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RESUMO GERAL

O Percoll é uma substancia utilizada para selecionar subpopulacdes espermaticas
com melhores caracteristicas morfoldgicas. Porém, efeitos negativos podem
ocorrer devido a acdo de espécies reativas de oxigénio nesse procedimento,
prejudicando a qualidade do sémen resfriado. Dessa forma, objetivou-se
verificar se a adicdo de vitamina E (tocoferol) ou acido clorogénico aos meios de
diluicho melhoram a qualidade do sémen suino resfriado e processado em
Percoll. O delineamento experimental foi em blocos ao acaso (ejaculados)em
esquema fatorial 2x3 (com ou sem Percoll e trés sistemas antioxidantes: controle
- sem adicéo -, acido clorogénico e vitamina E), totalizando os seis tratamentos e
12 repeticBes de um ejaculado cada. O acido clorogénico e a vitamina E foram
adicionados nas doses de 4,5 mg/ml e 400 pg/ml de diluidor, respectivamente.
As 0, 48 e 72 horas de armazenamento a 15 °C, as doses inseminantes de 80 mL
contendo 2,0 bilhGes de espermatozoides foram submetidas ao protocolo de
centrifugacdo com Percoll e entdo avaliadas. O uso do Percoll prejudicou
(P<0,01) todos os padrdes de motilidade, porém, reduziu (P<0,01) o total de
alteracOes espermaticas em todos os tempos de armazenamento do sémen. Tanto
a vitamina E quanto o &cido clorogénico melhoraram (P<0,05) a motilidade total
apos o processamento com Percoll, mas somente no sémen armazenado por 48
horas. O mesmo efeito ndo foi observado (P>0,05) quando o sémen foi
armazenado por 72 horas. O acido clorogénico melhorou (P<0,05) a motilidade
total do sémen armazenado por 72 horas, mas esse efeito ndo foi observado
(P>0,05) quando o sémen foi processado em Percoll. Os antioxidantes nao
influenciaram (P>0,05) a viabilidade e a integridade de acrossoma, porém, o
acido clorogénico reduziu (P<0,05) o total de alteragdes morfologicas do sémen
fresco (0 horas), enquanto que a vitamina E aumentou o nimero de células
anormais no sémen armazenado por 72 horas, independente do uso do Percoll.
N&o houve efeito (P<0,05) dos antioxidantes e do Percoll na concentracdo de
malondialdeido no plasma seminal. O uso do Percoll ndo influenciou (P>0,05) o
efluxo de colesterol no sémen, porém, o &cido clorogénico aumentou o efluxo no
sémen fresco processado em Percoll e reduziu esse efluxo no sémen armazenado
por 72 horas ndo processado com Percoll. Conclui-se que a adicdo de &cido
clorogénico e vitamina E ao meio diluidor melhora a qualidade do sémen suino
independente do uso da técnica de selecdo espermatica em Percoll. Entretanto,
o0s beneficios ndo sdo suficientes para manter a qualidade seminal apds o uso
dessa técnica.

Palavras-chave: Antioxidantes. Malondialdeido. Reprodugdo. Selecdo
espermatica. Varréo.



GENERAL ABSTRACT

Percoll is a substance used to select spermatic sub-populations with better
morphologic traits. However, negative effects can occur due to the action of
reactive oxygen species, impairing the quality of the cooled semen. Thus, we
aimed at verifying if the addition of vitamin E (tocopherol) or chlorogenic acid
to the dilution mediums improves the quality of cooled swine semen processed
in Percoll. The experimental design was in randomized blocks (ejaculates) in a
2x3 factorial scheme (with and without Percoll and in three antioxidant systems:
control — no addition, chlorogenic acid and Vitamin E), totalizing six treatments
and 12 replicates of each ejaculate. The chlorogenic acid and Vitamin E were
added in the doses of 4.5 mg/mL and 400 pg/ml of dilutor, respectively. At 0, 48
and 72 hours of storage and 15°C, the inseminating doses of 80 mL, containing
2.0 billion spermatozoa, were submitted to centrifuge protocol with Percoll for
later evaluation. The use of Percoll impaired (P<0.01) all motility standards,
however, reduced (P<0.01) total spermatic change in all storage periods. Both
Vitamin E and chlorogenic acid improved (P<0.05) total motility after
processing with Percoll, but only for the semen stored for 48 hours. The same
effect was not verified (P>0.05) when the semen was stored for 72 hours. The
chlorogenic acid improved (P<0.05) total motility for semen stored for 72 hours,
but this effect was not verified (P>0.05) when the semen was processed in
Percoll. The antioxidants did not influence (P>0.05) the feasibility and integrity
of the acrosome, however, chlorogenic acid reduced (P<0.05) the total of
morphologic changes to the fresh semen (0 hours), while Vitamin E increased
the number of abnormal cells in the semen stored for 72 hours, regardless of the
use of Percoll. There was no effect (P<0.05) of the antioxidants and Percoll over
the concentration of malondialdehyde in the seminal plasma. The use of Percoll
did not influence (P>0.05) the efflux of cholesterol in the semen, however, the
chlorogenic acid increase the efflux in the fresh semen processed in Percoll and
reduced this efflux in the semen stored for 72 hours not processed with Percoll.
In conclusion, the addition of chlorogenic acid and Vitamin E to the dilutor
medium improves the quality of the swine semen regardless of the use of the
spermatic selection technique in Percoll. However, the benefits are not sufficient
to maintain seminal quality after using the technique.

Keywords: Antioxidants. Malondealdehyde. Reproduction. Spermatic selection.
Boar.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A selecdo de espermatozoides viaveis é de extrema importancia para
fertilizacdo tanto in vitro quanto in vivo. Assim, métodos laboratoriais de selecéo
de células com melhor integridade e, consequentemente, da funcédo espermatica
sdo de grande relevancia. Dentre as técnicas disponiveis na atualidade, o
gradiente de centrifugacdo em Percoll é o método mais utilizado na espécie
suina, podendo ser aplicado no sémen fresco, resfriado ou congelado. No
entanto, as técnicas desenvolvidas até o0 momento ndo sdo totalmente eficazes,
pois a integridade dos espermatozoides selecionados pode ser afetada durante o
procedimento de selecdo. Com a aplicacdo de forga de centrifugagdo, ocorre a
liberacdo de substancias ndo desejaveis, como as espécies reativas de oxigénio
(ERO), que podem afetar diretamente a qualidade e a funcionalidade dos
espermatozoides selecionados.

Sabe-se que a integridade da membrana espermatica é essencial para o
processo de fertilizacdo. Alteragbes como perda da fluidez da membrana podem
reduzir a motilidade, diminuir a capacidade de penetragdo no o6cito e aumentar
a permeabilidade da membrana. A acdo de ERO sobre a membrana plasmatica
prejudica 0 metabolismo espermatico, e assim é necessario o desenvolvimento
de técnicas que melhorem o potencial antioxidante do sémen para que permitam
um eficiente combate aos radicais livres produzidos durante o processamento
com Percoll.

