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Resumo

SILVA, Estela Fernandes. Azeite de Oliva como aditivo para a criopreservacao
de sémen suino. 2012. 81f. Trabalho de Conclusdo de Curso — Curso de
Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas.

A criopreservagdo de sémen é importante auxiliar em programas de melhoramento
genético. Contudo, o congelamento e descongelamento promovem o estresse
oxidativo, fenbmeno relevante em suinos que possuem gametas sensivelmente
afetados pelas espécies reativas de oxigénio (ERO). Logo, nos ultimos anos a
pesquisa com antioxidantes foi intensa, sendo crescente o estudo de antioxidantes
naturais. O azeite de oliva contém uma mistura de antioxidantes naturais que
atuariam na neutralizacdo de ERO, podendo ser um aditivo na criopreservacao de
sémen. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do azeite de oliva na
criopreservagdo de sémen suino. Utilizou-se 18 machos para a coleta de sémen,
totalizando 21 ejaculados. ApoOs a coleta ocorria diluicdo (1:1) (v/v) em diluente
Beltsville Thawing Solution (BTS) e avaliagdo de motilidade, sendo que as doses
com motilidade igual ou superior a 70% eram avaliadas quanto a integridade de
membrana, acrossoma e funcionalidade de mitocondria e posteriormente
congeladas. Para o congelamento, o sémen era diluido nos tratamentos: controle
(Con) (lactose-gema), 0,25% (T1); 0,50% (T2); 0,75% (T3) e 1,0% (T4) de azeite de
oliva da variedade “Koroneiki”. Em seguida, realizava-se o envase em palhetas de
0,25 mL com a concentracdo de 5.10° espermatozoides/mL, as quais eram
congeladas e armazenadas em nitrogénio liquido. O descongelamento ocorria em
banho maria a 37°C, por 30 segundos e avaliava-se: a integridade de DNA, a
producédo de ERO, a capacidade antioxidante total e a penetracdo in vitro, além das
mesmas avaliacbes realizadas pré-congelamento. Utilizando-se o software
STATISTIX 9.0 (2008) as variaveis foram submetidas ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk que indicou auséncia de normalidade. Assim, as médias foram
comparadas pelo teste Kruskal-Wallis. Ndo houve diferenca estatistica (p>0,05)
entre 0s tratamentos contendo azeite e o controle para todas as variaveis
analisadas. Finalmente, o azeite de oliva ndo incrementou o0s parametros de
gualidade seminal pés-descongelamento, além de ndo diminuir a producdo de ERO
e ndo aumentar a capacidade antioxidante total.

Palavras-chave: Estresse oxidativo. Antioxidante. Descongelamento.



Abstract

SILVA, Estela Fernandes. Azeite de oliva como aditivo para a criopreservagao
de sémen suino. 2012. 81f. Trabalho de Conclusdao de Curso — Curso de
Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas.

Cryopreservation of semen is important to assist in breeding programs. However, the
freezing and thawing promote oxidative stress, relevant phenomenon in pigs that
possess gametes substantially affected by reactive oxygen species (ROS).
Therefore, in recent years research on antioxidants has been intense, with growing
study of natural antioxidants. Olive oil contains a blend of natural antioxidants that act
in the neutralization of ROS, which may be an additive in semen cryopreservation.
The aim of this study was to evaluate the effect of olive oil on cryopreservation of
boar semen. Thus, was used 18 males for semen collection, totaling 21 ejaculates.
After collection occurred dilution (1:1) (v / v) in diluent Beltsville Thawing Solution
(BTS) and evaluating motility, and doses motility equal or over than 70% were
evaluated for membrane integrity, and acrosome functionality of the mitochondria
and subsequently frozen. For freezing, semen was diluted in treatments: control
(Con) (lactose-yolk), 0.25% (T1), 0.50% (T2), 0.75% (T3) and 1.0% (T4) of the olive
variety "Koroneiki". Then the filling was realized in 0.25 ml straws with the
concentration of 5.10” sperm / mL, which were frozen and stored in liquid nitrogen.
Thawing occurred in a water bath at 37 ° C for 30 seconds and evaluated: the
integrity of DNA, the ROS generation, the total antioxidant capacity and in vitro
penetration, beyond of the same evaluations pre-freezing. Using the software
STATISTIX 9.0 (2008) variables were tested with the Shapiro-Wilk normality
indicated that lack of normality. Thus, the means were compared by the Kruskal-
Wallis test. There was no statistical difference (p> 0.05) among treatments containing
oil and control for all variables. Finally, olive oil did not increase the parameters of
post-thaw sperm quality, and not decrease ROS production and not increase the total
antioxidant capacity.

Key-words: Oxidative stress. Antioxidant. Thaw
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1. Introducéo Geral

A tecnologia de criopreservacdo de sémen suino esta disponivel desde 1975
(GRORFELD et al., 2008). Apesar disso, as inseminacdes artificiais conduzidas com
0 sémen descongelado apresentam baixos niveis de concepcdo e leitegadas
reduzidas em relacdo as inseminacdes realizadas com sémen fresco ou refrigerado
(JOHNSON et al., 2000).

Esse panorama faz com que a criopreservacdo ndo tenha aplicabilidade
comercial (ERIKSSON et al., 2002; WONGTAWAN et al., 2006). Contudo, a
criopreservacao de sémen € muito Util em programas de melhoramento genético,
como auxiliar na minimizacdo da transmissdo de doencas e no intercambio
internacional de material genético. Assim, a busca por mecanismos que aperfeicoem
essa tecnologia mantem-se constante (BAILEY et al., 2008).

Sabe-se que existem causas fisiologicas para a grande sensibilidade do
sémen suino aos processos de congelamento e descongelamento, tais como: o alto
teor de acidos graxos poliinsaturados nas membranas plasmaticas e também uma
baixa defesa antioxidante citoplasmatica e no plasma seminal (JOHNSON et al.,
1969; BREZEZINSKA-SLEBODZINSKA et al., 1995).

Nesse contexto, um importante mecanismo para o aperfeicoamento dessa
tecnologia seria a adicdo de antioxidantes tanto a dieta de machos suinos, quanto

aos diluentes de congelamento, resfriamento e descongelamento (BATHGATE,
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2011). Nesse ambito, a pesquisa com antioxidantes na criopreservacdo de sémen

suino tem sido amplamente estudada nos ultimos anos (MALO et al., 2010).

2. Objetivos

2.1. Objetivos gerais

Avaliar os efeitos da adicdo do azeite de oliva na criopreservacédo de sémen

suino.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar o efeito de diferentes concentracbes de azeite de oliva sobre

parametros de qualidade seminal pés-descongelamento.

Determinar a acao antioxidante de diferentes concentracdes de azeite de oliva

em sémen suino através da analise de producdo de espécies reativas de

oxigénio e capacidade antioxidante total.
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3. Artigo | - Reviséo Bibliografica

Criopreservacado de sémen suino e a pesquisa com antioxidantes

RESUMO - A criopreservacdo de sémen pode auxiliar o melhoramento genético, a
determinacdo de sanidade seminal, bem como a conservagdo de germoplasma.
Contudo, esta tecnologia ndo € aplicada comercialmente para a espécie suina
devido a baixa sobrevivéncia e viabilidade esperméatica pds-descongelamento. Essa
sensibilidade deve-se, em parte, ao estresse oxidativo, caracterizado pelo aumento
na formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) durante congelamento e
descongelamento, combinado a caracteristicas fisiologicas da espécie, como a
composicéo lipidica da membrana plasmatica. Assim, a adigdo de antioxidantes —
moléculas capazes de neutralizar ERO — a dieta de machos e aos diluentes de
sémen trata-se de uma alternativa vastamente pesquisada nos ultimos anos. Dentre
0s antioxidantes pesquisados, nota-se um crescimento da pesquisa com
antioxidantes naturais, oriundos de espécies vegetais. Desse modo, a presente

revisdo tem por objetivo abordar os aspectos relacionados a pesquisa com

antioxidantes para a criopreservacao de sémen suino.
Palavras-chave: Antioxidante. Motilidade. Membrana plasmatica.

ABSTRACT - Cryopreservation of semen can assist breeding programs, in
determining seminal sanity health, as well as for conservation of germplasm.
However, this technology is not applied commercially for swine due to low survival
and viability of sperm after thawing. This sensitivity is due in part to oxidative stress,
characterized by increased formation of reactive oxygen species (ROS) during
freezing and thawing, combined with physiological characteristics of the specie, such
as the lipid composition of the plasma membrane. Thus, the addition of antioxidants -
molecules capable of neutralizing ROS — in the diet of male or in semen diluents are

alternatives widely investigated in recent years. Among the antioxidants studied,
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there is a growth of research with natural antioxidants from plant species. Thus, this
review aims to address the issues related to research with antioxidants to the

cryopreservation of boar semen.

Key-words: Antioxidant. Motility. Plasma membrane.

