D2, D3 e DA4.

Discussao

A amostra com sémen total apresentou os melhores resultados em todos os
parametros quando comparada as amostras submetidas as técnicas de centrifugacdo e
filtracdo. O plasma seminal possui a funcdo de meio de transporte dos espermatozoides até o
trato reprodutivo da fémea (JUYENA,; STELLETTA, 2012), porém, muitos estudos tem
concentrado esforcos para compreender melhor a sua acdo nas células espermaticas (YESTE,
2015, 2016; LI et al., 2018), o que pode justificar os resultados encontrados neste estudo.

Na morfologia espermatica e integridade de membrana ndo foi observado
diferenca (p < 0,05) entre 0s grupos nem entre os tempos de armazenamento. Porém, na
cinética espermatica foi observado diferenca significativa entre todos os grupos. A filtracdo se
apresenta como uma forma eficiente de separar o plasma seminal das células espermaticas,
uma vez que permite a passagem de 90 a 95% do plasma e retém apenas os espermatozoides,
por meio de seus poros e capilares (RAMIRES NETO et al., 2013). Ela pode ser util
principalmente quando o laboratério ndo dispde da centrifuga refrigerada, a qual aumenta a
temperatura no momento da rotacao e pode ocasionar mais danos as células espermaticas.

Alguns autores indicam a centrifugacdo do ejaculado de suino em centrifuga
refrigerada a 15°C (BIANCHI et al., 2008), para diminuir a possibilidade de ocorrerem lestes
espermaticas, interferindo na preservacao das células, contudo, no presente estudo, foi optado
pelo uso da centrifuga ndo refrigerada para equivaler aos trabalhos que realizaram a
comparagdo entre centrifugacdo e filtragdo com o Sperm Filter® em equinos (RAMIRES
NETO et al., 2013), mesmo sendo em outra espécie.

A vantagem da filtracdo em relacédo a centrifugagéo seria obter melhor taxa de
recuperacdo espermatica (89% vs 81%) e semelhante cinética espermatica e integridade da
membrana plasmatica, como obtido em amostras de sémen de equinos refrigerado por 24
horas (ALVARENGA et al.,2012).

Os resultados da utilizacdo do filtro podem ter sido menores do que o TOTAL

devido a pequena formacdo de espuma durante o processamento. Autores relatam que a
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formacédo de bolhas de ar, em contato com as células espermaéticas, pode afetar a integridade
proteinas da membrana por causar sua desnaturacdo, além de prejudicar a fungdo mitocondrial
(CLARKSON et al., 1999; SOBOLEWSKI et al., 2012; RIBEIRO et al., 2016; MENEGAT et
al., 2017).

Embora os estudos indiquem que o Sperm Filter® possa ser utilizado para
separar o plasma seminal quando se deseja concentrar as células esperméticas ou congelar a
amostra na sequéncia (WASILEWSKA; FRASER, 2017; LI et al., 2018), no presente estudo,
para a refrigeracdo até 96 horas, seria mais consideravel manter os espermatozoides com o
plasma seminal. O estudo de proteémica do plasma seminal de suinos identificou 34 proteinas
e mostrou as diferencas quantitativas entre as fracdes do ejaculado (PEREZ-PATINO et al.,
2016), sendo um possivel caminho para o inicio do entendimento mais profundo sobre esse
beneficio que o plasma seminal causa as células espermaticas, e a identificacdo de uma
proteina podera permitir maior protecao aos espermatozoides de suinos.

Os resultados deste estudo apresentaram motilidade total e progressiva
equivalente a outro estudo utilizando o mesmo sistema CASA (SOUZA et al., 2013), porém
com valores mais baixos comparados a outros trabalhos com sémen de suinos, como por
exemplo, Menegat et al. (2017) que refrigerou as celulas por 168 horas. Apesar de estes
autores terem utilizado o mesmo diluente (BTS), atribuimos esse contraste nos dados pelo
diferente setup utilizado na analise computadorizada de sémen, a qual os valores de nota de
corte do presente estudo possivelmente se encontraram mais rigorosos (Quadro 1).

Com relacdo aos tempos de refrigeracdo, o sémen a fresco se destaca em
parametros cinéticos, evidenciando os prejuizos sofridos pelas células espermaticas durante
este processo. Wasilewska et al. (2016), ressaltam que a criopreservacdo submete os
espermatozoides a choques térmico e osmdtico, além do estresse oxidativo e das lesdes de
membrana. No entanto, neste estudo ndo foram constatadas diferencas sobre a integridade de
membrana entre tempos.

Além disso, foi observado o aumento a da peroxidacao lipidica para o grupo
TOTAL, demonstrando o estresse oxidativo gerado pela presenca do plasma seminal. Os
efeitos deletérios do plasma seminal sobre os espermatozoides durante a criopreservagdo foi
descrito por Li et al., (2018a). Em contrapartida, Li et al., (2018b), indicam que o plasma
seminal possuem alguns antioxidantes proprios que sdo Uteis durante a criopreservacao.

Embora os resultados obtidos no presente estudo tenham evidenciado que €
importante um melhor conhecimento dos efeitos do plasma seminal sobre as células

espermaticas, notou-se a necessidade da retirada do plasma seminal devido a inducdo do
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estresse oxidativo, neste contexto a técnica de filtragio do sémen de suino com o

SpermFilter® mostrou-se como uma alternativa eficiente para a remocgdo do plasma seminal.
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Quadro 1 — Setup utilizado no HTR-IVOS 14.0 para avaliacdo dos espermatozoides de suinos

Parametros Valores
Tipo de Camara Cell-vu®
Temperatura da Analise (°C) 37
Campos adquiridos 30
Quadros (Hz) 60
Numero de quadros 5
Contraste estatico minimo 30
Tamanho minimo da célula (pixels) 7
Retiliniaridade (STR), limiares (%) 70
VAP cut-off (um/s) 30
Minimo progressivo VAP (um/s) 45
VSL cut-off (um/s) 20
Intensidade da célula 125
Magnificagdo 1,89
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Tabela 1- Média dos resultados da avaliacdo cinética no sistema CASA de ejaculado de suino
sendo amostras de sémen total (Total), centrifugado a 600g/10 min (CEN) e filtrado em sperm
filter® (FIL), em cinco momentos: a fresco (DO0), refrigerado a 17 °C por 24 (D1), 48 (D2), 72
(D3) e 96 h (D4).

DO D1
\égriréyeis Total Centrifugado Filtrado Total Centrifugado Filtrado
inéticas
média +DP média +DP média +DP P média +DP média +DP média +DP P
MT 67.9A 124 249B 205 353B 24,6 0001 46.1A 238 158B 166 185B 151 0,007
MP 319A 10,2 12B 13,0 17.6AB 158 0,019 21.6A 135 6.8B 75 8.1B 8,0 0,013
RAPID 51A 163 19.1B 173 266B 21,9 0,007 38A 211 126B 134 151B 12,6 0,009
VAP 69.8A 164 T70A 209 715A 193 0954 80.1A 132 46.4A 392 66.8A 305 0,097
VSL 50.6A 82 46.7A 88 524A 154 0,779 548A 104 276B 24,7 448AB 189 0,029
VCL 136.6A 29,3 149.1A 40,8 1489A 335 0691 161.4A 288 90.6A 863 137.9A 619 0,305
ALH 6.1A 08 61A 11 6.8A 13 0390 6.7A 1.2 4.2A 41 61A 28 0673
STR 75A 56 714A 10,0 74.8A 40 0523 69.8A 45 35.6A 343 60.6A 257 0,092
LIN 39.6A 31 351A 83 369A 36 0284 356A 27 173B 160 299B 125 0,025
D2 D3
Total Centrifugado Filtrado Total Centrifugado Filtrado
média +DP média +DP média +DP P média DP média +DP média +DP P
MT 36.6A 181 84Bb 10,0 17.9ABb 157 0,004 305Abc 26,1 11.1Aab 181 154Ab 150 0,196
MP 139A 6,7 3.1B 4.2 6.4B 57 0,003 10.9A 9,7 4A 8,2 5.4A 6,1 0,336
RAPID 289A 172 6.2B 7,7 146AB 13,0 0,009 245A 2272 8.3A 145 118A 11,7 0,208
VAP 69.1A 138 457A 30,0 632A 275 0146 674A 21,0 445A 374 66.2A 298 0441
VSL 475A 65 31.7A 20,3 418A 17,7 0,163 447A 112 285A 241 418A 18,7 0,145
VCL 141.4A 28,0 100.2A 71,4 1353A 589 0,464 140.7TA 432 929A 780 136.6A 60,3 0,381
ALH 7.5A 1,8 4.7A 39 6.4A 2,7 0,191 7.0A 3,0 4.4A 39 6.2A 2,7 0,225
STR 66.7A 153 53.3A 34,7 59A 242 0,390 67.9A 52 423A 352 57.6A 23,7 0,269
LIN 424A 13,7 30A 274 284A 118 0,068 355A 6,9 223A 191 30A 12,9 0,167
D4
Total Centrifugado Filtrado
média +DP média *DP média +DP P
MT 26.1A 136 64B 87 9.1B 8,9 0,003
MP 9.6A 55 2.1B 3,0 2.5B 3,2 0,002
RAPID 20A 12,7 51B 7,1 6.1AB 6,2 0,009
VAP 68.8A 10,4 43.1A 383 59.6A 284 0,707
VSL 472A 55 287A 257 36.5A 16,5 0,294
VCL 141.2A 236 98.1A 828 1351A 72,1 0,053
ALH 7.2A 11 3.5A 38 6.4A 2,7 0,160
STR 70.1A 52 423A 352 573A 245 0,167
LIN 36.8A 66 195A 175 289A 136 0,413