A adicdo de substéncias antioxidantes tem sido efetiva na prevencdo dos
danos oxidativos provocados pelas ERO. Nesse sentido, a vitamina E é um
importante oxidante de membrana, sendo um dos principais agentes protetores

contra peroxidacao lipidica e consequente morte celular. J& o &cido clorogénico
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¢ uma substancia hidrossol(ivel e estd presente na bebida do café. E um
composto fendlico que tem a capacidade de neutralizar a agdo de radicais livres
no organismo. A atividade antioxidante desse composto é decorrente de suas
propriedades de 6xido-reducao, que desempenham importante papel na adsorcao
ou neutralizacdo de radicais livres. Assim, a adi¢do dessas substancias ao sémen
suino processado com Percoll poderia resultar em subpopulagGes de
espermatozoides de melhor qualidade para serem utilizadas tanto na
inseminacéo artificial (I1A) quanto na fertilizag&o in vitro (FIV).

Dessa forma, objetivou-se avaliar os efeitos da adicdo de &cido

clorogénico e da vitamina E ao sémen suino resfriado e processado com Percoll.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Técnicas de selecdo espermatica

O sémen suino é composto por uma populagdo heterogénea de
espermatozoides com diferentes graus estruturais e funcionais (HOLT, 2009). A
selecdo fisioldgica de espermatozoides durante a monta natural ocorre por varios
mecanismos no trato reprodutivo da fémea (DRUART, 2012). Apds a
ejaculacdo, milhdes de espermatozoides sdo depositados na vagina e passam ao
longo do trato genital da fémea até chegarem ao local da fertilizag&o. O processo
de selecéo se inicia no colo do Utero, continua através dos cornos uterinos e
termina no oviduto. Esse processo é importante para selecionar somente 0s
espermatozoides funcionalmente normais, capazes de chegar e fertilizar o
ovdcito (SUAREZ, 2007).

Em técnicas de reprodugdo assistida, biotecnologias séo utilizadas na
tentativa de mimetizar a selecdo espermatica que ocorre fisiologicamente no
trato reprodutivo da fémea. Vérias estratégias in vitro tém sido desenvolvidas
para selecionar espermatozoides de melhor qualidade no ejaculado (MORRELL,;
RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2009). De uma forma geral, os métodos selecionam
espermatozoides pela integridade da membrana, motilidade ou densidade. De
acordo com Henkel e Schill (2003), a técnica de separacdo de espermatozoides
ideal deve ser rapida, facil e de baixo custo; isolar espermatozoides moveis o
méaximo possivel, ndo causar danos ou alteragdes fisioldgicas nas células
selecionadas; eliminar espermatozoides mortos e outras células como leucdcitos
e bactérias; eliminar as substancias toxicas ou bioativas, como ERO e ainda
permitir o processamento de grandes volumes do ejaculado.

Existem diversos métodos de sele¢do espermética, como lavagem por

centrifugacdo, filtracdo em coluna de gel Sephadex, o swim up e a utilizagéo de
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gradientes descontinuos de densidade, como o Percoll. Essas técnicas séo
utilizadas para selecionar uma populagao espermatica que possua maior nimero
de células moéveis e morfologicamente normais (HALLAP et al., 2004). Na
tentativa de melhorar a qualidade de ejaculados e também otimizar a fertilizagdo
in vitro, o Percoll tem sido o mais utilizado na espécie suina, pois possibilita
selecionar espermatozoides com morfologia normal e melhor integridade do
nucleo (MORRELL, 2006).

Esse procedimento tem resultado em melhores taxas de fertilizacdo e
subsequente desenvolvimento do embrido in vitro (GRANT; LONG;
PARKINSON, 1994; JEONG; YANG, 2001; SUZUKI; NAGAI, 2003).
Entretanto, apesar do progresso das tecnologias de reproducdo assistida, as
técnicas para selecdo dos espermatozoides ainda sao insuficientes, necessitando
de mais estudos para identificar o melhor espermatozoide para fertilizacdo
(MCDOWELL et al., 2014).

2.2 Percoll

O Percoll ¢ um meio utilizado para a centrifugacdo em gradiente de
densidade de células, virus e particulas subcelulares (MORRELL, 2006). A
solucéo estéril € composta por silica coloidal recoberta com polivinilpirrolidona
(SAMARDZIJA et al., 2006).

O primeiro registro da utilizagdo do Percoll foi em 1977, pelo cientista
sueco Hakan Pertoft, o qual foi o inventor dessa substancia (PERTOFT et al.,
1977). Nesse estudo realizado na Universidade de Uppsala, a toxicidade do
Percoll foi estudada em culturas de células do figado em ratos, de testiculos de
bezerros e de células do rim de suinos. Esse pesquisador concluiu que o Percoll
selecionou ceélulas vidveis. No ano seguinte, Schumacher et al. (1978) isolaram

células de Leydig de ratos por centrifugacdo em gradientes de Percoll e
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obtiveram como resultado uma retencdo de células com maior integridade
morfoldgica e bioquimica. Desde entdo, separacdo de células utilizando o
Percoll foi incluida em protocolos de reproducdo assistida. Em 1999, o uso do
Percoll foi proibido na utilizacdo em reproducdo humana assistida, pois foi
relatado efeito tdxico dessa solucdo aos espermatozoides (MAKKAR et al.,
1999). Atualmente, em animais, a técnica de gradientes de Percoll é muito
utilizada nos laboratérios (HENNING; NGO; WABERSKI, 2015).

Durante a técnica de processamento com Percoll, o gradiente
descontinuo de densidade é preparado depositando as diferentes camadas de
densidades (FIGURA 1) em um tubo de ensaio. A preparagdo do gradiente de
densidade mais utilizada em experimentos é realizada na propor¢édo de 45 e de
90% de Percoll (MATAS et al., 2003). As amostras de sémen sio entdo
depositadas sobre o gradiente e centrifugadas. No processo de centrifugacao, as
células se movem para o local no gradiente correspondente a sua propria
densidade, chamado de ponto isopicnico (MORTIMER, 1991). No gradiente de
maior densidade, ao fundo do tubo de ensaio, forma-se um pellet com as células
espermaticas que apresentam uma boa morfologia. Espermatozoides imaturos,
com anormalidades na estrutura e com DNA danificado, assim como células
epiteliais, leucdcitos, bactérias e debris celulares, sdo retidos nas camadas
superiores do gradiente (SAKKAS et al., 2000).
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Figura 1 - Representacdo do procedimento para a centrifugacdo do sémen em
Percoll com diferentes densidades.

Aliquota de sémen

Percoll de menor densidade

Percoll de maior densidade

Fonte: Elaborado pela autora (2016).

