2
N

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
CAMPUS MINISTRO PETRONIO PORTELLA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL

MARINA REBECA SOARES CARNEIRO DE SOUSA

Efeito da suplementacdo de antioxidantes ao tris-gema sobre a
viabilidade esperméatica do sémen caprino pés criopreservacao

Teresina (PI)
2019



MARINA REBECA SOARES CARNEIRO DE SOUSA

Efeito da suplementacdo de antioxidantes ao tris-gema sobre a
viabilidade espermatica do sémen caprino pds criopreservacao

Tese apresentada ao Programa de Poés-
Graduacdo em Ciéncia Animal da
Universidade Federal do Piaui, para
submissdo ao Exame de Defesa, como parte
dos requisitos para a obtencdo do titulo
Doutor em Ciéncia Animal, Area de
Concentracdo: Sanidade e Reproducdo

Orientador: Prof. Dr. Amilton Paulo Raposo Costa

TERESINA/PI
2019



FICHA CATALOGRAFICA
Universidade Federal do Piaut

Biblioteca Comunitaria Jornalista Carlos Castello Branco
Divisio de Processos Técnicos

S$725¢  Sousa, Marina Rebeca Soares Cameiro de.

Efeito da suplementagdo de antioxidantes ao tris-
geaua sobre a viabilidade espermitica do sémen caprino
pos cniopreservagdo, ¢ Manna Rebeca Soares Carnetro
de Sousa. - 2019.

87 p.

Tese (Doutorado) — Pos-Graduagdio em Ciéncia
Animail, Area de Concentragdo: Sanidade e reprodugdo,
Umiversidade Federal do Piaui, Teresina, 2019.

“Onentagdo: Profl Dr. Amilton Panlo Raposo Costa™

1. Fertilidade. 2. Caprimocultura. 3. Biotecnologia da

reproducdo. 4. ROS. L Titulo.
CDD 63689




EFEITO DA SUPLEMENTACAO DE _ANTIOXIDA‘NTES AO TRIS-GEMA
SOBRE A VIABILIDADE ESPERMATICA DO SEMEN CAPRINO POS
CRIOPRESERVACAO

MARINA REBECA SOARES CARNEIRO DE SOUSA

Tese aprovada em: 02/07/2019

Banca Examinadora:

ke Do

Prof. 07 Antonio de Sousa Junior (Pygsidente) / CTT/UFPI

Ao llrA

Prof. Dr. Jo Adaum.‘}/’orm de Souza (Interno) / DCCV/CCA/UFPI

#

e
Profa. Dra. Isolda Mircia Rocha do Nascimento (Interna) / CTT/UFPI

%‘20&\[’/\”

Profa. Dra. Yndyrd Nayan Teixeira Carvalho Castelo Branco (Externa) / UFS



Dedico,

Primeiramente a Deus, minha rocha firme, meu Pai, que me conduz e protege.

A minha querida e presente mde, Lucimeire Soares Sampaio de Sousa, que nunca poupou
esforcos para me fazer chegar até aqui, aquela me consola em momentos de angustia e medo, a
minha melhor amiga.

Ao meu Pai, Ronaldo Carneiro de Sousa, meu herdi, meu protetor, meu primeiro
professor, meu espelho. Suas vitorias sdo minhas, e as minhas vitorias sdo suas.

Ao meu esposo, Wisllan César Santos Silva, meu companheiro de aventuras, minha
forca, meu maior incentivador, meu José!

A luz dos meus olhos, minha filha Ana Maria Carneiro Santos, e ao nosso novo bebé,
tudo fago por vocés.

Aos meus sogros, Délania Pereira dos Santos e Jilio César da Silva, que me acolhem e
cuidam sempre dos meus.

Aos meus queridos e admirdveis orientadores, Professor Amilton Raposo e Professor
Anténio de Sousa Jinior, exemplo de sabedoria, paciéncia, dedicagdo e acolhimento.



Vi

AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por me proporcionar momentos de tanto aprendizado e
felicidade, pelas conduces e por me trazer até aqui.

Aos meu pais, Lucimeire e Ronaldo, por toda uma vida de ensinamentos,
acolhimento e amor, isso tudo é vitdria de vocés.

Universidade Federal do Piaui, ao Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncia
Animal, e a Comissdo de Aperfeicoamento de Pessoal do Nivel Superior (Capes) que
muitas vezes foram casa e sustento nessa longa caminhada.