3.1 Introducéao

A criopreservacao trata-se de uma tecnologia em que células, tecidos ou
embribes sdo preservados a temperaturas abaixo do ponto de congelamento da
agua para reduzir o metabolismo celular, tendo como objetivo preservar a
composicao e viabilidade celular por tempo indefinido (PEGG, 2002). A preservacao
espermatica por tempo indeterminado traria importantes vantagens a suinocultura,

como por exemplo:

3.1.1. Auxilio na determinacédo da sanidade seminal

Os agentes causadores de duas importantes doencas para a suinocultura — a
sindrome multissistémica pds desmame e a sindrome reprodutiva e respiratoria —
podem ser transmitidos pelo sémen de machos suinos aparentemente saudaveis
(CHRISTOPHER-HENNINGS et al., 1995; GUERIN et al., 2005; MCINTOSH et al.,
2006). Nesse ambito, a criopreservacdo auxiliaria na manutencdo da viabilidade
seminal para que o sémen pudesse ser armazenado pelo tempo necessario e
cuidadosamente avaliado quanto a presenca de patdégenos transmissiveis, antes da

inseminacédo artificial (1A) (GARCIA et al., 2010). Assim, o controle de patégenos
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auxiliado pela criopreservacdo do sémen seria importante ndo somente em nivel de

granja, mas também para a comercializagdo de sémen em mercados internacionais,

garantindo a biosseguranca global (BAILEY et al., 2008).

3.1.2. Auxilio em programas de melhoramento genético

A IA com sémen de machos zootecnicamente superiores pode incrementar

caracteristicas de interesse de um plantel através do melhoramento genético. Nesse

contexto, a criopreservacao pode auxiliar para diminuir o transporte de machos para

um programa de melhoramento genético, além de garantir o intercAmbio

internacional de material genético (KAEOKET et al., 2012).

3.1.3. Conservacao de germoplasma

Em convencgao sobre “Diversidade Biologica”, a Organizacdo das Nacdes

Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO) afirmou que 0s recursos genéticos

para a alimentacdo e a agricultura, que inclui o germoplasma dos animais

domeésticos como 0s suinos, sdo a base bioldgica da seguranca alimentar mundial.

Assim, a disponibilidade de germoplasma funcional criopreservado seria hecessaria

a elaboracédo de um banco genético eficaz, garantindo a seguranca alimentar (FAO,

1993).
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3.2. Criopreservacédo de sémen suino: Fatores internos e externos

Os fatores que influenciam na tecnologia de congelamento de sémen podem

ser classificados em dois grupos. O primeiro grupo seria o de fatores internos ou

fixos, aqueles inerentes aos espermatozoides e referentes as diferencas entre os

machos e ejaculados. O segundo grupo seria de fatores externos, relativos a

composicao de diluentes, tipo e concentracdo de agentes crioprotetores, taxas de

diluicdo e refrigeracdo, tempo de equilibrio e método de congelamento e

descongelamento do sémen.

Os fatores externos, diferentemente dos internos, sao passiveis de

modificacdo para o melhoramento dos protocolos de congelamento. Com isso, uma

melhoria importante seria na composicdo dos diluentes de congelamento

(JOHNSON et al., 2000; BARBAS e MASCARENHAS, 2009).

Os diluentes de congelamento devem assegurar uma fonte de energia, pH e

pressdao osmoética adequados, aléem de reduzir o choque térmico e inibir o

crescimento bacteriano (KARABINUS et al., 1997). Os componentes basicos de um

diluente sdo acucares, proteinas, lipoproteinas, tampdes, aditivos e agentes

crioprotetores.

O diluente Lactose-gema (LEY), composto do dissacarideo lactose e de gema

de ovo, é o padrdo para o congelamento de sémen suino e possui as caracteristicas
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de um alto teor de lipoproteinas e baixas propriedades antioxidantes (YAMAMOTO
et al., 1994).

A gema de ovo é amplamente utilizada para o congelamento de sémen de
espécies domésticas. Contudo, o nivel de protecdo da gema de ovo ndo tem a
mesma magnitude na espécie suina (JOHNSON et al., 2000). Para contornar esse
problema, adiciona-se ao diluente um detergente sintético baseado em sodio e
trietanolamina lauril sulfato, chamado Orvus Es Paste (OEP), comercialmente
conhecido como “Equex”, que possivelmente fornece protecdo ao modificar os
componentes da gema de ovo do diluente (PURSEL et al., 1978).

Os agentes crioprotetores (AC) sao substancias capazes de diminuir ou inibir
os danos gerados pela criopreservacdo, como a formacao de cristais de gelo. Os AC
séo divididos entre externos ou ndo-penetrantes — sendo exemplos desses a lactose
a gema de ovo (JASKO, 1994) — e internos ou penetrantes, como o glicerol
(SANTOS et al., 2008).

Dentre os crioprotetores internos frequentemete utilizados para a espécie
suina esta o glicerol, geralmente na concentracdo de 3% (BIANCHI et al., 2008),
pois concentracdes superiores podem diminuir a motilidade e a integridade
acrossomal devido a uma toxicidade quimica ou a um choque osmotico pela diluicdo

rapida do glicerol em ocasido do desconglamento (JOHNSON et al., 2000).
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3.3. Criopreservacédo de sémen suino: Panorama atual

Apesar do sémen suino congelado estar disponivel comercialmente desde

1975 (JOHNSON, 1985), mais de 99% das 19 milhdes de inseminag¢des conduzidas

em todo o mundo sao realizadas com sémen diluido no mesmo dia da coleta, ou

armazenado a 15-20 °C cerca de 1 a 5 dias. Assim, menos de 1% de todas as

inseminacdes sao feitas utilizando o sémen suino descongelado (JOHNSON et al.,

2000).

Os danos espermaticos gerados pela criopreservacdo de sémen suino

resultam em queda de 20-30% nas taxas de concepcdo e uma diminuicdo no

numero de leitdes nascidos vivos na leitegada apos inseminacdo com sémen

descongelado, em comparacdo com as taxas obtidas com sémen fresco diluido

(ERIKSSON et al., 2002; WONGTAWAN et al., 2006). As baixas taxas de fertilidade

do sémen descongelado ocorrem pois cerca de 40-50% dos espermatozoides néo

sobrevivem a criopreservacao (ALMLID e JOHNSON 1988; WATSON, 2000). Além

disso, 0os gametas remanescentes do processo apresentam baixa motilidade

individual e integridade de membrana plasmatica, além de tempo de sobrevivéncia

curto no trato reprodutivo feminino em comparacao com sémen fresco diluido (4 h vs

24 h) (WABERSKI et al., 1994; SARAVIA et al., 2005). As razfes para essa queda

da fertilidade sdo varias, como a sensibilidade ao choque térmico (FLESCH e

GADELLA, 2000), o estresse osmatico (AITKEN e KRAUSZ, 2001) e a formacéo de
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cristais de gelo intracelulares durante o congelamento e descongelamento (MOLINIA
et al., 1994).

Durante os Ultimos anos, surgiram inimeros aperfeicoamentos para a
criopreservacdo de sémen suino, incluindo métodos que modificam as taxas de
congelamento-descongelamento (ERIKSSON et al., 2000; CORDOVA-IZQUIERDO
et al., 2006) e mudancas na composicdo dos diluentes de sémen (PENA et al.,
2003). Dentre as mudancas na composicao de diluentes, a adicdo de antioxidantes
€ uma opcao crescente pelo fato dos radicais livres ocasionarem queda de
motilidade, viabilidade e integridade de DNA espermatico (MALO et al., 2010).

Nesse ambito, mesmo diante das vantagens da criopreservacdo e das
décadas de pesquisa, 0 congelamento, para a espécie suina, ndo € capaz de gerar
niveis aceitaveis de fertilidade espermatica pés-descongelamento para utilizacdo em
inseminacao artificial (IA) em sistemas comerciais de producédo. Logo, estando a
criopreservacao relacionada a um aumento da geracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) provocando um estresse oxidativo (CHATTERJEE e GAGNON,
2001) a adicdo de antioxidantes a dieta e aos diluentes de resfriamento,
congelamento e descongelamento parece ser uma alternativa interessante. Nesse
contexto, a revisdo tratara a seguir de conceitos e papeis de EROs e antioxidantes

relacionados ao congelamento de sémen suino.
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3.4. Espécies reativas de oxigénio: Papéis fisioldgicos e o0 estresse oxidativo

A producdo de energia em forma de ATP na mitocondria necessita do
oxigénio (O2) como aceptor de elétrons, sendo este reduzido e a 4gua formada Em
uma célula saudavel, 1-2% do O, € convertido em um intermediario reativo de
oxigénio, espécies reativas de oxigénio (ERO), em vez de converter-se em agua.

Dentre essas ERO tem-se 0 anion superéxido (O, ), perdxido de hidrogénio
(H20y), radical hidroxil (*OH), 6xido nitrico (NO) e peroxinitrito (ONOQO"). Tanto 0 O, "
guanto o H,0O, sédo formados como subprodutos da conversao de O,, mas o radical
hidroxil é formado a partir da interacdo entre o H,O, e Ferro (RHOADES e
PFLANZER, 1996) e o peroxinitrito surge da interacao entre NO e O, (MORAN et
al., 2008). O oOxido nitrico é biossintetizado através de um nuamero de isoformas da
enzima oxido nitrico sintase, (HERRERO e GAGNON, 2001). As ERO s&o instaveis
e altamente reativas, necessitando da aquisicdo de elétrons para se tornarem
estaveis. Assim, essas moléculas obtém elétrons a partir de acidos nucleicos,
lipidios, proteinas, carboidratos ou qualquer outra molécula proxima, podendo ser
consideradas agentes oxidantes (AQARWAL et al., 2005). A geracdo de ERO é um
pré-requisito essencial para a funcdo normal das células, no entanto, a formacao

excessiva pode conduzir a dano celular e patologia (HALLIWELL e ARUOMA, 1991).