O objetivo principal da técnica é selecionar subpopulagdes espermaticas
com melhores caracteristicas morfoldgicas. Oliveira et al.(2011) sugerem que a
centrifugacdo em gradiente de Percoll reduz o numero de células alteradas no
sémen bovino. Ja na espécie suina, o procedimento de centrifugacdo de sémen
congelado em Percoll isolou células esperméticas com um bom estado
morfolégico (NOGUCHI et al., 2015). Isso ocorre, em razdo da selegdo de
espermatozoides de acordo com a densidade, que estd relacionada com seu
estado de maturacdo ou integridade. Sabe-se que o0 processo de maturacdo
espermatica envolve intensas alteraces morfolégicas e bioquimicas. Tais
mudancgas alteram a estrutura nuclear e a membrana dos espermatozoides
(KHOSRO; BEYGI; ZARGHAMI, 2007), afetando assim suas densidades. As
células espermaticas com boa maturacdo e morfologia nuclear sdo mais densas e
sdo depositadas na area de maior densidade do gradiente de Percoll (LE
LANNOU; BLANCHARD, 1988).
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Sabe-se que a estrutura e funcionalidade do nicleo do espermatozoide
sdo de grande importancia para a subsequente fertilizacdo (AMANN; PICKETT,
1987; OURA; TOSHIMORI, 1990). Em suinos, a integridade da cromatina esta
diretamente relacionada com a fertilidade (EVENSON, 1999). Assim, células
selecionadas com melhor integridade nuclear pelo procedimento com o Percoll,
podem ter maior capacidade fertilizante (GRANT; LONG; PARKINSON, 1994;
JEON; YANG, 2001; MATAS et al., 2003). Porém, essa substancia também
pode apresentar efeitos toxicos a célula espermatica, ja que danos aos
espermatozoides selecionados e ao embrido tém sido relatados (DE VOS et al.,
1997; GARCIA-ROSELLO et al., 2006; REN et al., 2004). Acredita-se que a
toxicidade do Percoll esteja relacionada a polivinilpirrolidona (PVP) encontrada
na sua composi¢cdo (KATO; NAGAO, 2009).

Embora o gradiente de Percoll tenha o potencial para isolar e aumentar a
concentracdo de células moveis e viaveis, a forca de centrifugacao apresenta um
fator de estresse para organelas e membranas celulares, uma vez que gera um
aumento nos niveis de ERO, em razdo da lesdo fisica dos espermatozoides
(MORTIMER, 1991), predispondo as celulas a danos irreversiveis e
comprometimento das taxas de fertilizagdo (SILVA et al., 2007).Segundo
Guimardes et al.(2014), a forca de centrifugacdo com Percoll aumentou a
producdo de ERO e reduziu os parametros de qualidade do espermatozoide de
bovinos, como vigor e motilidade. Essa reducdo de qualidade pode estar
relacionada ndo s6 ao aumento das ERO, mas também a menor capacidade
antioxidante total da célula espermatica (SIKKA, 2001).

Nesse sentido, embora o gradiente de Percoll seja eficaz na selecdo de
melhores espermatozoides e com acrossoma integro, os danos oxidativos
causados as células esperméticas decorrentes do procedimento de centrifugagédo
podem representar um problema, resultando na selecdo de subpopulages

espermaticas de baixa qualidade.
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2.3 Espécies reativas de oxigénio e a célula espermética

Radicais livres sdo substancias quimicas que apresentam nimero impar
de elétrons, sendo assim muito instaveis e altamente energéticos (ARAUJO,
2006). Para se tornarem estaveis, os radicais livres transferem a energia
acumulada para as substancias préximas a eles, principalmente acidos graxos
poliinsaturados (PUFA). As ERO, como o anion superoxido (O,e), peréxido de
hidrogénio (H,0,), radical hidroxila (OH¢), 6xido nitrico (NO) ou peroxinitrito
(ONOO) constituem classes dessas substancias (BATHGATE, 2011). A
estrutura especializada dos espermatozoides e sua membrana plasmatica rica em
PUFA, o grande numero de mitocondrias, pequena quantidade de citoplasma e
baixa capacidade antioxidante tornam essas células vulneraveis aos danos
causados pelos radicais livres (BOLLWEIN; FUCHS, I.; KOESS,2008).

A produgdo de ERO em quantidades fisiol6gicas desempenham um
importante papel durante a capacitacdo espermatica, reacdo acrossémica e
ligacdo do espermatozoide a zona peltcida (AGARWAL et al., 2006). Porém,
quando ha uma exposicao as altas concentracdes de ERO, had uma reducédo da
capacidade fecundante do sémen. Uma das manifestacGes primarias decorrentes
de danos aos espermatozoides compreende o rompimento de ligacGes carbono-
hidrogénio do grupo metileno das cadeias de &cidos graxos poliinsaturados e do
colesterol, levando & formacdo de radicais livres (SHARMA; AGARWAL,
1996). Esse processo acarreta em alteragcBes na estrutura e permeabilidade da
membrana, perda da seletividade i6nica e liberagdo do conteldo das organelas,
reduzindo a motilidade e podendo levar a morte celular (AITKEN, 1995).

Segundo Lamirande e Gagnon (1992), a redugdo da motilidade na
presenca de elevados niveis de ERO é provocada ndo so pela instabilidade da
membrana plasmatica, mas também em decorréncia da reducdo dos niveis

intracelulares de ATP, por meio da inibicdo da fosforilacdo oxidativa e/ou da
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glicdlise. Essa acdo inibitdria ocorre, em razdo das ERO atuarem na enzima
gliceraldeido-3-fosfato sintetase, que é um intermediario da glicélise, limitando
assim o reabastecimento de energia (WESTHOFF; KAMP, 1997).

2.4 Espécies reativas de oxigénio e a capacitacdo espermatica

As ERO, por muito tempo, foram indicadas como agentes toxicos para
0s espermatozoides, entretanto segundo Baldi et al. (2002), essas moléculas
guando presentes em baixa quantidade, estariam também envolvidas em algumas
fungdes fisiologicas como, por exemplo, a capacitagdo espermatica. A
capacitacdo do espermatozoide & o processo que apresenta uma série de
modificagdes estruturais e funcionais do espermatozoide a fim de torna-lo apto
para a fertilizagdo (ROLDAN; GOMENDIO, 1992).

Os eventos que fazem parte do processo de capacitacdo sdo basicamente
ativacdo dos canais iénicos, influxo de calcio, aumento da fluidez da membrana
com o efluxo de colesterol, remogéo dos fatores de capacitantes das membranas,
producdo de ERO, exteriorizagcdo de receptores, aumento do pH intracelular e
AMP ciclico, fosforilagdo de diversas proteinas, migracdo das proteinas de
membrana e hiperativagio da motilidade (SIGNORELLI; DIAS;
MORALES,2012).

Estudos tém sugerido que as ERO estdo envolvidas em um dos
primeiros eventos da capacitagdo espermatica (GANGWAR; ATREJA, 2015;
NAZ; RAJESH, 2004; VISCONTI et al., 1998; VISCONTI; KOPF, 1998),por
estimular a cascata de sinalizagdo de fosforilacdo da tirosina e desativar enzimas
fosfatases, por meio da ativagdo da adenilato ciclase solvel, aumentando assim
0 AMPc intracelular e, consequentemente, ativando proteinas quinases
envolvidas na capacitagio (GANGWAR; ATREJA, 2015).0’ Flaherty,

Lamirande e Gagnon (2006) observaram que a adicdo de ERO, no meio de
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incubacdo espermatica, aumentou as taxas de fosforilagdo dos residuos de
tirosina. Além disso, a adi¢do de inibidores da NADPH-oxidase, um complexo
enzimatico que gera superdxido no meio intracelular, diminuia fosforilacdo de
tirosina em espermatozoides.

