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Avaliacao do tocoferol no congelamento do sémen bovino e nas
taxas de prenhez apés inseminacgao artificial em tempo fixo*

Tocopherol evaluations at the freezing of bovine semen on the pregnancy
rates after fixed time artificial insemination
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Resumo

O presente estudo avaliou se a adigado de tocoferol no diluidor para a criopreservagao de sémen bovino reduz os danos causados
pelo estresse oxidativo e melhora a capacidade fertilizante do sémen utilizado na IATF. No primeiro lote sincronizado foram
utilizadas 84 fémeas Nelore (Bostaurusindicus) e no segundo lote 44 fémeas. Para a inseminacgao artificial as vacas foram divididas
aleatoriamente em dois grupos: controle (inseminadas com sémen criopreservado sem uso de aditivos) e tocoferol (inseminadas
com sémen criopreservado com adi¢gdo de 10mmol/mLtocoferol). Foram utilizados sémen de trés reprodutores da raga Nelore
(Bos taurus indicus), sendo as doses provenientes de uma unica partida, distribuida aleatoriamente entre as fémeas inseminadas.
O diagndstico de gestacao foi realizado 35 dias apds a IATF por exame ultrassonografico retal. O experimento foi realizado em
delineamento inteiramente casualizado, e a taxa de prenhez comparada pelo teste qui-quadrado. A adigdo de 10mmol/mL de
tocoferol no diluidor do sémen n&o influenciou (P>0,05) na taxa de prenhez apés IATF em comparagéo ao grupo controle (sem
aditivos) para as médias do primeiro lote sincronizado (n=84; 38,5% vs 40%), segundo lote sincronizado (n=44; 28% vs 31,6%) e
para a média geral dos lotes (n=128; 34,4% vs 37,5%). Nas condi¢gbes experimentais a adigdo de 10mmol de tocoferol ao meio
crioprotetor do sémen ndo melhorou a taxa de prenhez apds a inseminacao artificial em tempo fixo na espécie bovina.

Palavras-chave: vitamina E, espermatozoide, espécies reativas ao oxigénio, estresse oxidativo.

Abstract

The present study evaluated if the addition of tocopherol to the extender semen cryopreservation reduces the damage caused by
oxidative stress and preserves the fertilizing capacity of semen used in FTAL. In the first lot we used 84 synchronized females Nelore
(Bos taurus indicus) and the second lot 44 females.For the artificial insemination the cows were randomly divided into two groups:
control (inseminated with semen cryopreserved without using additives) and treatment (inseminated with semen cryopreserved
with added 10 mmol/ml tocoferol). We used three semen sires Nelore (Bos taurus indicus), with doses starting from a single,
randomly distributed among females inseminated. The pregnancy diagnosis was done 35 days after FTAI by rectal ultrasonography.
The experimental design was completely randomized and pregnancy rates compared by chi-square test. There were no effect (P>
0.05) in pregnancy rate using cryopreserved semen with added 10mmol/ml tocopherol in the bovine semen extender compared to
the control group (no additives) in the first synchronized group (n = 84, 38.5% vs 40%), in the second synchronized group (n = 44,
28% vs 31.6%) and the all animals (n = 128, 34.4% vs 37.5%). We conclude that, under the experimentalconditions, the addition
of 10 mmol of tocopherol in the semen extender did not improve the pregnancy rate after FTAI in the bovine species.

Keywords: vitamin E, spermatozoon, reactive oxygen species, oxidative stress.

Introdugéo Um dos problemas encontrados na criopreservagéo de

sémen é o estresse oxidativo que ocorre nos processos de
A boa qualidade do sémen criopreservado € indispensavel refrigeragdo, congelamento e descongelamento, resultando
para o sucesso de biotécnicas como a inseminagéo artificial.  em uma diminuigdo de qualidade quando comparada ao sémen
Sendo assim, & importante preservar ao maximo sua qualidade  fresco (Maia e Bicudo, 2009). Em condigdes normais, a célula
durante os processos de criopreservagéo e descongelamento  espermatica produz e degrada espécies reativas de oxigénio
(Holt, 2000). (EROs), as quais sdo necessarias para a funcionalidade da
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célula. E conhecida a participacdo do anion superéxido e do
peroxido de hidrogénio em mecanismos que culminam com
a fertilizagdo em diversas espécies. O problema é que a
criopreservagaéo normalmente acarreta um desbalanco entre a
produgdo de EROs e sua eliminagéao pelo sistema antioxidante
intra e extra celular, levando o sistema ao estado de estresse
oxidativo (Maia e Bicudo, 2009).

