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RESUMO

Antioxidantes sdo utilizados na conservacdo do sémen de diversas espécies domésticas.
Diante disso, o presente estudo teve como objetivo verificar o melhor diluente para
adicionar diferentes concentracdes de dacido fitico e verificar os efeitos sobre os
espermatozoides suinos conservados. Na etapa I, 60 ejaculados e trés diluentes foram
utilizados: BTS; LPD e ACP-103®. J4 na etapa 2, O BTS como melhor diluente da I etapa,
foi acrescido de trés concentracdes de acido fitico (n=60): (T1) BTS (controle);
BTS+175uM de éacido fitico (T2); BTS+350uM (T3); e BTS+525uM (T4). Foram
realizadas analises diarias de vigor e motilidade, e em DO e D4 foram realizados os testes
hiposmoético e de vitalidade e integridade acrossomal. A motilidade espermatica no T4 foi
superior (p<0,05) em relacdo ao T1. Em relagdo ao percentual de espermatozoides vivos,
nao houve diferenca significativa em nenhum dos tratamentos testados, porém, tratando-se
da integridade da membrana, o T4 em DO e D4 obteve significativamente melhor resultado
(p<0,05) em relacdo ao T1. A adicao do acido fitico no BTS promoveu efeitos positivos
em determinadas analises, porém, mais estudos devem ser conduzidos para elucidacdo dos
efeitos do acido fitico sobre o metabolismo espermatico.

Palavras-chave: ejaculado suino, BTS, 4cido fitico, antioxidantes.

ABSTRACT

Antioxidants are used for the preservation of semen from several domestic species. Diante
disso, the present study aimed to determine the best diluent for adding different
concentrations of phytic acid and verify the effects on boar sperm kept. In the step I, 60
ejaculated and three extenders were used: BTS; LPD and ACP-103®. In the step II, the
BTS as best diluent of step I, has received three concentrations of phytic acid: (T1) BTS
(control); BTS + 175mM of phytic acid (T2); BTS + 350mM (T3) and BTS + 525mM
(T4). Daily analyzes of vigour and motility were performed, and in DO and D4 hyposmotic
and vitality and acrosomal integrity. The T4 on sperm motility was higher (p<0.05)
compared to T1. Regarding the percentage of live sperm, no significant difference was
found in any of the treatments tested, however, in the case of membrane integrity, T4 in DO
and D4 achieved significantly better results (p<0.05) in comparison with T1. The addition
of phytic acid in BTS promoted positive effects in some analyzes, but more studies must be
conducted to elucidate the effects of phytic acid on sperm metabolism.

Keywords: boar semen, BTS, phytic acid, antioxidants.
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INTRODUCAO

A grande maioria das inseminagdes artificiais (IA) realizadas em suinos utiliza
sémen diluido a temperaturas entre 15 e 18 °C, e conservado por um periodo maximo de 5
dias. Constata-se também que, 85% destas IA sdo realizadas no dia da coleta do sémen ou
no dia seguinte (JOHNSON et al., 2000). Varias formulagdes de diluentes foram testadas e
usadas em ejaculados de varrdes, entretanto, os melhores resultados foram encontrados
com o uso do Beltsville Thawing Solution (BTS), diluente de baixo custo com um nimero
limitado de ingredientes em sua formula. Ele ¢ um dos diluentes mais utilizados nos
protocolos de IA em suinos, apesar de permitir a estocagem do s€émen durante um niimero
limitado de dias (WOELDERS, 1992).

Numerosos trabalhos tém sido efetuados com a finalidade de se desenvolver um
diluente para o sémen de diferentes reprodutores domésticos. Meios diluentes alternativos
como o leite desnatado (MEIRELES et al., 1998; TONIOLLI et al., 2001; BARROS et al.,
2015) e a agua de coco (NUNES e SALGUEIRO, 1999; CARDOSO et al., 2002;
TONIOLLI et al., 2010), vem sendo utilizados na conservagdo do sémen de diversas
espécies domésticas, e prometem uma boa qualidade espermatica ao final do periodo de
conservagao a baixos custos. Paralelamente, o uso de varias substancias adicionadas aos
diluentes tem sido uma pratica corriqueira, podendo ser citados antioxidantes (JEONG et
al., 2009), crioprotetores e aminoacidos (LINDEBERG et al., 1999; FAGUNDES et al.,
2010).

Segundo Stryer (1996), uma das razdes que explicam a diminui¢do da qualidade
do ejaculado de um reprodutor apoés um periodo de conservacao, ¢ a maior producdo de
espécies reativas ao oxigénio (EROs), também chamadas de radicais livres. Os
antioxidantes, poderosos inibidores de radicais livres, diminuindo ou suprimindo a
forma¢ao de EROS, bem como suas acdes lesivas as células. A adicdo dos antioxidantes
aos diluentes de sémen, tem sido avaliada quanto a sua capacidade de proteger o
espermatozoide dos efeitos toxicos das EROs (MAIA, 2006).