Contudo, as ERO ndo tém efeito desejavel na capacitacdo espermatica
guando a mesma ocorre de forma antecipada. Durante o processamento do
sémen com o Percoll, ocorre aumento da formacdo de ERO, e isso pode induzir
uma capacitacdo prematura, reduzindo a viabilidade dos espermatozoides no
processo de fertilizacdo (WATSON, 1995). Logo, antioxidantes sdo o0s
principais fatores de defesa contra o estresse oxidativo induzido pelos radicais
livres, no intuito de prevenir efeitos indesejaveis na manipulagdo do sémen
(SILVA et al., 2011).

2.5 Acido clorogénico

Acidos clorogénicos pertencem a uma familia de ésteres formados por
acidos hidroxindmicos e o &cido quinico (NARDINI, 2002). Esse ultimo, junto
ao acido caféico, forma um éster chamado é&cido clorogénico (OLTHOF;
HOLLMAN; KATAN, 2001) que é um polifenol. Esse acido € um composto
quimico natural encontrado em folhas e sementes de inimeras plantas.

O primeiro relato sobre a utilizacdo de acido clorogénico foi realizado
por Robiquet e Boutron (1837), mas o termo propriamente dito foi utilizado pela
primeira vez por Payen (1846), que designou esse nome a um composto fenélico
com funcéo &cida e estrutura quimica desconhecida, que conferia cor verde em
meio levemente alcalino quando exposto ao ar (CLIFFORD, 1999). Em 1907,
essa substancia foi isolada na forma de um complexo cristalino, mas teve sua
estrutura estabelecida em 1932 por Fisher (MARIA; MOREIRA, 2004). Esse

pesquisador concluiu que o &cido clorogénico consistia da unido do &cido
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cafeico com o é&cido quinico, formando o composto &cido 5-cafeoilquinico
(FIGURA 2).

Figura 2 - Estrutura quimica dos precursores do &cido clorogénico.
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Estudos recentes tém demonstrado que o acido clorogénico apresenta
diversas atividades farmacoldgicas incluindo efeitos anti-inflamatérios, anti-
hipertensivos e de propriedades protetoras do miocéardio (HWANG et al., 2014;
KANNO et al., 2013). Estudos mostraram também que esse composto pode
atenuar o metabolismo da glicose e de lipideos ao final da diabetes em ratos e
humanos e também amenizar a fibrose renal (JIN et al., 2015; LEE et al., 2016).
Também tem sido relatado que o acido clorogénico possui efeito antidiabético
notavelmente eficaz e protecdo dos rins em ratos (NISHI; KUMAR, 2013).

Além disso, outros estudos também tém sugerido que esse acido € um
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antioxidante polifendlico muito potente (BONITA et al., 2007; HOELZL et al.,
2010; KONO et al., 1997).

Wittayarat et al. (2013) estudaram o efeito de diferentes doses de
polifendis derivados do chd verde sobre a qualidade do sémen canino
armazenado a 5 °C por quatro semanas e observaram que a suplementacgao
exodgena com esses antioxidantes aumentou a viabilidade e a motilidade
espermatica. Esses autores atribuiram esse resultado a acdo de transformar o
radical livre em outro menos reativo, reduzindo assim a presenca de radicais
livres no meio de conservacao.

Apesar desse resultado satisfatdrio, atribuido a esse polifenol em cées,
trabalhos que avaliaram o efeito da adi¢do dessa substancia sobre os parametros
seminais do sémen resfriado de suino (MARTIN-HIDALGO et al., 2013) e
descongelado de ovino (SILVA et al., 2012) indicam que essa substancia reduz o
potencial de membrana mitocondrial e a quantidade intracelular de ATP das
células espermaticas. No entanto, Pereira et al. (2014) constatou que a adi¢do de
4500 pg/mL de 4cido clorogénico, durante o processamento de doses
inseminantes de suinos diluidos em BTS foi viavel para garantir melhor
qualidade seminal por até 72 horas de armazenamento a 15°C.

Embora haja evidéncias que a adi¢do de &cido clorogénico ao meio de
conservacdo seminal possa trazer beneficios a qualidade espermatica, 0s
resultados podem estar relacionados a espécie, a concentracdo dessa substancia,
da quantidade de radicais livres presentes no meio e do estado funcional e

metabolico da célula espermatica.

2.6 Vitamina E

A vitamina E é uma substancia lipossolUvel e apresenta diversas funcoes

bioldgicas. O principal papel biolégico do tocoferol é a sua capacidade de



23

proteger um organismo contra os efeitos nocivos dos radicais livres, impedindo a
propagacao das reacfes em cadeia nas membranas bioldgicas (JEONG et al.,
2009). Além disso, a vitamina E melhora a imunidade, tem propriedades
antiangiogénicas, inibe a atividade da proteina quinase C, adesdo celular e
proliferacdo celular (BRIGELIUS-FLOHE et al., 2002). 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 3)
(SEN; KHANNA; ROY, 2006), sendo alfa tocoferol a forma antioxidante
amplamente distribuida nos tecidos e no plasma (RILEY, 1994).

Figura 3 - Estrutura quimica dos isdmeros com atividade bioldgica da vitamina
E.

AR

Tocoferol

(Fonte: SEN; KHANNA,; ROY, 2006).

O alfa-tocoferol ¢é o principal agente antioxidante presente na membrana
plasmética, protegendo contra a peroxidacdo lipidica sem influenciar
diretamente na geracdo de ERO (JEONG et al., 2009; SHARMA; AGARWAL,

1996). A vitamina E pode proteger células contra os danos oxidativos, tanto in
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vivo como in vitro (WU et al., 1990). A adicdo de alfa tocoferol em sémen de
vérias espécies de mamiferos, como coelhos (CASTELLINI et al., 2002),
equinos (ALMEIDA & BALL, 2005), suinos (MENDEZ et al., 2013) e ovinos
(TSANTARLOTOU et al., 2002), visando a melhorar a qualidade seminal, levou
a resultados eficientes. Na administracdo em seres humanos por via oral, esse
antioxidante melhorou a taxa de fertilizacdo in vitro e pode ser utilizado como
um tratamento de infertilidade masculina causada pelas ERO (GEVA et al.,
1996).

Em estudos mais recentes, a adigdo de vitamina E combinada com
vitamina C no sémen preservou 0s parametros de sobrevivéncia e melhor
qualidade de refrigeracdo de espermatozoides de ovinos (AZAWI; HUSSEIN,
2013). Em outro estudo sobre os efeitos da vitamina E no sémen de carneiros, a
adicdo dessa substancia melhorou a motilidade progressiva e a viabilidade de
espermatozoides, tanto antes como ap6s a criopreservacdo (AMINIPOUR;

TAHMASBI; NASERIAN, 2013).

