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RESUMO

Um experimento foi realizado com o objetivo de avaliar a adigdo de
IGF-I em doses inseminantes de suinos armazenadas a 15 °C, processadas em
diferentes niveis de adi¢do de vitamina E (DL-a-tocoferol). Foram utilizados 12
ejaculados de quatro varrdes. O sémen foi diluido em (Beltsville Thawing
Solution™) BTS, formando doses inseminantes de 100 mL com trés bilhdes de
espermatozoides. Durante o processamento, as doses inseminantes foram
adicionadas de diferentes concentra¢des de vitamina E (0, 100, 200, 300 e 400
pg/mL) e mantidas em geladeira a 15 °C. Apods diferentes tempos de
armazenamento (0, 24, 48 e 72 horas), as doses foram incubadas a 37 °C
recebendo ou nao 30 ng/mL de IGF-I humano recombinante. AvaliacOes
seminais foram feitas aos 10 e 120 minutos de incubagdo. Foi observada
interacdo entre vitamina E e IGF-I na motilidade espermaética, total de
alteracdes espermaticas e concentragdo de dialdeido maldnico. A vitamina E
influenciou a motilidade espermatica somente nas doses inseminantes que
receberam adicdo de IGF-I. Quanto a este hormoénio, efeitos positivos foram
observados somente depois de 48 e 72 horas de armazenamento do sémen
contendo niveis de adi¢do de vitamina E entre 100 e 300 pg/mL. A vitamina E
também influenciou o vigor até 24 horas de armazenamento e reduziu de forma
linear o total de alteragdes espermaticas neste mesmo tempo de avaliagdo.
Porém, em periodos superiores de armazenamento, houve efeito negativo desta
vitamina no total de alteragdes. O IGF-I aumentou o nimero total de células
anormais quando baixas concentra¢des de vitamina E foram utilizadas no sémen
armazenado até 24 horas e elevadas concentragdes de vitamina E no sémen
armazenado por tempo superior. Tanto a vitamina E quanto o IGF-I reduziram a
concentragdo de dialdeido malonico, porém esta redug¢do nao foi suficiente para
afetar a viabilidade espermatica nos diferentes tempos de armazenamento.
Conclui-se que a adigdo de 235 pg/mL de vitamina E durante o processamento
de doses inseminantes de 100 mL de suinos contendo trés bilhdes de
espermatozoides diluidos em BTS ¢ viavel para garantir melhor qualidade do
sémen até 72 horas de armazenamento a 15 °C e que a adigdo de 30 ng/mL de
IGF-I neste nivel de vitamina melhora a motilidade apdés 120 minutos de
incubagao.

Palavras-chave: a-tocoferol. Antioxidante. Ativador metabodlico.
Espermatozoide. Reprodugao. Varrao.



ABSTRACT

An experiment was conducted to evaluate the addition of IGF-I in pig
insemination doses stored at 15 °C, processed at different levels of addition of
vitamin E (DL-a-tocopherol). Twelve ejaculates obtained from four boars were
used. Semen was diluted in (Beltsville Thawing Solution™) BTS, constituting
insemination doses of 100 mL with three billion of spermatozoa. During
processing, the insemination doses were added of different concentrations of
vitamin E (0, 100, 200, 300 and 400 pg/mL) and kept in refrigerator at 15 °C.
After different storage periods (0, 24, 48 and 72 hours), the doses were
incubated at 37 °C receiving or not 30 ng/mL of recombinant human IGF-I.
Evaluations of seminal quality were made at 10 and 120 minutes of incubation.
Interaction between vitamin E and IGF-I on sperm motility, total sperm damages
and concentration of malondialdehyde was observed. The vitamin E influenced
the sperm motility only in insemination doses that were added of IGF-I. With
regard to this hormone, positive effects were observed only after 48 and 72
hours of storage os semen containing addiction levels of vitamina E between 100
and 300 pg/mL. Vitamin E also influenced the intensity of movements until 24
hours of storage and decreased in linear form the total sperm damages in the
same evaluation time. However, in periods of more storage, there was negative
effect of this vitamin in the total abnormalities. The IGF-I increased the total
number of abnormal cells when low concentrations of vitamin E were used in
the semen stored for 24 hours and high concentrations of vitamin E in semen
stored for a longer period. Both vitamin E and IGF-I reduced the
malondialdehyde concentration, but this reduction was not enough to affect
sperm viability in the different storage times. It is concluded that the addition of
235 pg/mL of vitamin E during the processing of insemination doses of 100 mL
of pigs containing three billion spermatozoa diluted in BTS is feasible to ensure
better quality of semen within 72 hours of storage at 15 °C and that the addition
of 30 ng/ml of IGF-I in this vitamin level improves the sperm motility after 120
minutes of incubation.

Keywords: a-tocopherol. Antioxidant. Metabolic activity. Sperm. Reproduction.
Boar.
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1 INTRODUCAO

A crescente demanda por proteinas de origem animal pela populacdo
humana esta relacionada ao aumento do poder aquisitivo do consumidor,
principalmente em paises em desenvolvimento. Este fato tem exigido maior
atencgdo em relag@o ao desenvolvimento da pecuaria.

Neste cenario, a suinocultura € a maior atividade pecudria praticada no
mundo. Segundo a Food and Agriculture Organization - FAO (2010), esta
representa cerca de 36% do mercado mundial de carnes, de um total de 261
milhdes de toneladas e, juntamente com a avicultura, deve continuar sendo um
dos principais responsaveis pelo crescimento da produgao total de carnes.

Nos ultimos anos, a suinocultura vem se tornando cada vez mais
industrializada. Aspectos como a tecnologia e a especializagdo dos funcionarios
sdo importantes para o produtor envolvido nesta atividade. Avancgos recentes em
areas como a sanidade, genética, nutricdo, os sistemas de producdo ¢ a
reproducdo sdo parte fundamental das mudancas na industria suinicola para
cumprir as demanda de consumidores cada vez mais exigentes.

Com relacdo a reprodugdo como base do sistema da produgdo animal,
tem-se enfatizado, nos ultimos anos, no melhor aproveitamento do potencial
genético da matriz e principalmente dos varrdes, que representam 50% do
material genético do rebanho. Neste caso, a difusdo da técnica de inseminagao
artificial apresenta como grande vantagem o melhor aproveitamento de machos
geneticamente superiores e a garantia de sémen de melhor qualidade em relagdo
a monta natural.

Atualmente, esta biotecnologia vem sendo utilizada em todos os
sistemas de producdo tecnificados. No entanto, a sua principal limitagdo € a
dificuldade na preservac¢do do sémen resfriado, que fica normalmente restrito a

tré€s ou cinco dias. Neste sentido, diversos estudos tém sido conduzidos para
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assegurar melhores taxas de fertilidade do sémen armazenado por periodo
superior. Além de novas técnicas de manipulagdo do sémen em laboratorio e
protocolos de inseminagdo, a adi¢do de substancias as doses inseminantes tem
recebido especial aten¢do nos ultimos anos. Dentre estas substancias, destacam-
se o IGF-I, um hormonio com capacidade de acelerar o metabolismo energético
da célula espermatica durante o reaquecimento das doses inseminantes ¢ a
vitamina E, com seu elevado potencial antioxidante e protetor de membranas. A
associacdo destas substancias em niveis adequados poderia estar relacionada a
melhora da qualidade do sémen apds periodos maiores de armazenamento.

Desta forma, objetivou-se avaliar os efeitos da adicdo de IGF-I apos o
periodo de armazenamento do s€émen suino resfriado a 15 °C adicionado de

diferentes niveis de vitamina E durante o processamento das doses inseminantes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Inseminacgéao artificial na suinocultura

Os primeiros relatos sobre a Inseminagdo artificial (IA) em suinos no
mundo datam do final da década de 40, sendo, atualmente, uma técnica
amplamente praticada no mundo, especialmente nos paises com uma intensiva
exploracdo de suinos (BORTOLOZZO; WENTZ, 1995). Na Europa Ocidental,
por exemplo, mais de 90% das marrds tém sido submetidas a IA por mais de
duas décadas, onde esta técnica provocou um grande impacto sobre o
incremento da populacdo suina (GERRITS et al., 2005).

No Brasil, a IA em suinos desenvolveu-se somente a partir de 1975,
quando houve um desenvolvimento efetivo com a criagdo de centrais de
inseminag¢do na regido sul do pais. Em 1990, apenas 2% (cerca de 90 mil
fémeas) do rebanho nacional foram inseminados, porém, como consequéncia do
crescimento tecnologico na suinocultura. Atualmente, mais de 70% das fémeas ¢
inseminada no Brasil, colocando o pais em primeiro lugar na América Latina em
nimero de fémeas inseminadas (ASSOCIACAO BRASILEIRA DOS
CRIADORES DE SUINOS - ABCS, 2011).

Na industria suinicola a maioria das inseminagoes sdo feitas com sémen
resfriado diluido e usualmente armazenado a 15-20°C por trés dias (ROCA et
al., 2005). Oitenta e cinco por cento de todas as inseminag¢des no mundo tudo
sdo conduzidas no dia da coleta ou no dia seguinte (JOHNSON et al., 2000),
com um protocolo que envolve a dilui¢ao seminal e posterior deposigdo cervical
de um grande nimero de espermatozoides, geralmente com uma concentracdo
maior de 2-3x10° células por dose inseminante (KRUEGER; RATH;
JOHNSON, 1999), com um volume de 80-100 mL, duas ou trés vezes durante o

periodo de estro (ROCA et al., 2005), por tanto, a preservacao liquida ¢ ainda o
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método preferido de armazenar sémen de varrdo (WEITZE, 1991), ndo
obstante, o sémen liquido sofre uma grande perda da sua capacidade fertilizante
através do decorrer do tempo (FRYDRYCHOVA et al., 2010).

