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ADICAO DE VITAMINA E E SELENIO NO SEMEN REFRIGERADO DE
CAES DA RACABLUE HEELER

Ivo Walter dos SANTOS?; Marla SCHNEIDER?; Ingridy Miiller WALTER?,

RESUMO

A utilizacdo de sémen refrigerado € comum na pratica reprodutiva devido ao facil manuseio e
baixo custo. O objetivo deste trabalho foi avaliar a vitamina E e selénio como antioxidantes para
conservacdo. No controle foi visualizada alteracbes causadas pelo tempo desde a segunda avaliagéo,
nas amostras com vitamina E houve preservacdo da viabilidade espermatica por mais tempo. O
acréscimo de selénio ndo demonstrou diferencga estatistica na preservacdo espermatica. Desta forma,
concluiu-se que o uso de vitamina E mostrou ser eficiente na conservacdo do sémen, enquanto a adi¢do
de selénio a vitamina E ndo demonstrou diferenca estatistica.

PALAVRAS-CHAVE: Vitamina E, Selénio, antioxidantes, motilidade, preservacao.

ABSTRACT: The use of cooled semen is common in reproductive practice because of its easy
handling and low cost. The objective of this work was to evaluate vitamin E and selenium as antioxidants
for conservation. In the samples control was visualized changes caused by the time since the second
evaluation, in the samples with vitamin E there was preservation of the sperm viability for longer. The
addition of selenium did not show statistical difference in sperm preservation. Thus, it was concluded
that the use of vitamin E showed to be efficient in the conservation of semen, while the addition of
selenium to vitamin E did not show statistical difference.
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INTRODUCAO

A técnica de inseminacdo artificial (I1A) em cées pode ser utilizada como um meio
alternativo a cobertura natural. Para sua realizagdo deve-se coletar, analisar e
preservar o sémen. O interesse nas técnicas de preservacao da célula espermética e de
IA em cdes vem crescendo em diversos paises e novas tecnologias estdo sendo usadas
e estudadas por técnicos e pesquisadores em todo mundo (JOHNSTON e KUSTRITZ,
2001).

O uso de sémen refrigerado seria, portanto, uma boa opcdo para a aplicacao
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clinica, j& que possui menor custo, € um método pratico, permitindo melhor
preservacdo da fertilidade e realizacdo da inseminacdo via transvaginal. A limitacao
para 0 seu uso € o curto tempo de sobrevivéncia dos espermatozoides armazenados
(LINDE-FORSBERG, 1995). As maneiras existentes para prolongar essa
sobrevivéncia seriam a utilizagéo de meios diluentes adequados, que oferecam energia,
manutencdo do pH e osmolaridade, protecdo da integridade do acrossomo e
membrana plasmatica e diminuicdo do metabolismo dos espermatozoides através do
armazenamento & temperatura de 4 a 5°C. Contudo, a fertilidade do sémen refrigerado
S0 € mantida por 12 a 24 horas (LINDE-FORSBERG, 1995).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) presentes no ejaculado sdo produzidas
pelos espermatozoides e por leucdcitos (CALAMERA et al, 2001; GRIVEAU e
LANOU, 1997). Contudo, os espermatozoides submetidos a refrigeracdo e
armazenamento se tornam envelhecidos e tendem a sofrer a peroxidacdo lipidica,
perdendo assim, algumas caracteristicas principais para a manutencdo da sua
capacidade fertilizante. As ROS podem causar, diretamente, a peroxidacao lipidica,
levando a queda na motilidade espermaética e danos protéicos e de acido nucléico
levando a apoptose e a morte celular (AGARWAL et al, 2006; MOUSTAFA et al,
2004); ou indiretamente, causar estresse oxidativo devido a destruicdo dos
antioxidantes citoplasmaticos. Apesar disso, pequenas quantidades de ROS sdo
necessarias para a capacitacao espermatica (SALEH e AGARWAL, 2002) e processo
de hiperativacdo (AGARWAL et al, 2006; AITKEN et al, 1994), sendo portanto,

fundamentais durante a fertilizacéo.

Sabe-se que os radicais livres como as espécies reativas ao oxigénio (ROS) sdo
responsaveis por estresse celular e podem causar danos estruturais significantes as
membranas e, principalmente, ao material genético dos espermatozoides. O uso de
diluentes com antioxidantes, que promovem uma protecdo aos espermatozoides,
contra 0os danos do estresse oxidativo pode ser uma alternativa, para manter a
qualidade do sémen sob resfriamento ou congelamento (BARROS; TONIOLLI, 2011;
MAIA; BICUDO 2009).