Entretanto, os efeitos do alfa tocoferol dependem de sua concentragéo
no sémen. Em humanos, altas concentragdes desse composto podem atuar como
um estimulador de oxidacdo, ndo agindo entdo como agente antioxidante
(MINAEI et al., 2012). Segundo Cao e Cutler (1993), a quantidade elevada de
vitamina E diminui a capacidade de adsorcdo do radical hidroxila, e o
mecanismo envolvido na redugdo da capacidade oxidante da vitamina E pode
estar relacionada com a sua rea¢do com outros radicais de oxigénio, produzidos
na presenca de H,O, e ions cobre. Assim, essa reacdo pode levar a formacdo de
radicais adicionais e aumentar os danos causados na célula.

Na espécie suina, a inclusdo de alfa tocoferol no diluidor de
congelamento produziu uma melhoria da qualidade do sémen pos-
descongelamento, em razdo da reducdo dos danos oxidativos a célula
(BREININGER et al., 2005), diminuindo células em estado de capacitacdo
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(SATORRE et al., 2007) e reduzindo da expressdo dos genes apoptoticos,
levando a uma diminuicdo da fragmentacdo do DNA (JEONG et al., 2009).
Assim, concentractes ideais desse antioxidante podem melhorar os parametros
seminais e, consequentemente, elevar a qualidade seminal dos ejaculados.

Na literatura, ndo ha estudos que avaliam o efeito de antioxidantes sobre
0 sémen suino resfriado processado com Percoll. Portanto, a associa¢do do uso
de uma metodologia de selecdo espermatica junto com antioxidantes torna-se
importante para reduzir a quantidade de ERO no meio, reduzindo assim, a
ocorréncia dos danos oxidativos. Entdo, em razdo da capacidade antioxidante do
acido clorogénico (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996) e da vitamina
E (MENDEZ et al., 2013) a utilizagdo desses compostos com a aplicagdo do
Percoll poderia trazer resultados benéficos para o sémen armazenado por tempos

superiores.
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3 CONSIDERAGCOES FINAIS

O Percoll promove a separacdo e selecdo dos espermatozoides
potencialmente férteis. Porém, durante o processo de centrifugacdo com o
gradiente de densidade, pode levar a formacdo de ERO. Assim, durante o
processamento da selecdo, o espermatozoide estd exposto a acdo dos radicais
livres, afetando diretamente a funcionalidade da célula.

Portanto, a associacdo do procedimento de selecdo espermatica junto
com antioxidantes de resultados comprovados, torna-se importante para reduzir
a quantidade de ERO no meio, diminuindo assim a ocorréncia dos danos
oxidativos. Entdo, em decorréncia da capacidade antioxidante do acido
clorogénico e da vitamina E, a utilizagdo desses compostos com a aplicacéo do

Percoll pode trazer resultados benéficos para o sémen resfriado.
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1. Introducéo

A obtencdo de sémen suino de melhor qualidade destinado a
inseminacdo artificial (1A) ou a fertilizacdo in vitro (FIV) fez com que diferentes
metodologias fossem desenvolvidas. Uma delas, a técnica de selecdo
espermatica com uso de Percoll tem sido amplamente difundida (Cesari et al.,
2006; Zhou et al., 2010). Essa técnica seleciona, a partir da densidade celular,
subpopulagbes espermaticas com maior integridade fisica. Tal procedimento é
indicado para se obter células com melhor estrutura nuclear (Le Lannou e
Blanchard, 1988) e menor nimero de alteragdes morfoldgicas (Henkel e Schill,
2003).

Entretanto, efeitos negativos na motilidade espermética tém sido
relatado (Guimaraes et al., 2014), provavelmente devido a formacédo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) durante o processo de centrifugacdo (lwasaki e
Gagnon, 1992) ou devido a prépria toxicidade do Percoll (De Vos et al., 1997),
que contém, em sua composicao, a polivinilpirrolidona (Kato e Nagao, 2009).
Além de antecipar o processo de capacitacdo espermatica, a presenca de ERO
poderia aumentar o total de anormalidades celulares e de acrossoma ap6s a
selecdo, diminuindo assim a qualidade do sémen (Breininger et al., 2005). Nesse
caso, a adicdo de antioxidantes nas doses inseminantes poderia amenizar 0s
danos espermaticos causados pelas ERO.

A vitamina E (Mendez et al., 2013)e o &cido clorogénico (Basile et al.,
2005; Pereira et al., 2014) sdo substancias antioxidantes que melhoram a
gualidade espermatica quando utilizada em meios de processamento do sémen.
A vitamina E (tocoferol) é um antioxidante ndo enzimatico (Maneesh e
Jayalekshmi, 2006) e lipossoluvel que pode proteger os espermatozoides contra
danos oxidativos ao DNA e a membrana plasmatica (Breininger et al., 2011).
Mendez et al. (2013) relataram que a adigédo de 400 pg/ml de vitamina E durante

0 processamento das doses inseminantes de suinos reduziu a peroxidagdo
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lipidica do sémen armazenado a 15 °C por 72 horas. Por outro lado, o &cido
clorogénico € um composto fendlico, hidrossoltvel, amplamente distribuido na
natureza e encontrado principalmente em vegetais (Basile et al., 2005). A
presenca de 4,5 mg/mL dessa substancia no sémen suino parece melhorar a
qualidade das doses inseminantes, principalmente quando armazenadas por
periodos superiores a 24 horas(Pereira et al., 2014).

Dessa forma, objetivou-se verificar se a adi¢do de vitamina E ou &cido
clorogénico aos meios de diluicio melhoram a qualidade do sémen suino

resfriado e processado com Percoll.

2. Material e Métodos

2.1. Coleta do sémen e processamento das doses inseminantes

O experimento foi realizado no Laboratdrio de Reproducao de Suinos do
Departamento de Medicina Veterindria da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), em Lavras-MG, Brasil. Todos os procedimentos foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFLA, com protocolo niimero 034/16.

Foram utilizados 16 ejaculados provenientes de quatro animais (quatro
ejaculados de cada) das ragas Duroc, Large White e Pietrain, com fertilidade
comprovada, pertencentes ao Centro Experimental de Suinos da UFLA. Os
ejaculados foram obtidos pelo método da méo enluvada durante a rotina da
granja, sempre as 9:00 am. As coletas eram realizadas dos trés machos, com
intervalo de trés dias para descanso.

O delineamento experimental foi realizado em blocos ao acaso
(ejaculados) em esquema fatorial 2x3 (com ou sem Percoll e trés sistemas
antioxidantes: controle - sem adicdo -, &cido clorogénico e vitamina E),
totalizando os seis tratamentos e 12 repeti¢cGes de um ejaculado cada.