A grande importancia da IA reside no fato de permitir que machos
geneticamente superiores produzam descendentes com até 200 matrizes por ano,
em vez de apenas 20, normalmente servidas via monta natural; redugdo do custo
das instalagdes, manutencdo de um menor niimero de machos € um aumento na
eficiéncia reprodutiva da granja (FAVERO; FIGUEIREDO, 2009). Assim, a
difusdo dos genes melhoradores pode ser aumentada em até 1000%,
representando um avango consideravel na melhoria genética dos animais
destinados ao abate. Além disso, a IA contribui para um maior controle sanitario
e cuidados higiénicos entre os acasalamentos. Também permite um melhor
controle da qualidade do sémen ao rejeitar ejaculados inadequados. Outro
aspecto importante € que os pardmetros reprodutivos podem ser iguais ou
superiores que aos obtidos com o acasalamento natural (BAILEY et al., 2008).

A chave para a aplicacdo da IA com sémen fresco diluido é a habilidade
de manter essas células estocadas em diluidores em temperaturas de refrigeragdo
(GERRITS et al., 2005). Portanto, nos ultimos anos, linhas de pesquisa com
diluidores tém sido desenvolvidas, objetivando o prolongamento do tempo de
estoque de sémen resfriado de trés dias para cinco ou sete dias (MURGAS et al.,
2002). A maioria dos diluidores, no entanto, permite o armazenamento do sémen
por no maximo 72 horas ap6s a colheita do s€men.

Porém, o é€xito da inseminagdo artificial ndo esta relacionado somente a
capacidade do diluente em conservar os espermatozoides em condi¢des
adequadas durante este tempo de estocagem do sémen, mas também na
manutencdo da capacidade fecundante do mesmo apo6s sua utilizagdo. Assim, 0s
diluidores de sémen suino devem possuir a capacidade de preservar as células

espermaticas, garantir para os espermatozoides uma fonte de energia, pH
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adequado e uma pressdo osmdtica ideal, além também de prevenir o choque

térmico e inibir o crescimento bacteriano (VYT et al., 2004).

2.2 Metabolismo espermatico

A manutengdo da motilidade espermatica depende do consumo de
substratos energéticos obtidos a partir do plasma seminal, sendo importantes
vias metabolicas a via glicolitica e a fosforilagdo oxidativa. Neste sentido, os
monossacarideos representam uma importante fonte energética destas células,
podendo ser utilizados tanto a glicose quanto a frutose e a manose, além do
lactato e do citrato (RIGAUD et al., 2002; EDDY; TOSHIMORI; OBRIEN,
2003; FORD, 2006), cujas concentragdes podem ser indicativo do metabolismo
energético dos espermatozoides (MIAH et al., 2008; SELVARAIJU et al., 2009;
SILVA et al., 2011).

O espermatozoide suino tem a capacidade de metabolizar eficientemente
os agucares presentes no plasma seminal como a glicose (MARIN et al., 2003) e
a frutose (JONES; CONNOR, 2000). Apenas 5,7% dos substratos energéticos
entram na via da fosforilagdo oxidativa, de modo que a principal via para
obtencdo de energia ¢ a via glicolitica (MARIN et al., 2003).

Miki et al. (2004) demonstraram o papel predominante da glicélise no
espermatozoide de ratos geneticamente modificados, com baixa atividade da
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, importante enzima da via glicolitica. Os
autores observaram acentuada diminui¢do na produgdo de ATP (cerca de 90%)
comparada com o rato normal, associada a uma motilidade espermatica
significativamente reduzida.

Por outro lado, Mukai e Okuno (2004) avaliaram a contribui¢do da
atividade mitocondrial na motilidade do espermatozoide desta mesma espécie

através da supressdo da fosforilacdo oxidativa da mitocondria. Os autores
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observaram que solucdes de lactato e piruvato isentas de glicose resultaram em
baixa producdo de ATP e consequentemente motilidade reduzida, o que nao
ocorreu com a adicdo da glicose. Desta forma, sugere-se que a atividade
espermatica seja dependente da via glicolitica para o fornecimento de ATP.
Além disso, € provavel que esta via ocorra também na parte distal da cauda, ja
que as enzimas como hexoquinase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e
aldolase podem ser detectadas na bainha fibrosa do espermatozoide de varias
espécies de mamiferos (MUKAIL OKUNO, 2004).

Além dos monossacarideos importantes citados anteriormente, os
espermatozoides suinos tém a habilidade de utilizar também o lactato
(MEDRANO et al., 2006), o piruvato (BROOKS; MANN, 1973), o glicerol
(JONES; CHANTRILL; COKINAKIS, 1992) e o citrato (MEDRANO et al.,
2006).

O glicerol ¢ oxidado a didxido de carbono, mesmo na auséncia de
atividade de glicerol quinase, indicando que o glicerol pode entrar na via
glicolitica por uma via diferente que a sequéncia glicerol-glicerol-3-fosfato-
diidroacetona fosfato, sendo convertidos gliceraldeido-3-fosfato por vias
alternativas e, desta forma, até lactato pela via glicolitica (JONES;
CHANTRILL; COKINAKIS, 1992).

Por outro lado o piruvato pode ser utilizado tanto em situagdes de
auséncia como na presen¢a de oxigénio, resultando na formagdo de lactato,
acetato, succinato e acetoacetato anaerobicamente. Sob estas condigdes a taxa de
utilizagdo de piruvato, por parte do espermatozoide, pode ser até maior que a
propria utilizagao de frutose (BROOKS; MANN, 1973).

O lactato e citrato exogeno sao também metabolizados pelo
espermatozoide suino, neste caso na via da fosforilagdo oxidativa por meio da

lactato deidrogenase, enzima encontrada principalmente na peca intermediaria
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da cauda, ou indiretamente convertendo citrato em lactato através da piruvato
carboxilase (MEDRANO et al., 2006).

A habilidade do espermatozoide suino em utilizar diferentes substratos
energéticos ¢ um fator determinante na mantenga de sua taxa de sobrevivéncia e
capacidade de fertilizagdo, principalmente quando armazenado por periodos
prolongados. Desta forma, o uso de substancias que acelerem estas rotas
metabodlicas durante os periodos que antecedem o uso de doses inseminantes
pode ser importante para melhorar a qualidade do sémen utilizado em programas

de inseminagao artificial.

2.3 Espécies reativas de oxigénio (ROS)

A produgdo de energia oxidativa, inevitavelmente, estd associada com a
geracdo de espécies reativas de oxigénio, 0s quais em excessivas concentracdes
podem levar a patologias celulares (TAYLOR, 2001). Estas moléculas sao
produtos do metabolismo celular normal, sendo constituido de uma molécula de
oxigénio contendo um ou mais elétrons desemparelhados (KEFER;
AGARWAL; SABANEGH, 2009).

As ROS envolvidos na biologia reprodutiva incluem o anion superéxido
(O, [1), peroxido de hidrogénio (H,0,), radicais peroxila (ROO [ ) e os muito
reativos radicais hidroxilo (OH [1 ) (SIKKA, 1996). Estas sustincias sdo
altamente reativas, tendo um tempo de meia-vida média de nanosegundos (OH
[1) a milisegundos (O, [1 ). Consistem em potentes oxidantes, sendo produzidas
fisiologicamente em todas as células durante o metabolismo (HENKEL, 2005).

O anion superéxido (O, O ) é um radical livre formado de forma
espontanea na membrana da mitocondria a partir de oxigénio molecular

adicionado de um elétron. E um metabolito pouco reativo em relagdo aos demais
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ROS e ndo tem a habilidade de penetrar nas membranas lipidicas, agindo
somente no local onde ¢ produzido (NORDBERG; ARNER, 2001).

O radical hidroxila (OH [] ) é considerado o mais reativo em sistemas
bioldgicos, sendo capaz de causar maiores danos celulares. E formado a partir de
peroxido de hidrogénio (H,O,), em uma reacdo catalisada por ions metais (Fe™
ou Cu"), denominada reacdo de Fenton (AGARWAL; PRABAKARAN, 2005),

como se mostra a continuagao:

Fe*" + H,0,——» Fe’" + OH + OH

O peroxido de hidrogénio reage rapidamente com biomoléculas e pode
desencadear a peroxidacdo dos lipidios nas membranas celulares (NORDBERG;
ARNER, 2001).

O perdxido de hidrogénio (H,O;) ndo ¢ um radical livre, mas um
metabolito do oxigénio extremamente deletério, porque participa como
intermediario na reagdo que produz o radical OH [I. E gerado a partir da
dismutacio enzimatica do O° pelo superdxido dismutase, tem meia-vida longa e
é capaz de atravessar membranas biologicas (NORDBERG; ARNER, 2001).