Ao meu esposo, Wisllan César, pelo amor, cuidado, paciéncia, e
companheirismo, obrigada por dividir tudo isso comigo e tornar tudo possivel. Te amo.

Aos meus Sogros, Délania e Julio César por todo o apoio, por ser minha familia,
por toda a forca e estimulo.

Ao0s meus amigos, Emanuella e Marlon, obrigado por todo conhecimento e
experiéncias compartilhados, pelos finais de semana de ajuda e por toda a dedicacdo de
VOCES.

Aos professores Amilton Raposo e Antonio de Sousa Junior por todo o suporte,
ensinamento, materiais e por todo o aprendizado cientifico e de campo. Agradeco ainda
por todos os estagiarios do colégio Técnico de Teresina, em especial Marcos, Madalena,
Edinardo e Taciane, por toda a ajuda e momentos de alegria.

A professora Isolda Marcia Rocha do Nascimento que como uma mée me
acolheu e me ensina e arrasta com seus exemplos.

A propriedade Fazenda Sucupira em que foram realizadas as coletas. Pela
oportunidade, ajuda nas coletas e acolhimento.

A todos o0s docentes que ministraram aulas e compartilharam seus
conhecimentos e experiéncias durante o curso de Doutorado.

Muito obrigada!



vii

SUMARIO

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS Vi

LISTA DE TABELAS vii
LISTA DE FIGURAS viil
RESUMO iX
ABSTRACT X

L INTRODUGAO. ..ottt en sttt 12
2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt eeee e 14
2.1 Caprinos da raga anglonubiana...............ccccoeiiiiniiiii 14
2.2 EStrutura eSPErMALICA. .......cceiieiieeie ettt 14
2.2.1 Membrana plasmatiCa...........ccceeueiiiiieiiccceese e 15
2.2.2 A cabega do eSPermatozZoide. .........ccovreeieiienieiie et 16
2.2.3 0 FlAGLI0 ... 17
2.3 Producdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) e o stress oxidativo........ 18
2.4 ANTIOXIAANTES. ...ttt ettt e bbb sbe st 20
2.5 B-CarTOTHENO. ... 22
2.6 ACIHO BAGICO. ......e.vecveeeeeeceeee e tes sttt 24
2.7 Criopreservagao eSPErMALICA. .......cccurueirirerieeei et 25
2.7.1 Meios diluidores € CrioprOtELOFES. ......ccccveieeiieeiecieese ettt 27
2.8 Avaliagao ESPEIMALICA. .......ccveiieieeie e re e 28
2.8.1 Integridade da membrana plasmAtiCa..........ccoevrerrrirereieeee e 28
2.8.2 Integridade d0 ACIOSSOMAL. ......ccuieeeiieiereerie et st e se bbb b b 29
2.8.3 Atividade MItoCONAIIAl..........cccoiviiiiiiiiieeeee s 30
2.8.4 Analise computadorizada do SEMEN...........cccveeiieiieiieie e 31

3 CAPITULO I: Suplementacéo de p-cariofileno ao tris-gema na

criopreservacao de SEMEN CAPIINO.......coviieriirerere sttt 33

4 CAPITULO I1: Suplementacéo de &cido elagico ao tris-gema na

criopreservacao de SEMEN CAPIINO......c.cveieriireie ettt 52

5 CONSIDERACOES FINAIS........ooiieieeeeeeeeee e, 72
B REFERENCIAS.......cooieeeeeeeeetee ettt 73



ALH
ANOVA
BC
BCF
CASA
CBRA
CEUA
DCF
DMSO
FITC-PNA
JC-1
LIN
MOP
MT
PBS
PC
STR
TTR
ul

viv
VAP
VSL
wOB

viii

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

Deslocamento lateral da cabeca

Anélise de Variancia Anova

p-cariofileno

Frequéncia de batimentos cruzados
Sistema analisador de espermatozoides auxiliado por computador
Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal
Comisséo de Etica no Uso de Animais
Diacetato de carboxifluoresceina
Dimetilsulfoxido

Isocianato de fluoresceina conjugado com Peanut agglutinin
Fluorocromo catodnico lipofilico
Linearidade

motilidade progressiva

Motilidade total

Tampao fosfato bovino

processador central

Retilinearidade

Teste de Termorresisténcia

Unidade internacional

volume/volume

Velocidade média do percurso
Velocidade em linha reta

Woabble



CAPITULO |
Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

LISTA DE TABELAS

Integridade da membrana plasmaética, potencial mitocondrial e
Integridade acrossomal pos-descongelacdo de espermatozoides
caprinos criopreservados em trés concentracdes diferentes de -
CANOTIIENO. ... s