Antes da coleta do sémen, os meios de diluicdo BTS (Beltsville Thawing

Solution® - Minitub do Brasil LTDA) foram preparados, sem a adicdo de
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antioxidantes, com a adicdo de 4,5 mg/ml de &cido clorogénico (chlorogenic
acid crystalline, C3878 - Sigma-Aldrich®) (Pereira et al., 2014)ou com 400
ng/ml de vitamina E (DL-a-tocoferol acetato, T3251 - Sigma-Aldrich®) (Mendez
et al., 2013), todas mantidas a 35 °C. Imediatamente apés a coleta, a
concentracdo espermética foi determinada em camara de Neubauer, ap6s a
diluicdo de uma amostra do ejaculado em solugdo formol aldeido-citrato de
sodio a 3% (Blom e Jensen, 1984) (1:100), para o calculo do numero de
espermatozoides/mL de sémen. De cada ejaculado, trés doses inseminantes de
40 mL contendo dois bilhdes de espermatozoides foram processadas utilizando
um dos trés meios de diluicdo previamente preparados. As doses inseminantes
foram entdo mantidas em temperatura ambiente e protegidas da luz por 40
minutos. Em seguida, foram armazenadas em geladeira a 15 °C.

As 0, 48 e 72 horas de armazenamento, amostras de 2,0mL de sémen
foram centrifugadas (Heraeus Megafuge 16R Centrifuge, Thermo Electron Led
Gmbh, Osterode, Alemanha) a 1000 x g durante 15 minutos a 37 °C em tubos de
ensaio 24 x 150 mm contendo 2,0mL de Percoll (Percoll™, GE Healthcare —
Uppsala, Suécia) previamente preparado em gradiente de densidade 45/90 em
solucéo salina (0,9%) (Zhou et al., 2010). Apds esse procedimento, a lavagem da
amostra com 500 ul de BTS foi realizada por centrifugacdo de 1000 x g por 10
minutos a 37 °C. O sedimento de espermatozoides recolhido no fundo do tubo de
ensaio foi entdo ressuspenso em 3,0mL de BTS aquecido a 37°C e mantidos
nessa temperatura por 15 minutos em banho-maria para as avaliagdes

microscdpicas e bioquimicas do sémen.

2.2. Avaliacéo microscopica do sémen
Todos os parametros cinéticos dos espermatozoides foram analisados no
sistema CASA (Sperm Class Analyzer SCA 5.0, Microptic, Barcelona,

Espanha), acoplado a um microscopio de contraste de fases com mesa aquecida
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a 37 °C. Para realizacéo do teste, 3,0 pL de sémen foram depositados em uma
lamina de vidro especifica (Leja® 20 micron - Microptic, Barcelona, Espanha)
previamente aquecida a 37 °C. As imagens foram capturadas no aumento de
100x.

Para avaliar o total de células anormais, uma amostra de 200 pL sémen
foi diluida em 700 pL de solucdo formol aldeido-citrato de sédio a 3%(Pursel et
al., 1972). Posteriormente, 10 ul dessa mistura foram colocadas entre Iamina e
laminula e avaliada em microscopio de contraste de fase (Olympus CX31,
Olympus - Tokyo, Japdo) em aumento de 1000%. As alteragOes de acrossoma, de
cabeca, de peca intermediaria e de cauda foram contabilizadas em um total de
200 células. Os valores foram expressos em porcentagem, considerando o
numero total de alteracdes detectadas em relagdo ao numero total de células
avaliadas.

A viabilidade espermaética foi avaliada apds a mistura de uma gota de
sémen a uma gota de eosina-nigrosina (Blom, 1950). Apoés esfregaco em lamina
de microscopia, um total de 200 células foi avaliado em microscopio éptico
(Olympus CX31, Olympus — Tokyo, Japdo) em aumento de 400x. Células ndo
coradas foram consideradas como tendo membranas integras e células coradas
foram consideradas mortas. Os valores foram expressos em porcentagem de
células com membranas integras em relagdo ao nimero total de células contadas.

Para integridade acrossdmica, uma aliquota de 10 pl de sémen foi
adicionada em 10 ul de corante de POPE — Fast Green/Rosa de Bengala(Pope et
al.,, 1991) e incubada por 60 segundos a 37°C. Apo6s esse periodo, foi
confeccionado um esfregaco em lamina de microscopia, onde se avaliou em 200
células o nimero de espermatozoides com o acrossoma integro (regido
acrossomal corado de azul) e ndo integro (regido acrossomal ndo corada ou
fracamente corada) em microscopia de contraste de fases (Olympus CX31,

Olympus - Tokyo, Japdo) em aumento de 1000x.
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2.3. Avaliac@es bioguimicas do sémen

As anélises bioquimicas foram realizadas em amostras de 1,0 mL de
sémen centrifugadas a 3000 x g durante dez minutos(Ahluwalia e Holman,
1969). O sobrenadante foi transferido para tubos de polipropileno e congelados a
-80 °C até o dia das andlises.

Para avaliar a concentragdo de malondialdeido (MDA) no plasma
seminal, o Kit Quanti Chrom™ TBARS ASSAY (DTBA- 100- Bioassay
Systems - Hayward, EUA) foi utilizado, seguindo as instrucdes do fabricante
(Brzezinska-Slebodzinska et al., 1995). Para a mensuracdo do colesterol total
utilizou-se o kit comercial Colesterol Oxidase (Labtest Diagndstico S.A., Lagoa
Santa, Brasil) utilizando as instru¢fes do manual do fabricante(Melo et al.,
2009).

2. 4. Andlise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade e homogeneidade
das variancias pelo teste de Levene e, em seguida a analise de variancia. Para as
variaveis que ndo atenderam as pressuposi¢cdes da ANAVA foi utilizada a raiz
quadrada para transformacéo dos dados. As interagdes foram estudadas quando
significativas (P<0,05). As médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5%.
Toda anélise estatistica foi realizada utilizando o pacote estatistico Action versao
3.0.2.

3. Resultados

Houve interagdo (P<0,05) Antioxidante x Percoll na motilidade total no
sémen armazenado por 48 ou 72 horas (Tabela 1). Tanto a vitamina E quanto o
acido clorogénico melhoraram (P<0,05) a motilidade total quando o sémen
armazenado por 48 horas foi processado em Percoll, porém, o mesmo efeito ndo

foi observado (P>0,05) quando o sémen foi armazenado por 72 horas (FIGURA



45

1). Com 72 horas de armazenamento, o acido clorogénico melhorou (P<0,05) a
motilidade total do sémen ndo processado em Percoll, porém, o mesmo efeito
ndo foi observado (P>0,05) quando a técnica de sele¢do foi utilizada.

N&o houve interacdo (P>0,05) Antioxidante x Percoll para os demais
padrdes de motilidade espermaética, para viabilidade, para integridade de
acrossoma, para o total de alteracdes morfoldgicas (Tabela 2) e para
concentracdo de MDA (Tabela 3) no plasma seminal suino. O processamento
com Percoll prejudicou (P<0,01) todos os padrGes de motilidade, porém, reduziu
0 total de alteracdes espermaticas (P<0,01) em todos os tempos de
armazenamento do sémen. A viabilidade melhorou (P<0,01) somente sémen
armazenado por 48 horas. Nao houve efeito (P>0,05) do uso do Percoll sobre a
concentracdo de MDA no plasma seminal.