O 4cido fitico (AF) presente em grandes concentragdes no farelo de gérmen de
milho desengordurado (FGMD), ¢ visto como um potente antioxidante natural, capaz de
inibir a formagao de radicais livres ao ser veiculado nas racoes BOHN et al., 2008). Em
estudo realizado por Pacheco (PACHECO, 2012), carnes originadas de animais que
receberam dietas de ragdes com FGMD, apresentaram menores indices de oxidagdo, em
comparacdo as dietas sem esta inclusdo, fato este, que sugere ser eficiente o efeito
antioxidante do 4cido fitico. Diante destes resultados, pode-se sugerir que o AF, inibiu a
capacidade de formacdo de radicais hidroxil, diminuindo desta forma a peroxidagdo
lipidica (GRAF e EATON, 1990). Por essa razao, o AF ¢ indicado como um antioxidante
ideal para a carne suina, porém, ainda ndo existem trabalhos com a adi¢do do AF no
diluente do sémen a fim de se verificar a influéncia do mesmo sobre a qualidade
espermatica. Desta forma, este trabalho teve por objetivo avaliar a eficiéncia de diluentes
alternativos de sémen, bem como verificar a acdo do acido fitico em diferentes
concentracgdes sobre a qualidade do sémen conservado do varrao.
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MATERIAL E METODOS
Reprodutores, coleta e avaliacdo do sémen in natura

Projeto de pesquisa segundo processo n° 10724798-4/11, aprovado pelo Comité
de Etica da Universidade Estadual do Ceara, em 20 de maio de 2011, tendo atendido os
critérios solicitados pela CEUA-UECE.

O sémen de cinco reprodutores foi coletado uma vez por semana, durante 12
semanas (n=60). A coleta foi realizada pela técnica da mao enluvada em recipiente coberto
por filtro e protegido por copo térmico. Foi aproveitado o ejaculado total apos a separacdo
da parte gelatinosa (HANCOCK e HOVELL, 1959). Foram utilizados animais com idades
variaveis entre 12 e 24 méses, provenientes do Laboratério de Reproducdo Suina e
Tecnologia do Sémen da FAVET/UECE. A qualidade do ejaculado in natura foi avaliada
pelas caracteristicas: concentragdo (x10° sptz/mL), volume (mL), total de espermatozoides
(x10? sptz), vigor espermatico (0 a 5; TONIOLLI, 1996) e total células méoveis (0 a 100%;
MARTIN RILLO et al., 1996). S6 foram aproveitados os ejaculados que apresentassem
valores de >3,0 para o vigor e >80% de espermatozoides moveis.

Manejo nutricional dos reprodutores

Os reprodutores sdo alimentados com racdo de boa qualidade, com os niveis
proteicos, energéticos e minerais dentro dos padrdes estipulados para a fase de reproducao
(3.150 Kcal de energia metabolizavel e 14% de PB). O consumo diario por reprodutor sera
de 2,5 Kg/dia, em dois arragoamentos. Agua potéavel sera fornecida ad libitum.

Etapas, dilui¢cao e conservacio do sémen

O trabalho foi dividido em duas etapas experimentais. Na etapa I foram testados
os diluentes alternativos, 4gua de coco em p6 (ACP®-103) e leite em po desnatado (LPD).
Na etapa II foram testadas trés diferentes concentragdes do antioxidante acido fitico (AF).

Independentemente da etapa em questdo, o s€émen sempre foi trabalhado a uma
concentragdo fixa de 35 x10° sptz/mL, com um volume final por tratamento de 12,5 mL
(s€men + diluente), envazados em cinco tubos de ensaio/tratamento (2,5 mL/tubo = 87,5
x10°® sptz/tubo). O ejaculado foi conservado a uma temperatura entre 15 a 17 °C durante
cinco dias, sendo dia da coleta considerado como dia zero (D0) e o s€émen conservado por
mais quatro dias (D1, D2, D3 e D4).

Tratamentos experimentais

Na etapa I do experimento, foi separado de cada ejaculado um total de 1,32
x10%sptz, repartido equitativamente entre trés diferentes tratamentos (diluentes), conforme
esquema a seguir: 01. O diluente Beltsville Thawing Solution (BTS - controle); 02. O
diluente 4gua de coco em pd (ACP®-103), oriundo da desidratacio da agua de coco in
natura, pela técnica do spray dry (SALGUEIRO et al., 2002), sendo reconstituido com
agua destilada nas seguintes proporcoes: 24g de ACP + 100 mL de agua destilada + sulfato

de gentamicina a 80mg/100 mL; 03. O diluente leite em p6 desnatado (LPD), diluido em
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agua destilada nas seguintes proporc¢des: 10g de LPD + 0,194g de glicose + 100mL de
agua destilada + sulfato de gentamicina a 80mg/ 100mL. Cada 100g de LPD era composto
por: carboidratos (56g); proteinas (20,8g); fibra soluvel (9,6g); sdédio (300mg); calcio (2g);
ferro (17,2mg); vitaminas A (564ug), D (6pg), E (18,8mg) e C (92mg) e acido folico
(480ug).