*MT: motilidade total (%), MP: motilidade progressiva (%), RAPID: espermatozoides com movimentos rapidos (%), VAP:
velocidade do percurso médio(um/s), VSL: velocidade progressiva(um/s), VCL: velocidade curvilinea (um/s), ALH:
amplitude do deslocamento lateral da cabega (um), STR: retilinearidade (%), LIN: linearidade (%). Letras maidsculas
demonstram diferenca entre os grupos sémen total (Total), centrifugado a 600g/10 min (CEN) e filtrado em sperm filter®
(FIL).
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Tabela 2 - Média dos resultados da analise morfoldgica e avaliacdo da peroxidagdo lipidica
(TBARS) de amostras de sémen total (Total), centrifugado a 600g/10 min (CEN) e filtrado em
sperm filter® (FIL) em cinco momentos a fresco (DO) e refrigerado por 24 (D1), 48 (D2), 72

(D3) e 96 h (D4) a 17 °C.

DO D1
Variaveis Cinéticas Total Centrifugado Filtrado Total Centrifugado Filtrado
média +DP média +DP média +DP P média +DP média *DP média =DP P
*DEF Maior % 91A 49 83A 56 92A 43 0915 101A 84 93A 59 106A 64 0,920
**DEF Menor % 11.6A 128 105A 7,4 10.1A 10,2 0,857 10A 80 9.6A 7,2 104A 10,0 0,973
***DEF totais % 20.7A 155 188A 10,7 19.3A 13,1 0,965 20.1A 151 189A 10,7 21.1A 142 0,955
Integridade Membrana  10.7A 6,0 14.6A 10,0 139A 45 0,327 82A 4,1 146A 138 109A 32 0,273
TBA SP mmol/ml 81A 52 398 21 29B 09 0,011 86A 72 49A 40 41A 35 0,202
TBA SG mmol/ml 56A 24 37AB 13 31B 13 0,029 7.1A 47 44A 25 46A 2,0 0,267
D2 D3
Total Centrifugado Filtrado Total Centrifugado Filtrado
média *DP média +DP média +DP P média +DP média *DP média DP P
*DEF Maior % 164A 174 133A 144 16.6A 156 0,726 10.2A 8,6 104A 65 10.7A 6,7 0,888
**DEF Menor % 96A 104 73A 78 104A 90 068 88A 74 79A 65 88A 88 0970
***DEF totais % 26A 22,3 20.6A 189 27A 229 0,635 19A 151 183A 119 195A 146 0,913
Integridade Membrana 9.3A 2,9 16.4A 169 169A 10,3 0,064 116A 34 209A 27,0 17.3A 13,2 0,629
TBA SP mmol/ml 74A 42 24B 16 27AB 0,9 0,024 10.25A 6,1 23B 18 43AB 25 0,005
TBA SG mmol/ml 75A 41 37B 18 42AB 21 0,030 7.88A 40 37B 13 6.2AB 39 0,030
D4
Total Centrifugado Filtrado
média +DP média *DP média *DP P
*DEF Maior % 106A 73 88A 6,1 116A 95 0,768
**DEF Menor % 86A 70 91A 7,7 101A 8,7 0,970
***DEF totais % 19.1A 128 179A 126 218A 17,0 0,920
Integridade Membrana 11.8A 4,5 22.8A 31,3 23.4A 252 0,348
TBA SP mmol/ml 64A 40 17B 11 3.8AB 29 0,008
TBA SG mmol/ml 7.6A 34 5A° 29 49A 39 0,103

* DEF maior — defeitos maiores, DEF menor — defeitos menores, DEF totais — defeitos morfoldgicos totais; todos os
resultados apresentados estdo expressos em %. TBARS SP- umol de MDA/ml TBARS SG- pmol de MDA/ml. Letras
maiusculas demonstram diferenca entre os grupos sémen total (Total), centrifugado a 600g/10 min (CEN) e filtrado em sperm

filter® (FIL)
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Tabela 3- Média dos resultados da analise cinética de amostras de sémen suino total (TOTAL) em cinco momentos a fresco (DO0) e refrigerado por 24
(D1), 48 (D2), 72 (D3) e 96 h (D4) a 17 °C.

TOTAL DO D1 D2 D3 D4
Variaveis média +DP média +DP média +DP média +DP média +DP valor p
MT 67.9a 12,4 46.1b 23,8 36.6bc 18,1 30.5bc 26,1 26.1c 13,6 0.001
MP 31.9a 10,2 21.6ab 13,5 13.9ab 6,7 10.9b 9,7 9.6b 55 0.001
RAPID 512 16,3 38ab 21,1 28.9b 17,2 24.5b 22,2 20b 12,7 0.001
VAP 69.8a 16,4 80.1a 13,2 69.1a 13,8 67.4a 21,0 68.8a 10,4 0,299
VSL 50.6a 8,2 54.8a 10,4 47.5a 6,5 44.7a 11,2 47.2a 55 0,075
VCL 136.6a 29,3 161.4a 28,8 141.4a 28,0 140.7a 43,2 141.2a 23,6 0,383
ALH 6.1a 0,8 6.7a 1,2 7.5a 1,8 7.0a 3,0 7.2a 11 0,443
STR 75a 5,6 69.8a 4.5 66.7a 15,3 67.9a 5,2 70.1a 5,2 0,118
LIN 39.6a 3,1 35.6a 2,7 42.4a 13,7 35.5a 6,9 36.8a 6,6 0,203

*MT: motilidade total(%), MP: motilidade progressiva (%), RAPID: espermatozoides com movimentos rapidos (%), VAP: velocidade do percurso médio(um/s), VSL:
velocidade progressiva(um/s), VCL.: velocidade curvilinea (um/s), ALH: amplitude do deslocamento lateral da cabeca (um), STR: retilinearidade (%), LIN: linearidade (%).
Letras mindsculas demonstram diferenca entre os tempos.

Tabela 4- Média dos resultados da analise morfoldgica e avaliacdo da peroxidacdo lipidica (TBARS) de amostras de sémen suino total (TOTAL),
refrigerado por 24 (D1), 48 (D2), 72 (D3) e 96 h (D4) a 17 °C.