Os antioxidantes ndo influenciaram (P>0,05) a viabilidade e a
integridade de acrossoma, porém, o acido clorogénico reduziu (P<0,05) o total
de alteragcdes morfoldgicas do sémen fresco (0 horas), enquanto que a vitamina
E aumentou o nimero de células anormais no sémen armazenado por 72 horas,
independente do uso do Percoll. Ndo houve efeito (P<0,05) dos antioxidantes na
concentracdo de MDA no plasma seminal.

Quanto a concentragdo de colesterol no plasma seminal, houve interacdo
(P<0,05) entre os tipos de antioxidantes e 0 uso de Percoll. No sémen fresco, 0
uso de acido clorogénico aumentou (P<0,05) os niveis de colesterol no plasma
seminal somente quando o Percoll foi utilizado. Ja com 72 horas, guando
comparado ao controle (sem antioxidante), o acido clorogénico reduziu (P<0,05)
a concentragdo de colesterol somente no sémen ndo processado em Percoll. O

Percoll ndo influenciou (P>0,05) o efluxo de colesterol do sémen suino.
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4. Discussao

O uso do Percoll, embora tenha sido eficiente na selecdo de
subpopulacbes espermaticas com menor numero de alteracBes morfoldgicas,
reduziu os padrdes de motilidade espermatica, independente da adicdo de
antioxidantes ao meio diluidor. Esse resultado indica que tanto o &cido
clorogénico guanto a vitamina E ndo foram eficientes em amenizar os efeitos
negativos propiciado pelo uso da técnica de selecdo espermatica com Percoll.

A técnica de processamento do sémen em Percoll é recomendada
guando se faz a FIV (Matés et al., 2011). Nesses casos, a integridade fisica dos
espermatozoides € mais importante do que a capacidade locomotora dessas
células. Por outro lado, o uso do Percoll para a produgdo de doses inseminantes
para serem utilizadas na fertilizac&o in vivo ainda é inviavel.

Inimeros trabalhos comprovam que o uso de substancias com
propriedades antioxidantes melhoram a qualidade do sémen suino congelado
(Ma et al., 2015; Shen et al., 2016), cuja manipulacdo é intensa, porém, ndo ha
informacGes suficientes que comprovem esses achados em sémen processado em
Percoll. Os beneficios esperados com o uso de antioxidantes adicionadas ao
meio diluidor poderiam se estender a utilizacdo do sémen processado em Percoll
também em programas de 1A.

De acordo com lwasaki e Gagnon (1992), a manipulacdo do sémen pode
resultar na formacdo de ERO. O mesmo ocorre também com o sémen suino
resfriado(Martin-Hidalgo et al., 2013). Sabe-se que as ERO podem danificar a
membrana espermatica e, com isso, reduzir a motilidade(De Lamirande e
Gagnon, 1991), além de induzir alteracGes irreversiveis as proteinas e acidos
nucleicos dos espermatozoides, estimulando a apoptose e a morte celular (Lewis
e Aitken, 2005).

Entretanto, o aumento da concentracdo de MDA no plasma seminal

decorrente do processamento do sémen em Percoll ndo pode ser verificado no
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presente estudo. Dessa forma, acredita-se que os efeitos negativos dessa técnica
sobre a qualidade do sémen possa estar mais relacionada a toxicidade da
polivinilpirrolidona presente no Percoll (Barak et al., 2001), embora existam
indicios que o MDA pode reagir com proteinas e aminoacidos presentes no
meio(Chio e Tappel, 1969). Nesse caso, 0 uso de técnicas de identificacdo de
MDA no meio poderiam ndo ser eficientes para comprovar a presenca de ERO
no meio. A reacdo entre MDA e as proteinas é bastante complexa e é dependente
da temperatura, pH e periodo de incubacdo (Shin et al., 1972). Porém, essa
caracteristica ndo tem sido identificada no sémen suino. Assim, os resultados do
presente estudo sugerem que os efeitos toxicos da polivinilpirrolidona possam
ter influenciado de maneira mais expressiva a qualidade do sémen.

Independentemente do uso do Percoll, tanto o &cido clorogénico quanto
a vitamina E mostraram efeitos positivos sobre a qualidade do sémen suino.
Ambas as substancias ja foram estudados como agentes protetores do estresse
oxidativo do sémen, provavelmente por seus efeitos inibitorios sobre as ERO
(Mendez et al., 2013; Pereira et al., 2014), porém nenhum estudo tem associado
tais substancias a técnica de processamento do sémen em Percoll.

A vitamina E j& vem sendo amplamente estudada devido aos seus
efeitos protetores contra os danos oxidativos nos espermatozoides (Jeong et al.,
2009; Satorre et al., 2012). Por outro lado, mais recentemente, o &cido
clorogénico apresentou comprovados beneficios para a funcionalidade celular e
salde animal (Darvesh et al., 2010; Sato et al.,, 2011) e também sobre a
qualidade do sémen (Pereira et al., 2014), provavelmente devido as suas
propriedades antioxidantes de combate as ERO. Sabe-se que as ERO sdo
capazes de induzir a capacitagdo espermatica por mecanismos ainda ndo
totalmente elucidados (O'Flaherty et al., 2006).

Um dos eventos que fazem parte do processo de capacitagdo é o

aumento da fluidez da membrana espermatica devido a saida de colesterol da
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membrana (Signorelli et al., 2012). O processamento do sémen em Percoll ndo
foi suficiente para induzir o processo de capacitacdo (FIGURA 2), exceto no
sémen fresco (0 horas) quando o acido clorogénico foi adicionado ao meio
diluidor. Esse resultado sugere a que a presenca dessa substancia no sémen,
aliado ao estresse provocado pelo Percoll, tenham ativado algum mecanismo
envolvido no efluxo de colesterol do espermatozoide.

Por outro lado, esse efeito do acido clorogénico nao foi observado no
sémen armazenado por 72 horas. Do contrario, o &cido clorogénico reduziu o
efluxo de colesterol, porém somente no sémen ndo processado em Percoll. O
mesmo nao pode ser observado com a vitamina E, quando comparado ao grupo
controle (sem adigdo de antioxidante). Esse resultado sugere um efeito
antioxidante tardio do &cido clorogénico quando comparado a vitamina E,
amenizando o estresse oxidativo que ocorre no sémen armazenado por periodos
prolongados. De fato, o acido clorogénico resultou em maior motilidade no
sémen armazenado por 72 horas ndo processado em Percoll (FIGURA 1). Esse
comportamento do acido clorogénico também foi observado por Pereira et al.
(2014). Entretanto, os beneficios propiciados pelo acido clorogénico ao sémen
suino resfriado ndo foram suficientes para manter a qualidade seminal apds o
processamento em Percoll.

De uma forma geral, os resultados do presente estudo mostraram que 0
maior beneficio da aplicacdo do método de selecdo pelo Percoll foi reduzir o
percentual das anormalidades da célula esperméatica e que a adicdo de
substancias antioxidantes ao meio diluidor podem amenizar os efeitos nocivos
provocados pelo uso da técnica. No entanto, tais beneficios ndo foram
suficientes para evitar a perda de qualidade seminal ap6s o uso do Percoll. Nesse
sentido, mais estudos devem ser conduzidos na tentativa de se melhorar a
qualidade do sémen suino processado em Percoll para posterior uso em

programas de IA.
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5. Concluséo

A adicdo de &cido clorogénico e vitamina E ao meio diluidor melhora a
qualidade do sémen suino independente do uso da técnica de selecdo
esperméatica em Percoll. Entretanto, os beneficios ndo sdo suficientes para

manter a qualidade seminal apo6s 0 uso dessa técnica.
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Tabela 1. Padrdes de motilidade do sémen suino armazenado a 15 °C apds a adigdo de acido clorogénico (AC) (4,5 mg/ml

de sémen) ou vitamina E (VE) (400 pg/ml de sémen), com ou sem o uso de Percoll.