Na etapa Il do experimento, foi utilizado como diluente aquele que apresentou o
melhor resultado na etapa I, ao qual foi adicionado trés diferentes concentragdes do acido
fitico (Sigma P8810). Foi separado de cada ejaculado um total de 1,75 x10°sptz, repartido
equitativamente entre quatro tratamentos, conforme a seguir: 01. Diluente BTS sem adi¢ao
do 4cido fitico (controle - T1); 02. BTS+175uM de acido fitico (T2); 03. BTS+350uM de
acido fitico (T3) e 04. BTS+525uM de 4cido fitico (T4).

Analises do sémen apos conservaciao

A cada dia de conservagao do sémen (DO a D4), foram retiradas da geladeira,
amostras (tubos de ensaio) de cada ejaculado/tratamento, € em seguida, foram incubadas
em banho-maria a 37 °C por 10 minutos para posteriores analises, conforme descrito
abaixo.

Vigor e motilidade espermatica (% células moveis): Para a avaliagdo da qualidade
espermatica, foi analisado o vigor espermatico (0 a 5. TONIOLLI, 1996) e a motilidade
espermatica (% de espermatozoides moveis; MARTIN RILLO et al., 1996), colocando-se
uma gota de sémen de 15uL entre lamina e laminula, com leitura em microscopia doptica a
um aumento de 200 vezes. O sémen diluido e conservado a 17 °C foi reaquecido a 37 °C,
com leituras feitas apds 10 minutos de incubacdo. Essas duas caracteristicas foram
avaliadas em todos os dias de conservac¢ao do s€men.

Integridade acrossomal e vitalidade: Os exames morfologicos foram divididos em 2
(dois) tipos de andlises: a) integridade do acrossoma e vitalidade (% de células vivas). Para
a analise de integridade do acrossoma e de vitalidade (% de espermatozoides vivos),
esfregacos de sémen foram feitos no DO (apods seis horas de conservagdo) e no D4. Em
ambos os momentos, o sémen foi reaquecido a 37 °C durante 10 minutos antes das
analises, onde eram consideradas a integridade do acrossoma e a vitalidade. Foi medida a
osmolaridade da solugdo e quando necessario, ajustada com agua destilada até ficar entre
300 e 310 mOsm. Foram contadas 200 células por esfregago corado, em microscopia
optica com lente de imersdo (aumento de 1000x). A solucdo corante utilizada foi formada
por: azul de bromofenol = 0,1g; citrato de sodio = 0,4g; dgua destilada = 10mL. A solugdo
foi guardada em geladeira. Juntou-se uma gota de sémen com outra de corante, ambas de
15uL, sendo homogeneizadas em seguida. Apds 30 segundos, procedeu-se o esfregaco,
sendo secado a temperatura ambiente. Para andlises, os espermatozoides foram
classificados em quatro categorias: 1) Vivos com acrossoma intacto; 2) Vivos com
acrossoma danificado; 3) Mortos com acrossoma intacto; 4) Mortos com acrossoma
danificado.
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Teste de resisténcia hosmotica: Este teste permite fazer uma avaliacdo da funcionalidade
da membrana do espermatozoide, através de uma prova de resisténcia a periodos de
incubagdo e ao choque osmoético. O teste hiposmotico também foi realizado nos dias DO
(apos seis horas de conservagao) e D4, e permitiu a avaliagao da qualidade da membrana
do espermatozoide, através de uma prova de resisténcia ao choque osmético. A técnica
consistiu na adi¢dao de 1 mL de sémen diluido em 15 mL de 4dgua destilada e mantidos por
15 minutos em banho-maria a 37 °C (solugdo A). Apds o periodo de incubagdo, adicionou-
se 0,5 mL de formal salino a 1% (solugdo B) em um volume de 1 mL da solucdo A,
retirando-se em seguida uma aliquota de 15uL, colocada em uma lamina, recoberta por
laminula e em seguida levado ao microscopio Optico com um aumento de 400x, sendo
contados um total de 200 espermatozoides. O espermatozoide com a cauda reta ¢
indicativo de perda de funcionalidade da membrana (ruptura); os que permanecerem com
membrana funcional (integra) apresentam cauda enrolada.