Cinetica pos-descongelacdo de espermatozoides caprinos
criopreservados em  tris-gema  suplementado com  trés
concentracdes diferentes de B-cariofileno, avaliados pelo teste
CASA (Sistema analisador de espermatozoides auxiliado por
(010] 10T o1V 7= o (o] ) SR

Motilidade total e vigor poés-descongelacdo de espermatozoides
caprinos criopreservados em tris-gema suplementado com trés
concentragdes diferentes de B-cariofileno, avaliados pelo teste de
termorresiStENCIa (TTR)...cvoeiieererereee e

CAPITULO 11

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Motilidade total e vigor pds-descongelacdo de espermatozoides
caprinos criopreservados em tris-gema suplementado com trés
diferentes concentracdes de acido elagico 90% de pureza e trés
diferentes concentracdes de acido elagico 95% de pureza,
avaliados pelo teste de termorresisténcia

Cinética pos-descongelacdo de espermatozoides caprinos
criopreservados em tris-gema suplementado com trés diferentes
concentracdes de acido elagico 90% de pureza e trés diferentes
concentracfes de acido elagico 95% de pureza, avaliados pelo
teste CASA (Sistema analisador de espermatozoéides auxiliado por
COMPUERAAOT). ..ttt

Integridade da membrana plasmatica, potencial mitocondrial e
integridade acrossomal pos-descongelacdo de espermatozoides
caprinos criopreservados em Tris-Gema suplementado com trés
diferentes concentracdes de acido elagico 90% de pureza e em trés
diferentes concentra¢des de acido elagico 95% de pureza................

Pag.

44

45

46

65

66

67



LISTA DE FIGURAS

REVISAO DE LITERATURA Pag.
Figural  Estrutura quimica e molecular do B-cariofileno............c.ccccooennne. 23
Figura2  Acido gélico (1) e 4cido elagiCco (2)......ccovvmrvirerrieesiersieeeisienens 24

CAPITULO |

Figural  Geracdo intracelular de ROS poés-descongelacdo em
espermatozoides caprinos criopreservados em  Tris-Gema
suplementado com trés concentracoes diferentes de -
Cariofileno........ccooviviiii 46

CAPITULO Il

Figural  Geracdo intracelular de ROS poés-descongelacdo em
espermatozoides caprinos criopreservados em  Tris-Gema
suplementado com trés diferentes concentracbes de acido elagico
90% de pureza e em trés diferentes concentracbes de é&cido
lAgICO 95%0 AE PUIBZA.........veeveeeeereereeieieeee et er s en s 69



Xi

RESUMO

Biotecnicas da reproducdo como o congelamento de sémen podem agregar
melhoramento genético. Entretanto, reagcdes de oxidacdo acabam baixando a taxa de
viabilidade espermaética pds descongelagdo. O B-cariofileno é um sesquiterpeno com
atividades biologicas, destacando-se a atividade anti-inflamatéria e antioxidante. O
acido elagico (AE) é um dimero do &cido galico apresentando quatro anéis fundidos
com quatro hidroxilas, de forte atividade antioxidante. Objetivou-se analisar efeitos
antioxidantes e viabilidade espermatica do sémen caprino criopreservado em tris-gema
suplementado com diferentes concentracdes de p-cariofileno e diferentes concentragdes
e purezas de AE. Foram realizadas coletas semanais durante sete semanas, totalizando
sete ejaculados de bodes da raca anglonubiana por coleta. Apds avaliagdo e formagéo do
pool, este foi divido em quatro aliquotas para avaliacdo da atividade do B-cariofileno,
correspondentes ao grupo tratamento respectivo: controle-OmM, B1-1,0 mM, B2-2,0
mM e B3-3,0 mM; e em sete aliquotas para avaliacdo da atividade do AE 90% de
pureza: controle-OMm, A1-0,5 mM, A2-1,0mM, A3-2,0mM e AE 95% de pureza: D1-
0,5mM, D2-1,0mM e D3-2,0mM. Avaliaram-se a integridade da membrana plasmatica,
integridade acrossomal, potencial de membrana mitocondrial, cinética espermatica
(CASA), Teste de Termo Resisténcia (TTR) e deteccdo de espécies reativas ao oxigénio
(ROS). Os resultados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e ao teste
Kruskal Wallis para os resultados ndo paramétricos. Ndo houveram diferengas
significativas (p<0,05) em relacdo ao controle, entre os resultados obtidos para as
varidveis e tratamentos estudados pds descongelacdo p-cariofileno. Entretanto,
observou-se reducdo significativa (p>0,05) dos parametros motilidade e vigor no TTR e
cinética CASA nas concentracbes A3 e D3 e, reducdo no potencial de membrana
mitocondrial na concentracdo A3 e concentracdes D2 e D3, quando comparados ao
controle. Ambos os antioxidantes estudados ndo reduziram significativamente a
producdo de ROS. A suplementacdo das concentragdes de -cariofileno adotadas neste
estudo ao diluidor tris-gema ndo provocaram efeitos na qualidade espermatica do sémen
caprino anglonubiano, enquanto, em maiores concentragdes do AE (1,0mM e 2mM)
causa a diminuicdo da viabilidade espermatica.