Tempo de Percoll (Pe) Antioxidante (Ao) Ccv Valor de P
armazenamento Com Sem Sem AC VE (%) Pe Ao Pe*Ao
Motilidade total (%)
0 horas 84,1 88,1 83,8 88,0 86,8 8,96 0,04 0,16 0,98
48 horas 46,0 74,3 53,6° 65,4° 64,1° 10,72 <0,01 <0,01 0,03
72 horas 26,3 66,8 44.8° 54,2° 439° 10,00 <001  <0,01 0,06
Motilidade progressiva (%)
0 horas 30,8 46,4 41,9 46,7 43,9 14,74 <0,01 0,14 0,21
48 horas 13,2 27,6 22,4 24,6 19,9 16,95 <0,01 0,28 0,93
72 horas 1,82 12,6 8,69 8,79 9,82 11,04 <0,01 0,30 0,12
VAP - Velocidade média (um/s)
0 horas 39,5 47,5 42,9 44,6 43,6 9,64 <0,01 0,77 0,87
48 horas 21,9 31,9 28,0 25,0 28,8 1597 <0,01 0,12 0,14
72 horas 12,5 26,0 19,9 17,8 21,1 12,49 <0,01 0,14 0,16
ALH - Deslocamento lateral de cabeca (pum)
0 horas 2,01 2,28 2,22 2,10 2,13 10,09 <0,01 0,69 0,64
48 horas 1,51 1,65 1,61 1,52 1,63 7,48 0,01 0,30 0,36
72 horas 1,28 1,61 1,55 1,38 1,43 12,12  <0,01 0,12 0,13
LIN - Coeficiente de linearidade (%)
0 horas 0,524 0,549 0,527 0,569 0,517 11,32 0,10 0,12 0,19
48 horas 0,362 0,539 0,436 0,485 0,444 14,15 <0,01 0,49 0,18
72 horas 0,353 0,511 0,401 0,455 0,451 11,28 <0,01 0,25 0,21
WOB - Coeficiente de oscilacéo (%)

0 horas 0,711 0,750 0,730 0,745 0,720 5,85 <0,01 0,17 0,23
48 horas 0,553 0,714 0,626 0,650 0,638 8,95 <0,01 0,86 0,11
72 horas 0,511 0,693 0,578 0,610 0,633 7,15 <0,01 0,12 0,21

P Médias seguidas por diferentes letras na linha diferem pelo teste Tukey (P<0,05).
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Tabela 2. Viabilidade espermatica, integridade de acrossoma e total de alteracbes morfolégicas no sémen suino

armazenado a 15 °C ap6s adig¢do de &cido clorogénico ou vitamina E, com ou sem o uso de Percoll.

Tempo de Percoll AO Valor de P
CV (%)

armazenamento Com Sem Sem AC VE Perc Ant P*A
Viabilidade espermaética (%)

0 horas 87,4 86,4 86,8 87,1 86,8 4,73 0,28 0,95 0,17

48 horas 86,4 82,1 83,4 84,0 85,4 5,51 <0,01 0,31 0,26

72 horas 83,8 81,9 83,9 81,3 83,3 5,01 0,09 0,14 0,50
Integridade de acrossoma (%)

0 horas 94,9 96,6 95,7 95,7 95,9 1,60 <0,01 0,86 0,31

48 horas 91,0 90,8 90,3 91,7 90,7 3,93 0,80 0,37 0,29

72 horas 89,7 89,9 89,3 89,9 90,3 3,40 0,76 0,62 0,58

Total de alteragdes morfoldgicas (%)

0 horas 4,12 6,44 5,07 3,54 7,24° 2307 <001 <001 011

48 horas 5,81 10,00 8,41 7,81 7,50 22,83 <0,01 0,76 0,36

72 horas 7,25 10,12 7,43 6,11 12,51 19,08 <0,01 <001 0,3

P Médias seguidas por diferentes letras na linha diferem pelo teste Tukey (P<0,05).



Tabela 3. Efeito do &cido clorogénico e vitamina E e a utilizacdo do Percoll sobre a concentracdo de MDA (1uM) no

plasma seminal suino, nos diferentes tempos de armazenamentos, a 15 °C.

Tempo de Percoll (Pe) Antioxidante (Ao) v (%) Valor de P
armazenamento  Com Sem Sem AC VE Pe Ao Pe*Ao
0 horas 0,910 0,864 0,884 0,868 0,907 15,57 057 0,98 0,24
48 horas 0,716 0,858 0,767 0,813 0,775 22,42 0,10 0,84 0,88
72 horas 0,708 0,809 0,701 0,866 0,726 15,46 0,13 0,13 0,58

Nao houve diferencas estatisticas pelo teste F (P<0,05)

LS
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ANEXO A — Certificado Comissdo de Etica no Uso Animais CEUA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMISSAD DE ETICA NO USD DE ANIMAIS

Cx.P.3037 - Lavras — MG - 37200-000 - (35) 3829-5182 cha@nintec.ufla.br

CERTIFICADD

Certificamos que o projeto infitulado "Adicio de dcido clorogénico e vitaming E ao
sémen resifiado sulno processade com Percoll®', profocols n® 034018, sob a
responsabilidade de Marcio Gilberto Zangeronimo, Stenia Severo Rabalo, Barbara
Azzvedo Pereira e Willam Eduardo da Silva, que emolve a produgdo, manutencio
g/ou utiizagdo de animais partencentes ac filo Chordata, subfilo Verlebrata (exceto
hamem), para fing de ensino efou pesguisa cientifica, encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.704, da & de outubro de 2008, do Decrelo n® 6,859, de 15 de
julho de 2009, & com as normas edificadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Exparimantagdoe Animal (COMNCEA), do Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagio
(MCTI). e fol aprovade pela COMISSAD DE ETICA NO USO DE AMIMAIS [CEUA) da
Pra-Reitora de Pesquisa/UFLA, em reunido de 28/04/201 6.

Inicio do projeta: 01/05/2016

Térming da projete: 300072016

Espécie/linhageny: Suino / Landrace » Large White x Duroc

Mimero de animais aprovados: 3

Paso/idade: 150-300 kg / 12-36 meses

Saxa: macho

Origem dos amimais (documento apresentado pelo pesquisador responsavel e
amuivado pela CEUA): Ejaculados provenientes de reprodutores suinos pertencentes
aop Centro Experimental de Suinos do Departamento de Zoatecnia da UFLA -
Responsdvel pelos Animais: Mario Lobéo Teixeira de Abrew.
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