A vitamina E é o nome dado a um grupo de lipidios estreitamente relacionados,

chamados tocoferois, todos possuindo um anel aroméatico e uma longa cadeia
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isoprendide. Por serem hidrofobicos, os tocoferois associam-se membranas celulares,
aos depositos lipidicos, e as lipoproteinas sanguineas. Os tocoferdis sdo antioxidantes
bioldgicos, pois 0 anel aromatico de sua molécula age destruindo a maior parte dos
ROS e outros radicais livres, conferindo protecdo aos acidos graxos insaturados da
oxidacdo e prevenindo o dano oxidativo das membranas lipidicas, que podem
ocasionar em fragilidade celular (LEHNINGER; NELSON; COX et al., 2005;
PENITENTE FILHO, 2010).

A vitamina E e B16 mostraram-se eficiente durante o HOST (P = 0,016)
diminuindo a producdo de espécies reativas de oxigénio (P <0,0005, Michael et al.,
2009). No semen refrigerado, a adi¢do de diluentes contendo antioxidantes provou ser
benéfica. A adi¢do de B16 (0,1 mM) ou vitamina E (0,1 mM) ao diluente TRIS- acido
citrico-frutose, preservou a motilidade progressiva a viabilidade espermatica
significativamente melhor durante 72 h quando comparado com a adi¢do de vitamina
C (0,5 mM), ou nenhum antioxidante (P <0,001) (SCHAFER-SOMI, 2015).

O selénio é um precursor da glutationa, a qual protege as células dos efeitos dos
radicais livres, por meio da destruicdo de perdxidos de hidrogénio que lesam as
celulas levando a morte celular. A deficiéncia de selénio reduz a atividade dessa
enzima resultando em exposicdo das células as EROS, alterando assim suas estruturas
de proteinas, lipidios e outras moléculas (NICOLODI, 2010). O selénio,
micronutriente essencial, e precursor de enzimas antioxidantes que protegem o
organismo contra a acao das espécies reativas de oxigénio, também é responsavel
pelas repostas imunoldgicas, locomocdo dos espermatozdides e metabolismo de
acidos graxos (HADDAD & ALVES, 2006).

Com isso, sugere-se que a adi¢do de moléculas antioxidantes no meio de diluicéo
do sémen refrigerado reduziria o impacto do estresse oxidativo durante o processo de
armazenamento espermatico e assim melhoraria a qualidade do sémen, propiciando
um maior tempo de sobrevivéncia dos espermatozoides e diminuicdo da dose
inseminante do sémen refrigerado (LINDE-FORSBERG, 1991).

O objetivo deste trabalho foi adicionar a viatamina E e selénio ao diluidor com o
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intuito de preservar a integridade do espermatozoide mantido a temperatura de 5°C

prolongando sua fertilidade por até 72 horas.

MATERIAL E METODOS

Animais e coleta de sémen

O experimento foi realizado no Laboratério de Reprodugdo Animal da
Universidade Federal do Parand, Setor Palotina no municipio de Palotina, PR, Brasil,
durante os meses de julho de 2015 a junho de 2016. Foram utilizados sete cées da
raca Blue Heeler com idade média de dois anos, mantidos na casa de seus
proprietarios. As coletas de sémen foram realizadas Através de manipulagdo digital
uma vez por semana. Apds a adaptacdo e condicionamento dos animais, iniciou-se as
coletas para o experimento, perfazendo trés coletas por animal, totalizando 21
ejaculados. Apds coleta da segunda fracdo, cada ejaculado foi avaliado quanto ao
volume (medido em tubo graduado), concentracdo (cAmara de Neubauer), motilidade
progressiva e vigor Microscépio contraste de fase (CF), de acordo com HENRY &
NEVES (1998). Foram utilizados apenas ejaculados em que a segunda fracao atingiu
0s seguintes parametros minimos: volume 0,5 mL, concentracdo de espermatozoides
de 0,5 x 10° células/mL, percentual de espermatozoides moveis a 80% e percentual de

espermatozoides morfologicamente normais 85%.

Preparacéo do diluidor

O diluidor Tris-gema (TG) composto de 2,900g de Tris (Merck -
1.08382 - Germany), 1g de glicose (Merck - 1.0024 - Germany), 1,735g de acido
citrico (Merck - 1.05323 - Germany), 0,06g de penicilina G (Sigma -
P 3032 -USA), 0,1g de estreptomicina (Sigma - S 6501 — USA), 15mL de
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gema de ovo e 100mL &gua bidestilada (Santos et al, 2007). Imediatamente apds a
colheita o ejaculado foi dividido em trés aliquotas iguais, sendo a primeira diluida em
TG (controle), a segunda em TG + 300 Ul de Vitamina E (TGE) e a terceira em TGE
+ 30ug de Selénio (TGES). Apos as dilui¢bes, o sémen foi mantido & temperatura de
35°C em banho-maria numa concentracdo de aproximadamente 200x10°
espermatozoides (sptz)/mL para primeira avaliacdo (0 hora = T1) da motilidade
progressiva e integridade das membranas plasmatica e acrossomal de cada aliquota.