TOTAL DO D1 D2 D3 D4
MORFOLOGIA/ . ) o i i |
TBARS Média +DP média +DP média +DP média +DP média +DP valorp
*DEF Maior % 9.1a 49 10.1a 8,4 16.4a 17,4 10.2a 8,6 10.6a 7,3 0,768
**DEF Menor % 11.6a 12,8 10a 8,0 9.6a 10,4 8.8a 7,4 8.6a 7,0 0,479
***DEF totais % 20.7a 15,5 20.1a 15,1 26a 22,3 19a 15,1 19.1a 12,8 0,948
IM 10.7a 6,0 8.2a 4,1 9.3a 2,9 11.6a 3,4 11.8a 45 0,062
TBA SP mmol/ml 8.1a 5,2 8.6a 7,2 7.4a 42 10.25a 6,1 6.4a 4.0 0,476
TBA SG mmol/ml 5.6a 2,4 7.1a 4.7 7.5a 4.1 7.88a 40 7.6a 3,4 0,479

* DEF maior — defeitos maiores, **DEF menor — defeitos menores, ***DEF totais — defeitos morfoldgicos totais; todos os resultados apresentados estédo expressos em %. TBARS SP- umol de
MDA/mI- reacdo espontanea; TBARS SG- umol de MDA/ml- reacédo induzida. Letras minUsculas demonstram diferenca entre os tempos de refrigeragéo (D0, D1, D2, D3, D4).
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Tabela 5- Média dos resultados da avaliacdo cinética no sistema CASA de ejaculado de suino sendo amostras de sémen centrifugado (CEN) a 600g/10
min em cinco momentos: a fresco (D0), refrigerado a 17 °C por 24 (D1), 48 (D2), 72 (D3) e 96 h (D4).

CEN DO D1 D2 D3 D4
Variaveis média +DP média +DP média +DP média +DP média +DP valor p

MT 24.9a 20,5 15.8ab 16,6 8.4b 10,0 11.1ab 18,1 6.4b 8,7 0,016
MP 12a 13,0 6.8a s 3.1a 4,2 4a 8,2 2.1a 3,0 0,050
RAPID 19.1a 17,3 12.6ab 13,4 6.2ab 1,7 8.3ab 14,5 5.1b 7,1 0,037
VAP 70a 20,9 46.4a 39,2 45.7a 30,0 44.5a 37,4 43.1a 38,3 0,671
VSL 46.7a 8,8 27.6a 24,7 31l.7a 20,3 28.5a 24,1 28.7a 25,7 0,051
VCL 149.1a 40,8 90.6a 86,3 100.2a 71,4 92.9a 78,0 98.1a 82,8 0,736
ALH 6.1a 1,1 4.2a 41 4.7a 3,9 4.4a 3,9 3.5a 3,8 0,247
STR 71.4a 10,0 35.6b 34,3 53.3b 34,7 42.3ab 35,2 42.3b 35,2 0,002
LIN 35.1a 8,3 17.3b 16,0 30ab 27,4 22.3ab 19,1 19.5ab 17,5 0,009

*MT: motilidade total (%), MP: motilidade progressiva (%), RAPID: espermatozoides com movimentos rapidos (%), VAP: velocidade do percurso médio(um/s), VSL:
velocidade progressiva(um/s), VCL: velocidade curvilinea (um/s), ALH: amplitude do deslocamento lateral da cabeca (um), STR: retilinearidade (%), LIN: linearidade (%).
Letras mindsculas demonstram diferencga entre os tempos.

Tabela 6- Média dos resultados da analise morfoldgica de amostras de sémen suino centrifugado a 600g/10 min (CEN) em cinco momentos a fresco (DO0)
e refrigerado por 24 (D1), 48 (D2), 72 (D3) e 96 h (D4) a 17 °C.

DO D1 D2 D3 D4

CEN MORFOLOGIA

/| TBARS média +DP média +DP média +DP média +DP média +DP valor p
*DEF Maior % 8.3a 5,6 9.3a 5,9 13.3a 14,4 10.4a 6,5 8.8a 6,1 0,281
**DEF Menor % 10.5a 7.4 9.6a 7,2 7.3a 7.8 7.9a 6,5 9.1a 7,7 0,145
***DEF totais % 18.8a 10,7 18.9a 10,7 20.6a 18,9 18.3a 11,9 17.9a 12,6 0,653
IM 14.6a 10,0 14.6a 13,8 16.4a 16,9 20.9a 27,0 22.8a 31,3 0,578
TBA SP mmol/ml 3.9ab 2,1 4.9a 4,0 2.4ab 1,6 2.3ab 1,8 1.7b 1,1 0,032
TBA SG mmol/ml 3.7a 1,3 4.4a 2,5 3.7a 1,8 3.7a 1,3 5a 2,9 0,125

* DEF maior — defeitos maiores, **DEF menor — defeitos menores, ***DEF totais — defeitos morfoldgicos totais; todos os resultados apresentados estdo expressos em %. TBARS SP- umol de
MDA/mI- reacdo espontanea; TBARS SG- umol de MDA/ml- reacdo induzida. Letras minGsculas demonstram diferenca entre os tempos de refrigeragdo (DO, D1, D2, D3, D4).
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Tabela 7- Média dos resultados da avaliacdo cinética no sistema CASA de ejaculado de suino sendo amostras de sémen filtrado em sperm filter® (FIL),
em cinco momentos: a fresco (D0), refrigerado a 17 °C por 24 (D1), 48 (D2), 72 (D3) e 96 h (D4).

FIL DO D1 D2 D3 D4
Variaveis média +DP média +DP média +DP média +DP média +DP valor p

MT 35.3a 24,6 18.5b 15,1 17.9b 15,7 15.4b 15,0 9.1b 8,9 0.001
MP 17.6a 15,8 8.1ab 8,0 6.4ab 5,7 5.4ab 6,1 2.5b 3,2 0,002
RAPID 26.6a 21,9 15.1ab 12,6 14.6ab 13,0 11.8b 11,7 6.1b 6,2 0,005
VAP 71.5a 19,3 66.8a 30,5 63.2a 27,5 66.2a 29,8 59.6a 28,4 0,516
VSL 52.4a 15,4 44 8a 18,9 41.8a 17,7 41.8a 18,7 36.5a 16,5 0,308
VCL 148.9a 33,5 137.9a 61,9 135.3a 58,9 136.6a 60,3 135.1a 72,1 0,865
ALH 6.8a 1,3 6.1a 2,8 6.4a 2,7 6.2a 2,7 6.4a 2,7 0,986
STR 74.8a 4,0 60.6ab 25,7 59b 24,2 57.6b 23,7 57.3b 24,5 0,003
LIN 36.9a 3,6 29.9a 12,5 28.4a 11,8 30a 12,9 28.9a 13,6 0,085

*MT: motilidade total(%), MP: motilidade progressiva (%), RAPID: espermatozoides com movimentos rapidos (%), VAP: velocidade do percurso médio(um/s), VSL:
velocidade progressiva(um/s), VCL: velocidade curvilinea (um/s), ALH: amplitude do deslocamento lateral da cabeca (um), STR: retilinearidade (%), LIN: linearidade (%).
Letras mindsculas demonstram diferencga entre os tempos.

Tabela 8- Média dos resultados da analise morfologica de amostras de sémen suino filtrado em sperm filter® (FIL), em cinco momentos a fresco (DO0) e
refrigerado por 24 (D1), 48 (D2), 72 (D3) e 96 h (D4) a 17 °C.

FIL MORFOLOGIA/ DO D1 D2 D3 D4 valor p
TBARS média +DP média +DP média +DP média +DP média +DP

*DEF Maior % 9.2a 4,3 10.6a 6,4 16.6a 15,6 10.7a 6,7 11.6a 9,5 0,892
**DEF Menor % 10.1a 10,2 10.4a 10,0 10.4a 9,0 8.8a 8,8 10.1a 8,7 0,859
***DEF totais % 19.3a 13,1 21.1a 14,2 27a 22,9 19.5a 14,6 21.8a 17,0 0,931
IM 13.9a 4,5 10.9a 3,2 16.9a 10,3 17.3a 13,2 23.4a 25,2 0,216

TBA SP mmol/ml 2.9a 0,9 4.1a 3,5 2.7a 0,9 4.3Aa 2,5 3.8a 2,9 0,379
TBA SG mmol/ml 3.1a 1,3 4.6a 2,0 4.2Aa 2,1 6.2Aa 3,9 4.9a 3,9 0,118

*DEF maior — defeitos maiores, **DEF menor — defeitos menores, ***DEF totais — defeitos morfoldgicos totais; todos os resultados apresentados estdo expressos em %. TBARS SP- umol de
MDA/mI- reacdo espontanea; TBARS SG- umol de MDA/ml- rea¢do induzida. Letras mindsculas demonstram diferenca entre os tempos de refrigeracéo (D0, D1, D2, D3, D4).
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6 ARTIGO I