Analises Estatisticas: as varidveis quantitativas foram avaliadas pelos testes de
distribuicdo normal (Mann Whitney) com os resultados submetidos a ANOVA e
apresentados em médias e desvios padrdes. Os dados que ndo apresentaram distribui¢cdo
normal foram submetidos a testes ndo paramétricos. As variaveis de carater qualitativo
foram submetidas ao teste de dispersio de frequéncia Chi?, corrigido para resultados
expressos em porcentagem. A analise das diferencas entre médias foi realizada através de
uma variancia multifatorial usando General Linear Models do programa Statistical
Analysis System (SAS 6.03)35. Para a significancia estatistica foi utilizado um intervalo de
confianga 5% (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Etapa I

O sémen in natura dos 60 ejaculados utilizados do experimento apresentou
aspecto normal, coloragao branco leitosa, volume médio de 422 mL e concentracao média
de 237 x10° sptz/mL. Tais caracteristicas estdo dentro da normalidade para a espécie suina
(CORREA et al., 2001). O sémen in natura apresentou uma motilidade (%) de 87,9+12,1 e
vigor espermatico de 4,2+0,6. Estes valores se mantiveram acima dos parametros minimos
estipulados pela metodologia para utilizacdo do ejaculado, estando também, dentro da
normalidade para o s€émen suino (CBRA, 2013), podendo desta forma, serem utilizados
nos protocolos experimentais.

Os resultados do vigor espermatico nas primeiras 24h de conservagdo do sémen
(D1), nao apresentaram diferencas entre os diluentes ACP (2,2+0,8) e LPD (2,3+0,8).
Entretanto, no BTS (1,7+£0,7) houve uma queda significativa dos valores desta
caracteristica (p<0,05) em relagdo aos outros dois diluentes. Por outro lado, a partir de D2,
o BTS apresentou melhores valores para essa caracteristica em relagdo ao LPD e ACP, os
quais apresentaram uma queda significativa do vigor espermatico. Apos 24 horas de
conservagdo (D1), o diluente ACP apresentou o maior resultado médio para esta
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caracteristica, sendo significativamente melhor (p<0,05) do que os demais tratamentos
(Tab. O1).

Resultados semelhantes foram encontrados por Aratjo (2012), divergindo apenas
no DO com relagdo ao ACP, neste estudo em particular, neste momento de conservagao,
este diluente obteve resultados significativamente melhores (p<0,05) quando comparado ao
BTS. Desta forma, o ACP apresentou-se como um meio diluente com uma melhor
capacidade de manutencdo desta caracteristica nas primeiras 24 horas de conservagao do
sémen. Este diluente tem-se mostrado eficiente em diferentes processos biotecnologicos de
espécies animais bem como no homem (COSTA et al., 2012, abrindo novas perspectivas
para o seu uso.

Tabela 01: Vigor espermatico do sémen suino conservado em diferentes diluentes a 17 °C
durante cinco dias.

Dias de conservacao

Tratamentos
DO D1 D2 D3 D4
BTS 1,7+0,72 1,5+0,7° 1,4+0,5¢ 1,2+0,6° 1,1+0,6°
ACP 2,2+0,8° 2,3+0,8° 1,0+0,7° 0,2+0,5° 0,1+0,4?
LPD 2,3+0,8° 1,8+0,7% 0,4+0,6 0,1+0,3? 0,1+0,3?

a, b, ¢, letras diferentes na mesma coluna diferengas significativas (p<0,05)

Os resultados de vigor espermatico, permitiram visualizar a possibilidade de
utilizacao destes diluentes alternativos (ACP e LPD) na diluigdo do sémen do varrdao, mas
apenas durante uma conservacao curta, de 24 horas, uma vez que os resultados alcangados
foram significativamente melhores (p<0,05) do que os obtidos pelo diluente BTS. Estes
resultados abrem uma possibilidade para o uso do sémen suino em programas de
inseminagdo artificial, com o uso de matéria prima nacional deixando de ser necessario a
importagdao de componentes ou do diluente BTS pronto.

Para a caracteristica de motilidade espermatica, os diluentes LPD (57,1%) e ACP
(51,2%) apresentaram mais uma vez resultados melhores (p<0,05) que o BTS (39,8%) nas
primeiras 24h (D1). Por outro lado, o tratamento controle (BTS) manteve uma maior
porcentagem de células mdveis de D2 (25,9%) até o ultimo dia de conservagdo (D4 -
21,2%), resultados esses, melhores (p<0,05) em relagdo aos outros dois diluentes testados
(Tab. 02). A conservac¢ao do sémen suino no diluente LPD, a temperatura de 17 °C, ndo o
caracterizou como um bom diluente de uso prolongado, pois com o passar do tempo houve
uma deteriorizacdo das caracteristicas espermaticas, bem como também houve o
aparecimento de contaminagdo bacteriana, que contribuiu para uma queda mais rapida da
qualidade espermatica (KASIMANICKAM et al., 2011). Tais alteragdes contribuiram para
coagular o leite, fato esse que ocorreu com frequéncia a partir do D2, dificultando a
realizagdo das andlises e piorando a qualidade e condi¢des de conservagdo do sémen. O
LPD deve ser melhor avaliado como diluente de longa duragdo para o s€émen do varrao.