Estes metabolitos induzem dano celular quando passam um elétron
desemparelhado as estruturas celulares, resultando principalmente em oxidagdo
dos lipidios da membrana celular, aminoacidos e acidos nucleicos
(OCHSENDOREF, 1999). Os ROS tém sido implicados em aberracdes
espermdticas causando multiplas patologias incluindo a infertilidade
(BROWERS et al., 2005) em diversas espécies. O estresse oxidativo pode
interferir de forma negativa na fluidez da membrana plasmatica e na integridade
do DNA do espermatozoide, levando a apoptose e diminui¢do da capacidade

fecundante do sémen (AGARWAL; SALEH; BEDAIWY, 2003).
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2.4 Peroxidacao lipidica na celula espermatica

O estresse oxidativo acontece no espermatozoide quando os niveis de
radicais livres dentro e fora da célula excedem a capacidade total antioxidante da
mesma. O espermatozoide tem uma quantidade limitada de citoplasma celular,
na qual as enzimas antioxidantes sdo encontradas. Disto resulta a elevada
sensibilidade da célula a presenga de ROS (SIKKA 2001; HENKEL, 2005).

Considerando também a elevada concentracdo de 4cidos graxos
poliinsaturados, a membrana plasmatica do espermatozoide ¢ particularmente
suceptivel ao estresse oxidativo, uma vez que as duplas ligagdes podem ser
facilmente oxidadas pelos ROS. Este processo é conhecido como peroxidagao
lipidica (HENKEL, 2011).

A peroxidagdo lipidica induzida pelos ROS ¢ considerada um importante
fator que afeta a fungdo espermdtica. Em geral, os dois tipos mais comuns de
peroxidacdo lipidica sdo: a ndo enzimatica (promovida pelo ion ferroso e ion
cliprico) e a enzimética (dependente de NADPH+H" e ADP) (SIKKA, 2001).

A peroxidagdo lipidica ocorre em trés fases denominadas iniciagdo,
propagacao e terminagdo. A iniciagdo € causada por um ataque a um lipidio de
membrana por qualquer radical livre que tenha reatividade suficiente para
sequestrar um atomo de hidrogénio de um grupo metileno, criando um radical
lipidico e agua (HENKEL, 2011). Na fase de propagacdo, a molécula reativa de
um radical peroxilo reage com outro acido graxo vizinho, produzindo acido
graxo radical, o qual reage com o oxigénio molecular formando outro peroxido
de lipidio, processo chamado reacdo de radicais em cadeia. E como resultado
deste processo pelo menos 60% dos acidos graxos poliinsaturados presentes na
membrana plasmatica pode ser oxidado (KOTHARI et al., 2010). A fase de
terminagdo comeca quando um radical reage com outro radical, produzindo

assim, um nao radical (HENKEL, 2011).
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O dialdeido malonico (MDA) ¢ o produto da peroxidacdo dos lipidios
que tém em sua estrutura, acidos graxos poliinsaturados com trés ou mais
ligacdes duplas, separadas por grupos metileno, principalmente, o acido
araquidonico (20:4) e acido docosaexaenoico (ESTERBAUER; ZOLLNER;
SCHAUR, 1990). No espermatozoide, a produ¢do de MDA ¢ o produto final da
peroxidacdo lipidica induzida pelos ions ferrosos (Fe™) (DARLEY-USMAR;
WISEMAN; HALIWELL, 1995). Assim, o dano causado pela peroxidagdo
lipidica pode ser quantificado indiretamente pela mensuracdo de MDA
(AITKEN; CLARKSON; FISHER, 1989; AGARWAL; PRABAKARAN, 2005)
através do método do acido tiobarbitiirico ou substancias reativas ao acido
tiobarbiturico TBARS (SHARMA; AGARWAL, 1996).

A mensuracao da peroxidagdo lipidica no espermatozoide é importante,
uma vez que esta afeta a estrutura da membrana, tais como a fluidez, a gradiente
de ions, os receptores de transdugdo, os processos de transporte e as enzimas de
membrana (SIKKA; RAJASEKARAN; HELLSTROM, 1995). Neste caso,
ficam comprometidos até mesmo os eventos de fusdo de membranas entre o
espermatozoide e o ovdcito, necessarios para o processo de fertilizacdo
(STOREY, 1997). Além disso, a peroxidacdo pode interferir na integridade do
DNA, levando a ligagdes cruzadas da cromatina, mudancas de bases
nitrogenadas e quebra da molécula (HUGHES et al., 1998), contribuindo assim
para a reducdo da qualidade espermatica (LEWIS; AITKEN, 2005;
ERENPREISS et al., 2006).
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2.5 Vitamina E (a-tocoferol)

A vitamina E, descoberta em 1922, ¢ o nome dado a um grupo de
antioxidantes naturais lipideo-soluveis presentes na natureza, os tocoferois e os
tocotriendis, que sdo encontrados em determinadas plantas oleaginosas (SIKKA,
2004). Atualmente, a vitamina E representa um termo genérico para todos os
tocoferois e seus derivados, com atividade bioldgica de RRR-alfa-tocoferol, o
composto estereoisomero de origem natural com atividade de vitamina E
(TRABER; PACKER, 1995). Na natureza, oito substancias tém sido encontradas
com atividade da vitamina E: alfa, beta, gamma e delta- tocoferol e alfa, beta,
gamma e delta- tocotrienol (Figura 1) (SEN; KHANNA; ROY, 2006).

A maior 4rea de interesse relacionada a vitamina E reside
essencialmente no seu papel de prevenir os danos causados pelas espécies
reativas de oxigénio (ROS). A vitamina E atua como um agente antioxidante,
sacrificando uma molécula com a qual os peroxiradicais preferencialmente

reagem, ao invés das membranas biologicas, evitando danos as estruturas

Tocoferol

celulares (WOLF; WOLF; RUOCCO, 1998).

Figura 2 Estrutura quimica dos isdmeros com atividade biologica da vitamina E
Fonte: Sen, Khanna e Roy (2006)

Tocotrienol
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No que diz respeito ao controle da peroxidagao lipidica, o alfa-tocoferol é
0o maior agente antioxidante que protege contra as ROS nas membranas e
lipoproteinas de baixa densidade (THAKUR; SRIVASTAVA, 1996). O
tocoferol suprime a peroxida¢do lipidica prendendo os radicais peroxila
envolvidos na cadeia da peroxidacdo. Nestas reagdes, um atomo de hidrogénio ¢é
abstraido do grupo OH no tocoferol por um radical peroxila (LOO),
estabilizando a molécula, e assim, desta maneira interromper a propagacao da
peroxidacdo lipidica (WOLF; WOLF; RUOCCO, 1998). Segundo Burton, Joyce
e Ingold (1983) apenas uma molécula de alfa-tocoferol ¢ suficiente para proteger
cerca de 1000 moléculas de lipidios.

A vitamina E esta presente como um componente menor entre os lipidios
e lipoproteinas constituintes das membranas celulares, no entanto, esta
amplamente disseminada entre estas estruturas (WANG; QUINN, 1999). O
comprimento da reacdo em cadeia de radicais livres depende de muitos fatores,
sendo o principal deles a concentragdo de vitamina E na bicamada lipidica
(BARCLAY et al., 1984). A concentragdo de vitamina E nas membranas
celulares normalmente ¢ muito baixa, menos de 0.05-0.10 nmol/mg de proteina
(menos que 1 por 1000-2000 fosfolipidios de membrana) (SIKKA, 2004). Além
disso, este antioxidante de membrana ndo ¢ sintetizado pelas células dos
mamiferos. Assim, uma vez que o tocoferol tenha sido consumido na membrana
celular durante periodos de estresse oxidativo, os lipidios celulares estdo sujeitos
a peroxidacdo, o qual pode resultar em danos significativos a integridade da
célula espermatica (ZHANG et al., 2001). Neste sentido, a taxa de geracdo de
ROS nas membranas pode ser elevada, cerca de 1-5 nmol/mg de proteina sob
determinadas circunstancias (SIKKA, 2004), tais como o de estocagem de
sémen fresco processado (CEROLINI et al., 2000) e a criopreservagdo (AWDA;
MACKENZIE-BELL; BUHR, 2009).
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Neste contexto, a vitamina E ¢ o componente primario do sistema
antioxidativo da célula espermatica, sendo um dos maiores protetores de
membrana contra os ROS e a peroxidacao lipidica (HU et al., 2011). Porém, ndo
0 Unico inibidor da rea¢do em cadeia da peroxidagdo lipidica das células animais
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Além da vitamina E, o espermatozoide
conta com um sistema enzimatico de defesa, o qual inclui superéxido dismutase
(SOD), gluationa peroxidase (GPx), catalase, glutationa transferase,
ceruplasmina ou hemoxigenase que controlam os radicais de oxigénio e seus
subprodutos (TREMELLEN, 2008; HENKEL, 2011), porém sio encontradas em
concentragdes diminuidas no citoplasma espermatico. Portanto, apresentam uma
funcao antioxidante limitada (KEFER; AGARWAL; SABANEGH, 2009).