EFEITO DA ADICAO DO ANTIOXIDANTE ACIDO FITICO AO DILUENTE DE
REFRIGERACAO DE SEMEN DE SUINOS
EFFECT OF THE ADDITION OF FYTHIC ACID ANTIOXIDANT TO SWINE SEMI
REFRIGERATION DILUENT
RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a cinética, morfologia e integridade de membrana
nas células espermaticas refrigeradas por até 96 horas, o efeito da adi¢do de acido Fitico ao
diluente BTS de refrigeracdo de sémen de suino. Foram utilizados oito cachacgos adultos, das
racas Landrace, Pietrain, Large White, Duroc e Cruzado com idade média de 2 anos. A
colheita do ejaculado foi realizada por meio da técnica da méo enluvada e duas aliquotas de
30 a 50 mL foram diluidas, uma com BTS outra com BTS acrescido de &cido Fitico (AF) na
concentracdo de 0,5 mM, na proporc¢do de 1:1. As amostras foram divididas em seis grupos.
Trés grupos com BTS, sendo: puro com sémen total (BTS TOTAL), (BTS CEN) centrifugado
a 600g por 10 minutos, (BTS FIL) filtrado usando o SpermFilter®, e trés grupos de BTS
acrescido de AF a uma concentragdo de 0,5 mM, sendo: BTS com sémen total (AF TOTAL),
centrifugado (AF CEN) e filtrado (AF FIL). Cada grupo manteve uma concentracdo final de
50 x 10° espermatozoides/mL. A avaliagdo das caracteristicas dos espermatozoides foi
realizada em cinco tempos: a fresco (DO0), apos a refrigeracdo a 17°C por 24h (D1), 48h (D2),
72h (D3) e 96h (D4). A cinética espermatica foi avaliada pelo sistema CASA, a morfologia
espermatica e integridade de membrana pela coloracdo eosina/nigrosina, e a peroxidacao
lipidica pela técnica TBARS. A analise estatistica foi realizada no software Sigma Plot 11.0 e
utilizou-se o teste t e/ ou o teste de Mann-Whitney, considerando nivel de significancia de
5%. Houve diferenca entre os grupos TOTAL AF e TOTAL BTS para as variaveis ALH, STR
e LIN no DO. A integridade de membrana foi maior para o grupo TOTAL AF nos momentos
D3 e D4. Néo ocorreram diferencas para nenhuma variavel entre os grupos CEN AF e CEN
BTS. E entre os grupos FIL AF e FIL BTS observou-se divergéncia significativa somente
para o parametro ALH. N&o foi observada diferenca referente a peroxidacdo lipidica para
nenhum grupo, demonstrando que o &cido fitico na concentragdo de 0,5 Mm ndo se mostrou
eficiente na reducdo de reacOes de peroxidagdo, no entanto, foi efetivo na protecdo de
membrana plasmatica de espermatozoides apos 72 horas de refrigeracéo.

Palavras-chave: Cachago. Fitato. Antioxidante. Criopreservacdo. Espermatozoide.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the kinetics, morphology and membrane integrity of the sperm
cells refrigerated for up to 96 hours, the effect of the addition of phytic acid to the BTS
diluent of porcine semen refrigeration. Eight adult Landrace, Pietrain, Large White, Duroc
and crossbreed boars with an average age of 2 years were used. The ejaculate was harvested
using the gloved hand technique and two aliquots of 30 to 50 mL were diluted, one with BTS
another with BTS plus 0.5 mM phytic acid (AF) at a concentration of 1: 1. The samples were
divided into six groups. Three groups with BTS, being: pure with total semen (TOTAL BTS),
(CEN BTYS) centrifuged at 600g for 10 minutes, (FIL BTS) filtered using Sperm Filter®, and
three BTS groups added with AF at a concentration of 0.5 mM, being: BTS with total semen
(TOTAL AF), centrifuged (CEN AF) and filtered (FIL AF). Each group maintained 50 x 10°
sperm / mL as final concentration. The sperm characteristics were evaluated in five periods:
fresh (DO), after cooling at 17 © C for 24h (D1), 48h (D2), 72h (D3) and 96h (D4). Sperm
kinetics were evaluated by the CASA system, sperm morphology and membrane integrity by
eosin / nigrosin staining, and lipid peroxidation was measured by TBARS technique. The
statistical analysis was made in the software Sigma Plot 11.0, the t-test and the Mann-
Whitney test were used, considering a significance level of 5%. There was a difference
between the TOTAL AF and TOTAL BTS groups for the variables ALH, STR and LIN in
D0. Membrane integrity values was higher for the TOTAL AF group at moments D3 and DA4.
There were no significant differences for any variables between the CEN AF and CEN BTS
groups. And significant divergence was observed only for ALH among the FIL AF and FIL
BTS groups. No statistical difference regarding lipid peroxidation was observed for any
group, demonstrating that 0.5 Mm of Phytic acid was not efficient to reduction peroxidation
reactions, however it was effective in the spermatozoa’s plasma membrane protection after 72
hours of cooling.

Keywords: Boar. Fitato. Antioxidant. Cryopreservation. Sperm.
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Introducéo

O sémen de suino apresenta grande sensibilidade as técnicas de processamento do
ejaculado, principalmente na criopreservacdo. Pelo fato de ter em sua composicéo alto teor de
acidos graxos poli-insaturados, 0s espermatozoides sdo sensiveis ao estresse oxidativo (AWDA et
al., 2009; CADAVID, 2010). A formacédo de espécies reativas de oxigénio (ROS), em pequenas
quantidades, desempenha papéis benéficos essenciais na capacitacdo espermatica, na
hiperativacdo da motilidade espermética e na reacdo acrossdbmica (AWDA et al., 20009;
MENEGAT et al., 2017). Somente quando as concentracdes de ROS excedem o nivel de limiar
que se tornam prejudiciais (RHOADES e PFLANZER, 1996; NOGUEIRA et al. 2013), causando
peroxidacdo dos lipidios de membrana, agressdo as proteinas das membranas, enzimas,
carboidratos e DNA (BARREIROS et al., 2006).

As alteracOes causadas podem reduzir o potencial de fertilidade, levando a danos ao
DNA, perda de motilidade decorrentes de alteracdes na peca intermediéria, reestruturacéo
acrossomal, modificacdo no evento de fusdo de odcitos, alteracGes no citoesqueleto de esperma e
danos nas mitocondrias, as quais sdo a principal fonte da producdo de ROS, resultantes do
processo respiratorio (AITKEN et al., 1988; DE LAMIRANDE et al., 1997; LOPES et al., 1998;
EVENSON e WIXON, 2006; PENA et al., 2009; ZHANG et al., 2012). Também pode haver a
inducdo de apoptose pelas altas concentracbes de dxido Nitrico (NO) (MORAN et al., 2008) ou
liberacdo de proteinas pré apoptdticas que iniciam alteracdo semelhante a capacitacdo e a morte
celular (MISHRA, SHANA, 2005).

O estresse oxidativo pode ser parcialmente blogueado com a atuacdo de
antioxidantes, que sdo utilizados na tentativa de impedir a diminuicdo da qualidade dos
espermatozoides ap0s a criopreservacdo (TAYLOR, 2001; BATHGATE, 2011). O uso de
antioxidantes, adicionado ao diluente, visa retardar ou prevenir a oxidagdo do substrato
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989), exercendo um efeito protetor sobre a membrana
plasmatica, sendo capaz de manter a atividade metabolica e a viabilidade celular (BECONI et al.,
1993).

O uso de antioxidantes, como o acido Fitico, vem sendo pesquisado nas diferentes
areas da suinocultura, como por exemplo na nutri¢do, avaliando seus efeitos na integridade de
membrana de células epiteliais intestinais de suinos (FILGUEIRAS et al., 2009), sendo
evidenciado que o &cido Fitico diminuiu significativamente as alteragdes morfoldgicas induzidas
por micotoxinas atuantes no jejuno de suinos. (SILVA, GEREZ, BRACARENSE, 2014).
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Seu efeito antioxidante é devido a sua capacidade de inibir a formacéo de radicais
hidroxila (OH) e deriva de sua afinidade de ligacéo relativamente alta para o ferro, fazendo com
que eles se tornem inativos cataliticamente (GRAF, EATON, 1990; STODOLAK et al., 2007;
HARBACH et al., 2007; CANAN et al., 2011), o qual pode agir inibindo condi¢des patologicas
chegando a ter acdo antineoplésica (SILVA, BRACARENSE 2016).