Diversos estudos tém sido desenvolvidos buscando regular o
controle hormonal do ciclo estral para o emprego da inseminagéo
artificial em tempo fixo (IATF), no entanto, vale ressaltar que a
qualidade do sémen a ser utilizado na IATF é fundamental para
se obter boas taxas de prenhez (Arruda et al., 2006).

Neste sentido, pesquisas tém sido realizadas com adi¢éo de
tocoferol em diferentes concentracdes ao meio diluidor (Beconiet
al., 1993; Nasiri et al., 2012) ou suplementagao oral (Hatamoto
et al., 2006), buscando sua interagdo com radicais oxidantes,
interrompendo a reagdo em cadeia da peroxidagéo lipidica da
membrana, protegendo a célula do estresse oxidativo, e contra
danos de membrana plasmatica e acrossomal em diferentes
espécies (Almeida e Ball, 2005; Silva et al., 2009).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a fertilidade
do sémen bovino apo6s a adigéo de tocoferol ao meio diluidor de
criopreservagao, na taxa de prenhez apos IATF.

Material e métodos

A coleta de sémen foi realizada na Fazenda Paraiso Toca do
Tatu, municipio de Santo Anténio do Leverger—MT. A coleta
e congelamento do sémen foram realizados a campo em
fevereiro/2012 e a analise das amostras posteriormente nas
dependéncias do dependéncias do Laboratério de Biotecnologia
e Reprodugdo Animal da Universidade Federal de Mato Grosso
- UFMT e no Laboratério de Andrologia da Universidade de Sao
Paulo - USP.

Foram utilizados trés reprodutores da raga Nelore (Bos taurus
indicus) com idade média de 48 meses e peso vivo médio de
750kg, que se encontravam em repouso sexual, selecionados
de acordo com a qualidade espermatica (CBRA, 2013) de um
lote de 9 touros adultos. Foi coletado um unico ejaculado de
cada reprodutor, distribuido aleatoriamente entre as fémeas
inseminadas artificialmente. Os animais foram mantidos em
pasto de Brachiariabrizantha cv. Marandu, com mistura mineral
comercial e agua ad libitum, apresentavam boa condi¢ao corporal
(escore 3,5 na escala de 1-5). A coletado ejaculado foi realizada
através do método de eletroestimulagéo, em seguida aliquotas
foram retiradas para a realizagdo dos exames imediatos no
sémen. Ejaculados com valores inferiores a 60% de motilidade
e com porcentagem de patologia espermatica total superiores
a 30% foram descartados (CBRA, 2013). Os ejaculados que
estavam dentro dos pardmetros foram encaminhados para o
congelamento manual, que foi realizado em laboratério montado
em um local préximo a coleta, a temperatura ambiente.

No sémen fresco foram avaliadas a motilidade, vigor e
viabilidade espermatica, integridade acrossomal, morfologia e
concentracdo esperméatica. A motilidade e vigor espermaticos
foram determinadas pela deposigdo de uma gota de sémen
entre ldmina e laminula, sob microscopia em magnificagéo de
400x com base na estimativa visual (CBRA, 2013). A viabilidade
espermatica foi avaliada utilizando a coloragdo eosina-nigrosina
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(Who, 1992) e a integridade acrossomal através da coloracéo
simples Fast-Green/Rosa-Bengala (Popeet al., 1991). A
concentracéo espermatica foi determinada pela contagem das
células em camara de Neubauer, apds diluicdo (1:150) de uma
aliquota de sémen em formol salino. A morfologia espermatica
foi avaliada em preparagbes Umidas, entre lamina e laminula,
em magnificagdo de 400x em microscopia de contraste de fase
e classificados em defeitos menores, maiores e totais (CBRA,
2013).