Segundo Pena et al. (2003) e Ghiuru et al. (2010), a adigdo de vitamina E
ao diluente de congelamento ou resfriamento tem um efeito benéfico sobre a
motilidade espermatica apds o congelamento-descongelamento do sémen de
varrdo, ao proteger o potencial de membrana mitocondrial. De acordo com
Breininger (2005) e Satorre (2007), a adigdo deste composto no diluidor de
resfriamento, durante o processo de congelamento, melhora as fungdes da célula
espermatica em suinos devido ao aumento de espermatozoides viaveis com
acrossomas intatos. No entanto, a vitamina E pode desencadear a peroxidagdo
lipidica através dos ROS quando esteja presente em baixas concentracdes

(WALDECK; STOCKER, 1996).
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2.6 Fator de crescimento semelhante a insulina na funcio reprodutiva dos
machos (IGF-I)

Os fatores de crescimento tém um importante papel no processo de
espermatogénese, motilidade espermatica e fertilidade (SELVARAJU et al.,
2010). Sabe-se que os fatores de crescimento desempenham um importante
papel no controle paracrino e autdcrino da fungao testicular (SPITERI-GRECH,;
NIESCHLAG, 1992; LIN, 1995), sendo capazes de estimular a sintese de DNA
em varios tipos de células, incluindo células de Sertoli nos homens e células da
granulosa em mulheres (COLOMBO; NAZ, 1999).

O IGF-I ¢ uma proteina mitogénica de cadeia simples, encontrada na
maioria das células altamente proliferativas. No testiculo, o IGF-I ¢ secretado
pelas células de Sertoli e células de Leydig sob controle do FSH e LH,
respectivamente (LEJEUNE et al., 1996). Receptores podem ser encontrados em
espermatogonias, espermatocitos, espermatides e espermatozoides (HENRICKS
et al., 1998; HOEFLICH et al., 1999). Neste sentido, é sugerido que o IGF-I
possa ser um importante fator envolvido ndo s6 no desenvolvimento, mas
também na maturacdo e na ativagdo da motilidade dos espermatozoides
(HENRICKS et al., 1998; VICKERS et al.,, 1999). Além disso, tem sido
verificada uma associacdo entre a produgdo de IGF-I pelas células do oviduto ¢ a
capacidade fecundante dos espermatozoides (SMITH, 1997; SUAREZ, 1998).
Desta forma, acredita-se que as concentragdes deste hormdnio possam estar
relacionadas com as taxas de fertilizagao do rebanho.

Uma associagdo na concentragdo no plasma seminal de IGF-I, com a
motilidade e morfologia espermatica foi relatada em equinos (CHAMPION et
al., 2002; MACPHERSON et al., 2002) e bovinos (BRITO et al.,, 2007
HENRICKS et al., 1998; HOEFLICH et al., 1999). Além disso, foram relatados

eventos envolvendo a maturagdo e a capacitagdo dos espermatozoides no trato
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reprodutivo feminino, mais especificamente no oviduto (SMITH, 1997;
SUAREZ, 1998).

Segundo Macpherson et al. (2002), as concentracdes seminais de IGF-I
também podem estar relacionadas a capacidade fecundante dos espermatozoides,
j& que estariam envolvidas com a continuidade da motilidade apds a ejaculagao.
Esta hipdtese surgiu a partir dos estudos conduzidos por Henricks et al. (1998)
com bovinos. Neste trabalho, os autores verificaram que a adigdo in vitro de
IGF-I em concentragdes fisiologicas estimulou a motilidade espermatica em
amostras de sémen e sugeriram que este hormoénio poderia manter esta taxa
devido a facilitagdo do uso da energia (aceleracdo do metabolismo) ou ao seu
efeito antioxidante, atuando como protetor de membrana.

Selvaraju et al. (2009) estudaram o efeito do IGF-I na motilidade,
integridade da membrana e do acrossoma, integridade funcional, peroxidagao
lipidica e utilizacdo de frutose por espermatozoides de bufalos e sugeriram
melhora nos parametros da motilidade associada a reducdo da peroxidagdo
lipidica, resultando em melhor integridade da célula espermatica no decorrer do
tempo. Além disso, houve aumento no consumo de frutose, sugerindo que o
IGF-I mantém a motilidade espermatica por maior tempo pelo aumento no
consumo do carboidrato.

Em espermatozoides de coelhos, foi isolada e purificada a presenga de
IGF-I no plasma seminal com seus respectivos receptores localizados,
principalmente no segmento equatorial da cabega espermatica. Além disso, a
adicdo do IGF-I no espermatozoide desta espécie foi capaz de exercer efeitos
benéficos na motilidade e viabilidade espermatica (MINELLI et al., 2001). Por
outro lado, o IGF-I adicionado no espermatozoide capacitado agiu como indutor
da reagdo acrossomal (MINELLI; MORONI; CASTELLINI, 2001).

Com relagdo ao suino, Hirai et al. (2001) demonstraram por meio de

radioimunoensaio as concentragdes fisiologicas do IGF-I no plasma seminal, que
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foi de 14,8 £ 4,1 ng/mL. Posteriormente, Miah et al. (2008) adicionando 20
ng/mL de IGF-I no sémen observaram aumento da motilidade progressiva e das
taxas de indugdo da capacitacdo e reagdo acrossomal apds quatro horas de
incubacdo. Além disso, o metabolismo energético do espermatozoide foi
incrementado pelo maior consumo de glicose. Neste sentido, o IGF-I pode ter
atuado como quimiocinético envolvido na regulagdo do movimento deste tipo de
células.

Recentemente, Silva et al. (2011) verificaram que o IGF-I mostrou
resultados benéficos no s€men suino quando adicionado em doses inseminantes
durante o periodo de reativagdo apos o armazenamento. Os autores observaram
aumento da relag@o vivos:mortos € maior resisténcia osmoética, porém maior taxa
de peroxidacao lipidica, sugerindo maior formacao de radicais livres em fungdo
do aumento do consumo de substratos energéticos pelos espermatozoides. Desta
forma, a associagdo deste hormdnio com substincias antioxidantes como a
vitamina E, por exemplo, poderia ser benéfica para a qualidade do sémen suino

armazenado.
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ARTIGO 1 Qualidade de sémen suino resfriado adicionado de vitamina E e
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RESUMO

Um experimento foi realizado com o objetivo de avaliar a adigdo de
IGF-I em doses inseminantes de suinos armazenadas a 15 °C, processadas em
diferentes niveis de adi¢do de vitamina E (DL-a-tocoferol). Foram utilizados 12
ejaculados de quatro varrdes. O sémen foi diluido em (Beltsville Thawing
Solution™) BTS, formando doses inseminantes de 100 mL com trés bilhdes de
espermatozoides. Durante o processamento, as doses inseminantes foram
adicionadas de diferentes concentra¢des de vitamina E (0, 100, 200, 300 e 400
pg/mL) e mantidas em geladeira a 15 °C. Apos diferentes tempos de
armazenamento (0, 24, 48 e 72 horas), as doses foram incubadas a 37 °C
recebendo ou niao 30 ng/mL de IGF-I humano recombinante. Avaliacdes
seminais foram feitas aos 10 e 120 minutos de incubagdo. Foi observada
interacdo entre vitamina E e IGF-I na motilidade espermaética, total de
alteragdes espermaticas e concentragdo de malondialdeido. A vitamina E
influenciou a motilidade espermatica somente nas doses inseminantes que
receberam adi¢do de IGF-I. Quanto a este hormdnio, efeitos positivos foram
observados somente depois de 48 e 72 horas de armazenamento do sémen
contendo niveis de adi¢do de vitamina E entre 100 e 300 pg/mL. A vitamina E
também influenciou o vigor até 24 horas de armazenamento e reduziu de forma
linear o total de alteragdes espermaticas neste mesmo tempo de avaliagdo.
Porém, em periodos superiores de armazenamento, houve efeito negativo desta
vitamina no total de altera¢cdes. O IGF-I aumentou o nimero total de células
anormais quando baixas concentra¢des de vitamina E foram utilizadas no sémen
armazenado até 24 horas e clevadas concentracdes de vitamina E no sémen
armazenado por tempo superior. Tanto a vitamina E quanto o IGF-I reduziram a
concentragdo de dialdeido malonico, porém esta redugdo ndo foi suficiente para
afetar a viabilidade espermadtica nos diferentes tempos de armazenamento.
Conclui-se que a adigdo de 235 pg/mL de vitamina E durante o processamento
de doses inseminantes de 100 mL de suinos contendo trés bilhdes de
espermatozoides diluidos em BTS ¢ viavel para garantir melhor qualidade do
sémen até 72 horas de armazenamento a 15 °C e que a adi¢do de 30 ng/mL de
IGF-I neste nivel de vitamina melhora a motilidade ap6s 120 minutos de
incubacio.

Palavras-chave: a-tocoferol. Antioxidante. Ativador metabodlico.
Espermatozoide. Reprodugao. Varrao.
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1 INTRODUCAO

A possibilidade de usar o sémen resfriado por tempo superior a 48 horas
e manter a sua qualidade ¢ fundamental para o sistema produtivo. Neste aspecto,
pesquisas vém sendo conduzidas na tentativa de amenizar o efeito negativo da
temperatura durante o resfriamento e a utilizagdo do s€men suino.

A atividade oxidativa ¢ um fator associado com um declinio da
fertilidade durante o tempo em que o sémen permanece armazenamento (4). As
ROS (espécies reativas de oxigénio) geradas durante este tempo induzem a
peroxidacdo lipidica, causando queda irreversivel na motilidade espermatica e
alteracdes de proteinas e acidos nucleicos destas células, além de estimular a
apoptose e a morte celular (23,13).