Dentre o0s beneficios ou papéis fisiologicos das ERO para os

espermatozoides, tem-se a necessidade dessas para a hiperativagdo, capacitacéo,
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reacdo acrossbmica e eventos de ligagdo a zona pelucida (KODAMA et al., 1996; De

LAMIRANDE et al., 1997; HERRERO et al., 2003). As ERO contribuem também para

a formacdo normal dos espermatozoides no que diz respeito a condensagcao da

cromatina, a remodelacdo da membrana e a ativagcdo de vias de sinalizagéo

intracelular (KODAMA et al., 1996; PONS-REJRAJI et al., 2009).

Em condigbes normais, antioxidantes convertem as ERO em subprodutos

seguros para evitar danos. Todavia, quando ha desequilibrio entre a producédo de

ERO e a detoxificacdo, através de antioxidantes, o excesso de ERO gera o

“Estresse Oxidativo” que provoca efeitos prejudiciais ao gameta. Dentre os efeitos

prejudiciais das ERO sobre os espermatozoides, tem-se danos a membrana

plasmatica (FORD, 2004), danos a integridade do DNA (BAUMBER et al., 2003),

bloqueio do metabolismo oxidativo (MAKKER et al., 2009), reducédo da fusdo com o

odcito (GRIVEAU e Le LANNOU, 1997) e reducdo da motilidade e viabilidade dos

espermatozoides e a peroxidacao lipidica das membranas (BUCAK et al., 2007).

Os danos gerados pelas EROs durante o estresse oxidativo ocorrem em

funcdo de reacbes com fosfolipidos, pela oxidacdo de grupos sulfidril de enzimas e

outras proteinas de inducdo. O anion superéxido e o peroxido de hidrogénio (H20,)

sdo capazes de se difundir em torno da célula, causando danos extensos. Por outro

lado, mesmo o *OH sendo 0 mais reativo, ameaca areas mais restritas,

imediatamente ao redor do local de produgcéo (RHOADES e PFLANZER, 1996).
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As defesas naturais ou 0s agentes antioxidantes visam manter o equilibrio
entre a produgéo e a detoxificagdo de ERO. Essas defesas sdo baixas nos gametas,
principalmente de mamiferos, os quais descartam a maior parte do citoplasma
durante a fase terminal de diferenciagdo, I|hes faltando um componente
citoplasmatico que significativamente pode neutralizar os efeitos nocivos das ERO
(HU et al., 2009). Assim, outra alternativa de defesa antioxidante seria o plasma
seminal, o qual é dotado de uma bateria de enzimas antioxidantes compreendendo a
superoéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-peroxidase (GPXx),
glutationa redutase (GR) e glutationa S-transferase (GST) (ALVAREZ et al., 1987;
BECONI et al., 1993; MARTI et al., 2007; STRZEZEK et al.,, 2009). A enzima
superéxido dismutase (SOD) recolhe o anion superoxido e converte-o em H,O, e
oxigénio. O H,0O, a partir desta reacdo é, por sua vez eliminado pela catalase e
peroxidase, resultando em agua e oxigénio (BATHGATE et al., 2011). Além disso, 0
plasma seminal esta equipado com diversos antioxidantes ndo enzimaticos, tais
como a glutationa (GSH), L-ergotioneina (ERT), ascorbato, urato, alfa-tocoferol,
piruvato, taurina e hipotaurina (STOREY, 1997; STRZEZEK et al.,, 1999). A
glutationa esta presente em concentracdes relativamente elevadas em muitas
células. E o principal mecanismo pelo qual as células se protegem contra o *OH. A
glutationa doa um elétron e, portanto, estabiliza e, posteriormente, neutraliza EROs

(BATHGATE et al., 2011). A vitamina E (alfa tocoferol) pode quebrar as ligagoes
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covalentes que se formaram entre as ERO e as cadeias laterais de acidos graxos
dos lipidios da membrana (BREZEZINSKA-SLEBODZINSKA et al., 1995). Mesmo
sendo o plasma seminal um fluido dotado de defesas antioxidantes, os suinos
possuem baixos niveis de enzimas antioxidantes neste fluido (STRZEZEK, 1999).
Além disso, o plasma seminal é descartado, apés centrifugacéo, para o processo de
criopreservacao. O descarte do plasma ocorre, pois in vivo este hdo acompanha o
gameta durante a ascensdo no trato reprodutivo da fémea, sugerindo que sua
remocao €é necessaria para o processo de capacitacdo espermatica (MAXWELL e

JOHNSON, 1999).

3.5. Estresse oxidativo e a célula espermatica suina: Caracteristicas inerentes

a espécie e atecnologia de criopreservacao

O descarte do plasma seminal através da centrifugacdo e a reducédo da
temperatura, os quais fazem parte dos protocolos de criopreservacao, resultam em
reducdo da qualidade e quantidade de antioxidantes e de um aumento nha
guantidade de ERO contido no sémen (BILODEAU et al., 2001). Esse aumento na
producédo de ERO provavelmente ocorre devido a danos as mitocondrias, que séo a
principal fonte de producédo de ERO (PENA et al., 2009). Assim, as ERO gerados

pela mitocondria provocam a liberacdo de proteinas pré-apoptoticas, como a
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citocromo c, que desencadeiam a capacitacdo e morte celular (MISHRA e SHANA,

2005).

O sémen suino torna-se facilmente danificado pelo excesso de EROs durante

a criopreservacdo. Este fato deve-se a um elevado teor de &cidos graxos

poliinsaturados (AGPI) nos fosfolipidos da membrana, como o docosapentaendico

(DPA) e o docosahexaenodico (DHA) que diminuem devido a peroxidacéo lipidica

(CEROLINI et al., 2001), bem como a um baixo nivel na propor¢cdo colesterol:

fosfolipideos de membrana (JOHNSON et al., 1969; PARKS et al., 1992). Ainda, o

plasma seminal da espécie possui uma atividade antioxidante baixa que pode

favorecer os danos oxidativos ainda in vivo (BREZEZINSKA-SLEBODZINSKA et al.,

1995).

3.6. Pesquisa com antioxidantes na criopreservacao de sémen suino

Sabendo-se dos efeitos prejudiciais do estresse oxidativo e da

susceptibilidade dos gametas da espécie suina a esse fendmeno, o estabelecimento

de um ambiente livre ou com baixos niveis de EROs é o foco da pesquisa atual

(MORAN et al., 2008; JEONG et al., 2009; COYAN et al., 2010; du PLESSIS et al.,

2010). Assim, nos ultimos anos, a pesquisa com uma grande variabilidade de anti-

oxidantes para aperfeicoar a criopreservacdo de sémen suino e aumentar a

sobrevivéncia espermatica pos-descongelamento foi extensa (MALO et al., 2010).
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Nesse ambito, pode-se dividir a pesquisa com antioxidantes para a criopreservagao

de sémen em dois temas (BATHGATE, 2011) :

3.6.1 Suplementacao da dieta com antioxidantes

A primeira € a suplementacdo da dieta — a adicdo de antioxidantes na

alimentacdo a fim de que esses sejam direcionados aos 0rgdos sexuais e,

posteriormente, aumentem o0s niveis de antioxidantes no plasma seminal e

espermatozoides, para proteger os gametas durante o processo de criopreservacao

(BATHGATE, 2011) .

A suplementacdo alimentar com antioxidantes, tais como acido ascérbico,

tocoferol, o selénio ou certas enzimas, pode ser associada a uma melhora nos

mecanismos de defesa antioxidantes em espermatozoides, resultando na prevencao

de danos por radicais livres nos testiculos e epididimo, bem como no ejaculado e no

sémen processado durante, por exemplo, o processo de congelamento (AUDET et

al., 2004; ESKENAZI et al., 2005; SONMEZ et al., 2005; AKMAL et al., 2006; EID et

al., 2006; MANSOUR et al., 2006). Contudo, a presente revisdo abordara mais

detalhadamente o papel dos antioxidantes adicionados diretamente aos diluentes

utilizados no congelamento e descongelamento de sémen suino.
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3.6.2. Suplementacéao de diluentes seminais com antioxidantes

O segundo método de suplementacdo com antioxidantes € a adicdo direta
aos diluentes utilizados, principalmente, no processo de congelamento (BATHGATE,
2011). Durante a ultima década, véarios estudos se concentraram na suplementacao
com uma variedade desses antioxidantes, sendo alguns desses mencionados

abaixo:

3.6.2.1 Selénio

O selénio (Se) é um micronutriente essencial para seres humanos e animais,
pois esta presente no sitio ativo de inUmeras enzimas antioxidantes atuando como
co-fator (GROMER et al., 2005). Contudo, a atuacdo do Se como auxiliar na
protecdo antioxidante parece mais promissora quando adicionado a dieta dos
machos suinos, pois segundo Audet et al. (2004) a adicdo ao diluente é capaz de

reduzir a motilidade espermatica.

3.6.2.2 Superdxido dismutase (SOD)

Essa enzima antioxidante € uma metaloproteina que se apresenta com
diferentes metais em seu sitio ativo e atua na neutralizacdo do anion superoxido
(WUERGES et al., 2004). Estudos conduzidos com a espécie bovina revelaram o
papel positivo da SOD como antioxidante para o congelamento de sémen bovino. Na

espécie suina, segundo revisao de literatura de Grof3feld et al. (2008), a utilizagédo de
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SOD, separadamente ou juntamente com a catalase, é capaz de aumentar a

sobrevivéncia espermatica pos- descongelamento na espécie suina.