Palavras-chave: Fertilidade, caprinocultura, biotecnologia da reproducdo, ROS
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ABSTRACT

Reproduction biotechnics such as semen freezing can add genetic improvement.
However, oxidation reactions lower the rate of sperm viability after thawing. B-
caryophyllene is a sesquiterpene with biological activities, with emphasis on anti-
inflammatory and antioxidant activity. Ellagic acid (EA) is a dimer of gallic acid having
four fused rings with four hydroxylates, with a strong antioxidant activity. The objective
of this study was to analyze antioxidant effects and sperm viability of cryopreserved
goat semen in egg-yolk supplemented with different concentrations of B-caryophyllene
and different concentrations and purities of EA. Weekly collections were carried out for
seven weeks, totaling seven ejaculates of anglonubian herds by collection. After
evaluation and formation of the pool, it was divided into four aliquots to evaluate f-
caryophyllene activity, corresponding to the respective treatment group: control-OmM,
B1-1,0mM, B2-2,0mM and B3-3,0 mM; and in seven aliquots for assessment of 90%
purity EA activity: control -OmM, A1-0,5mM, A2-1,0mM, A3-2,0mM and 95% purity
EA: D1-0,5mM, D2-1,0mM and D3-2,0mM. Plasma membrane integrity, acrosomal
integrity, mitochondrial membrane potential, sperm kinetics (CASA), Thermo
Resistance Test (TTR) and detection of oxygen reactive species (ROS) were evaluated.
The results were submitted to analysis of variance (ANOVA) and Kruskal Wallis test
for the non-parametric results. There were no significant differences (p <0,05) in
relation to the control, among the results obtained for the variables and treatments
studied after B-caryophyllene thawing. However, there was a significant (p> 0,05)
reduction of the motility and vigor parameters in the TTR and CASA Kinetics at
concentrations A3 and D3 and reduction in mitochondrial membrane potential at A3
concentration and D2 and D3 concentrations, when compared to the control. Both
antioxidants studied did not significantly reduce ROS production. The supplementation
of the B-caryophyllene concentrations adopted in this study to the egg-yolk diluent had
no effect on the sperm quality of the anglonuban goat semen, whereas, in higher
concentrations EA (1,0 mM and 2,0 mM) decreases sperm viability.

Key words: Fertility, goat breeding, breeding biotechnology, ROS
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1 INTRODUCAO

A criopreservacdo do sémen é um processo complexo, onde é importante
atentar para diversos fatores a fim de obter resultados satisfatorios. Dentre esses fatores,
destacam-se a diluicdo, a criopreservacdo, descongelacdo e também a fisiologia do
sémen de cada espécie. O processo de criopreservacdo de sémen, além de possibilitar
sua utilizagdo por longo periodo, reduz riscos e custos com a aquisicao e transporte de
reprodutores; favorece rapida difusdo de material genético entre regides, paises e
continentes; minimiza a possibilidade de introducdo de doencas transmissiveis via
sémen numa regido e /ou pais e a transmissdo e propagacdo de doencas sexualmente
transmissiveis nos rebanhos (TRALDI, 1994).