Apos avaliagdo da concentragdo da amostra seminal, cada
ejaculado foi dividido em duas fragdes e diluido em extensor
TRIS-citrato-gema (3,187g TRIS-hidroximetil amino metano;
1,78g acido citrico mono-hidratado; 1,316g frutose; 80mL
agua destilada; 20mL gema de ovo; 1000ug/mL diluidor de
estreptomicina; 1000UI/mL diluidor de penicilina para cada
100mL de diluidor) Fracdo A (sem glicerol). Logo apés foram
resfriadas em geladeira por 4 horas a uma temperatura de 4°C.
Em seguida foi adicionado o extensor TRIS-citrato-gema Fragao
B (8% glicerol) na proporgao 1:1.

O aditivo foi adicionado somente na diluicdo final, os dois
tratamentos foram: Controle (sem aditivos) e Tocoferol (10mmol/
mL). Apdés a adi¢cdo do tocoferol, o sémen foi envasado em
palhetas de 0,5mL, sendo a concentragédo final fixada em 25
milhdes de espermatozoides viaveis por palheta. Em seguida
foram colocadas em estantes a 5 cm acima do nitrogénio liquido
e mantidas no vapor de nitrogénio por 15 minutos, logo apds
mergulhadas em nitrogénio liquido (-196°C) e posteriormente
armazenadas em botijdes criogénicos. O descongelamento do
sémen para avaliagdes foi realizado em banho Maria a 37°C
por 30 segundos.

Apds o descongelamento das amostras foram retiradas
aliquotas para avaliagdo da motilidade espermatica e avaliagéo
do estresse oxidativo. Para confecgdo das laminas coradas
foi utilizado 300pL, lavado duas vezes com 1600uL de PBS,
homogeneizando e centrifugando (800 x g, 10 min), com a
finalidade de remover os resquicios de diluidor. Apos esse
processo os espermatozoides foram ressuspensos em 200uL
de PBS e laminas foram confeccionadas para avaliagao da
integridade da membrana plasmatica (Who, 1992), integridade
acrossomal (Popeet al., 1991) e atividade citoquimica
mitocondrial (Hrudka, 1987).

Para avaliagdo da motilidade e vigor espermaticos foi utilizado
microscopia, com base na estimativa visual (CBRA, 2013).

A resisténcia do espermatozoide ao estresse oxidativo foi
mensurada pela técnica de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico(TBARS) induzido. Esse procedimento & conhecido
como lipoperoxidagéo induzida, e tem como objetivo quantificar
o potencial que a amostra teria de gerar os radicais em
questao. Apds o descongelamento uma aliquota de 200uL foi
lavada duas vezes com a finalidade de remover os resquicios
de diluidor, acrescendo 1600 uL de PBS, homogeneizando,
centrifugando (800 x g, 10 min) e retirando-se 1600 yL do
preparo. Apds a lavagem foi acrescido sulfato de ferro (50pL,
4mM) e ascorbato de sodio (50uL, 20 mM) aos 200uL da
suspenséo espermatica. Em seguida a amostra foi incubada
em microtubos por uma hora e meia a 37° C (banho-maria) com
a tampa aberta. Apds esse periodo a amostra foi misturada a
600 pL de acido tricloroacético (TCA) 10%, homogeneizada e
centrifugada (18,000 x g, 15 min, 15°C), para a precipitagcdo de