3.6.2.3. Catalase

A catalase € um tetramero com quatro grupamentos heme, encontrado em

todos os organismos aerébicos e realiza protecdo antioxidante por neutralizar o

peréxido de hidrogénio (SCANDALIOS, 2005; RATNAM et al., 2006). Essa enzima

mostrou-se benéfica para o congelamento e resfriamento de sémen bovino apds a

sexagem (WHITE et al., 1993). Para os suinos, a catalase, separadamente ou em

combinagcdo com a superéxido dismutase, mostrou-se benéfica ao congelamento de

sémen da espécie (PURSEL et al., 1978). Aléem disso, a catalase combinada ao

piruvato e ao mercaptoetanol aumentou significativamente a motilidade espermatica

do sémen suino descongelado (THURSTON et al., 2002).

3.6.2.4. Glutationa

A Glutationa (L-g-glutamil-L-cisteinilglicina; GSH) é um tripeptideo

amplamente distribuido em células vivas e desempenha um papel importante na

defesa antioxidante intracelular (IRVINE, 1996).

O processo de congelacdo esta associado com uma reducéo significativa no

contetdo de glutationa em suinos (GADEA et al., 2004), bovinos (BILODEAU et al.,

2000) e outras espécies. Assim, a adicdo de glutationa ao diluente de
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descongelamento de sémen suino resultou em uma menor propor¢cdo de
espermatozoides capacitados precocemente pela reducdo da formacdo de ERO
(WOELDERS et al., 1996).

Em um experimento de Funahashi e Sano (2005) com sémen suino resfriado
a 10°C a glutationa foi capaz de preservar uma alta viabilidade celular mesmo apés

7 e 14 dias de armazenamento.

3.6.2.5. Vitamina E (alfa-tocoferol)

O termo vitamina E compreende um grupo de substancias com poder
antioxidante. Existem oito compostos naturais de vitamina E: alfa-, beta-, gama-, e
delta tocoferol e tocotrienol. Dentre esses compostos, o alfa tocoferol destaca-se por
ser o mais importante na protecdo dos componentes celulares contra o dano
oxidativo (KIYOSE et al., 1997). O poder antioxidante da vitamina E se deve ao fato
de atuar como co-fator da enzima antioxidante glutationa (BATHGATE, 2011).

A adicao de alfa-tocoferol ao diluente de congelamento exerceu efeito protetor
sobre a membrana plasméatica de espermatozoides suinos (BREININGER et al.,
2005), além de melhorar a motilidade e integridade de acrossoma pos
descongelamento (PENA et al., 2003; SATORRE et al., 2007), diminuindo a taxa de
espermatozoides capacitados precocemente (SATORRE et al., 2007) e a apoptose

(JEONG et al., 2009). Assim, para obter os melhores resultados de fertilizacdo, o
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alfa-tocoferol pode ser utilizado como um suplemento durante o congelamento de

sémen suino.

O hidroxitolueno butilado (BHT), um analogo sintético da vitamina E, tem sido

utilizado extensivamente e com algum sucesso para melhorar a qualidade do sémen

suino pés-descongelamento (ROCA et al., 2004). Em suino, hidroxitolueno butilado

(BHT), verificou-se ser eficaz na reducdo da leséo de choque a frio (BAMBA et al.,

1992) e na sobrevivéncia dos espermatozoides apds o descongelamento (ROCA et

al., 2004).

3.6.2.6. Cisteina

A cisteina € um aminoacido que contém enxofre, sendo precursora da

biossintese da glutationa intracelular (BILODEAU et al., 2001). Pelo seu poder como

antioxidante, a cisteina tem sido utilizada como antioxidante na criopreservacao de

sémen suino (de LAMIRANDE e GAGNON, 1992; TAYLOR et al., 2009).

Funahashi e Sano (2005) demonstraram que um suplemento de L-cisteina (5

mmol/L) pode aumentar a viabilidade e motilidade progressiva de sémen suino

fresco e diluido. Contudo, nenhuma pesquisa havia se aprofundado na avaliacao de

uma concentracdo ideal de cisteina durante a criopreservacdo de sémen suino.

Assim, Kaeoket et al. (2010) encontrou uma porcentagem alta e com significancia

estatistica de motilidade progressiva, viabilidade e integridade acrossomal em

diluentes suplementados com 5 e 10 mmol de L-cisteina, comparados com o
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controle (lactose gema). Finalmente, esses autores concluiram que 5 ou 10 mmol

séo concentracdes ideais para serem adicionadas ao diluente padréo (lactose gema)

para congelamento de sémen suino e aumentar a qualidade seminal pdés

descongelamento.

3.6.2.7. Antioxidantes Naturais

Nota-se que a pesquisa com antioxidantes é vasta (MALO et al.,, 2011),

contudo existem poucos dados sobre os efeitos de antioxidantes naturais em

espermatozoides. Desse modo, ha um interesse crescente na pesquisa com esse

tipo de antioxidante devido aos problemas de seguranca e toxicidade de

antioxidantes sintéticos como o hidroxianisol butilado (BHA) e o propil galato (PG)

(MALO et al.,, 2011). Antioxidantes naturais sdo compostos multifuncionais que

podem atuar como agentes redutores. Assim, serdo citados abaixo alguns dos

principais antioxidantes naturais testados em suinos:

Alecrim

O alecrim (Rosmarinus officinalis), uma erva perene da familia Lamiaceae

possui componentes que se destacam como antioxidantes, como 0s acidos

carnésico e rosmanico (CUVELIER et al., 1996; FRANKEL et al., 1996;
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RICHHEIMER et al., 1996; GIL et al., 2010; GONZALEZ et al., 2010; MALO et al.,
2010).

Estudos recentes utilizaram o alecrim com sucesso para a criopreservacao de
sémen suino (MALO et al., 2010), ovino (GIL et al., 2010) e canino (GONZALEZ et
al.,, 2010), melhorando a motilidade pdés-descongelamento e parametros de
fertilizag&o in vitro.

Malo et al. (2010) avaliou o papel do extrato aquoso de Rosmarinus officinalis
adicionada ao dilunte padrédo (lactose gema) na qualidade seminal pos
descongelamento de sémen suino. Nesse estudo, a Rosmarinus officinalis mostrou-
se promissora como adjuvate do diluente pois foi capaz de prolongar a motilidade
total em 3h (obtendo motilidade de 40% 3h apds o descongelamento) e ser efetiva

nas taxas de penetracéo, clivagem e fertilizac&o in vitro.

Gynostemma pentaphyllum

Gynostemma pentaphyllum (GP) é uma espécie de erva perene em forma de
arbusto do género de Cucurbitaceae, sendo comestivel e conhecida como erva
medicinal (HU et al., 1996). Hu et al. (2009) avaliou o efeito da GP sobre a
congelabilidade de sémen suino suplementado com diferentes concentracdes de

polissacarideos dessa espécie vegetal sobre os seguintes parametros de qualidade
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seminal: motilidade, integridade de membrana plasmatica e acrossoma, atividade

mitocondrial e ensaios bioquimicos para a atividade das enzimas antioxidantes

superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase. Dentre as concentracdes

testadas (0,25; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0mg/mL) a de 0,5mg/mL de polissacarideos de GP

gerou efeitos crioprotetores benéficos e foi proposta pelos autores como uma

concentracdo para a suplementacédo de diluentes de congelamento de sémen suino,

pois gerou niveis em torno de 50% para os parametros de motilidade, integridade de

acrossoma e membrana e funcionalidade de mitocondria no sémen descongelado.

Rodhiola sacra

O extrato aquoso de Rhodiola sacra (ERAS) é oriundo de raizes de Rhodiola

rosea L. (Crassulaceae), um género de erva chinesa, tem sido usado como um

antioxidante (OHSUGI et al., 1999; MOOK-JUNG et al., 2002). Em alguns estudos,

ERAS teve atividade neutralizadora forte contra o radical superoxido (O, ) (MOOK-

JUNG et al., 2002) e inibiu a peroxidacao lipidica (ZHANG et al., 2005). Porém, as

propriedades antioxidantes do ERAS sdo bem estabelecidas em células somaticas,

sendo escassos o0s dados acerca dos efeitos de ERAS sobre as propiedades

antioxidantes para a criopreservacao de sémen suino.

Zhao et al. (2009) realizou um estudo para avaliar os efeitos antioxidantes da

ERAS sobre a qualidade de sémen suino nas concentracfes de 0 (controle), 2, 4, 6,
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8 e 10 mg/L em diluente a base de gema de ovo e glicose, com ou sem glicerol. A
pesquisa mostrou que a concentracéo efetiva de ERAS no diluente variou de 4 a 8
mg/L e os beneficios da erva sobre a qualidade espermatica foram acentuados na
auséncia de glicerol. Além disso, ocorreu uma correlacdo direta (p<0,05) entre as
concentracdes de ERAS e glutationa (GSH) e uma correlagao inversa (r = - 0,982, p
<0,05) entre a concentracdo da erva e do malondialdeido (relacionado a peroxidacao
lipidica das membranas). Apesar dos resultados promissores, segundo 0s autores
ainda se torna necessario determinar o ingrediente ativo presente na ERAS que atua

como antioxidante.