Em trabalho utilizando a dgua de coco (ACP) como diluente, com a finalidade de
conservar uma maior porcentagem de espermatozoides moveis (BARROS, 2010), os
resultados foram inferiores aos do presente estudo, j& no primeiro dia de analise. Assim
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sendo, o referido autor ndo indicou o uso do ACP como diluente para o sémen suino, tendo
em vista sua incapacidade na manutengdo desta caracteristica. Essas diferengas
encontradas entre esses dois trabalhos, podem indicar uma possibilidade de
comportamento individual de cada ejaculado ou de reprodutores em particular, que
merecem maiores estudos a fim de se determinar possiveis interagdes de ejaculados ou de
individuos, com o tipo de diluente a ser utilizado.

Tabela 02: Motilidade espermadtica (% de células moveis) do s€émen suino conservado em
diferentes diluentes a 17 °C durante cinco dias.

Dias de conservacao

Tratamentos
DO D1 D2 D3 D4
BTS 39,8+19,5%  29,5417,0°  25,9+14,7°  20,7+14,6° 21,2+16,9°
ACP 51,2419,6°  42,7+21,4>  26,5£20,3°  45+11,4%  2,5+9,6°
LPD 57,1421,0>  41,7421,0°  8,8+15,1° 0,8+3,6° 1,6+5,9

a, b, c, letras diferentes na mesma coluna diferengas significativas (p<0,05)

Outra explicagdo para essa queda acentuada dos valores do vigor e motilidade
espermatica, pode ser encontrada em uma possivel producao excessiva de espécies reativas
de oxigénio (EROs), que pode subjugar o fraco sistema intracelular de defesa antioxidante
do espermatozoide, tornando-o mais susceptivel ao estresse oxidativo. Com isso, pode
haver uma redu¢do da motilidade dos espermatozoides (MORAES et al., 2015).

A porcentagem de espermatozoides vivos em DO foi maior para o diluente LPD
66,2% do que nos diluentes ACP 56,0% e BTS 59,2% (p<0,05), corroborando com o
estudo de Aragjo (2012), onde em DO o LPD obteve também valores significativamente
maiores para esta caracteristica do que os demais diluentes testados. Estes resultados com o
uso do LPD podem ser explicados devido a presenca das lipoproteinas e lecitinas do leite,
que conferem uma protecdo a célula espermdtica contra o choque térmico, quando
adicionadas ao diluente do sémen antes do resfriamento, fato este que proporciona ao
espermatozoide uma maior resisténcia contra a agdo das baixas temperaturas de
conservacao (FOOT, 1974; MEMON e OTT, 1981).

Porém, ao final do periodo de conservagao (D4) o BTS (35,0%) conseguiu manter
uma maior porcentagem de células vivas em relagdo aos diluentes LPD 28,7% e ACP
22,0% (Tab. 03), sendo significativamente melhores apenas em relagdo ao ACP (p<0,05),
justificando o fato de ser o diluente mais utilizado nos programas de inseminacao artificial,
também pela facilidade de fabricagdo e baixo preco de comercializagdo (LEVIS, 2000).
Este resultado ao final do periodo de conservagao do sémen, pode ter sido devido a uma
melhor condi¢do proporcionada aos espermatozoides pelo diluente BTS, conferindo uma
maior resisténcia as EROs produzidas dentro do meio conservante que afeta a vitalidade
espermatica (MORAES et al., 2015), mas que neste caso esta a¢do foi minimizada.
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Tabela 03: Total de espermatozoides vivos (% - vitalidade), do sémen suino conservado
em diferentes diluentes a 17 °C durante cinco dias.

Dias de Conservacao

Tratamentos
DO D4
BTS 59,2+17,0° 35,0+16,8°
ACP 56,0+£15,9° 22,0+11,2°
LPD 66,2+17,3° 28,7+16,0°

a, b, ¢, letras diferentes na mesma coluna diferengas significativas (p<0,05)

Conforme resultados apresentados na Tab. 04, o LPD e o ACP mantiveram uma
maior porcentagem de células com membrana funcionais, 36,1 e 33,5%, respectivamente
no primeiro dia de conservacdo do sémen, quando comparado ao BTS 24,2% (p<0,05). Ja
no ultimo dia de analise (D4) os resultados se inverteram, ou seja, o diluente BTS (35%)
obteve valores significativamente melhores (p<0,05) que os demais diluentes, LPD (6,2%)
e ACP (6,3%), discordando do observado por Toniolli et al. (2010) onde ap6s 0o mesmo
periodo, o diluente ACP proporcionou melhores condigdes de protecio aos
espermatozoides (p<0,05), com maior nimero de células com membrana funcional
(74,2%) em relagdo ao BTS (39,0%).

Tabela 04: Espermatozoides com membrana funcional ao teste hiposmotico (%), do s€émen
suino conservado em diferentes diluentes a 17 °C durante cinco dias.