R. bras. Ci. Vet., v. 22, n. 2, p. 114-118, abr./jun. 2015



116

proteinas. Apos centrifugacdo uma aliquota do sobrenadante
foi recuperado (800uL) e congelado para posterior analise. As
amostras congeladas foram descongeladas em estufa a 37°C
por 10 minutos e misturadas com 800 pL de acido tiobarbiturico
(TBA) 1%, em minitubos e incubadas em agua fervente (90 a
100°C) por 15 min. A absorvancia das amostras foram entédo
quantificadas utilizando-se um espectrofotdmetro (FEMTO 800
XI) em comprimento de onda de 532 nm. Os resultados foram
comparados a absorvancia de uma curva padréo previamente
preparada com uma solugao padrao de malondealdeido(MDA).
A concentragdo de TBARS foi determinada utilizando um valor
de 1,56 x 10° M/mL com o coeficiente de extingdo molar do
MDA (Buege eAust, 1978). O indice de peroxidagéo lipidica foi
descrito em nanogramas de TBARS por 10° espermatozoides.

Previamente ao inicio do protocolo de IATF, todos os
animais foram classificados por escore de condi¢do corporal,
apresentando em média o escore 3 (1-5) e submetidos a exame
ginecoldgico, por ultrassonografia, sendo que nenhuma fémea
apresentou qualquer disturbio ginecolégico que comprometesse
o0 experimento. Estas fémeas eram provenientes do XXX,
criadas em sistema extensivo, mantidas em pasto de Brachiaria
humidicola cv. humidicola, com mistura mineral comercial e
agua ad libitum.

Para a sincronizagao do estro, cada animal recebeu no dia zero
(DO) — Primeiro lote em 13/02/2012 e segundo lote 03/04/2012,
um dispositivo intravaginal de liberacao lenta
de progesterona contendo 1g (DIB®), mantido
por 9 dias. No momento da implantagdo do
dispositivo (D0), os animais receberam 2,5mg
de benzoato de estradiol — BE (Estrogin®), por
via intramuscular (IM) profunda.

No momento da retirada dos dispositivo

quais 45 eram vacas lactantes entre 30 e 120 dias pés parto
e 66 vacas solteiras. Destas 25 fémeas foram inseminadas do
touro 01 (12-tocoferol e 13-controle), 33 fémeas do touro 02
(15-tocoferol e 18-controle) e 53 fémeas do touro 03 (26-tocoferol
e 27-controle).

Todas as fémeas foram examinadas por ultrassonografia
transretal para diagndstico de gestacédo 35 dias apds cada
protocolo de IATF, utilizando um aparelho Aloka SSD-500,
equipado com sonda de arranjo linear de 5MHz. A detecgéo
de uma vesicula embrionaria com embrido viavel (presenca
de batimento cardiaco) foi considerada como indicativo de
prenhez, sendo a taxa de prenhez obtida dividindo-se o nimero
de fémeas gestantes pelo nimero total de fémeas inseminadas
artificialmente.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente
casualizado, e a taxa de prenhez comparada pelo teste qui-
quadrado. Os dados foram analisados com nivel de significancia
de 5%, sendo utilizado o programa estatistico SAS (SAS, 2001).

Resultados

Os parametros seminais de sémen fresco e pds-desconge-
lamento dos trés touros utilizados na IATF estdo demonstrados
na Tabela 1.

Tabela 1: Valores obtidos dos pardmetros de motilidade e vigor com base na
estimativa visual, concentracdo espermatica e morfologia espermatica
no sémen fresco e motilidade e vigor com base na estimativa visual,
integridade do acrossomo e da membrana plasmatica espermética, da
atividade citoquimica mitocondrial e nivel de peroxidagao lipidica apds
descongelamento de amostras do sémen bovino utilizado na IATF

(D9), todos os animais receberam, por via
IM profunda, 25mg de dinoprost (Lutalyse®),
500 Ul de gonadotrofina coridnica eqtina

Sémen fresco

(Novormon®) e 1mg de cipionato de estradiol Parametros Touro 1 Touro 2 Touro 3
(E.C.P.®). MOT % 80 85 80
No D11, 75fémeas nelore (primeiro lote) foram ~ Vigor (1-5) 3 3 3
divididas aleatoriamente em dois Grupos:  []sptz/mlx 10° 380 400 600
Grupo controle, ou seja, inseminadas com  DEFTOT 12 9 19
sémen criopreservado com TRIS-citrato- ]