A criopreservacao é um procedimento reconhecidamente deletério para as
células espermaticas, por reduzir sua sobrevivéncia e, por consequéncia, seu potencial
fertilizante (YESTE et al., 2014). Os espermatozoides durante a criopreservacdo sao
susceptiveis tanto aos danos peroxidativos, quanto aos danos causados pela
desestabilizacdo das proteinas da familia das serino proteases, causando uma pré-
capacitacdo induzida pelo frio (PARKS e GRAHAM, 1992).

Os danos peroxidativos induzem a formacdo de espécies reativas ao
oxigénio (ROS), uma das principais causas da reducdo da viabilidade e da fertilidade
dos espermatozoides (HSU et al., 1998), sendo um dos fatores que agem negativamente
sobre a célula espermatica durante o processo de refrigeracdo e congelacdo do sémen
(CUNHA, 1997).

O estresse oxidativo tem um especial destaque na criopreservacdo de sémen
caprino, pois 0 manejo e o contato de criopreservadores associado a uma alta
concentracdo de acidos graxo poli-insaturados de membrana, proteinas, lipidios e
cofatores favorece a formacdo de espécies reativas de oxigénio e espécies reativas
nitrogénio. A reacdo destas espécies com os acidos graxos poli-insaturados, presentes
nas membranas celulares e nas lipoproteinas, desencadeia 0 processo denominado
peroxidacdo lipidica ou lipoperoxidacdo, que pode ser avaliado e utilizado como
indicador do estresse oxidativo celular (WILLIAMS e FORD, 2005).

Estudos tém sido desenvolvidos para aprimorar 0 processo de
criopreservacdo seminal na especie caprina e assim alavancar a utilizacdo desses
animais nos programas de inseminacdo artificial (IA) e fecundagdo in vitro (FIV)
(DORADO et al., 2009; KUCUK et al., 2014). Com a finalidade de atenuar as injurias

causadas aos espermatozoides, os meios diluidores seminais tornaram-se foco de
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pesquisas. Desta forma, diferentes substancias tém sido adicionadas aos meios no
intuito de garantir protecdo maxima as ceélulas espermaticas (FARSHAD et al., 2009;
MEMON et al., 2012; KULAKSIZ et al., 2013).

A suplementacdo do meio de criopreservagdo com antioxidantes mostrou
proporcionar efeito crioprotetor em touros (BILODEAU et al., 2002; SARZOZKAN et
al., 2009), carneiro (BUCAK et al.,, 2008), cabra (BUCAK et al., 2009), javali
(FUNAHASHI e SANO, 2005) e caninos (MICHAEL et al., 2007). Melhorando o0s
parametros do sémen a exemplo da motilidade espermatica e integridade da membrana
pos descongelacdo (BUCAK et al., 2010).

O pB-cariofileno (BC) é um sequiterpeno extraido do Oleo de copaiba,
Canabis indica, dentre outros vegetais com varias atividades bioldgicas. Destacam-se 0
efeito antibiotico (HO et al., 2011), antioxidante (CALLEJA et al., 2013) e anti-
inflamat6rio (KOBAYASHI et al., 2011).

O interesse pelo estudo do Acido Elagico (AE) aumentou durante Gltima
década, devido as suas propriedades bioldgicas. Com base em modelos in vitro e de
pequenos animais, foi relatado que a AE, € um potente antioxidante, com acdo
anticarcinogénico e agente antiproliferativo (DEWICK, 2009; GARCIA-NINO;
ZAZUETA, 2015; UZAR et al., 2012).

O objetivo deste estudo, portanto, é analisar efeitos antioxidantes da adicéo
de BC isolado e AE em diferentes concentragdes no meio de criopreservacao
avaliando-se a viabilidade espermatica e o potencial antioxidante do meio através de

diversos testes nos meios suplementados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caprinos da raga anglonubiana

Os caprinos anglonubianos pertencem as racas do tronco das cabras
AsiaticasAfricanas, sendo originaria, por volta de 1860, de cabras tipo Nubiana do vale
do Alto Nilo, da regido de Nubia, no atual Suddo, cruzadas com cabras comuns da
Inglaterra apds intenso processo de selecdo (COUTINHO, 2011).

Dentre as racas exoticas trazidas para o Brasil, a anglonubiana teve o
propdsito de originar rebanhos de dupla aptiddo, além de apresentar elevada rusticidade,
quando comparadas as demais. Sendo comum a presenca de reprodutores da raca
Anglonubiana na maioria dos rebanhos do Nordeste (OLIVEIRA et al., 2009).