O espermatozoide do varrdo € especialmente suscetivel a peroxidagdo
lipidica devido ao alto conteudo de acidos graxos poliinsaturados presentes na
membrana celular e a menor capacidade antioxidante em relacdo ao
espermatozoide bovino (9). Desta forma, seu uso na inseminacdo artificial se
restringe ao armazenamento de temperaturas de 5 a 15 °C. Durante este tempo
em que o sémen permanece armazenado, antioxidantes como o alfa-tocoferol
sdo capazes de suprimir a peroxidagdo lipidica das membranas por capturar os
radicais peroxilo envolvidos na cadeia da peroxidagdo (37). Assim, a adi¢do de
vitamina E aos diluentes pode estar relacionada ao aumento da resisténcia do
espermatozoide a peroxidagdo lipidica (9, 31, 7), podendo ser entdo uma
alternativa para aumentar a capacidade fecundante do s€émen suino resfriado.

Com relacdo ao metabolismo espermatico, sabe-se que este ¢
responsavel pelo potencial fertilizante do sémen. Diversas substincias quimicas
tém sido associadas ao controle metabolico da célula espermatica, dentre eles o
fator de crescimento semelhante a insulina tipo I (IGF-I) (16, 33). Segundo os

autores, este hormonio atua como um ativador metabolico do espermatozoide,
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estando envolvido no movimento das células (intensidade de movimento e
motilidade progressiva) através do aumento no consumo de carboidratos e,
consequentemente, da capacidade fecundante do espermatozoide. No entanto, o
metabolismo celular energético esta relacionado a geracdo de maior quantidade
de radicais livres (20), o que também poderia comprometer a qualidade do
espermatozoide, principalmente durante seu periodo de capacitacao.

Alguns autores tém identificado o IGF-1 no plasma seminal e seus
receptores nas células espermaticas (28, 19). Também tem sido verificado que a
adicdo deste hormonio no s€émen melhorou a qualidade espermatica logo apds
sua adigdo (25, 32, 33). Desta forma, uma alternativa para melhorar a qualidade
do sémen suino resfriado seria a utilizacdo de um ativador metabolico, tal como
o IGF-1 associado a um antioxidante como a vitamina E. Assim, este trabalho foi
conduzido com o objetivo de avaliar os efeitos da associacdo da vitamina E,
adicionada antes do resfriamento, com o IGF-l, adicionado apdés o

armazenamento, sobre a qualidade do sémen suino resfriado.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais e coleta do sémen

Doze ejaculados provenientes de quatro animais (trés ejaculados de
cada) foram utilizados no més de julho de 2011. Os varrdes eram de fertilidades
comprovadas e pertencentes a Fazenda Sdo Paulo, uma granja comercial de
aproximadamente 4500 matrizes, localizada no municipio de Oliveira, MG,
Brasil.

Os ejaculados foram obtidos pelo método da mao enluvada durante a
rotina da granja, sempre pela manha. Apenas a fracdo rica do ejaculado foi
utilizada, sendo utilizados aqueles que preencheram os requerimentos minimos
para serem utilizados em inseminacdo artificial: [ 70% de motilidade, [ 20%
de gotas citoplasmaticas e um total de espermatozoides [ 10x10° por mL.

Apés avaliagdes iniciais, o sémen foi diluido 1:1 com o diluente BTS
(Beltsville Thawing Solution®™) e transportado até o Laboratorio de Reprodugio
de Suinos do Setor de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de
Lavras. No laboratorio, a concentracdo espermatica foi determinada com
espectrofotometro (Spermacue), calculando-se o volume do sémen a conter trés
bilhdes de espermatozoides. Neste volume, foi adicionado novamente o diluente
BTS, de modo a formar doses inseminantes de 100 mL com 3,0 x 10’
espermatozoides. As doses foram mantidas a temperatura ambiente e protegidas
da luz por 90 minutos. De cada ejaculado, foram processadas dez doses

inseminantes.
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2.2 Procedimento experimental

Apos o processamento, diferentes quantidades de vitamina E (DL-a-
tocoferol acetato, Sigma-Aldrich) foram adicionadas as doses inseminantes,
obtendo concentragdes finais de 0, 100, 200, 300 e 400 pg/mL de sémen. Em
seguida, as doses foram armazenadas em geladeira a 15 °C. Antes do
armazenamento, duas aliquotas de 10 mL de cada nivel de adi¢do de vitamina E
foram mantidas em tubos de ensaio em banho-maria a 37°C, as quais foram
adicionadas ou no de 30ng/mL de IGF-I humano recombinante (BioVision USA
- Recombinant Human IGF-I 100 mg). O mesmo procedimento foi realizado as
24, 48 e 72 horas de armazenamento.

Ap6s a adi¢do de IGF-I, as amostras de sémen permaneceram incubadas
em banho-maria a 37 °C, quando foram feitas avaliagdes de motilidade e vigor
espermaticos, viabilidade e niumero total de anormalidades espermaticas aos 10 e
120 minutos de incubagdo. A concentracdo de MDA (dialdeido maldnico) foi

realizada somente ao final do periodo de incubagao.

2.3 Avaliacées microscopicas

Para avaliar a motilidade, uma gota de sémen foi colocada entre lamina
e laminula previamente aquecidas a 37 °C. As avaliagdes foram feitas em
microscopio de contraste de fase com aumento de 400x. Um total de dez campos
foi avaliado para determinar, de forma subjetiva, a percentagem de
espermatozoides moveis. As analises foram feitas em triplicata, de forma cega,
por trés avaliadores. A intensidade de movimento foi avaliada por sistema de
escalas de 0 a 5, sendo 0 intensidade fraca e 5 a intensidade maxima.

A viabilidade espermatica (%) foi representada pela porcentagem de

células vivas em relacdo ao numero total de células contadas. Para isso, uma
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gota do sémen foi misturada a uma gota de corante eosina-negrosina, seguindo a
metodologia de Blom (6). Apods esfregaco em lamina de microscopia, o niumero
de células vivas (sem cor) e células mortas (rosa) foram avaliados em
microscopio Optico em aumento de 400x.

O numero total de alteracdes espermaticas (%) foi avaliado apds
armazenamento de algumas gotas de s€men em solucdo formol-citrato a 3% em
microscopio de contraste de fase em aumento de 400x. Para alteragdes de
acrossoma, foi utilizado um aumento de 1000x. Foram avaliadas as alteragoes de
acrossoma, de cauda, de cabeca e de pecga intermedidria e a presenca de gota

citoplasmatica proximal.

2.4 Avaliacées bioquimicas

Para avaliar a concentracdo de MDA (grau de peroxidacdo lipidica) o
Kit QuantiChrom™ TBARS ASSAY (DTBA- 100- bioassay Systems) foi
utilizado, seguindo as instru¢des do fabricante. A determinagdo de glicose foi
avaliada por metodologia enzimatico-colorimétrica, usando o método de ponto

final, seguindo as recomedagdes do fabricante (ANALISA GLICOSE-PP®).

2.5 Analise estatistica

Foi utilizado um delineamento experimental em blocos ao acaso
(ejaculado) em esquema fatorial 2x4x4 (com ou sem adi¢do de 30 ng/mL de
IGF-I em quatro niveis de adi¢do de vitamina E, avaliados em quatro tempos de
armazenamento) em parcela subdividida no tempo (tempo de incubac¢do) com 12
repetigoes, representadas por um ejaculado. A parcela experimental foi
representada por trés avaliagdes, com excecdo das analises bioquimicas, que

foram representadas por uma avaliagdo.
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Ap6s o teste de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk), a analise de
variancia foi conduzida e os dados obtidos com IGF-I submetidos ao teste F e os
de vitamina E a analise de regressdao. Todos os desdobramentos dentro de cada
tempo de armazenamento e de incubagdo foram considerados quando
significativos (P<0,10). Os dados de morfologia espermatica e consumo de
glicose foram transformados pela raiz quadrada. O vigor foi avaliado pela
analise ndo paramétrica ¢ as médias comparadas pelo teste de Kruskal-Walis.
Alfa foi igual a 0,05. Toda analise estatistica foi realizada no programa

estatistico SAS (31).
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3 RESULTADOS

3.1 Analises microscopicas

Analisando a motilidade espermatica, foi observada interagcdo (P<0,05) entre
vitamina E e IGF-I nos diferentes tempos de armazenamento e incubagdo. Antes
do resfriamento, a adicdo de IGF-I1 ao sémen contendo diferentes niveis de
vitamina E ndo influenciou a motilidade espermatica (P>0,05) apds 10 minutos
(Figura 1), porém reduziu estes valores (P<0,05) apds 120 minutos em doses
inseminantes contendo 0 ou 100 pg/mL de vitamina E (Figura 2A). Nao houve
diferenga neste mesmo tempo quando doses maiores de vitamina E foram
utilizadas (P>0,05). Nestas mesmas amostras, observou-se que a dose de 300

pg/mL de vitamina E foi a que resultou em maior motilidade.
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A motilidade ndo foi influenciada (P>0,05) pelo IGF-I 10 minutos ap6s
sua adicdo em doses contendo os diferentes niveis de vitamina E, e que foram
armazenadas nos diferentes tempos (24, 48 e 72 horas - Figura 1), porém, apos
120 minutos de incubagdo do s€men resfriado por 24 horas, este horménio atuou
de forma negativa (P<0,05), semelhante ao s€men pré-resfriado, ou seja, houve
reducdo da motilidade (P<0,05) exceto quando niveis maiores que 100 pg/mL de
adi¢do de vitamina E foram utilizados (Figura 2B). Por outro lado, em doses
inseminantes armazenadas por 48 e 72 horas, a adi¢do de IGF-I aumentou a
motilidade (P<0,05) somente quando a vitamina E foi utilizada até a dose de 300
pg/mL (Figura 2C e 2D).