" _ Apds descongelamento
gema sem o uso de aditivos (n= 41), sendo
este constituido por 19 vacas paridas e Touro 1 Touro 2 Touro 3
.22 valcas soIteIra%. E o Grupo tocoferol, Controle  Tocoferol Controle Tocoferol Controle Tocoferol
inseminadas com sémen criopreservado com
adigdo de tocoferol/10mmol (n=34), sendo EOS % 60 73 31 64 25 28
constituido por 10 vacas paridas e 24 vacas  POPE % 74 87 82 91 60 67
solteiras. DAB | - - 72 38 43 30
As fémeas que ndo emprenharam no primeiro ~ DAB Il - - 22 46 14 20
lote foram ressincronizadas utilizando- paB - - 4 12 9 13
se o mesr.no'protocolo, s?ndo o s.egu.ndo DAB IV } ) 9 4 34 37
lote constituido por 36 fémeas divididas EOX 80546 116781 83 244 86.713
aleatoriamente em Grupo controle (n= 17), ) ) ’ ’ ’ ’
sendo este constituido por oito vacas paridas ~ MOT % 50 60 45 55 30 30
e 9 vacas solteiras. E o Grupo tocoferol Vigor (1-5) 3 3 3 3 3 3

(n=19), sendo constituido por oito vacas
paridas e 11 vacas solteiras.

DEFTOT: Defeitos espermaticos totais; EOS: Integridade da membrana plasmatica; POPE:
integridade do acrossomo; Classes de espermatozoides: (DAB |) todas mitocondrias ativas, (DAB

II) predominancia de mitocéndrias ativas, (DAB Ill) menos da metade das mitocondrias ativas,

Um total de 111 fémeas com idades variando
entre 48 e 96 meses foram inseminadas, das
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(DAB 1V) todas mitocondrias inativas; EOX: concentragdo de TBARS (ng/10°sptz) induzido; MOT:
motilidade com base na estimativa visual.



A adigao de 10mmol/mL de tocoferol no meio extensor do sémen
criopreservado nao influenciou (P>0,05) na taxa de prenhez
apds IATF em comparagé@o ao grupo controle (sem aditivos)
para as médias do primeiro lote sincronizado (n=75), segundo
lote sincronizado (n=36) e para a média geral dos lotes (n=111)
(Figura 1).
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™ mm:;f; 101 ate (=T 5439 Cantrole; Getal
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(n=36),29.4
EVitamminaE

OControle

Taxa de prenhez %

Figura 1:Taxa de prenhez em fémeas Nelore apoés IATF em fungao do efeito
do tratamento com antioxidante (10 mmol/mL tocoferol) em comparagéo
ao grupo controle (sem aditivos) para os dois lotes sincronizados e média
geral do experimento

Quando comparadas entre categorias animal: vacas (n=66) e
vacas paridas (n=45), a adigdo de 10 mmol/mL de tocoferol no
meio extensor do sémen criopreservado nao influenciou (P>0,05)
na taxa de prenhez apds IATF em comparagéo ao grupo controle
(sem aditivos) (Figura 2).
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Figura 2: Taxa de prenhez em fémes Nelore ap6s IATF em funcéo do efeito
do tratamento com antioxidante (10 mmol/mL tocoferol) em comparacéo ao
grupo controle (sem aditivos) para as diferentes categorias animal: vacas
e vacas paridas
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0,2 mmol/mL de Trolox (antioxidante semelhante ao tocoferol,
porém sollivel em agua) ao meio extensor de sémen utilizado
na inseminagao artificial em bovinos em comparagéo ao grupo
controle (58% vs 58,7%), porém com inseminagao artificial
apos observacao de cio. Também néo foi verificado efeito do
tratamento quando os animais foram comparados de acordo
com sua categoria animal (Figura 2). Apesar de ser considerado
um nutriente indispensavel a reprodugdo, os mecanismos e
fungdes fisiolégicas no qual o tocoferol desempenha, ainda
ndo sdo completamente evidenciados (Brigelius-Flohé e Traber,
1999). Estudos tém sido realizados buscando demonstrar o
efeito da adigéo do tocoferol seja por suplementacao oral dos
animais (Marinho, 2009) ou sua adigédo ao diluidor do sémen
para refrigeragdo (Almeida e Ball, 2005) e criopreservacéo
(Soares, 2012) para melhorar a qualidade espermatica em
diversas espécies.