Ap0s as aliquotas foram transferidas e mantidas a temperatura de 5°C.

Avaliacéo do sémen durante a refrigeracao

Uma amostra de sémen de cada aliquota foi utilizada para a montagem de
lamina/laminula e aquecida a 37°C para avaliar motilidade e o vigor em microscopio
de contraste de fase (CF) em aumento de100x em 24=T2,48=T3 e 72=T4 horas.

Para a avaliacdo da viabilidade das membranas plasmaética e acrossomal das
aliquotas durante a refrigeracdo nos mesmos tempos acima descritos, foi utilizada a

coloragéo supravital.

A coloracdo supravital tripan blue-giemsa hiposmotica (TBGH) foi realizada
conforme descrita por Dias (2002) e Santos (2007; 2013). Brevemente, uma aliquota
de 20 pL de sémen foi adicionada a 20 puL da solucdo azul Tripan 0,2%
(0,5 mL &gua destilada + 05 mL 0,4% azul Tripan (Sigma, T 8154
- USA) = 120 mOsm/L (Osmomat®030, Gonotec, Berlin, Germany) em um
microtubo de 1,5 mL e incubados em banho-maria por 60 min a 37°C.
Em seguida, adicionou-se 1 mL de agua bidestilada e a amostra foi
centrifugada a 700 giros por 5 min para remover excesso de corante. O sobrenadante
foi descartado e ressuspendeu-se a amostra em 0,5 mL de agua bidestilada.
Trés esfregacos foram preparados, secos em um fluxo de ar e fixados em metanol por

5 min. Apds secagem, os esfregacos foram corados com Giemsa 10% “overnight”.
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Apos a lavagem em agua bidestilada, as 1aminas foram secas em mesa aquecedora.
Em cada lamina foram contados 200 espermatozéides em aumento de 1000x
registrando-se a percentagem dos que apresentaram endosmose positiva (cauda
enrolada) segundo proposto por REVELL & MRODE (1994). O
calculo do numero de espermatozdides reativos ao teste hiposmético (HO) foi
feito por intermédio da férmula citada por Melo & Henry (1999), onde: HO (%) = (%
de alteracbes na regido da cauda apés HO) — (% de alteracbes na regido
da cauda antes do HO). Os espermatozoides foram classificados do seguinte

modo:

-Membrana plasmaética intacta, reativo ao HO e acrossoma intacto: cabeca rosa ou

incolor, cauda enrolada e acrossoma rosa;

-Membrana plasmatica intacta, reativo ao HO e acrossoma lesado: cabeca rosa ou

incolor, cauda enrolada e acrossoma incolor ou fragmentado;

- Membrana plasmaética lesada, ndo reativo ao HO e acrossoma intacto: cabeca azul ou

roxa, cauda estendida e acrossoma rosa;

- Membrana plasmatica lesada, ndo reativo ao HO e acrossomo lesado: cabeca azul

ou roxa, cauda estendida e acrossoma incolor ou fragmentado.

Os resultados foram analisados e os dados transformados em arco-seno para
melhorar a distribuicdo dos mesmos. A média e o desvio padrdo foram usados para
apresentacao dos parametros do sémen fresco. Para a avaliagcdo do sémen refrigerado
foi utilizado analise de variancia (ANOVA) avaliando os parametros entre 0s
tratamentos TG, TGE e TGES por ocasido da diluicdo e periodo de refrigeracdo. Para
comparacdo entre as médias foi empregado o teste de Tukey, considerando um nivel

de significancia de P<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos das avaliacbes do sémen mantido sob refrigeracgéo,
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submetido a diferentes tratamentos, estdo apresentados nas tabelas 1, 2 e 3.

Tabela 1. Médias e desvio padrdo (+) da motilidade progressiva de espermatozoides

tratados com vitamina E e/ou selénio provenientes de cédes da raca Blue

Heeler (21 ejaculados).

Tratamentos Tempo

T1 T2 T3 T4
TG 83,57 (3,28)" 73,62 (3,81)"° 56,45 (4,32)B° 31,58 (4,89)Bd
TGE 83,57 (3,28)" 78,56 (3,75)"* 66,68 (3,89)"" 52,83 (4,21)"°
TGES 83,57 (3,28)" 78,86 (3,67)"* 67,16 (4,10)"* 51,91 (4,35)"°

AB médias na mesma coluna e **<9 na mesma linha indicam diferenca significativa P<
0,05.

A tabela 1 apresenta os parametros relacionados com a motilidade progressiva, onde

foi detectado que TG (controle) variou significativamente desde T1 a T4 (P<0,003).