Nao se observou diferenga (P>0,05) entre os niveis de adicdo de
vitamina E em doses que ndo receberam IGF-I durante o reaquecimento. No
entanto, efeito quadratico desta vitamina (P<0,05) foi observado 10 minutos
apo6s a adigao do hormdnio somente no s€émen que foi resfriado (Figura 1B, 1C e
1D). O nivel médio de vitamina E que resultou em maior motilidade 10 minutos
ap6s a adigdo de IGF-I foi de 235 pg/mL. Apdés 120 minutos de incubagdo,
observou-se que a adigdo de 200 pug/mL foi satisfatoria para assegurar maior
motilidade espermatica e que o uso de 300 e 400 pug/mL prejudicaram a
qualidade do sémen apds 48 e 72 horas de armazenamento, respectivamente
(Figura 2B, 2C e 2D).

Considerando o periodo de armazenamento, observou-se que o uso de
vitamina E associada ou ndo ao uso de IGF-I nio prolongou, durante este tempo,
a qualidade do sémen a qual reduziu progressivamente independente do uso

destas substancias (Figuras 3 e 4).
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Figura 3 Motilidade espermatica (%) do sémen suino resfriado com adicdo de
diferentes concentragdes de vitamina E (0 a 400 pg/mL) avaliada 10
minutos apdés a adicdo de IGF-I apods diferentes tempos de
armazenamento. Curvas representam médias com ou sem adicao de
IGF em diferentes concentragdes de vitamina E e vice-versa

Com relacdo ao vigor espermatico, ndo houve interagdao (P>0,05) entre
vitamina E adicionada durante o processamento ¢ IGF-I ap6s o armazenamento
(Tabela 1). Também ndo se observou efeito (P>0,05) da adi¢do de IGF-I sobre o
vigor espermatico. Com relag@o a vitamina E, maiores valores (P<0,05) foram
obtidos com doses de adicdo superiores a 100 pg/mL apos 120 minutos de
incubagdo de doses inseminantes antes e apds o armazenamento por 24 horas,
independente da presenca de IGF-I. Em tempos superiores de refrigeragdo, nao

houve efeito (P>0,05) da vitamina E sobre esta variavel.
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Figura 4 Motilidade espermatica (%) do sémen suino resfriado com adicdo de
diferentes concentragdes de vitamina E (0 a 400 pg/mL) avaliada 120
minutos apdés a adicdo de IGF-I apos diferentes tempos de
armazenamento. Curvas representam médias com ou sem adi¢do de IGF
em diferentes concentragbes de vitamina E e vice-versa



Tabela 1 Vigor espermatico (%) do s€men suino adicionado de diferentes concentragdes de vitamina E antes do
resfriamento (n=24) e ativado com ou sem adi¢do de IGF-I apés diferentes tempos de armazenamento (n =
60), avaliado em diferentes periodos de incubagio (média = DP)'

Incubacao Vitamina E (ung/mL) IGF-I (ng/mL)
(minutos) 0 100 200 300 400 0 30
antes do resfriamento
10 32+04 33+04 3,3+0,6 3,3+0,5 3,3+0,5 3,3+0,5 3,3+0,5
120 26+1,0b 29+04a 2,8+09a 29+0,7a 28+0,7a 2,8+0,9 29+0,7
24 horas
10 3,0+0,3 3,004 3,1+04 3,1+£0,3 3,004 3,1+04 3,1+0,3
120 25+0,5b 2,6 £0,5 ab 2,7+0,6 a 2,7£0,6 a 28+04a 2,7+0,5 2,6 0,5
48 horas
10 3,0£0,5 3,0+0,1 3,0£0,5 3,004 3,004 3,0+£0,3 3,0+0,5
120 2,2+0,5 2,2+0,6 2,5+0,5 23+0,7 2,3+0,6 2,3+0,5 2,4+0,7
72 horas
10 3,0+0,3 29+0,3 2,9+0,3 29+04 2,9+0,3 29+03 2,9+04
120 2,1+£0,6 2,0+ 0,6 2,1+0,5 22+0,6 2,1+£0,5 2,1+0,6 2,1+0,6

b Meédias seguidas por diferentes letras diferem pelo teste de Kruskal-Walis (P<0,05)

9¢
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Quanto a viabilidade, nenhum efeito (P>0,05) da vitamina E e IGF-I foi
observado (Tabela 2). Houve decréscimo da viabilidade a partir do resfriamento
das doses inseminantes (24 horas), porém houve estabilidade neste periodo de
armazenamento até 72 horas (Figura 5).

Houve interagdo (P<0,05) entre vitamina E e IGF-I no total de células
espermaticas anormais (Figuras 6 e 7). A adigdo de IGF-I aumentou sua
porcentagem (P<0,05) no sémen armazenado até 24 horas, exceto quando a
vitamina E foi utilizada nas doses de 300 e 400 ug/mL. No sémen armazenado
por periodos superiores, a adicdo de IGF-I associada a estes mesmos niveis de
vitamina E aumentou (P<0,05) o nimero de células anormais, o que ndo foi
observado com niveis inferiores da vitamina. Os niveis de vitamina E reduziram
de forma linear (P<0,05) a porcentagem de células anormais em doses
armazenadas até 24 horas, porém aumentaram também de forma linear (P<0,05)
em amostras armazenadas acima deste periodo. Apenas ndo houve influéncia
(P>0,05) da vitamina E sobre o nimero total de células amorfas em amostras de

sémen armazenadas por 24 horas.



Tabela 2 Viabilidade espermatica (%) do sémen suino adicionado de diferentes concentracdes de vitamina E antes do
resfriamento (n=24) e ativado com ou sem adi¢do de IGF-I apés diferentes tempos de armazenamento (n =
60), avaliado em diferentes periodos de incubagio (média = DP)'

Incubacao Vitamina E (ung/mL) IGF-I (ng/mL)
(minutos) 0 100 200 300 400 0 30
antes do resfriamento
10 87,7+4,2 88,0+3,9 87,9+ 6,4 90,4+ 3,3 88,8 £5,1 88,2+4,7 88,8 +£4,8
120 80,6 + 8,5 81,9+ 6,9 82,3+7,2 81,6 £9,0 82,9+ 8,2 82,3+ 8,0 81,4+7,9
24 horas
10 81,1 £8,6 81,7+7,2 80,1 +£8,7 82,5+8,5 83,0£8,5 81,6 £8,2 81,8 + 8,4
120 80,2 £ 7,8 75,0+ 7,9 74,7 £8,2 78,8 +9,2 77,9 + 8,9 77,6 8,5 76,9 + 8,7
48 horas
10 77,0+9.3 81,1 £8,1 80,9+9,3 80,8 + 8,9 79,7+£9,2 79,1 £9,1 80,6 + 8,8
120 76,4 +9.9 77,7 +8,9 81,2+83 76,7 £8,7 76,2 +£9,7 77,6 £9,5 77,5 +£8,8
72 horas
10 81,4+7.2 82,9+ 6,6 84,2+5,6 82,9+ 6,8 81,7+ 7,6 82,8+ 7,0 82,4+6,5
120 74,1 £9.5 78,4+ 6,7 79,8 £9,3 79,3 +7,9 79,1 £8,3 79,1 £8,9 77,1 +£7.9

CV (%) 6,57

"'Nio significativo ao teste F (P>0,05)

99
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Figura 5 Viabilidade espermadtica (%) do sémen suino resfriado com adi¢do de
diferentes concentragdes de vitamina E (0 a 400 ug /mL) avaliada 10
minutos apos a adicdo de IGF-I apdés diferentes tempos de
armazenamento. Curvas representam médias com ou sem adi¢do de
IGF em diferentes concentragdes de vitamina E e vice-versa
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3.2 Analises bioquimicas

Houve interagdo vitamina E x IGF-I sobre a concentracdo de MDA aos
120 minutos de incubagdo do sémen antes (Figura 8A) e apds 72 horas de
armazenamento (Figura 8B). Ao adicionar IGF-I ao sémen, ndo se observou
efeito da vitamina E sobre esta varidavel, porém efeito linear decrescente
(P<0,05) foi observado quando o IGF-I ndo foi utilizado. Com relagdo ao
proprio IGF-1, observou-se que este hormonio diminuiu (P<0,05) a concentracao
de MDA em doses inseminantes armazenadas que ndo receberam adi¢do de

vitamina E. O mesmo resultado ndo pode ser observado (P>0,05) no sémen pré-

resfriado.
I - ~ *
3 150 y=-21420x+13153 130 . =-37,143x + 179,89
= 140 R?=0,9022 140 1 R?=09813
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Figura 8 Concentragdo de MDA (uM/mL) 120 minutos apo6s adicdo de 30
ng/mL de IGF-I ao sémen suino adicionado de diferentes
concentragdes de vitamina E antes e apds o resfriamento (n = 6).
diferentes letras diferem pelo teste SNK (P<0,05). * Efeito linear
(P<0,05). CV =34,45%

Nao foi observada intera¢do (P>0,05) entre o a-tocoferol e o IGF-I sobre

o consumo de glicose pela célula espermatica. (Tabela 3). O IGF-1 diminiu
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(P<0,05) o consumo de glicose pelos espermatozoides, independentemente das

diferentes concentragdes de a-tocoferol, somente antes do armazenamento.