Erva-doce

A erva-doce (Foeniculum vulgare), pertencente a familia Apiaceae, € uma
erva perene nativa da regido mediterranea, agradavelmente aromatica e usada na
culinaria, exibindo conservantes naturais para produtos alimentares. Sua
composicdo quimica foi bem descrita na literatura (PAREJO et al., 2004) e,
considerando as suas propriedades antioxidantes, a mesma tem a capacidade de
aumentar significativamente a atividade da superdxido dismutase e da catalase
(CHOI & HWANG, 2004). Desse modo, Malo et al. (2012) avaliaram os efeitos da
adicdo de esséncias de erva-doce nas concentragfes: baixa (0,025g/mL), média

(0,05g/mL) e alta (0,1g/mL) considerando que a erva poderia melhorar a
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criopreservacdo de sémen por possuir antioxidantes. Assim, o0s resultados

demonstraram que concentracbes mais elevadas de erva-doce produziram uma

melhora significativa da motilidade total. Ainda, houve uma tendéncia dose

dependente de aumentar a viabilidade seminal. Apesar disso, a erva-doce né&o

apresentou efeitos significativos sobre a integridade de acrossoma e a integridade

de membrana (efetuada pelo teste hiposmético) comparada ao controle (lactose

gema). A geracao de malondialdeido (relacionado a peroxidacao lipidica) diminuiu

significativamente nos grupos de erva-doce, produzindo resultados semelhantes

para 0,05 e 0,1mg/mL. Logo, a erva doce parece um antioxidante promissor para

uso na criopreservacdo de sémen, contudo seria interessante compreender a

atuacao dessa erva na estimulacdo da motilidade e na diminuicdo da peroxidacao

lipidica.

3.7. Perspectivas

A adicdo dos antioxidantes aos diversos diluente foi capaz de gerar efeitos

benéficos aos gametas pos-descongelamento. No entanto, os dados acerca da

fertilidade de sémen descongelado que foi suplementado com antioxidantes séo

escassos. Esse fato provavelmente deve-se ao maior tempo necessario para

obtencao dos resultados em experimentos in vivo, sendo estes menos frequentes.

Recentemente, Yamaguchi e Funahashi (2012) avaliaram a efetividade do



38

antioxidante  beta-mercaptoetanol (BME) adicionado ao diluente de
descongelamento contendo cafeina, ap6s inseminacdo de fémeas suinas. Os
resultados demonstraram que o BME foi capaz de inibir a reacdo acrossomal
espontanea. Contudo, ndo houve diferenca estatistica entre fémeas inseminadas
com sémen com ou sem 50 uM de BME, considerando taxas de prenhez e parto
(sendo as taxas de prenhez e parto com BME de 21% e sem BME de 20%). Desse
modo, seria interessante uma validagcédo dos resultados apresentados pelos demais
antioxidantes mencionados nesta reviséo, através da inseminacao artificial a fim de

avaliar a efetividade in vivo do uso de antioxidantes.

3.8. Conclusao

A criopreservacdo de sémen suino geraria inumeros beneficios a
suinocultura, como um aumento na producdo através do melhoramento genético,
uma maior biosseguranca pela minimizacdo da transmisséo de patdégenos, além de
facilitar o intercambio internacional de material genético e assegurar a seguranca
alimentar em nivel mundial pela formacédo de um banco de germoplasma. Contudo,
a viabilidade seminal pds-descongelamento ainda € precaria para que a
inseminacao artificial ocorra com sucessso. Esse resultado negativo deve-se a
fatores fisiologicos da espécie e também ao estresse oxidativo. Contudo, esse

estresse pode ser minimizado pela adicdo de antioxidantes a dieta e ao diluente,
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sendo esta uma area vastamente pesquisada nos ultimos anos. Acredita-se que o

investimento na pesquisa com antioxidante associado com experimentos in Vvivo

possa trazer resultados positivos para um aumento da sobrevivéncia espermética

poés-descongelamento de sémen suino.
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4. Artigo 2 - Azeite de Oliva como aditivo para a criopreservacao de sémen

suino

RESUMO - A criopreservacdo de sémen € importante auxiliar em programas de
melhoramento genético. Contudo, o congelamento e descongelamento promovem o
estresse oxidativo, fenbmeno relevante em suinos que possuem gametas
sensivelmente afetados pelas espécies reativas de oxigénio (ERO). Logo, nos
altimos anos a pesquisa com antioxidantes foi intensa, sendo crescente o estudo de
antioxidantes naturais. O azeite de oliva conttm uma mistura de antioxidantes
naturais que atuariam na neutralizacdo de ERO, podendo ser um aditivo na
criopreservacdo de sémen. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do azeite de
oliva na criopreservagdo de sémen suino. Utilizou-se 18 machos para a coleta de
sémen, totalizando 21 ejaculados. Apdés a coleta ocorria diluicdo (1:1) (v/v) em
diluente Beltsville Thawing Solution (BTS) e avaliagdo de motilidade, sendo que as
doses com motilidade igual ou superior a 70% eram avaliadas quanto a integridade
de membrana, acrossoma e funcionalidade de mitocondria e posteriormente
congeladas. Para o congelamento, o sémen era diluido nos tratamentos: controle
(Con) (lactose-gema), 0,25% (T1); 0,50% (T2); 0,75% (T3) e 1,0% (T4) de azeite de
oliva da variedade “Koroneiki”. Em seguida, realizava-se o envase em palhetas de
0,25 mL com a concentracdo de 5.10° espermatozoides/mL, as quais eram
congeladas e armazenadas em nitrogénio liquido. O descongelamento ocorria em
banho maria a 37°C, por 30 segundos e avaliava-se: a integridade de DNA, a
producédo de ERO, a capacidade antioxidante total e a penetracao in vitro, além das
mesmas avaliacbes realizadas pré-congelamento. Utilizando-se o software
STATISTIX 9.0 (2008) as variaveis foram submetidas ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk que indicou auséncia de normalidade. Assim, as médias foram
comparadas pelo teste Kruskal-Wallis. Ndo houve diferenca estatistica (p>0,05)
entre o0s tratamentos contendo azeite e o controle para todas as variaveis
analisadas. Finalmente, o azeite de oliva ndo incrementou o0s parametros de
gualidade seminal pés-descongelamento, além de n&do diminuir a producdo de ERO
e ndo aumentar a capacidade antioxidante total.

Palavras-chave: Estresse oxidativo. Antioxidante. Descongelamento.



55

Abstract — Cryopreservation of semen is important to assist in breeding programs.
However, the freezing and thawing promote oxidative stress, relevant phenomenon
in pigs that possess gametes substantially affected by reactive oxygen species
(ROS). Therefore, in recent years research on antioxidants has been intense, with
growing study of natural antioxidants. Olive oil contains a blend of natural
antioxidants that act in the neutralization of ROS, which may be an additive in semen
cryopreservation. The aim of this study was to evaluate the effect of olive oil on
cryopreservation of boar semen. Thus, was used 18 males for semen collection,
totaling 21 ejaculates. After collection occurred dilution (1:1) (v / v) in diluent Beltsville
Thawing Solution (BTS) and evaluating motility, and doses motility equal or over than
70% were evaluated for membrane integrity, and acrosome functionality of the
mitochondria and subsequently frozen. For freezing, semen was diluted in
treatments: control (Con) (lactose-yolk), 0.25% (T1), 0.50% (T2), 0.75% (T3) and
1.0% (T4) of the olive variety "Koroneiki". Then the filling was realized in 0.25 ml
straws with the concentration of 5.10 sperm / mL, which were frozen and stored in
liquid nitrogen. Thawing occurred in a water bath at 37 ° C for 30 seconds and
evaluated: the integrity of DNA, the ROS generation, the total antioxidant capacity
and in vitro penetration, beyond of the same evaluations pre-freezing. Using the
software STATISTIX 9.0 (2008) variables were tested with the Shapiro-Wilk normality
indicated that lack of normality. Thus, the means were compared by the Kruskal-
Wallis test. There was no statistical difference (p> 0.05) among treatments containing
oil and control for all variables. Finally, olive oil did not increase the parameters of
post-thaw sperm quality, and not decrease ROS production and not increase the total
antioxidant capacity.

Key-words: Oxidative stress. Antioxidant. Thaw
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4.1. Introducao

O sémen suino congelado nao € utilizado em nivel de producéo de forma téo
eficiente quanto o sémen resfriado devido & alta susceptibilidade dos
espermatozoides a danos durante o processo de criopreservacdo (JOHNSON et al.,
2000). Assim, 99% da producdo de sémen suino é preservada apenas através do
resfriamento, método que assegura um periodo de armazenamento de no maximo
sete dias (JOHNSON et al., 2000). Contudo, para o intercambio internacional de
material genético e geracdo de bancos de germoplasma o armazenamento
prolongado através da criopreservacao trata-se de um pré-requisito fundamental
(Grol¥feld et al., 2008). Dessa forma, justifica-se a busca de novas estratégias
visando a diminuicdo de danos espermaticos, para uma melhor qualidade seminal
pos-descongelamento (BAILEY et al., 2008).

Os processos de congelamento e descongelamento geram um aumento na
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e consequentemente um estresse
oxidativo (CHATTERJEE e GAGNON, 2001). Espécies reativas de oxigénio (EROSs)
estdo envolvidas em importantes processos da fisiologia espermatica como a
hiperativacdo, capacitacdo, reacdo acrossdmica e eventos de ligacdo a zona
pelicida (KODAMA et al., 1996; De LAMIRANDE et al., 1997; HERRERO et al.,
2003). Todavia, 0 excesso de ERO gera 0 “estresse oxidativo” que provoca efeitos

prejudiciais a membrana plasmatica (FORD, 2004), a integridade do DNA
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(BAUMBER et al., 2003), uma reducdo da capacidade de fusdo com o odcito
(GRIVEAU e Le LANNOU, 1997) e queda da motilidade, viabilidade e peroxidacao

lipidica das membranas dos espermatozoides (BUCAK et al., 2007).