Dias de Conservacio

Tratamentos
DO D4
BTS 24,2+10,8° 13,648,2"
ACP 33,5+12,2° 6,3+5,9*
LPD 36,1+12,5° 6,2+5,6%

a, b, c, letras diferentes na mesma coluna diferengas significativas (p<0,05)

Desta forma, estas melhores condi¢des de protecdo as células espermadticas
permitiram que o s€émen chegasse ao final do periodo de incubagdo com um maior nimero
de células com membrana funcional, fato este que podera influenciar positivamente nos
resultados de fertilidade com o uso de um ejaculado conservado desta maneira. No
presente estudo, pdde-se constatar que em longo prazo o diluente BTS conseguiu sustentar
um maior nimero de células com membrana plasmatica reativa em relagao aos outros
diluentes testados.

Aratijo (2012), ndo observou diferencas significativas (p>0,05) entre o ACP e o
BTS nos dias DO e D4 de conservagdo do sémen, discordando dos resultados do presente
estudo, onde o ACP e o LPD em D4 (p<0,05) apresentaram um aumento no nimero de
células com membranas ndo funcionais. Embora este estudo ndo tenha evidenciado da
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mesma forma esta qualidade do ACP, tal fato ndo o descredencia como diluente para o
s€men suino no tocante a funcionalidade de membrana.

No presente trabalho, apesar de incubagdo e temperaturas mais baixas
promoverem aumento do nimero de células mortas ¢ de membranas nao funcionais, esse
tipo de problema foi minimizado quando se utilizou o BTS, possibilitando sua utilizagao
em conservagoes prolongadas do sémen.

Diante dos resultados apresentados na etapa I, concluimos que o melhor diluente a
ser utilizado na etapa II foi o BTS, por manter resultados mais estaveis durante todo o
periodo de conservacdo do sémen a 17 °C, apesar do LPD e ACP terem sido melhores nas
primeiras 24h.

Etapa Il

A fragdo espermdtica do sémen in natura dos 60 ejaculados analisados do
experimento apresentou aspecto normal, colora¢ao branco leitoso, volume médio de 340
mL e concentragio média de 275 x10° sptz/mL. Tais caracteristicas estdo dentro da
normalidade para a espécie suina (CORREA et al., 2001). O sémen in natura apresentou
uma motilidade média de 91%=7,8 e vigor de 4,2+0,5. Estes valores se mantiveram acima
dos parametros minimos estipulados pela metodologia para utilizagdo do ejaculado.

Segundo Stedman (2003), o termo antioxidante significa impedir a oxidacdo de
outras substancias quimicas, tendo por funcdo regenerar o substrato ou prevenir sua
oxidagdo. O equilibrio entre agentes Oxido-redutores (EROs) e o sistema de defesa
antioxidante ¢ essencial (NOGUEIRA et al., 2014). A adigdo de antioxidantes aos
diluentes vem sendo testada, visando proteger os espermatozoides dos efeitos toxicos das
EROs e minimizar as injlrias celulares decorrentes dos processos de conservagdo
(GUERRA et al., 2012).

Na caracteristica vigor espermatico, entre os resultados dos diferentes tratamentos
ndo houve nenhuma diferenca significativa (p>0,05). Porém, foi observado que, durante o
periodo de conservacao do sémen, o uso de concentragdes progressivas do acido fitico
proporcionou uma queda mais lenta no valor médio do vigor espermatico (Tab. 05). Esta
tendéncia pode indicar a possibilidade de que concentracdes mais altas desse antioxidante
adicionado ao diluente de sémen suino, podera apresentar melhores resultados de vigor
espermatico. Entretanto, a melhor concentracdo ainda precisa ser confirmada através de
experimentos suplementares.

Embora o plasma seminal seja rico em antioxidantes e ofereca protegdo ao
espermatozoide, esta condicdo ndo ¢ suficiente para minimizar os danos causados pelas
baixas temperaturas de conservagdo do ejaculado. Portanto, seria necessario por um lado,
reduzir a produ¢dao de EROs, e por outro aumentar a quantidade de antioxidantes
disponiveis para as células dentro dos meios de conservacao do sémen (GUERRA et al.,
2012; MAIA et al., 2009), fatos estes que poderiam minimizar os efeitos negativos sobre
0s espermatozoides.

Independente do mecanismo de formacdo das substancias oxidantes sabe-se que
esta producdo ¢ intrinseca aos espermatozoides, particularmente os imaturos e
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morfologicamente anormais, os quais potencializam a produgdo de EROs no sémen
(MARCHESI e FENG, 2007; MAIA e BICUDO, 2009; MAIA et al., 2010). Desta forma,
composicao de meios diluentes que favorecam a protecdo das caracteristicas morfoldgicas
espermaticas, podem permitir uma menor produ¢do de EROs e consequentemente uma
melhor conservagdo espermatica.

Tabela 05: Vigor espermatico do sémen suino conservado em BTS a 17 °C durante cinco
dias, com diferentes concentragdes de acido fitico (AF).