Tabela 3 Cosumo de glicose (mg/dL) antes do armazenamento e 72 horas de
armazenamento apds adicdo ou ndo de IGF-l ao sémen suino
adicionado de diferentes concentragdes de a-tocoferol

IGF-1 Vitamina E (mg/dL) Média
(ng/mL) 0 200 400
Antes do armazenamento
0 31,8 47,9 32,5 374 a
30 25,0 20,6 16,2 20,6 b
Média 28,4 34,2 243
72 horas de armazenamento
0 33,5 32,4 23,9 29,9
30 22.4 32,1 13,3 22,6
Média 28,0 32,2 18,6
CV (%) 37,15

Meédias seguidas por diferentes letras diferem pelo teste F (P<0,05)
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4 DISCUSSAO

A concentracdo de IGF-1 adicionada nas doses inseminantes esta acima
das concentragdes fisioldgicas encontradas no plasma seminal de varrdo (8.4 a
22.2 ng/mL) (19, 22), o que assegura elevados niveis do hormonio nas doses
inseminantes antes € apos o processamento. Silva et al. trabalhando com niveis
de adi¢do de IGF-I variando de 50 a 150 ng/mL, recomendaram niveis 6timos de
150 ng/mL para doses inseminantes armazenadas por 24 horas e 78 ng/mL para
doses armazenadas por 72 horas, mas sugerem que niveis inferiores aos testados
podem exercer efeitos fisiologicos no sémen (33).

No presente trabalho, o uso de IGF-I nas doses armazenadas por 48 e 72
horas, suplementadas com o-tocoferol durante o processamento das mesmas,
apresentou melhora na motilidade espermatica apds 120 minutos de incubagao,
tendo resultados mais expressivos em doses contendo entre 100 e 300 pg/mL da
vitamina. Também foi observado, de uma forma geral, um aumento progressivo
da motilidade até os 235 pg/mL em doses que foram resfriadas, o mesmo nao
sendo observado logo apo6s o processamento das mesmas. Acima destes niveis
de vitamina houve uma reducdo desta caracteristica. O efeito quadratico
apresentou comportamento semelhante 120 minutos apds a adi¢ao de IGF-I.

Breininger et al. concluiram que 200 ug/mL de a- tocoferol é o melhor
nivel para motilidade e resisténcia a peroxidacdo lipidica em amostras
descongeladas de sémen de varrao (7). Efeito prejudicial do a-tocoferol sobre a
motilidade também tem sido relatado em outros trabalhos. Donelly et al.
mostraram que altas concentragdes desta vitamina podem reduzir a motilidade
espermatica em humanos, apesar de diminuir a produgdo de ROS pelo
espermatozoide (12). Pela natureza lipidica da vitamina E, ¢ possivel que esta
possa afetar a composicdo da membrana, quando presente em elevadas

quantidades, interferindo nas trocas idnicas e, consequentemente, no
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metabolismo espermatico. Mais estudos devem ser conduzidos visando elucidar
os efeitos de elevadas doses de vitamina E sobre o metabolismo espermatico.

Ainda com relacdo a motilidade, a ndo observacdo de resultados
expressivos logo apods o processamento das doses (10 minutos apds a adigao de
IGF-I, figura 1A) sugere que, neste tempo, os espermatozoides podem nao ter
incorporado a vitamina nas membranas. Porém, apos 120 minutos de incubagao,
houve melhor resposta das doses inseminantes que receberam adicdo de 300
pg/mL de vitamina associada ao IGF-I (Figura 2A). Na auséncia deste
hormoénio, o mesmo resultado ndo pode ser observado. Sabe-se que os
espermatozoides apresentam uma quantidade limitada de citoplasma celular, na
qual as enzimas antioxidantes sdo encontradas, o que resulta na elevada
sensibilidade as ROS (34,18). Desta forma, a presenca de substancias
antioxidantes no plasma seminal (ou diluente) ou aderidos a membrana
espermatica, dentre elas a vitamina E, sdo responsaveis por remover uma grande
parte destas substancias nocivas (8).

Estudos indicam que o IGF-l apresenta a capacidade de melhorar a
motilidade por acelerar o consumo de substratos energéticos pela célula
espermatica (28, 32). Porém, este aumento estd associado com o incremento nos
radicais livres, que poderia reduzir o tempo de viabilidade do sémen (33),
principalmente na espécie suina, a qual apresenta maior teor de acidos graxos
insaturados e menor de vitamina E (35). Assim, uma vez que o a-tocoferol tenha
sido incorporado na membrana celular, pode haver reducdo da peroxidagdo
lipidica e os danos causados a integridade da célula espermatica (38).

No presente trabalho, a inclusdo de vitamina E nas doses inseminantes
reduziu a concentracio de MDA de forma significativa, apenas em doses
inseminantes que ndo receberam o IGF-I no inicio do periodo de incubagdo
(Figura 8). Neste caso, também ¢ possivel que o IGF-I tenha efeito antioxidante,

como observado na Figura 8B, onde a adicdo de IGF-I mostrou ser eficiente na
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reducdo da concentragdo de MDA apds 120 minutos em doses inseminantes
armazenadas durante 72 horas sem adicdo de vitamina E. Resultados
semelhantes obtidos com IGF-I também foram observados por Selvaraju et al.
em bufalos (32).

Considerando ainda os resultados obtidos no presente estudo, € possivel
afirmar que a limitada capacidade do sistema antioxidante do espermatozoide
aliado com os baixos niveis de a-tocoferol resultou em elevadas concentragdes
de MDA em doses inseminantes resfriadas por 72 horas sem adigdo de vitamina
E e IGF-I (Figura 8B).

Embora resultados positivos observados na peroxidagdo lipidica com o
uso de IGF-I e vitamina E, tais substancias ndo foram capazes de manter a
qualidade das doses inseminantes ao longo do tempo de resfriamento (Figuras 3
e 4). Sabe-se que o sémen estocado de varrdo apresenta um aumento continuo
das espécies reativas ao oxigénio, o que inevitavelmente afeta algumas funcdes
dos espermatozoides (20). Apesar da melhora na motilidade do sémen suino com
a adicdo de IGF-I, esta associagdo nao foi suficiente para manter esta
caracteristica através da estocagem, mostrando a fragilidade da célula
espermatica submetida a preservagdo liquida. Embora diversos estudos tenham
estudado a adicdo da vitamina E com o intuito de manter a motilidade
espermatica durante a estocagem, os resultados ndo foram satisfatorios (36, 27).
Por outro lado, Champion et al. verificaram, em equinos, que o IGF-I pode ser
utilizado para preservar a motilidade apds incubagdo por um periodo de 24 horas
a temperatura ambiente (10).

Resultados na literatura relatando os efeitos da vitamina E sobre a
motilidade espermatica podem ser contrastantes, dependendo do tipo de estudo
(s€men liquido ou criopreservado), a espécie animal, o tipo de vitamina E e sua
concentragdo (36, 27). Estes efeitos poderiam estar relacionados as diferengas

na suscetibilidade a peroxidag¢ao lipidica entre as espécies.
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Nao foram observadas diferengas na viabilidade espermatica ao longo
do tempo de armazenamento. Este resultado indica que a técnica de resfriamento
e o diluidor utilizado sdo eficientes em manter as células vivas, embora ndo
tenham apresentado o mesmo comportamento de motilidade. Cerolini et al.
observaram melhora na viabilidade espermatica durante o armazenamento a
19°C por um periodo de cinco dias, associando este resultado a reducdo da
peroxidacdo lipidica devido a presenca do a-tocoferol (9). Além disso, o IGF-1
tem também capacidade de melhorar a integridade das membranas através da
ativacdo de enzimas antioxidantes dentro das células, tais como a glutationa
peroxidase (32, 33) e superoxido dismutase (14), presentes no plasma seminal,
impedindo os efeitos nocivos das ROS sobre o espermatozoide (2).

A adi¢@o de niveis superiores a 100pug/mL de a-tocoferol incrementou o
vigor espermatico apos de 120 minutos de incubagdo do sémen ndo resfriado
(Tabela 1), porém doses maiores da vitamina foram necessarias para manter esta
resposta em doses inseminantes armazenadas por 24 horas. Nao houve efeito da
vitamina em doses armazenadas nos tempos subsequentes. Sabe-se que as ROS
também sdo capazes de influenciar de forma negativa o potencial de membrana
mitocondrial (3), interrompendo a disponibilidade de ATP para os filamentos da
cauda (24), afetando a intensidade dos movimentos.

Quanto a morfologia da célula espermatica, sabe-se que esta diretamente
correlacionada com a fertilidade (1). Os resultados do presente estudo indicam
que, mesmo no sémen resfriado durante 72 horas, o total de alteragdes esta
dentro dos padrdes considerados normais para uma dose inseminante, que ¢ de
até 20% (21).

De uma forma geral, a concentragdo de vitamina E influenciou o total de
alteragdes espermaticas apenas nas doses inseminantes que receberam do IGF-I
no inicio do periodo de incubagdo. A vitamina reduziu de forma linear o total de

alteracdes no sémen armazenado até 24 horas, porém aumentou no sémen
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armezando por 48 e 72 horas. Este resultado pode estar relacionado ao aumento
da atividade metabolica dos espermatozoides frente ao aumento das
concentragdes de IGF-I e a oxidacdo da vitamina E durante o periodo de maior
armazenamento das doses inseminantes.