TGE e TGES ndo apresentaram diferenca significativa entre T1 e T2, porém,
entre T2 e T3 e T3 e T4, corroborando com os relatos de SCHAFER-SOMI, (2015).
Este pesquisador adicionou vitamina E (0,1 mM) ao diluente TRIS- &cido
citrico-frutose, preservou a motilidade progressiva e a viabilidade espermatica
significativamente melhor durante 72 h quando comparado com a adi¢do de vitamina

C ou controle com nenhum antioxidante.

Entre os tratamentos TGE e TGES ndo foi observado diferenga estatistica em
nenhum dos tempos avaliados mostrando que no presente estudo o selénio ndo
acrescentou qualquer efeito positivo sobre a motilidade dos espermatozoides, nao
concordando com os relatos de HADDAD & ALVES, (2006). Esta discrepancia pode
estar relacionada com a concentragéo utilizada, que no presente foi de 30pg em 100

mL de diluente.
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TGE foi significativamente superior a0 TG nos tempos T3 (P<0,023) e T4
(P<0,020).

Tabela 2. Médias e desvio padrdo (+) da integridade da membrana plasmatica de
espermatozoides tratados com vitamina E e/ou selénio provenientes de cées

da raca Blue Heeler (21 ejaculados).

Tratamentos Tem po

T1 T2 T3 T4
TG 81,52 (3,38)" 69,61 (3,91)"° 51,45 (4,22)B¢ 29,57 (4,91)B
TGE 81,52 (3,38)"% 72,46 (3,66)"* 62,68 (3,79)"° 49,82 (4,31)"
TGES 81,52 (3,38)"% 71,86 (3,57)"* 62,16 (4,11)"® 49,90 (4,45)"
AB

médias na mesma coluna e ¢4 na mesma linha indicam diferenca significativa
P <0,05.

A tabela 2 apresenta os parametros relacionados com a integridade da
membrana plasmatica, onde foi detectado que TG (controle) variou significativamente
desde T1 a T4 (P<0,004).

TGE e TGES ndo apresentaram diferenca significativa entre T1 e T2, porém,
entre T2 e T3 e T3 e T4, sugerindo que os danos ocorridos nos espermatozoides tém
significado estatistico com 48 horas (T3) de refrigeragdo para as variaveis motilidade
(tabela 1) e membrana plasmatica (tabela 2).

Entre os tratamentos TGE e TGES nédo foi observado diferenca estatistica em

nenhum dos tempos avaliados.

TGE foi significativamente superior ao TG nos tempos T3 (P<0,013) e T4
(P<0,018).
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Tabela 3. Médias e desvio padrdo (x) da integridade acrossomal de espermatozoides
tratados com vitamina E e/ou selénio provenientes de cédes da raca Blue

Heeler (21 ejaculados).

Tratamentos Tempo

T1 T2 T3 T4
TG 82,57 (3,29)** 65,62 (3,82)"° 50,45 (4,33)¢ 28,48 (4,88)%¢
TGE 82,57 (3,29 68,56 (3,77)"" 58,68 (3,90)"° 44,33 (4,23)"d
TGES 82,57 (3,29 67,86 (3,67)"° 59,16 (4,00)"° 45,01 (4,25)
AB

médias na mesma coluna e ¢ na mesma linha indicam diferenca significativa
P <0,05.

A tabela 3 apresenta os pardmetros relacionados com a integridade do
acrossoma, onde foi verificado que TG (controle) variou significativamente desde T1
a T4 (P<0,047).

TGE apresentou diferenca significativa entre T1, T2, T3 e T4 (P<0,049) bem
como o TGES (P<0,050), indicando que os danos ocorridos nos espermatozoides
apresentam significado estatistico com 24 horas (T2) de refrigeracdo para a variavel
integridade acrossomal (tabela 3), indicando que o acrossoma € muito sensivel e ao
mesmo tempo essencial para a fertilidade do espermatozoide, concordando com
(LINDE-FORSBERG, 1995).

Entre os tratamentos TGE e TGES néo foi observado diferenca estatistica em

nenhum dos tempos avaliados.

TGE foi significativamente superior ao TG nos tempos T3 (P<0,034) e T4
(P<0,038).

Avaliando os resultados do presente estudo, concordamos com os achados de
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BARROS; TONIOLLI, (2011); MAIA; BICUDO (2009); PENITENTE FILHO
(2010), em que a adicdo de antioxidantes especialmente a vitamina E, prolonga a

integridade espermaética.

Conclui-se que a adicdo de vitamina E ao diluidor tris-gema preservou a
viabilidade espermética, passivel de inseminacdo artificial por até 72 horas

pos-diluicéo.

A adicdo de selénio sobre a vitamina E ndo apresentou efeito positivo, porém,
outros estudos com outros antioxidantes bem como suas concentracfes, devem ser

realizados.
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