A técnica mais utilizada para mensurar a peroxidacéo lipidica, resultante do estresse
oxidativo, em espermatozoides de mamiferos € o método das espécies reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS),(AITKEN et al. 1993; BAUMBER et al. 2000). A metodologia que
quantifica o estresse oxidativo pode ser feita de forma direta ou indireta. Dentre as formas de
avaliacdo indiretas estdo incluidos os testes de capacidade antioxidante total (TAC) e peroxidacdo
lipidica, como 0 TBARS (AGARWAL; QIU; SHARMA, 2018).

Apesar das publicacdes destacarem a acao antioxidante do acido fitico na dieta dos
animais (OLIVEIRA, 2012; PACHECO et al., 2012) e na qualidade da carne (COSTA et al.,
2011), ndo hé relatos na literatura de estudos com a utilizacdo deste antioxidante diretamente no
diluente do sémen. Portanto, o objetivo do presente estudo é avaliar a cinética, morfologia,
integridade de membrana e estresse oxidativo sobre as células espermaticas refrigeradas por até

96 horas sob efeito da adi¢éo de acido fitico ao diluente de refrigeracdo de sémen de suino.

Material e Métodos

O estudo foi realizado com a aprovacao da Comissao de Etica no Uso de Animais -
CEUAVInstitucional de nimero 19758.2017.56.

Foram utilizados ejaculados de oito (8) cachagos adultos, com uma colheita de cada,
sendo 0 grupo composto por ragas variadas (Landrace, Pietrain, Large White, Duroc, Cruzado).

Os animais tinham idade média de 24,37 (£9,72) meses e a fertilidade era conhecida.

Colheita de sémen e diviséo dos grupos

Os cachagos foram mantidos em sistema de colheita semanal e a técnica utilizada foi
a da méo enluvada (HANCOCK e HOWELL,1959) com auxilio de um manequim fixo. Na
por¢ao superior do recipiente de colheita, foram fixadas gazes estéreis para realizar a separacéo da
fracdo gelatinosa do ejaculado, para posterior descarte. Imediatamente apds a colheita, uma
aliquota de 30 a 50 mL foi obtida e dividida em duas amostras, sendo a primeira amostra diluida
com BeltsvilleThawingSolution (BTS) (Prolimax BTSE® - formulacdo: cada 100g contém:
Citrato de sodio 12g; Bicarbonato de Sodio 2,59; EDTA 2,5¢g; Cloreto de Potassio 1,5g;
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Estreptomicina 2g; Glicose Anidra gsp 100g), e a segunda amostra diluida em BTS acrescido de
acido fitico na concentracdo de 0,5 mM (AF) na proporcdo de 1:1. Em seguida foram
acondicionadas em caixa de transporte de poliestireno e, em aproximadamente 40 minutos, as
analises foram iniciadas.

O delineamento foi exemplificado na Figura 2. As amostras foram divididas em seis
grupos: BTS com sémen total (BTS TOTAL), centrifugado a 600g por 10 minutos (BTS CEN) e
filtrado usando o SpermFilter® (BotuPharma/Pat req. US2010/0099075, Botucatu, Sdo Paulo,
Brasil), conforme as indicac6es do fabricante (BTS FIL). Os grupos acrescido com &cido Fitico a
uma concentragdo de 0,5 mM foram: BTS com sémen total (AF TOTAL), centrifugado (AF
CEN) e filtrado (AF FIL), sendo utilizadas as mesmas técnicas de centrifugacéo e filtragdo do
outro grupo.

A concentracdo final de 50 x 108 espermatozoides/mL foi padronizada em cada uma
das aliquotas nos grupos. Apos, as amostras aliquotadas foram refrigeradas em geladeira com
temperatura controlada de 15° a 17°C, por até 96 horas. A avaliagdo das caracteristicas dos
espermatozoides foi realizada em cinco tempos: a fresco (DO0), ap6s a refrigeracdo a 17°C por 24h
(D1), 48h (D2), 72h (D3) e 96h (D4). Como ilustrado na Figura 1.

EJACULADO 1:1 EJACULADO 1:1
BTS BTS + 0,5 mM AF
concentragédo espermatica concentragéo espermatica

50 x 108
rmatozojdes/

BTS + TOTAL | BTS + CEN |

l BTS + FIL | | AF + TOTAL

CINETICA, / MORFOLOGIA/ INTEGRIDADE DE CINETICA, / MORFOLOGIA/ INTEGRIDADE DE
MEMBRANA / TBARS MEMBRANA/ TBARS

| Y !
|DO/10MIN| |D0/10MIN| |DO/10M'N| |DO/10MIN|
| D1/24h | | D1/24h | | D1/24h | | D1/24h |
| D2/ 48h | | D2/48h | | D2/48h | | D2/48h |
| D3/72h | | D3/72h | | D3/72h | | D3/72h |
| D4 /96h | | D4/ 96h | I D4/96h I I D4/ 96h I

Figura 1. Fluxograma do delineamento experimental. (FIL) Filtrado com uso do
SpermFilter®, (CEN) Centrifugado a 600g por 10 min, (AF) Acido Fitico na concentragdo de
0,5 mM adicionado ao meio diluente BTS. (TOTAL) Ejaculado total. Todos na concentragdo

de 50 x 108 espermatozoides /mL diluidos/suspensos em BTS.
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Avaliagaodos Espermatozoides

As anélises espermaéticas foram realizadas quanto a cinética do movimento por
meio da andlise computadorizada (sistema CASA), concentracdo pela camara de Neubauer,
morfologia espermética e integridade de membrana pela coloracdo eosina/nigrosina
(BOTUVITAL®, Botufarma, Botucatu-SP).

Avaliacdo Espermatica pela Analise Computadorizada

As avaliacdes foram realizadas nos cinco momentos (DO, D1, D2, D3 e D4).
Os pardmetros de cinética espermatica foram analisados pelo sistema CASA (HTR-IVOS,
version 14.0), utilizando o setup de suinos (Quadro 1). Foram obtidos os valores de
motilidade total (% - MT); motilidade progressiva (% - MP); espermatozoides rapidos (% -
Rapid); velocidade de trajeto (um/s — VAP); velocidade progressiva (um/s — VSL);
velocidade curvilinear (um/s — VCL); amplitude lateral da cabega (um — ALH);
retilinearidade (% - STR) e linearidade (% - LIN).

Concentracdo pela Camara de Neubauer
Foi utilizada a dilui¢do 1:200 de amostra em agua destilada e leitura em cAmara
de Neubauer, em microscdpio Optico de contraste de fase no aumento de 200x. O resultado foi

expresso em numero de espermatozoides/mL.

Morfologia espermatica e Integridade de Membrana

Para avaliacdo da morfologia espermatica e integridade de membrana foram
realizados esfregacos com 3ul de amostra dos espermatozoides corados com 3ul eosina
nigrosina (BotuVital®) em laminas de vidro. Foram avaliadas 200 células espermaticas
utilizando microscopio 6ptico em aumento de 1000x. As alteragdes morfologicas foram
classificadas em defeitos maiores e menores, divididos em defeitos de cabeca, peca
intermedidria, cauda e acrossoma, segundo CBRA (2013); e os resultados foram expressos em
porcentagem. Quanto a integridade de membrana as células espermaticas foram classificadas
em membrana integra, quando estavam translUcidas, e lesadas quando possuiam a cabeca com
a coloracdo rosea.

Ambas as analises foram realizadas por um Unico operador treinado.

Determinacao de varidveis do estresse oxidativo — Thars
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Previamente a avalicdo de estresse oxidativo, todas as amostras de sémen
foram congeladas a -4°C por um periodo de 30 dias.

A ocorréncia da peroxidacao lipidica foi avaliada por meio da técnica TBAR
adaptada, descrita por Placer et al. (1966).