Segundo Nabil Aziz et al., o estresse oxidativo da célula espermatica
esta negativamente correlacionada com a percentagem de espermatozoides com
morfologia normal e positivamente correlacionada com espermatozoides com
cabegas anormais, dano no acrossoma, gotas citoplasmaticas, pe¢a intermediaria
e defeitos na cauda espermatica (29). Por outro lado, elevadas concentragdes de
a-tocoferol podem alterar as caracteristicas da membrana plasmatica, afetando a
sua fluidez e, consequentemente, a estrutura celular (11). No presente estudo, é
provavel que maiores concentragdes de ROS possam ter influenciado no total de
alteracdes morfologicas nas doses inseminantes armazenadas até 24 horas e o
elevado teor de vitamina E oxidada nas caracteristicas das doses armazenadas
por tempo superior.

O IGF-1 tem sido relacionado in vivo com o desenvolvimento de células
germinativas e, consequentemente com o desenvolvimento de espermatozoides
normais (15). No caso do presente estudo, a adi¢do deste hormdnio aumentou o
numero de células anormais nas doses inseminantes armazenadas até 24 horas
contendo baixas concentragoes de vitamina E (até 100 pg/mL (Figuras 6 e 7, A e
B). Por outro lado, considerando periodos superiores de armazenamento, o IGF-I
influenciou apenas em doses contendo elevadas concentracdes da vitamina
(Figuras 6 ¢ 7, C e D). Os resultados apontam novamente uma concentragdo
ideal de vitamina E em torno de 200 pg/mL para os sémen resfriado, exceto
quando armazenado por 72 horas (Figura 7D).

Com relagdo ao consumo de glicose, os resultados sdo diferentes dos
observados por Miah et al. (26). Silva et al. verificaram que o IGF-1 reduz o

consumo de frutose no espermatozoide de varrdo, argumentando que este
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hormonio poderia estar envolvido no consumo de um outro carboidrato (33). De
acordo com Baronos, a glicose e a frutose ndo sdo as Unicas fontes de energia
para a célula espermatica do varrdo (5). Também podem ser citados a manose, o
sorbitol, o lactato, o inositol, acidos graxos volateis e o citrato. Neste caso, tais
substancias poderiam estar mais envolvidas com o metabolismo energético da

célula espermatica induzido pelo IGF-I.
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5 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo sugerem que a adicdo de 235 ug/mL de
vitamina E durante o processamento de doses inseminantes de 100 mL de suinos
contendo trés bilhdes de espermatozoides diluidos em BTS ¢ viavel para garantir
melhor qualidade até 72 horas de armazenamento a 15 °C. A adigdo de 30 ng/mL
de IGF-I neste nivel de vitamina melhora a motilidade apds 120 minutos de
incubagdo. Embora o IGF-I tenha aumentado o numero de anormalidades

espermaticas totais.
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Tabela 1A Anadlise de variancia para motilidade espermatica doo sémen suino
adicionado de diferentes concentracdes de vitamina E antes do
resfriamento ¢ de IGF durante o reaquecimento, avaliado em
diferentes tempos de armazenamento e incubagdo

Fonte de variacao GL SQ QM Fc Pr>Fc
Bloco 11 38401,297039  3491,027004 35,503 0,0000
Vitamina (V) 4 981,036215 245,259054 2,494 0,0423
IGF (1) 1 82,478363 82,478363 0,839 0,3602
Armazenamento (A) 4 177446,39 44361,597 451,151 0,0000
V* 4 966,134597 241,533649 2,456 0,0449
V*A 16 3921,282256 245,080141 2,492 0,0011
I*A 4 1694,310179 423,577545 4,308 0,0020
V*[*A 16 697,268476 43,579280 0,443 0,9704
Erro 1 471  46313,297307 98,329718

Tempo (T) 1 116866,020 116866,020 4549,356  0,0000
T*V 4 315,657345 78,914336 3,072 0,0164
T*1 1 10,290965 10,290965 0,17 0,6779
T*A 4 2844,308069 711,077 11,94 0,0001
T*V*I 4 73,052901 18,263225 0,711 0,5848
T*V*A 16 680,495164 42,530948 1,656 0,0529
T*I*A 4 180,499049 45,124762 1,757 0,1369
T*V*[*A 16 639,463777 39,966486 1,556 0,0780
Erro 2 387  9941,441008 25,688478

CV 1 (%)= 18,96
CV 2 (%) = 9,69
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Tabela 2A  Analise de variancia para viabilidade espermatica do sémen suino
adicionado de diferentes concentragdes de vitamina E antes do
resfriamento ¢ de IGF durante o reaquecimento, avaliado em
diferentes tempos de armazenamento e incubagio

Fonte de variacao GL SQ QM Fc Pr>Fc
Bloco 11 7143,077785 649,370708 7,894 0,0000
Vitamina (V) 4 300,676416 75,169104 0,914 0,4555
IGF (I) 1 4,431277 4,431277 0,054 0,8166
Armazenamento (A) 4 5622,680826 1405,670207 17,088 0,0000
V* 4 20,608584 5,152146 0,063 0,9928
V*A 16 1080,135916 67,508495 0,821 0,6624
I*A 4 90,490410 22,622602 0,275 0,8941
V*I[*A 16 491,713376 30,732086 0,374 0,9878
Erro 1 507 41705,218559 82,258814

Tempo (T) 1 5057,767338 5057,767338 178,169  0,0000
T*V 4 69,247074 17,311769 0,610 0,6557
T*I 1 21,716659 21,716659 0,765 0,3822
T*A 4 780,649981 195,162495 6,875 0,0000
T*V*I 4 28,336853 7,084213 0,250 0,9099
T*V*A 16 524,698992 32,793687 1,155 0,3012
T*I*A 4 192,288686 48,072171 1,693 0,1503
T*V*[*A 16 340,958186 21,309887 0,751 0,7415
Erro 2 468  13285,336231 28,387471

CV1(%)= 11,18
CV2 (%)= 6,57
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Tabela 3A Analise de varidncia para anormalidades espermaticas totais do
sémen suino adicionado de diferentes concentragdes de vitamina E
antes do resfriamento ¢ de IGF durante o reaquecimento, avaliado
em diferentes tempos de armazenamento e incubacgio

Fonte de variacao GL SQ QM Fc Pr>Fc
Bloco 11 197,837476 17,985225 73,609 0,0000
Vitamina (V) 4 3,195601 0,798900 3,270 0,0118
IGF (I) 1 1,488869 1,488869 6,094 0,0140
Armazenamento (A) 3 15,078710 5,026237 20,571 0,0000
V* 4 3,142854 0,785713 3,216 0,0129
V*A 12 4,517249 0,376437 1,541 0,1069
I*A 3 1,602813 0,534271 2,187 0,0891
V**A 12 8,894782 0,741232 3,034 0,0004
Erro 1 404 98,711757 0,244336
Tempo (T) 1 10,373202 10,373202 47,619 0,0000
T*V 4 1,396354 0,349089 1,603 0,1741
T*I 1 3,560180 3,560180 16,343 0,0001
T*A 3 0,577877 0,192626 0,884 0,4497
T*V*] 4 4,672435 1,168109 5,362 0,0004
T*V*A 12 2,581291 0,215108 0,987 0,4612
T*I*A 3 0,037986 0,012662 0,058 0,9832
T*V*[*A 12 7,052113 0,587676 2,698 0,0019
Erro 2 259 56,420211 0,217839
CV1 (%)= 18,13
CV2 (%)= 12,42
Tabela 4*  Analise de variancia para concentracdo de MDA no sémen suino
adicionado de diferentes concentragdes de vitamina E antes do
resfriamento e de IGF durante o reaquecimento, avaliado em
diferentes tempos de armazenamento
Fonte de variacio GL SQ oM Fc Pr>Fc
Bloco 4 2370,980966 592,745241 0,611 0,6571
Vitamina (V) 2 18999,429682  9499,714841 9,793 0,0004
IGF (I) 1 3030,712218 3030,712218 3,124 0,0850
Armazenamento (A) 1 2242,142714 2242,142714 2,311 0,1365
V* 2 2589,793234 1294,896617 1,335 0,2749
V*A 2 447,995997 223,997998 0,231 0,7949
I*A 1 28,499608 28,499608 0,029 0,8648
V*[*A 2 1125,020809 562,510404 0,580 0,5647
Erro 39 37831,714726 970,043967

CV (%)= 34,45
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Tabela 5SA  Analise de varidncia para consumo de glicose pelos
espermatozoides no sémen suino adicionado de diferentes
concentragdes de vitamina E antes do resfriamento ¢ de IGF
durante o reaquecimento, avaliado em diferentes tempos de

armazenamento

Fonte de variacio GL SQ QM Fc Pr>Fc
Bloco 5 9,084739 1,816948 0,526  0,7549
Vitamina (V) 2 15,46683 7,733415 2,24 0,1207
IGF (I) 1 18,260569 18,260569 5,288 0,0272
Armazenamento (A) 1 0,749111 0,749111 0,217 0,6441
V*] 1 0,12542 0,12542 0,04 0,8499
V*A 2 0,362863 0,181431 0,053 0,9489
I*A 1 1,079127 1,079127 0,313 0,5795
V**A 2 3,929148 1,964574 0,569 0,571
Erro 37 127,76437 3,453091

CV (%)=37,15