Os espermatozoides suinos sao especialmente sensiveis ao estresse
oxidativo, pois possuem um elevado teor de acidos graxos poliinsaturados (AGPI)
nos fosfolipidos da membrana e um baixo nivel na propor¢do colesterol:
fosfolipideos de membrana (JOHNSON et al., 1969; PARKS et al., 1992), além de
uma atividade antioxidante baixa no plasma seminal suino que poderia favorecer os
danos oxidativos ainda in vivo (BREZEZINSKA-SLEBODZINSKA et al., 1995).

Nesse contexto, a pesquisa com antioxidantes tem sido intensa nos ultimos
anos, Grolifeld et al. (2008) concluiu que a adicdo de hidroxitolueno butilado (BHT),
catalase, GSH SOD, e vitamina E (ou seu analogo Trolox) aos diluentes de
congelamento de sémen suino pode melhorar a sobrevivéncia de espermatozoides
suinos p6s descongelamento. Contudo, existem poucos relatos sobre os efeitos de
antioxidantes naturais em espermatozoides. Desse modo, ha um interesse crescente
na pesquisa com esse tipo de antioxidante devido aos problemas de seguranca e
toxicidade de alguns antioxidantes sintéticos como o hidroxianisol butilado (BHA) e
o propil galato (PG) (MALO et al., 2011).

O azeite de oliva trata-se de um Oleo extraido do fruto colhido da oliveira

(Olea europaea) através de processos mecanicos. A forma de extracdo torna o
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azeite diferente de outros 6leos vegetais, que geralmente utilizam solventes na

extracdo (BACCOURI et al., 2008). O azeite de oliva contém uma grande quantidade

de antioxidantes naturais que asseguram a estabilidade oxidativa durante o

armazenamento (MINIOTI e GEORGIOU, 2008). Dentre os compostos antioxidantes

presentes no azeite tem-se os tocoferdis, esterois, carotendides e compostos

fendlicos, sendo os o-di-hidroxi-fendlicos potentes antioxidantes (BOSKOU,

BLEKAS, & TSIMIDOU, 2005).

A viabilidade de utilizar antioxidantes presentes em 6leos foi demonstrada por

Kaeoket et al. (2012) quando utilizou 6leo de farelo de arroz para o congelamento de

sémen suino, por conter o antioxidante gama-orizanol, e encontrou uma

porcentagem significativamente maior de motilidade progressiva, viabilidade e

integridade acrossomal nos grupos suplementados em relagéo ao controle (lactose-

gema).

Segundo Catalfo et al., (2008) a suplementacédo da dieta de ratos com azeite

de oliva incrementou os niveis de antioxidantes testiculares. Contudo, a acéo

antioxidante do azeite adicionado ao diluente para a criopreservacdo de sémen

suino ndo possui dados publicados.

Desse modo, a adicdo de azeite de oliva ao diluente de congelamento,

poderia neutralizar a producdo de EROs por conter uma mistura de antioxidantes.
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Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia do azeite de oliva como aditivo

na criopreservacao de sémen suino.

4.2. Materiais e Métodos

4.2.1. Animais e coleta de sémen

Utilizou-se 18 machos suinos, totalizando 21 ejaculados. Os machos eram

mantidos em uma granja comercial na cidade de Teutbnia/ Rio Grande do Sul, sob

as mesmas condi¢cdes de sanidade e nutricdo. A coleta ocorreu pela técnica da méao

enluvada em frascos de 10 mL aquecidos a 38 °C e cobertos com filtro para

separacao da fracdo gelatinosa (HANCOCK & HOVEL, 1959). Logo apés a coleta, o

sémen era diluido 1:1 (v/v) em condi¢des isotérmicas no diluente Beltsville Thawing

Solution (BTS) (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO — EUA). Apos a dilui¢éao, o

sémen era acondicionado a 17°C e enviado a Pelotas/Rio Grande do Sul para o

processo de criopreservacdo. Apenas as amostras gue apresentavam no minimo

70% de motilidade apos a diluicdo em BTS eram utilizadas para a criopreservacao.
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4.2.2. Analises de qualidade espermética pré-congelamento

4.2.2.1. Motilidade

A motilidade foi avaliada segundo BEARDEN & FUQUAY, 1997; CBRA, 1998
pela visualizagcdo em microscopia 6ptica em aumento de 200x, de uma aliquota de
20pL em uma lamina coberta por laminula, ambas previamente aquecidas a 37 °C.
4.2.2.2. Integridade de membrana plasmética

A integridade de membrana plasmatica foi avaliada conforme Harrison &
Vickers (1990) através das sondas fluorescentes diacetato de carboxifluoresceina
(CFDA) (C4916-25mg, Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA) e lodeto de
Propidio (IP) (P4170-1g, Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA),. Esta
avaliacdo foi feita em aumento de 400x em microscopio de epifluorescéncia
(Olympus BX 51, América INC, Sao Paulo, SP), utilizando filtro WU com excitacdes
de 450-490nm e emissdo de 516 (CFDA) e 617nm (IP). As células que
apresentavam fluorescéncia verde foram consideradas integras, enquanto as células
com fluorescéncia vermelha ou verde e vermelha foram consideradas lesadas.

4.2.2.3. Integridade de acrossoma

Para a avaliacdo da integridade de acrossoma, foi realizado o protocolo

modificado de Kawamoto et al. 1999 : Inicialmente, amostras de 20 pL foram

colocadas sobre lamina de microscopia e um esfregaco realizado. ApGs a secagem,

essa laminas foram coradas com 20 pL de solugéo de IP (40 ul de IP em 960 pl de
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solucédo de citrato de sédio 2,94%) e apds secarem novamente essas laminas foram
fixadas em alcool etilico absoluto (459844-1L, Sigma Chemical Company, St. Louis,
MO, USA) por 5min e lavadas em PBS (Phosphate Buffer Saline). Em uma sala
escura, adicionaram-se as laminas, 20 pl do Conjugado de Lectina de Arachis
hypogaea FITC (20mg/mL) (L7381-1mg, Sigma Chemical Company, St. Louis, MO,
USA) e aguardou-se 10 minutos. Posteriormente, as laminas foram lavadas em agua
deionizada e drenadas. ApOs esse procedimento, colocou-se sobre a lamina uma
laminula e uma gota de 6leo de imerséo sobre a Ultima para avaliagcdo em aumento
de 1000 x, em microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX 51, Ameérica INC, Séo
Paulo, SP), em filtro WU com excitagcdes de 450-490nm e emissdo de 520nm,
contando-se 100 células. Foram consideradas células com acrossomas integros
aquelas que apresentassem fluorescéncia verde no acrossoma e com morfologia
normal (lisa), enquanto que células coradas em verde com morfologia anormal
(rugosa, representando o acrossoma reagido) ou coradas apenas em vermelho
(representando auséncia de acrossoma) eram consideradas com acrossoma lesado.

4.2.2.4. Funcionalidade de Mitocbndria

A funcionalidade mitocondrial foi avaliada com o uso de uma sonda

especifica, Rodamina 123 (Rh123) (R8004-5mg, Sigma Chemical Company, St.

Louis, MO, USA), juntamente com IP para a discriminacao entre 0s espermatozoides

vivos e mortos segundo protocolo modificado de Grasa et al. (2004). Uma aliquota
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de 20uL de sémen foi adicionada em um microtubo de 1,5 mL e a esta aliquota

adicionou-se 30uL de uma solucédo de trabalho contendo: 960 pL de solucdo de

citrato de sodio (2,94%), 10 pL de formaldeido (1,7mM), 10 pl de IP (7,3mM) e 20 pL

de Rh123 (0,2mM). As células foram avaliadas em aumento de 400x em microscépio

de epifluorescéncia (Olympus BX 51, América INC, Sao Paulo, SP), em filtro WU

com excitagbes de 450-490 nm e emissdo de 516 — 617 nm. As células que

apresentavam a peca intermediaria com uma intensa fluorescéncia verde foram

consideradas com mitocondrias integras (funcionalmente ativas), enquanto as

células com baixa fluorescéncia verde (foscas) na peca intermediaria foram

consideradas nao funcionais.

4.2.3. Processamento e criopreservacado do sémen

Um volume de 15 mL do ejaculado diluido em BTS era centrifugado durante

10 minutos a 800g. O sobrenadante era descartado e o pellet ressuspendido com

400 uL de diluente de resfriamento (DR), com osmolaridade de 355 mOsm e pH de

7,2, que continha 80% (v/v) de solucdo de lactose a 11% (Sigma Chemical

Company,St. Louis, MO — USA) e 20 mL de gema de ovo (V/v).

Posteriormente, esses 400 pL eram divididos em 4 microtubos de 1,5 mL com

100 pL cada para diluicdo nos tratamentos: Con (apenas DR); T1 (0,25 % de azeite
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de oliva em DR); T2 (0,5% de azeite de oliva em DR); T3 (0,75% de azeite de oliva
em DR) e T4 (1,0% de azeite de oliva em DR). O azeite utilizado era da variedade
Koroneiki, cedido por uma integrante do programa de pés-graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia Agroindustrial (PPGCTA) na Universidade Federal de Pelotas. Para a
extracdo do azeite, os frutos foram colhidos de oliveiras cultivadas na cidade de
Bagé/RS, processados mecanicamente a frio com extrator Spremoliva
(Oliomio/Itdlia). A determinacdo dos compostos antioxidantes foi realizada por
integrantes do PPGCTA, através de espectrofotometria para determinacdo dos
fendis e carotendides totais e cromatografia liquida (HPLC) para os tocoferdis totais,
sendo estes compostos demonstrados na tabela 1. Apos a diluicdo nos tratamentos
0 sémen era refrigerado a 5 °C, em geladeira, permanecendo a essa temperatura

durante 90 minutos.