Em tubos Falcon foram acondicionados 2mL de solugéo padrdo (TCA a 15%,
TBA e HCI), a qual avaliava a formagdo de ROS espontanea da amostra; ou 2mL de solugéo
geradora (TCA 15%, TBA, HCI, FeCI2 e BHT), a qual tinha a capacidade de induzir o
méaximo de peroxidacdo possivel. Apos, acrescentou-se 800uL de solucdo tampdo (tris e &cido
citrico) e 200uL da amostra de sémen a ser analisada.

As amostras foram submetidas a banho fervente a 100°C por 15 minutos,
posteriormente passaram em banho gelado a 0°C por 15 minutos. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas por 15 minutos a 1200 G a 24°C. Por fim, 1mL do sobrenadante foi
analisado em espectrofotometro (EVOLUTION 60S, UV- visibleSpectrophotometer,
ThermoScientific®) com comprimento de onda de 532nm. Os resultados foram expressos em
Mmol de MDA/m.

Analise Estatistica

Para a comparacao entre 0s grupos com &cido fitico e sem &cido fitico foi
utilizado o teste t quando as amostras apresentaram-se normais e homogéneas e o teste de
Mann-Whitney quando néo apresentavam estes pressupostos. Embora tenha-se utilizado testes
ndo paramétricos, os resultados foram apresentados nas tabelas em forma de média e desvio
padrdo para melhor visualizacdo. Para todas as analises foi considerado nivel de significancia
de 5% e software SigmaPlot 11.0.

Resultados

A partir dos resultados expressos na Tabela 1, notou-se que os dados de ALH
(5,4 versus 6,1- p<0,050), STR (79,9 versus 75,0 — p=0,048) e LIN (46,0 versus 39,6 —
p=0,003) em sémen TOTAL a fresco (DO) apresentaram diferenca, demostrando melhor
caracteristica de movimento no grupo AF, no qual a trajetoria das células espermaticas se
mostraram com maior retilinearidade e linearidade. Apds 24 horas da refrigeracdo (D1, D2,
D3 e D4), houve equivaléncia entre os dois grupos (BTS e AF).

Os resultados de morfologia espermatica da amostra de sémen TOTAL (Tabela
2) se mostrou constante nos dois grupos; entretanto a integridade de membrana apds 72 horas
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(D3 = 7,3 versus 11,6 — p= 0,029) e 96 horas (D4 = 7,4 versus 11,8 — p=0,024,) de
refrigeragdo foram superiores no grupo AF comparado ao BTS.

Na amostra centrifugada (CEN), os resultados da cinética espermatica e
morfologia espermatica se mantiveram semelhantes entre os grupos BTS e AF, tanto na
andlise a fresco (D0) quanto nos momentos de refrigeracdo (D1 a D4), (Tabelas 3 e 4) néo
havendo diferenca entre os dois grupos.

Para os espermatozoides que passaram pelo processo de filtracdo (FIL) no DO, a
variavel ALH mostrou melhores resultados no grupo AF (5,5um) quando comparado ao BTS
(6,8 um), (p= 0,033), porém com o passar das horas de refrigeracdo (D1, D2, D3 e D4), se
mostraram constantes tanto na cinética, quanto na morfologia espermética (Tabelas 5 e 6).A
partir dos resultados da avaliacdo da peroxidacdo lipidica através do TBARS, ndo se
constatou diferenca estatistica entre os grupos AF e BTS, tanto para sémen TOTAL, CEN ou
FIL (Tabelas 2, 4 e 6).

Discussao

Na literatura, j& é conhecido que, a refrigeracdo do sémen de suino pode
ocasionar danos as células espermaticas pela producdo espontdnea de ROS, e embora 0s
espermatozoides contenham enzimas antioxidantes intracelulares, muitas vezes ndo é o
suficiente para conter os subprodutos excessivos gerados pelo metabolismo de oxigénio. Esse
desequilibrio pode iniciar reacdes oxidativas levando a perda da funcdo espermatica
(MARMUNTI et al., 2012; MARTINEZ-SOTO et al., 2013).

A adicdo de antioxidantes em meios diluentes, com a intencdo de diminuir as
reacOes de peroxidagdo lipidica e danos aos espermatozoides, tem sido debatido nos ultimos
anos, em inumeras espécies, como cdes (LUCIO et al., 2016), equinos (NOGUEIRA et al.,
2015), bovino (KAKA et al., 2017) e em suinos (PIPAN et al., 2017; PEREIRA et al., 2018).

A técnica TBARS para avaliar a acdo de antioxidantes também foi utilizada na
espécie suina por Pipan e colaboradores (2017), os quais notaram uma reducdo no estresse
oxidativo ao retirar proteinas de baixo peso molecular e acrescentar a-tocoferol ao sémen
sémen suino. J& a adicdo de acido clorogénico ao diluente de refrigeracdo para sémen suino se
mostrou eficiente apds 72 horas de refrigeracdo, ao diminuir os niveis de MDA produzidos
(PEREIRA et al., 2018).No entanto, 0 mesmo ndo ocorreu no presente estudo, pois constatou-
se que na concentracdo de 0,5 mM de &cido fitico, definido previamente por meio de

experimentos elaborados pelo mesmo grupo de pesquisa, ndo apresentou funcao antioxidante
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quando comparada ao grupo BTS, na analise de peroxidacdo lipidica TBARS. Um efeito
semelhante foi observado por Zhang et al., (2017), que suplementaram o diluente com
Superoxido dismutase (SOD) em diferentes concentrac6es (0, 100, 200, 300 e 400 U/ml) e s6
obtiveram reducéo nos niveis de MDA com a concentracdo de 200 U/ml de SOD.

A acdo do acido fitico ocorre por meio da inibigcdo de rea¢Bes oxidativas por ser
um quelante de ferro provocando a reducdo da peroxidacdo lipidica. Podendo exercer sua
funcdo antioxidante de trés formas: primeiro, como quelante, pode ocluir todas as posicGes de
coordenacao reativa, tornando o ferro inerte cataliticamente. Em segundo lugar, pode reforcar
um estado de oxidacdo exclusivo, bloqueando os ciclos de reducdo do metal pois muitas
reacOes mediadas por ferro exigem esse estado de oxidacdo. Em terceiro, certas reacdes de
ferro podem exigir a justaposicdo direta do metal reativo com o substrato, e o acido fitico
pode retardar estas reacdes impedindo a ligacdo do ferro a molécula hospedeira (GRAF;
EATON, 1990). Sendo assim, a auséncia de diferenca entre a peroxidacao lipidica dos grupos
BTS e AF, pode ser explicado pelo fato de que o acido fitico na concentracdo de 0,5Mm tenha
sido baixa, e rapidamente consumida pelas células espermaticas, ndo havendo acdo
antioxidante por um periodo prolongado.

Este estudo é o primeiro a avaliar a adicdo do antioxidante acido fitico ao
sémen de suinos e seu efeito durante um tempo prolongado de refrigeracdo. Assim, adicao
deste antioxidante em outras concentracdes, a influéncia de fatores externos como as
caracteristicas individuais de cada animal, raca ou a fracdo do ejaculado podem ser
considerados, sendo necessarios mais estudos na area.

Baseado nos resultados obtidos pode-se inferir que a utilizacdo do &cido fitico,
na concentracdo de 0,5 mM em meio BTS, em amostras de sémen refrigeradas por 96 horas a
17°C ndo gerou redugdo nas reacOes de peroxidagdo lipidica, se mostrou capaz de
proporcionar protecdo as células espermaticas apos 72 horas de refrigeracdo, mantendo a
integridade de membrana espermatica, tdo essencial para a capacidade fertilizante do

ejaculado.
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Quadro 1 — Setup utilizado no HTR-1IVOS 14.0 para avaliacdo dos espermatozoides de suinos

Parametros Valores
Tipo de Camara Cell-vu®
Temperatura da Analise (°C) 37
Campos adquiridos 30
Quadros (Hz) 60
Numero de quadros 5
Contraste estatico minimo 30
Tamanho minimo da célula (pixels) 7
Retiliniaridade (STR), limiares (%) 70
VAP cut-off (um/s) 30
Minimo progressivo VAP (um/s) 45
VSL cut-off (um/s) 20
Intensidade da célula 125
Magnificagdo 1,89
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Tabela 1- Média £ desvio padrdo dos resultados da avaliacdo cinética pelo sistema CASA de amostras de ejaculado de suino em meio diluente
AF (meio BTS acrescido de 0,5 mM de &cido fitico) ou BTS (meio BTS puro), de sémen total, em cinco momentos a fresco (DO) e refrigerado

por 24 (D1), 48 (D2), 72 (D3) e 96 h (D4) a 17 °C.

