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1. INTRODUCAO

A criopreservacao € uma técnica de armazenamento das células ou tecidos,
e € empregada com sucesso em diferentes areas (KOPEIK, THORNHIL e
KHALAF, 2014). Com relacdo as células esperméaticas da espécie suina, este
processo apresenta uma baixa eficiéncia visto que o0s espermatozoides suinos
apresentam alta suscetibilidade a baixas temperaturas, levando a qualidade do
sémen criopreservado ser inferior ao fresco (GROSSFELD et al., 2008). Tal
caracteristica € possivelmente relacionada a composicéo lipidica da membrana, a
qgual contém uma alta concentracdo de acidos graxos poliinsaturados (CEROLINI
et al, 2000). Além disso, 0 processo de criopreservacdo aumenta
consideravelmente os niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) que podem
afetar a qualidade espermética (BATHGATE, 2011), levando a danos a
integridade das membranas plasmatica e acrossomal, ao DNA gendmico e as
mitocéndrias, comprometendo a motilidade espermatica e a sua capacidade de
interacdo com o0 odcito, prejudicando sua viabilidade e funcionalidade (BANSAL e
BILASPURI, 2011).

O a-tocoferol é o composto mais abundante e biodisponivel da vitamina E,
sendo o mesmo lipossolivel e com grande atividade antioxidante, capaz de
proteger organismos contra danos mediados por EROs (BRIGELIUS-FLOHE e
TRABER, 1999). Ja foi demonstrado efeito protetor contra citotoxicidade de
agentes estressantes (PIGA et al., 2007), protecao celular contra toxicidade de
perdxido de hidrogénio (VARGAS et al., 2014) e também uma potente acdo anti-
inflamatoria (SINGH, DEVARAJ e JIALAL, 2005; HERRERA e BARBAS, 2001).

O Resveratrol (3, 5, 4'-trihidroxi-trans-estilbeno) é um composto polifendlico
natural encontrado principalmente em uvas e amendoim (SMOLIGA e BAUR,
2011). Esta molécula destaca-se por suas propriedades anti-inflamatéria, anti-
tumorigénica, e anti-oxidante (BAUR et al., 2006). Além disso, ainda é capaz de
induzir a expressdo de outros anti-oxidantes, gerando uma reducéo global do
estresse oxidativo (HALLIWELL, 2007).

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi verificar a acdo de
diferentes concentragbes de a-tocoferol e de resveratrol no descongelamento de
sémen suino sobre a motilidade e a integridade de membrana espermaética.

2. METODOLOGIA
2.1 Dos compostos
As moléculas utilizadas foram adquiridas comercialmente. Foram feitas
diluicdes seriadas em meio DMEM (Dulbecco MEM) para que as solugdes de
trabalho estivessem nas concentracbes de 0,5, 1 e 2 uM de a-tocoferol e de
resveratrol.
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2.2 Do preparo do sémen

Palhetas de sémen suinos de trés machos de linhagem comercial do Grupo
de Ensino e Pesquisa em Reproducédo Animal — ReproPel, foram descongeladas
em banho maria a 36,5°C por 30s. O contetudo das palhetas foi depositado em
4mL de meio DMEM previamente aquecido a 36°C. As amostras foram
centrifugadas duas vezes durante 5 min a 750 rpm, com remoc¢édo do
sobrenadante apds a primeira centrifugacéo e adicdo de novo meio. Ao final da
segunda centrifugacéo, o pellet foi coletado e realizada o célculo de concentracdo
de células com o auxilio de uma cémara de Neubauer. Foi utlizada a
concentracdo de 1 x 10° espermatozoides/ 200 pL para cada grupo experimental.

2.3 Das anédlises das amostras

Foram testados sete grupos diferentes, os quais foram incubados por 15
minutos NoOs seus respectivos tratamentos, sendo estes: a-tocoferol 0,5uM, a-
tocoferol 1uM, a-tocoferol 2uM, resveratrol 0,5uM, resveratrol 1uM, resveratrol
2uM e um grupo controle sem tratamento. As células espermaticas foram
avaliadas imediatamente ap0s a incubacédo, para avaliacdo de motilidade e vigor,
sendo todos o0s grupos classificados por trés avaliadores diferentes com o auxilio
de um microscopio Optico, e a viabilidade celular através do ensaio de
fluorescéncia LIVE/DEAD® Sperm Viability Kit (L-7011, Life Technologies, USA),
analisada em microscopia eletrénica confocal (Leica TCS SP8).

O teste estatistico utilizado foi analise de varianciea de duas vias (two-way
ANOVA), seguido de teste de Tukey. Os resultados foram descritos com os
valores médios para cada grupo de dados * erro padrdao da média, onde o grau
de significancia estatistica em todas as analises foi definido em nivel de
probabilidade de p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nas andlises realizadas observamos que ndo houve diferenca
estatistica nos parametros relacionados a motilidade total, porcentagem de
células integras e na porcentagem de células lesadas quando comparados 0s
grupos tradados ao grupo controle conforme demonstrado na Figura 1.

Porém, estas moléculas podem apresentar diferentes resultados quando
testadas em concentracdes distintas das usadas no experimento ou em células
espermaticas de outras espécies (NASHTAEI et al. 2018). E apesar de que 0s
tratamentos com as moléculas nas concentracbes de 0,5, 1 e 2 uM néo ter
apresentado resultados significativos em relacdo aos critérios analisados, 0s
mesmos podem retratar efeitos positivos quando relacionados a taxa de
penetracdo (LONGOBARDI et al., 2017; BUCCI et al., 2018), protecdo do material
genético (CABRITA et al., 2011) ou a diminuicdo dos niveis intracelular de
espécies reativas de oxigénio (LONGOBARDI et al., 2017).
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Figura 1: Graficos representando as andlises de células espermaticas suinas
apos 15min de incubacédo com trés diferentes concentracdes (0,5, 1 e 2 uM) de a-
tocoferol e resveratrol. Sendo a-porcentagem de motilidade total b-porcentagem
de células espermaticas integras c-porcentagem de células esperméticas lesadas.

4. CONCLUSOES
As moléculas testadas ndo afetaram as células esperméticas suinas com
relacdo a porcentagem de motilidade, espermatozoides integros e
espermatozoides lesados nas concentracées de 0,5um, 1uM e 2um e também as
mesmas nao apresentaram toxidade. Assim, se faz necessario a realizacdo de
mais estudos sobre diferentes padrées de qualidade e viabilidade espermatica,
bem como diferentes concentracdes das moléculas.
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