Dias de conservacao

Tratamentos
DO D1 D2 D3 D4
T1 2,3+0,9° 2,0+0,7° 1,9+0,72 1,7+0,72 1,5+0,72
T2 2,3+0,9? 2,1+0,7% 1,940,7¢ 1,7+0,6* 1,5+0,6%
T3 2,5+0,9° 2,0+0,8? 1,9+0,72 1,8+0,72 1,7+0,72
T4 2,6+0,7° 2,2+0,7° 2,0+0,7° 1,8+0,72 1,7+0,72

a, b, ¢, letras diferentes na mesma coluna diferencas significativas (p<0,05)
T1 = BTS (controle); T2 = BTS+175uM AF; T3 = BTS+350uM AF e T4 = BTS+525uM AF.

Para os espermatozoides moveis (Tab. 06) em DO, D1 e D4, com a concentragao
de 525 uM (T4) do acido fitico, obteve-se um aumento significativo dessa caracteristica
em relacdo ao tratamento controle (T1). Em estudo feito com outro antioxidante (Trolox)
adicionado ao BTS, apresentou melhores resultados médios motilidade espermatica em
relacdo ao controle (TONIOLLI et al, 2012). Aparentemente, o uso de antioxidante
adicionado ao diluente do sémen do varrdo, traz efeitos benéficos para esta caracteristica,
entretanto, qual o melhor antioxidante e sua concentracdo ideal ainda precisam ser
encontrados. Este mesmo efeito sobre o total de células méveis na conservagdo de sémen
foi observado por Sarlos SARLOS et al., 2012) no sémen ovino, comprovando esta ag¢io
positiva em outra espécie animal. Segundo esses autores, o efeito se deve a alta capacidade
do antioxidante em inibir a lipoperoxidagao.

Tabela 06: Total de espermatozoides moveis (%) do sémen suino conservado em BTS a
17 °C durante cinco dias, com diferentes concentrag¢des de acido fitico (AF).

Dias de conservacio

Tratamentos
DO D1 D2 D3 D4
T1 47,5199 39,1+17,0°  35,1+142*  27,9+13,1*  23,1+12,8°
T2 49,3+21,5°  41,3£18,1*  35,5£16,8*  30,1+12,9° 24,5+12,8®
T3 50,9+22,8%  40,4+18,8%°  35,1£16,1*  31,4+14,3° 26,8+12,7%
T4 55,6£17,2°  46,0+£16,7°  373+15,9°  32,4+14,9° 28,9+13,1°

a, b, ¢, letras diferentes na mesma coluna diferencas significativas (p<0,05)
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T1 = BTS (controle); T2 = BTS+175uM AF; T3 = BTS+350uM AF e T4 = BTS+525uM AF.

O mecanismo responsavel pela producdo de EROs no espermatozoide ainda nao
estd totalmente elucidado. A possivel presenca de uma oxidase na sua membrana
plasmatica, que quando ativa, da origem a espécies reativas ao oxigénio que promovem
sérios danos a célula (MAIA e BICUDO, 2009). Desta forma, aparece um declinio da
qualidade espermatica de forma irreversivel em garanhdes BAUMBER et al., 2003) bem
como em suinos (VALENCA e GUERRA, 2007), que pode ser ao menos minimizado com
a adicdo de substancias antioxidantes ao meio diluente do sémen.

Os resultados da porcentagem de espermatozoides vivos (Tab. 07) ndo
apresentaram diferengas significativas (p>0,05) entre os tratamentos utilizados, porém,
como foi visto na caracteristica vigor espermatico, a medida que se utilizavou maiores
concentracdes de acido fitico adicionado ao meio diluente, observou-se uma queda mais
lenta na porcentagem média de células vivas. Esta tendéncia de resultados pode indicar
uma acao protetora do acido fitico, que manteve-se estavel entre o primeiro e ultimo dia de
conservagdo, entretanto, uma verdadeira e constante acdo protetora, relacionada a uma
determinada concentracdo desta substincia, ainda precisa ser melhor determinada.

Tabela 07: Total de espermatozoides vivos (%) do sémen suino conservado em BTS a
17 °C durante cinco dias, com diferentes concentragdes de acido fitico (AF).

Dias de Conservacao

Tratamentos
DO D4
T1 55,1+10,7% 38,3+10,1°
T2 56,5+9,5° 40,4+10,7%
T3 56,6+10,8? 40,5+10,8*
T4 57,9+12,1% 42,3+10,3*

a, b, ¢, letras diferentes na mesma coluna diferencas significativas (p<0,05)
T1 =BTS (controle); T2 = BTS+175uM AF; T3 = BTS+350uM AF e T4 = BTS+525uM AF.

Em estudos feitos por Beconi (BECONI et al., 1993), foi encontrado um maior
percentual de espermatozoides vivos com acrossoma intacto ao adicionarem as vitaminas
C (5 mM) e E (1,0 mg/mL) ao diluente de s€émen bovino. Peixoto (2007), com a adi¢ao de
vitamina C (600 uM/L) obtive resultados semelhantes com o sémen de ovinos. A adigdo de
50 mg deste antioxidante no s€émen de caprinos, melhora a motilidade, a integridade
estrutural da membrana e maior viabilidade espermatica (CASTILHO et al., 2009).