TOTAL
DO D1 D2 D3 D4
Varidveis Cinéticas
AF BTS AF BTS AF BTS AF BTS AF BTS
valor p valor p valor p valor p valor p
média +*DP média *DP média *DP média *DP média +DP média +DP média *DP média +DP média *DP média =D

MT 719 132 67.9 124 0543 535 217 461 238 0574 423 203 366 181 0568 370 257 305 261 0624 373 240 261 136 0.274
MP 438 164 319 102 0104 256 130 216 135 055 149 97 139 67 0814 151 139 109 97 0489 176 130 96 55 0.279
RAPID 58.0 19.1 51.0 16.3 0443 474 227 380 211 0407 339 185 289 172 0584 304 242 245 222 0621 305 219 200 127 0.261
VAP 69.1 94 698 164 0920 852 169 801 132 0518 727 148 69.1 138 0574 773 172 674 210 0322 686 131 688 104 0.975
VSL 545 9.0 506 82 0381 584 85 548 104 0457 502 63 475 65 0161 544 151 447 112 0166 479 95 472 55 0.854
VCL 1246 115 136.6 293 0.299 1665 352 1614 288 0.756 143.6 37.0 1414 28.0 0.898 1495 275 140.7 432 0636 1363 225 1412 236 0.676
ALH 54A 04 61B 08 0050 70 13 67 12 0587 69 08 75 18 0505 77 07 70 30 099 62 20 72 11 0.279
STR 799A 30 750B 56 0048 703 86 698 45 099 718 68 667 153 0574 705 6.1 679 52 0370 719 42 701 52 0472
LIN 46.0A 39 396B 31 0003 374 65 356 27 0490 391 107 424 137 0878 390 89 355 69 0328 381 41 368 66 0624

MT: motilidade total (%), MP: motilidade progressiva (%), RAPID:

espermatozoides com movimentos rapidos (%), VAP: velocidade do percurso médio(um/s), VSL:
velocidade progressiva(um/s), VCL: velocidade curvilinea (um/s), ALH: amplitude do deslocamento lateral da cabeca(um), STR: retilinearidade(%), LIN: linearidade(%).
Letras mailsculas demonstram diferenca entre os grupos diluidos somente com BTS e os grupos diluidos com AF.
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Tabela 2 - Média + desvio padrdo dos resultados da analise morfologica e da analise de peroxidacdo lipidica pelo TBARS de amostras de
ejaculado de suino em meio diluente AF (meio BTS acrescido de 0,5 mM de &cido fitico) ou BTS (meio BTS puro), de sémen total, em cinco
momentos a fresco (DO) e refrigerado por 24 (D1), 48 (D2), 72 (D3) e 96 h (D4) a 17 °C.

TOTAL
Variaveis DO D1 D2 D3 D4
Morfolégicas /
TBARS AF BTS valor p AF BTS valor p AF BTS valor p AF BTS valor p AF BTS valor p
média +DP média +DP média +DP média +DP média +DP média +DP média *DP média +DP média +DP média +DP
*DEF Maior % 97 56 91 49 083 118 82 101 84 0721 167 172 164 174 0959 112 74 102 86 0.721 111 94 106 7.3 0.896

**DEF Menor % 123 111 116 128 0959 99 92 100 80 0959 92 81 96 104 098 88 107 88 74 0645 98 95 86 70 0.721
***DEF totais % 220 145 20.7 155 0.721 217 155 201 151 0.878 259 218 260 223 0878 200 161 19.0 151 0.798 209 175 191 128 0.958

IM 91 30 107 60 0507 73 25 82 41 098 68 29 93 29 0103 73A 37 116B 34 0029 74A 21 118B 45 0.024
TBA SP mmol/ml 75 38 81 52 0806 66 50 86 72 0532 113 78 74 42 0229 97 65 102 61 0888 55 29 64 40 0618
TBA SG mmol/ml 79a 53 56 24 0279 78 39 7l1a 47 0442 104 88 75 41 0798 69 16 78 40 0591 87 40 76 34 0547

*DEF maior — defeitos maiores, **DEF menor — defeitos menores, ***DEF totais — defeitos morfoldgicos totais; TBA SP- TBARS espontineo (umol de MDA/ml); TBA
SG- TBARS induzido (umol de MDA/ml). Letras maitsculas demonstram diferenca entre os grupos diluidos somente com BTS e os grupos diluidos com AF.
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Tabela 3 - Média + desvio padrao dos resultados da avaliacdo cinética pelo sistema CASA de
amostras de ejaculado de suino em meio diluente AF (meio BTS acrescido de 0,5 mM de
acido fitico) ou BTS (meio BTS puro), centrifugado a 600g/10 min, em cinco momentos a
fresco (DO) e refrigerado por 24 (D1), 48 (D2), 72 (D3) € 96 h (D4) a 17 °C.

Centrifugado
Vari DO D1 D2 D3 D4
ok AF BTS AF  BTS AF  BTS AF  BTS AF  BTS
icas ot o+ val ot —+ val .+ o+ val .+ o+ val .t o+ val
me me or me me or me me or me me or me me or
dia E dia E P dia E dia E P dia E dia E P dia E dia E P dia E dia E P
v 43 17 24 20 00 24 22 15 16 04 17. 18 10 03 16 20 11 18 06 12 11 8. 01
5 3 9 5 70 1 0 8 6 04 0 5 84 0 8 1 0 1 1 45 6 1 64 7 30
yp 24 15 12 13 02 1L 11 7. 03 7. 4 04 9. 8. 07 4 3. 01
O 0 0 O 4 6 7 68 5 38 59 5 31 2 42 68 0 40 2 21 46 2 21 0 93
RAP 36. 17 19. 17 03 21. 19 12. 13 03 13. 15 7. 04 13 18 14 05 10. 9 7. 02
D 3 6 1 3 37 5 9 6 4 13 4 2 63 7 5 5 0 83 5 05 5 9 51 1 35
vap 72 14 7020 08 70. 30 46 39 01 61 26 45 30 01 55. 37 44 37 07 60. 29 43 38 03
O 6 0 9 3 1 8 4 2 61 5 9 7 0 61 5 6 5 4 21 0 7 1 3 41
vsL 52 9 46 8 02 45 20 27. 24 01 39 17 31 20 03 35 23 28 24 05 39 18 28 25 03
1 2 7 8 47 8 5 6 7 32 1 4 7 3 8 5 0 5 1 74 7 4 7 71 41
voL 14 21 14 40 07 14 62 90. 8 01 13 59 10 71 02 11 78 92 78 05 12 74 98 82 07
14 5 91 8 21 55 1 6 3 66 35 2 02 4 79 70 0 9 0 74 76 2 1 8 98
ALK 0. 1. 06 3. 4 06 3. 3 03 =) 3 08 3. 303
59 9 61 1 67 52 4 42 1 10 55 4 47 9 82 47 9 44 9 78 52 5 35 8 6l
srr 74 4 7L 10 04 58 24 35 34 02 57 24 53 34 07 50. 31 42 35 06 6L 28 42. 35 03
1 5 4 0 9% 3 9 6 3 79 5 1 3 7 9 1 7 3 2 45 1 0 3 2 8
LNy 39 4 35 8 02 28 12 17 16 01 29 13 30. 27 06 25 16 22 19 06 35 26 19. 17 01
0O 7 1 3 72 8 9 3 0 3 0 2 0 4 45 4 0 3 1 45 0 4 5 5 88

*MT: motilidade total(%), MP: motilidade progressiva (%), RAPID: espermatozoides com movimentos rapidos
(%), VAP: velocidade do percurso médio(um/s), VSL: velocidade progressiva(um/s), VCL: velocidade
curvilinea (um/s), ALH: amplitude do deslocamento lateral da cabeca(um), STR: retilinearidade(%), LIN:
linearidade(%). Letras maitsculas demonstram diferencga entre os grupos diluidos somente com BTS e 0s grupos
diluidos com AF.
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Tabela 4 - Média £ desvio padrdo dos resultados da analise morfolégica e da analise de peroxidacdo lipidica pelo TBARS de amostras de
ejaculado de suino em meio diluente AF (meio BTS acrescido de 0,5 mM de &cido fitico) ou BTS (meio BTS puro), centrifugado a 600g/10 min,

em cinco momentos a fresco (DO) e refrigerado por 24 (D1), 48 (D2), 72 (D3) e 96 h (D4) a 17 °C.