Frequentemente sao utilizados testes in vitro na determinagéo
da qualidade do sémen para a sua utilizagdo em inseminagao
artificial ou em procedimentos de biotecnologia de embrides,
devido a correlagdo existente entre qualidade do sémen
analisado in vitro e sua fertilidade in vivo em bovinos (Perumalet
al., 2011) e ovinos (Bicudo et al., 2007), mas, apesar de
apresentarem boa estimativa da capacidade fecundante,
estes testes ndo séo tao eficientes em predizer a capacidade
fertilizante do espermatozoide como os testes in vivo (ex.
inseminacao artificial) (Borges, 2008).

Faltam informagdes na literatura a respeito da utilizagdo de
antioxidantes ndo enzimaticos em testes in vivo em bovinos,
principalmente na IATF, era esperado que a adigao de tocoferol
ao meio crioprotetor do sémen provocasse um efeito benéfico,
representado por um aumento na taxa de prenhez apods
IATF, uma vez que o tocoferol age protegendo a membrana
plasmatica, diminuindo a suceptibilidade a lipoperoxidagéo
e preservando a viabilidade dos espermatozoides durante a
criopreservagdo (Beconiet al., 1993), caracteristicas essas,
fundamentais ao sémen utilizado em programas de IATF, visto
que os protocolos disponiveis para sincronizagéo de cio podem
apresentar uma dispersdo quanto ao momento da ovulagao,
afetando a taxa de prenhez.

No entanto, a eficiéncia de um tratamento com antioxidantes
depende ainda de fatores como a presenca de agentes
oxidativos suficientes para causar um desbalango do sistema
antioxidante, sendo assim, amostras que ndo estejam sobre os

Tabela 2: Taxa de prenhez em fémeas Nelore apds IATF em fungéo

A adigdo de 10mmol/mL de tocoferol no meio extensor
do sémen criopreservado néo influenciou (P>0,05)
na taxa de prenhez apos a IATF entre os trés touros
avaliados, e entre os tratamentos para cada animal

do efeito do tratamento com antioxidante (10 mmol/mL
tocoferol) em comparagéo ao grupo controle (sem aditivos)
para os trés Touros utilizados e média geral para cada Touro

(Tabela 2).

Numero de animais

Touro Grupos Taxa prenhez (%) inseminados

Discussio Tocoferol 41,7 12

01 Controle 38,5 13
Foi verificado que a adicdo de tocoferol ao diluidor de Total 40,0 25
criopreservagao do sémen ndo proporcionou incremento 02 ?g:tfriﬁzl 221 12
na taxa de prenhez apos a IATF em comparagao ao Total 45’5 33
grupo controle, quando se comparou as médias dos lotes Tocoferol 308 26
separados ou a média geral (Figura 1), corroborando 03 Controle 37,0 27
com os resultados encontrados por Borges (2008) que Total 34,0 53

nao verificou diferenga na taxa de prenhez utilizando

Nao houve diferenga significativa (P>0,05) entre os grupos avaliados, pelo teste Fischer.
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efeitos de estresse oxidativo, podem ndo apresentar o efeito
desejado apés o tratamento.

Segundo o NRC (1996), a exigéncia diaria de tocoferol para
bovinos de corte adultos varia entre 50 a 100 Ul/dia, e na maioria
das gramineas n&o sao encontrados valores significativos deste
composto, sendo necessaria uma suplementagao adicional, uma
vez que ruminantes ndo s&o capazes de sintetiza-las (Balletet al.,
2000). No entanto, é provavel que nas condigbes experimentais,
os touros utilizados para coleta de sémen, estivessem suprindo
suas exigéncias diarias de tocoferol através da pastagem e
suplementacgio ingerida.
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