E uma raca de aptiddo dupla, com boa producéo de carne e leite. Apresenta
resultados satisfatorios para a producao de carne quando pesquisado sob sistema semi
intensivo em especial aos 150 dias de idade quando o ganho de peso é de cerca de
150g/dia (OLIVEIRA et al. 2009), estando apta a producéo de carne quando comparada
a outras racas caprinas (MEDEIROS et al. 2001).

Sdo caprinos robustos e de porte grande, com fémeas pesando em média 60
kg e machos pesando em média 80 kg (SANTQOS, 2003). Segundo Garcia et al. (2006),
a Raga Anglo Nubiana pode ser utilizada na melhoria da qualidade da carne de caprinos

SRD, por meio de conformacdo e indice de compacidade de carcaca.

2.2 Estrutura espermatica

Os espermatozbides sdo células especializadas, que possui limitada
capacidade de reparacdo (MCKINNON; VOSS, 1993) sendo formados dentro dos
tubulos seminiferos dos testiculos (FRANDSON, WILKE e FAILS, 2005;
CUNNINGHAM; KLEIN, 2008).

O conjunto de plasma seminal e espermatozoide formam o sémen. Os
espermatozoides carregam o material genético do reprodutor e sdo responsaveis por
fecundarem os odcitos. Ja o plasma seminal € a fracdo liquida, produzida pelas
glandulas acessorias e pelos epididimos do sistema genital masculino, responsavel pela

integridade, nutri¢do e viabilidade dos espermatozoides (CORTELL, 1981).

Os espermatozoides podem ser definidos como células haploides
especializadas, que tem uma habilidade limitada para biossintese e regeneracéo celular
(AMANN e GRAHAM, 1992). Essas células possuem um mecanismo proprio de
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maturacdo altamente sensivel e dependente de hormonios hipofisarios e gonadais.
(PESCH e BERGMANN, 2006).

Desordens na espermatogénese podem ocasionar alteracdes nos parametros
dos espermatozoides no ejaculado ou até provocando quadros de infertilidade (HAFEZ,
2004; CUNNINGHAM; KLEIN, 2008; GONCALVES; FIGUEIREDO,; FREITAS,
2008).

Para que seja considerado qualitativamente viavel e potencialmente fertil é
necessario que, o espermatozoide possua morfologia, atividade metabolica e membranas
normais. A presenca de membranas integras € pré-requisito para que 0s eventos
relacionados ao processo de fertilizacdo, como a capacitacdo espermatica, penetracdo
nos revestimentos do ovdcito, ligacdo a zona pellcida e fusdo com o 06cito possam
ocorrer (ARRUDA et al., 2005).

2.2.1 Membrana plasmatica

A membrana plasmaética envolve todo o espermatozoide, constituindo assim
0 componente mais externo da célula, composta por uma bicamada lipidica com
proteinas integrais e periféricas, glicoproteinas de superficie e glicolipidios organizados
em um mosaico fluido (SINGER e NICHOLSON, 1972).

E composta principalmente por &cidos graxos poli-insaturados, em especial
0 é&cido decosa-hexandico (DHA), que sdo de grande importancia celular, pois
conferem as caracteristicas de fluidez, necessaria para 0s eventos associados a
fertilizacdo, e permeabilidade a membrana (HAFEZ, 2004; CUNNINGHAM; KLEIN,
2008; GONCALVES; FIGUEIREDO; FREITAS, 2008). Essa fluidez depende da
temperatura, teor de colesterol e seu grau de saturacdo. Colesterois saturados garantem
maior rigidez, enquanto os insaturados conferem maior fluidez as membranas
(OLLERO; POWERS; ALVAREZ, 2000).

Segundo Scott (1973), os tipos de fosfolipidios presentes nos
espermatozoides variam consideravelmente de uma espécie para outra. Durante sua
fase de maturacdo no epididimo, ocorre aumento na proporcdo de acidos graxos poli-
insaturados dos espermatozoides, devendo ter efeito pronunciado nas propriedades
fisicas e quimicas da membrana lipoproteica (VANDENHEUVEL, 1971). Assim,
qualquer mudanca que ocorra em cada fosfolipidio, ou na composicdo de seus acidos
graxos, altera a estrutura e a fungdo da membrana dos espermatozoides (KHOSRO
BEYGI e ZARGHAMI, 2007).