Centrifugado
Variaveis Morfoldgicas / DO D1 D2 D3 D4
TBARS AF BTS AF BTS AF BTS AF BTS AF BTS
valor p valor p valor p valor p valor p
média +*DP média *DP média +*DP média *DP média +*DP média *DP média +DP média *DP média +DP Média +DP

*DEF Maior % 102 44 83 56 045 87 46 93 59 0817 138 157 133 144 0959 89 61 104 65 0642 94 60 88 61 0840
***DEF totais %

85 80 105 74 0505 104 79 96 72 0833 74 60 73 78 0721 83 77 79 65 0798 74 78 91 77 0505

***DEF totais % 187 107 188 107 0959 191 99 189 107 0878 211 175 206 189 0721 172 114 183 119 0959 169 11.8 179 126 0.798

M 106 44 146 100 0505 93 31 146 138 0574 215 300 164 169 0645 100 32 209 270 0279 98 30 228 313 0.105

TBA SP mmol/ml 34 28 39 21 0680 29 19 50 40 0218 29 17 24 16 0543 40 27 23 18 0170 29 17 17 11 0125

TBA SG mmol/ml 39 13 37 13 0731 34 18 44 25 0402 43 20 37 18 0527 41 24 37 13 068 44 24 50 29 0656

*DEF maior — defeitos maiores, **DEF menor — defeitos menores, ***DEF totais — defeitos morfoldgicos totais; TBA SP- TBARS espontineo (umol de MDA/ml); TBA SG
— TBARS induzido (umol de MDA/ml). Letras mailsculas demonstram diferenca entre os grupos diluidos somente com BTS e os grupos diluidos com AF.
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Tabela 5 - Média + desvio padrdo dos resultados da avaliagédo cinética pelo sistema CASA de amostras de ejaculado de suino em meio diluente
AF (meio BTS acrescido de 0,5 mM de acido fitico) ou BTS (meio BTS puro), filtrado com Sperm-filter®, em cinco momentos a fresco (D0) e
refrigerado por 24 (D1), 48 (D2), 72 (D3) € 96 h (D4) a 17 °C.

FILTRADO
Variaveis Cinéticas Do D1 D2 D3 D4
AF BTS AF BTS AF BTS AF BTS AF BTS
valor p valor p valor p valor p valor p
média +DP média +DP média +DP média +D média +DP média +DP média +DP média +Di média +DP média *DP

MT 454 221 353 246 0401 228 200 185 151 0.639 158 184 179 157 0958 143 173 154 150 0.798 158 213 91 89 0.959
MP 235 144 176 158 0450 114 126 8.1 80 0.721 5.3 6.4 6.4 5.7 0574 5.6 7.1 5.4 6.1 0.878 71 101 25 32 0574
RAPID 341 187 266 219 0474 209 193 151 126 0492 135 173 146 130 0.878 123 161 118 117 0.798 130 196 61 6.2 0.878
VAP 68.2 151 715 193 0959 775 171 668 305 0400 744 162 632 275 0645 525 36.2 66.2 298 0328 486 31.8 59.6 284 0.645
VSL 512 89 524 154 0959 545 83 448 189 0328 478 7.1 418 177 0645 350 226 418 187 0442 332 217 365 165 0.959
VCL 132.1 257 149.0 335 0.278 1575 39.2 1380 619 0505 1568 388 1353 589 0.645 1095 782 136.6 60.3 0452 1128 774 1351 721 0.560
ALH 55A 08 68B 13 0033 66 14 61 28 0878 74 09 64 27 0878 49 34 62 27 0442 42 35 64 27 0083
STR 769 41 748 40 0308 726 79 60.6 257 0328 684 59 59.0 242 0574 526 334 576 237 0959 528 328 573 245 0.878
LIN 408 41 369 36 0064 369 57 299 125 0234 351 107 284 118 0.878 278 201 30.0 129 0.721 265 167 289 136 0.959

MT: motilidade total(%), MP: motilidade progressiva (%), RAPID: espermatozoides com movimentos répidos (%), VAP: velocidade do percurso
velocidade progressiva(um/s), VCL: velocidade curvilinea (um/s), ALH: amplitude do deslocamento lateral da cabeca (um), STR: retilinearidade (%), LIN: linearidade (%).
Letras maitsculas demonstram diferenca entre os grupos diluidos somente com BTS e os grupos diluidos com AF.

médio(um/s), VSL:
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Tabela 6 - Média + desvio padrdo dos resultados da analise morfoldgica e da analise de peroxidacdo lipidica pelo TBARS de amostras de
ejaculado de suino em meio diluente AF (meio BTS acrescido de 0,5 mM de acido fitico) ou BTS (meio BTS puro), filtrado com Sperm-filter®,
em cinco momentos a fresco (DO) e refrigerado por 24 (D1), 48 (D2), 72 (D3) € 96 h (D4) a 17 °C.

FILTRADO
Variaveis Morfoldgicas / Do b1 D2 D3 D4
TBARS AF BTS valor p AF BTS valor p AF BTS valor p AF BTS valor p AF BTS valor p
média +DP média +DP média +DP média +DP média +DP média +DP média +DP média +DP média +DP média *DP
*DEF Maior % 107 61 92 43 0581 106 62 106 64 0984 163 168 166 156 0959 91 59 107 6.7 0628 97 65 116 95 0641
***DEF totais % 108 122 101 102 0959 109 117 104 100 0.959 103 112 104 9.0 0.959 89 110 88 88 0721 102 89 101 87 0.989
***DEF totais % 214 163 193 131 0959 215 162 211 142 0.798 266 226 270 229 0959 181 155 195 146 0645 199 132 218 17.0 0.959
IM 116 53 139 45 0161 136 92 109 32 095 133 63 169 103 0442 199 182 173 132 0.798 210 323 234 252 0.328
TBA SP mmol/ml 37 32 29 09 0645 46 29 41 35 0765 59 44 27 09 019 35 12 43 25 0410 38 28 38 29 0.798
TBA SG mmol/ml 52 2.6 31 1.3 0.061 6.0 5.0 4.6 20 0.490 6.3 3.9 4.2 2.1 0.200 3.6 2.5 6.2 39 0.083 5.9 3.9 4.9 39 0574

*DEF maior — defeitos maiores, **DEF menor — defeitos menores, ***DEF totais — defeitos morfoldgicos totais; TBA SP- TBARS espontineo (umol de MDA/ml); TBA SG
— TBARS induzido (umol de MDA/mI). Letras maiusculas demonstram diferenca entre os grupos diluidos somente com BTS e os grupos diluidos com AF.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Apols a realizacdo deste estudo foi possivel concluir que um melhor
conhecimento dos efeitos do plasma seminal sobre as células espermaticas sdo necessarios
para otimizar a separacdo do plasma seminal. A separacdo do plasma seminal se mostrou
essencial para diminuir os niveis de estresse oxidativo, e desta forma a técnica de filtracdo do
sémen de suino com o SpermFilter® mostrou-se como uma alternativa eficiente para a
remocdao do plasma seminal especialmente em amostras de sémen a fresco.

Este estudo foi o primeiro a avaliar a adicdo do antioxidante acido fitico ao
meio diluente BTS de sémen de suinos, e com os resultados obtidos pode-se inferir que a
utilizacdo do &cido fitico, na concentragdo de 0,5 mM em meio BTS, em amostras de sémen
refrigeradas por 96 horas a 17°C, proporcionaram protecdo as células espermaticas, mantendo
a integridade de membrana espermatica, embora ndo tenha demonstrado acdo antioxidante
nesta concentracédo, e novos estudos devem ser conduzidos para avaliar o efeito de maiores

concentracdes de acido fitico no meio diluente BTS para suinos.
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ANEXO A — PARECER DO COMITE DE ETICA

Universidade
Esiadual de Londrina
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OF. CIRC. CEUA N* 12172017 Londrina, 16 de Outubro de 2017,
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