No presente trabalho, apesar de ndo ter havido diferenga significativa entre os
tratamentos, mais uma vez ocorreu uma queda menos acentuada do numero de
espermatozoides vivos, quando na presenca de maiores concentracdes de acido fitico
adicionado ao meio diluente. As diferengas encontradas entre os resultados deste trabalho
em relacdo aos dos autores acima, podem ter sido devido a diferencas entre os
antioxidantes, utilizados bem como a espécie animal em questdo. Neste contexto a
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utilizagdo de concentragdes minimas de antioxidantes no sémen, poderd manter parametros
espermaticos melhores, em detrimento da redug¢do da producdo de EROs, durante a
conservagao a baixas temperaturas (COSTA et al., 2015).

Durante o processo de maturagdo, os espermatozoides perdem a maior parte de
seu citoplasma, limitando sua defesa contra o estresse oxidativo e tornando-os dependentes
dos antioxidantes presentes no plasma seminal BAUMBER et al., 2005). Este fato coloca
em evidéncia a importancia da utilizacdo de substancias antioxidantes ao diluente, de
forma a proporcionar um maior niimero de células vivas, que possam alcancar o 6vulo em
condi¢des de fertilizacao.

Em relagdo ao teste hiposmético, o tratamento com a maior concentragao de acido
fitico (T4), obteve melhor resultado (p<0,05) quando comparado com o tratamento
controle tanto em DO quanto em D4 (Tab. 08), proporcionando uma maior porcentagem de
células com membrana funcional.

Tabela 08: Total de espermatozoides reativos ao teste hiposmotico (%) do sémen suino
conservado em BTS a 17 °C durante cinco dias, com diferentes concentragdes de acido
fitico (AF).

Dias de Conservacao

Tratamentos
DO D4
T1 34,4+9,32 25,446,9°
T2 36,7+10,7% 28,29+7,9%
T3 36,949,9% 28,31+7,7%
T4 40,1+10,3° 28,58+7,3°

a, b, ¢, letras diferentes na mesma coluna diferencas significativas (p<0,05)
T1 =BTS (controle); T2 = BTS+175uM AF; T3 = BTS+350uM AF e T4 = BTS+525uM AF.

Altas taxas de EROs podem inibir o metabolismo energético dos espermatozoides
dentre outros problemas, que favorecem o aparecimento de um estresse oxidativo,
aumentando a fluidez da membrana plasmatica, com perda de sua funcdo seletiva de
transporte (SAYRE et al., 2008; SICHERLE et al., 2011). Pelos resultados obtidos nesse
trabalho, percebeu-se um aumento de membranas espermaticas funcionais com o aumento
das concentragoes do acido fitico adicionado ao diluente. Desta forma, essa substancia abre
novas possibilidades de protegdo a membrana plasmatica e conservagao do ejaculado do
varrao.

Estudos tém mostrado que a vitamina E (o-tocoferol) ¢ capaz de proteger as
células de estresse oxidativo (TIRADO ¢ BROWN, 2005) e de danos das membranas
plasmatica e acrossomal (MAIA, 2006). Os resultados do presente estudo corroboram com
estas afirmacdes, ja que foi obtido com o uso das maiores concentragdes de acido fitico
adicionado ao diluente do sémen, os melhores resultados (p<0,05) de protegcao das células
contra os danos oxidativos sobre a membrana plasmatica.
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A adicdo de antioxidantes ao meio diluente em protocolos de refrigeracdo de
sémen tem sido testada, no intuito de reduzir ou interromper a reagdo em cadeia da
peroxidagdo dos lipidios das membranas espermdticas (COYAN et al, 2010). Esta
necessidade inclui, além da identificacdo dos antioxidantes, também as suas melhores
concentracdes, visando a diminuicdo do estresse oxidativo e dos danos espermaticos,
possibilitando assim uma maximizacao dos efeitos dos diluentes (MORAES et al., 2015;
COSTA et al., 2016). Neste sentido, a melhor concentracao do acido fitico ainda tem que
ser determinada, a fim de se poder obter uma maximizacdo deste do efeito benéfico desta
substancia.

CONCLUSAO

O LPD e o ACP mostraram ser excelentes meios diluentes a temperatura de 17 °C
para o sémen suino, desde que utilizados por um periodo de até 24 horas de conservagao.
Ja a adicdo do acido fitico ao diluente BTS nao apresentou muita influéncia sobre os
parametros analisados, exceto sobre a percentagem de espermatozoides moveis e
integridade de membrana. Portanto, através de novos protocolos experimentais, maiores
estudos devem ser conduzidos visando elucidar se efetivamente existem efeitos do acido
fitico sobre o metabolismo espermatico € como 0s mesmos podem ser expressos na pratica
em termos de qualidade do espermatozoide suino.
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