Passado esse periodo a 5° C, o sémen era diluido em diluente de
congelamento (DC) contendo 83,5% de DR; 1,5% de Orvus Ex Paste (Equex-
Paste®, Nova Chemical Sales, MA — USA) e 15 % do crioprotetor N,N
Dimetilacetamida (C4HgNO) v/v (DMA, Sigma Chemical Company, St. Louis, MO,
USA). A adicdo do DC ocorria na proporcao 1:2, ou seja, para cada 2 mL de DR
adicionava-se 1 mL de DC para que o DMA apresentasse uma concentracéo final de
5% (BIANCHI et al., 2008). Ao final desta diluicdo em DC, cada tratamento possuia

uma concentracdo necessaria para que cada palheta de 0,25 mL onde o sémen foi
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envasado contivesse 5x10° espermatozoides/mL. Apds o envase, as palhetas foram
mantidas a 5 cm do vapor de nitrogénio durante 10 minutos. Em seguida essas

palhetas foram submersas e armazenadas em nitrogénio liquido & -196°C.

Tabela 1 - Compostos antioxidantes presentes no azeite de oliva variedade

Koroneiki
Fenois Totais Carotendides Totais Tocofer6is (mg/Kg)
(mg/Kg) (mg/Kg) Alfa-a Gama
Variedade v+ B
Koroneiki 112,2+1,3 6,5%0,05 39,5+1,6 1,1+0,01

4.2.4. Descongelamento

Apés 7 dias de armazenamento em nitrogénio liquido, as palhetas foram
descongeladas em banho-maria a 37 °C por 30 segundos e seu conteudo
armazenado em tubos conicos contendo 2,5 mL de BTS, previamente aquecido a
37° C (MAXWELL e JOHNSON, 1997; PENA et al., 2003). O sémen descongelado

era incubado por 10min e as andlises de qualidade espermatica realizadas.

4.2.5. Analises de qualidade espermatica pés-descongelamento

Apds o descongelamento realizou-se as analises de motilidade, integridade
de membrana, acrossoma, funcionalidade de mitocondria, sendo essas conduzidas
pela mesma metodologia empregada para o sémen pré-congelamento.

Além das mesmas analises realizadas pré-congelamento, também realizou-se

as analises descritas a seguir:
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4.2.5.1. Integridade de DNA

Para esta avaliacdo adicionou-se uma aliquota de 20 puL de sémen o volume
de 10pL do tampéo TNE (0.01 M Tris-HCI; 0.15 M NacCl; 0.001 M EDTA; pH 7,2),
apos 30 segundos adicionando-se 20 pL de solucdo do detergente Triton 1x e
passados mais 30 segundos adicionando-se 10 pL of acridine orange (2mg/mL em
H,O deionizada). A avaliacdo de integridade de DNA ocorreu apés 5 minutos da
adicdo dos reagentes ao sémen em microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX
51, América INC, Séo Paulo, SP). Esta avaliacdo ocorreu pela contagem de 100
células, considerando-se células com DNA Ilesado aquelas apresentando
fluorescéncia laranja e integras aquelas apresentando fluorescéncia verde conforme

descrito por Varela et al. (2012).

4.2.5.1. Producéao de espécies reativas de oxigénio

A quantificacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) no sémen
descongelado foi realizada por teste de cinética ERO, modificado de Myhre e
Fonnum (2001), através de um fluorimetro (Victor 2, Perkin Elmer). Apés o
descongelamento, 500 yL do sémen foi depositado em microtubos de 1,5 mL, os
guais eram centrifugados uma vez a 800 g por 10min com descarte do sobrenadante
e ressuspensao do pellet com 600uL do preparo da sonda fluorescente 2’7’Diacetato
de Diclorofluoresceina H,DCF-DA (40 uM em PBS) (35845-1g, Sigma Chemical

Company, St. Louis, MO, USA). O sémen permanecia em contato com a sonda
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durante 30min em local escuro a 36°C. Apos esse periodo, 160 pL das amostras
eram adicionadas a placas brancas de 96 pocos para andlises de fluorescéncia.
Essa leitura ocorreu durante 30 min, através de 8 ciclos (8 repeti¢cdes), com intervalo
de 4min entre cada ciclo. Este método baseou-se na capacidade da sonda H,DCF-
DA atravessar passivamente a membrana onde o acetato € clivado pelas esterases
intracelulares. Em seguida, o composto nao fluorescente H,DCF é oxidado pelas
ERO, para o composto fluorescente DCF. A fluorescéncia foi mensurada atraves do
fluorimetro usando comprimentos de onda de excitacdo de 488 nm e um
comprimento de onda de emissao de 529 nm. A geracdo de EROs foi determinada
através da integracdo da area da curva de fluorescéncia pelo tempo, sendo o0s

resultados expressos por UFx10°.

4.5.2.2. Capacidade Antioxidante Total

Para analise da capacidade antioxidante total (CAT) utilizou-se a metodologia
de Amado et al. (2009). Para tanto, 500 ul de sémen descongelado foi adicionado a
microtubos de 1,5 mL e estes tubos foram congelados (-18°C). Apds uma semana,
as amostras separadas para analise da CAT foram descongeladas e sonicadas por
5 segundos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 800 g por 10min e o
pellet desprezado, sendo o sobrenadante utilizado para as analises. Em uma placa
branca de 96 pocos foi adicionado 125 pl de tampao de reacdo (PBS), sendo

acrescido uma aliquota de 10 pl de cada amostra de sémen em 4 pocos. Em dois
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pocos eram acrescentados 7,5 pl de 4gua Milli-Q e nos outros dois, 7,5 pl de solucéo
de 2,2’ —azobis (2-metilpropionamidina) dihidrocloreto ABAP (20 uM), sendo as
amostras feitas em duplicatas. Em seguida eram adicionados 10 pl de solucédo da
sonda H2DCF-DA (16 pM) em cada poco para leitura no fluorimetro, durante 30
minutos, através de 8 ciclos (8 repeti¢des), com intervalo de 4 minutos entre cada
ciclo.

A capacidade antioxidante total do azeite de oliva contra os radicais
peroxidos, gerados pela decomposicao térmica do ABAP, foi obtida pela diferenca
entre a area de ERO com e sem ABAP, sendo os calculos realizados como descrito

anteriormente para a analise de geracéo de EROs.

4.5.2.3 Teste de penetracado espermatica in vitro

Para esta avaliacdo, ovarios de leitoas pré-puberes foram coletados em um
abatedouro e transportados para o laboratorio dentro de 60 min, em solucdo salina
(0,90%) contendo gentamicina (40mg/mL) em 30 °C. No laboratério, foliculos de 3-6
mm foram aspirados com o auxilio de uma bomba de vacuo e oécitos com a zona
peldcida intacta foram congelados (-18 °C) para posterior utilizacdo. Apos o
descongelamento, as células do cumulus oophorus foram removidas

mecanicamente com o auxilio de uma micropipeta de 200uL e o processamento dos
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oocitos foi realizado como descrito por (MACEDO et al., 2006; MACEDO et al.,
2010). O teste de penetracao in vitro ocorreu com 30 oécitos por macho, segundo
Maleszewski et al. (1995), com modifica¢cdes: o meio de fertilizacdo foi o tris
modificado (mTBm) composto de: 113,1mM de NaCl, 3mM de KCI, 10mM de CacCls,
20mM de Tris, 11mM de glicose e 5mM de piruvato de sédio acrescido de 0,4% de
BSA e 5 mM de cafeina e a co-incubacdo dos gametas foi realizada em microtubos
de 1,5 mL com 1 mL de mTBm, em banho-maria a 37°C por 2 horas. A concentracéo
espermatica de 4.10%mL. Apés a coincubacdo, os odcitos foram recuperados,
lavados, corados com
Hoechst 33342 (10mg/mL), e avaliados a 400 x em microscopio de epifluorescéncia
(Olympus BX 51, América INC, Sdo Paulo, SP). Finalmente, os odcitos foram
considerados penetrados quando sua zona pellcida continha pelo menos um
espermatozoide no espaco perivitelineo ou citoplasma (MACEDO et al.,, 2006;
MACEDO et al., 2010). Para cada macho, o niumero de odécitos penetrados e de
espermatozoides por ovoécitos foram contados e a taxa de penetracdo in vitro

calculada.

4.2 5. Anéalises Estatisticas

As varidveis de motilidade, integridade de membrana, acrossoma, DNA,
funcionalidade de mitocondria, ERO, CAT, numero de espermatozoides por oocitos

e taxa de penetracédo foram submetidas ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, o
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qual indicou auséncia de normalidade. Assim, as médias para essas variaveis foram
comparadas pelo teste de variancia de Kruskal-Wallis, sendo todas as andlises

estatisticas realizadas pelo software STATISTIX 9.0 (2008).

4.3. Resultados e Discusséo
As avaliacbes pré-congelamento determinaram que apenas para a integridade
de acrossoma obteve-se uma baixa porcentagem de células integras — inferior a

70% (Tab. 2).

Tabela 2 — Sémen fresco: Média e Desvio padrdao para motilidade (MOT),
integridade de membrana plasmatica (IMP), funcionalidade de mitocondria (FM) e

integridade de acrossoma (IAC)

Tratamento MOT (%) IMP (%) FM (%) IAC (%)

Fresco 73,8+1,1 78,4+25 87,7+1,2 41,6 +7,9

Para o sémen descongelado, em nenhuma das variaveis analisadas houve

diferencas estatistica entre os diferentes tratamentos contendo azeite de oliva e o

controle (p>0,05) (Tab. 3, 4 e 5). Apesar disso, nota-se que para integridade de

membrana plasmatica os tratamentos T2 e T3 apresentaram um valor numeérico

superior ao controle e aos demais tratamentos (Tab. 3). Essa tendéncia de protecéo

dos tratamentos T2 e T3 pode dever-se ao fato de que a mistura de antioxidantes
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presentes no azeite de oliva efetuou uma protecdo a membrana por neutralizar
EROs e consequentemente diminuir a peroxidacao lipidica.

Uma inibicdo da peroxidacdo lipidica em espermatozoides suinos pos-
descongelamento foi relatada por Malo et al. (2011). Esse autor verificou que o0s
antioxidantes presentes no vegetal Rosmarinus officinalis diminuiram a formacéo de
malonaldeido (MDA), um produto da peroxidagao lipidica das membranas biolégicas.
Nesse contexto, seria interessante, futuramente, a avaliacao dos efeitos do azeite de
oliva sobre a peroxidacéo lipidica das membranas espermaticas através de ensaios
especificos.

A motilidade espermatica apresentou niveis inferiores a 20% em todos 0s
tratamentos e em torno de 20% para o controle (Tab. 3). Essa queda na motilidade
era esperada, pois essa variavel é sensivelmente afetada pela geracdo de EROs
durante o processo de congelamento (ARMSTRONG et al., 1999). Além disso,
sendo a atividade mitocondrial necesséaria para fornecer ATP e possibilitar a
motilidade espermatica (KAEOKET et al., 2010), a baixa motilidade apresentada
pelo controle e demais tratamentos pode ter sido ocasionada pela baixa
porcentagem de mitocdndrias funcionais (Tab. 3).

Além do decréscimo na motilidade, tem-se relatado que o aumento de EROs
durante o congelamento produz fragmentacdo de DNA (FRASER e STRZEZEK,

2007; WHITAKER et al., 2008). Contudo, a integridade de DNA surpreendentemente
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mostrou taxas acima de 80% para o controle e todos os tratamentos (Tab. 3). A
manutencdo da integridade do DNA pode dever-se ao fato de que um dos
antioxidantes presentes no azeite de oliva, o tocoferol, o qual ja foi relatado por
Casey et al. (2011) como sendo capaz de diminuir a fragmentacédo de DNA. Nesse
contexto, nota-se que T2, T1 e T4 apresentaram respectivamente maiores valores
numeéricos para a integridade de DNA em relacao ao controle, apesar de nao haver

diferenca estatistica (p>0,05) (Tab. 3).

Tabela 3- Sémen descongelado: Média e erro padrdao da média para motilidade
(MQOT), integridade de membrana plasmatica (IMP), funcionalidade de mitocondria

(FM) e integridade de DNA (IDNA)

Tratamento MOT (%) IMP (%) FM (%) IDNA (%)
Con 21,1+3,1 52,3+9,1 47,745,1 87,715,4
T1 14,0£2,1 49,5+7,1 50,545,4 89,945,8
T2 14,742,2 63,215,7 40,7+6,2 91,7+4,7
T3 13,54£2,0 65,416,2 40,8+5,8 82,6+7,2
T4 14,0+2,3 52,9+6,8 40,2+4,8 88,4+4,9

Con - lactose-gema; T1: 0,25% azeite de oliva; T2: 0,50% de azeite de oliva; T3: 0,75% de azeite de

oliva; T4: 1,0% de azeite de oliva.

A integridade de acrossoma obteve grande decréscimo poés-

descongelamento, com valores inferiores a 10% para o controle e demais

tratamentos (Tab. 4), contudo esse resultado era esperado uma vez que pré-

congelamento (Tab. 2) essa variavel apresentava niveis baixos de integridade

(inferiores a 70%).
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Para o teste de penetracdo in vitro (PIV), no que se refere ao nidmero de
espermatozoides e a taxa de penetracdo, o tratamento T1 apresentou uma
tendéncia de preservacao do potencial fertilizante pds-descongelamento obtendo as
maiores médias em relacdo ao controle e aos demais tratamentos, sem, contudo, se
diferir estatisticamente (p>0,05) (Tab. 4). O desempenho no teste de PIV da
concentracdo de 0,25% (T1) é interessante, pois testes que avaliam a interacdo
entre espermatozoide e odcito sdo mais preditivos de fertilidade em relacdo aos
testes que avaliam apenas o espermatozoide (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2003;

GADEA, 2005).

Tabela 4 — Sémen Descongelado: Média e erro padréo da média para integridade de

acrossoma (IAC), numero de espermatozoides (NE) e taxa de penetracao (TP).

Tratamento IAC (%) NE TP
Con 86+1,8 26+ 04 76,9+ 5,2
T1 74+11 44+ 0,1 83,9+4,6
T2 8,4+138 26+ 0,3 73,2+5,2
T3 6,1+ 0,9 3,2+ 0,5 74,6 + 3,8
T4 84+ 15 29+ 0,5 73,1+4,1

Con - lactose-gema; Con — lactose-gema; T1: 0,25% azeite de oliva; T2: 0,50% de azeite de oliva;

T3: 0,75% de azeite de oliva; T4: 1,0% de azeite de oliva.

Devido a mistura de antioxidantes presentes no azeite de oliva (MINIOTI e

GEORGIOU, 2008), esperava-se uma queda na producdo de ERO dos tratamentos

contendo o azeite de oliva em relagcdo ao controle. Ainda, era esperado que o

aumento da concentracdo de azeite gerasse uma queda na producdo de ERO.

Todavia, mesmo sem diferenca estatistica (p>0,05), surpreendentemente, o
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tratamento T4 (contendo maior concentracdo de azeite de oliva) apresentou 0s
maiores niveis de ERO (Tab. 5). Por outro lado, os tratamentos T2 e T3
apresentaram numericamente os melhores desempenhos, enquanto o tratamento T1
assemelhou-se ao controle (Tab. 5). Um fato interessante é o de que o tratamento
T4 que apresentou maior producdo de ERO foi aquele com uma das mais baixas
taxas de penetracdo espermatica in vitro (PIV), ao passo que o tratamento T1 obteve
0s maiores valores de numero de espermatozoides e taxa de penetracéo no teste de
PIV, indicando uma relacéo indireta entre estresse oxidativo e potencial fertilizante.
Além disso, os tratamentos com menor producéo de ERO (T2 e T3 — Tab. 5) foram
aqueles que obtiveram os mais altos indices de membranas integras (Tab. 3),
reforcando o indicio de que os antioxidantes possivelmente neutralizaram ERO e
diminuiram a peroxidacéo lipidica, diminuindo os danos de membrana.

Outro ensaio para avaliar a capacidade antioxidante do azeite de oliva foi o
teste de capacidade antioxidante total (CAT) contra os radicais peroxidos. Assim,
esperava-se gque o azeite gerasse um aumento da CAT. Contudo, os tratamentos
contendo azeite ndo diferiram do controle na capacidade de neutralizar os radicais
peroxidos (Tab. 5). Entretanto, nota-se que o tratamento de T3 apresentou
numericamente um valor superior de CAT em relacdo ao controle e demais

tratamentos. E importante ressaltar que 0 mesmo tratamento ja havia apresentado
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um dos mais baixos valores na producdo de ERO, bem como um dos maiores

valores para integridade de membrana plasmética.

Tabela 5 - Sémen Descongelado: Média e erro padrdo da média para producéo de
Espécies reativas de oxigénio (ERO) e Capacidade antioxidante total (CAT),

expressas pela area por unidade de fluorescéncia.

Tratamento ERO CAT
Con 3,3.10°+0,7. 10° 2,2.10°+0,6.10°
T1 3,2.10°+0,6. 10° 2,1.10°+0,7.10°
T2 2,8.10°+0,6.10° 2,4.10°+0,8.10°
T3 2,9.10°+0,4.10° 30,0.10°+27,9.10°
T4 4,4.10°+ 1,3.10° 2,0.10°+0,6.10°

Con — lactose-gema; Con — lactose-gema; T1: 0,25% azeite de oliva; T2: 0,50% de azeite de oliva;

T3: 0,75% de azeite de oliva; T4: 1,0% de azeite de oliva.

Finalmente, para os espermatozoides suinos pos-descongelamento o azeite
de oliva ndo apresentou relevancia como antioxidante. Contudo, uma perspectiva de
estudo seria a avaliagcdo do azeite de oliva adicionado ao diluente de resfriamento,
para prolongar a vida util do sémen resfriado, pois se verificou tendéncias de
protecdo a membrana, de diminuicdo de ERO e maior capacidade antioxidante total
nas concentracoes de 0,5 (T2) e 0,75% (T3).

Além disso, as altas taxas apresentadas no teste de PIV pela concentracao
de 0,25% (T1) reforcam a tendéncia antioxidante do azeite de oliva. Por fim, além
da aplicacédo do azeite de oliva para o resfriamento de sémen, a avalia¢do de outras

variedades além da Koroneiki seria valida, pois segundo Minioti e Georgiou (2008) a
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composicdo dos antioxidantes mais potentes, os fenois, é variavel entre diferentes

azeites de oliva.

4.4. Conclusao

O azeite de oliva ndo gerou incremento dos parametros de qualidade seminal
poés-descongelamento, além de ndo diminuir a producdo de ERO e ndo aumentar a

capacidade antioxidante total.
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