17

As proteinas interligadas com os lipidios sdo classificadas como integrais
ou periféricas. As proteinas integrais sao liberadas da membrana apenas por solventes
ou detergentes, sendo essenciais para sua estrutura (AMANN e GRAHAM, 1993). As
proteinas periféricas, por outro lado, sdo soltveis em diluidores seminais e 4gua, sendo
facilmente removidas. As proteinas integrais agem como poros ou canais através da
membrana, como receptores para outras moléculas, ou séo encontradas entre as duas
bicamadas da membrana (AMANN e PICKETT, 1987).

2.2.2 A cabeca do espermatozoide

A cabeca do espermatozoide, em geral, é constituida por acrossoma e
nacleo, sendo o0 acrossoma uma organela originada a partir do complexo de Golgi e
com enzimas hidroliticas em seu interior, tais como proacrosina, hialuronidase,
esterases e hidrolases acidas. Essas enzimas sdo liberadas durante o processo de reacao
acrossomal para que haja a penetracdo do espermatozoide no odcito (PESCH e
BERGMANN, 2006), ou seja, a fertilizacdo, devendo o acrossoma se manter integro
até que a zona de ligacdo entre o gameta masculino e o feminino esteja completa
(SILVA e GADELLA, 2006).

O acrossoma consiste em uma membrana interna e uma membrana externa
que se fundem na parte distal do acrossoma. E dividido em trés segmentos diferentes:
(@) margem anterior, que é o segmento apical, (b) segmento principal e (c) a porcao
caudal, que é o segmento equatorial. A juncdo entre o segmento principal e o segmento
equatorial é marcada por uma diminuicdo abrupta da espessura da capa acrossomal e
um aumento considerdvel na densidade de seu contetddo. O acrossoma contém enzimas
essenciais para a lise da zona pellcida e penetracdo da corona radiada do odcito. Essas
enzimas sdo libertadas durante a reacdo acrossdmica (RA), gquando a membrana
acrossomal externa se funde com a membrana plasmatica (ROVAN, 2001).

O constituinte melhor caracterizado do acrossoma é acrosina, um membro
da familia de serino protease que estd presente apenas em células espermaticas. Este
tipo de protease difere de outras enzimas em outros tecidos pelo peso molecular, a
especificidade do substrato e inibidor especifico. (MULLER-ESTERL e FRITZ, 1981).

A integridade do acrossoma é essencial para a fecundacao e sua avaliacéo
pode ser efetuada logo apos a coleta do sémen ou apos teste de resisténcia osmotica,
que consiste em determinar o percentual de acrossomas intactos apds incubagdo em

meio hiposmotico. O percentual de acrossomas intactos foi correlacionado com o
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tamanho da leitegada e maior percentual de acrossomas intactos foi observado no grupo
de ejaculados de alta fertilidade em comparacdo aos de baixa fertilidade (GADEA,
MATAS e LUCAS, 1998).

O nucleo do espermatozoide retétm a cromatina condensada com as
informacgdes genéticas que irdo constituir o genoma de um novo individuo, ap6s
fertilizacdo, sendo a integridade desta estrutura indispensavel para que haja o perfeito
desenvolvimento embrionario e para que a gestacdo seja levada a termo (MORAES et
al., 1998). Existem evidéncias de que os defeitos na estrutura nuclear apresentam
correlagdo positiva com a reducdo da capacidade fertilizante dos espermatozoides e
desenvolvimento de defeitos embrionarios precoces (PESCH e BERGMANN, 2006),
tornando o potencial de fertilidade das células espermaticas um reflexo do estado de
sua cromatina (EVENSON et al., 1999).

2.2.3 O flagelo

A cauda corresponde a parte mais longa do espermatozoide, formada pelas
pecas intermediaria, principal e terminal (SINGH, 2006). A peca intermediaria é de
estrutura complexa e caracterizada pela presenca da bainha mitocondrial (MIES
FILHO, 1987; CARVALHO et al., 2002), responsavel pela geracdo da energia utilizada
pelo axonema para execucdo dos movimentos flagelares (CARVALHO et al., 2002;
HAFEZ e HAFEZ, 2004; SINGH, 2006), essenciais para que 0S espermatozoides de
mamiferos alcancem o local da fertilizacdo e possam dar inicio a este processo (PESCH
e BERGMANN, 2006).

As mitocondrias, presentes na bainha mitocondrial, estdo enroladas de
forma helicoidal em torno das fibras densas exteriores (PAGLIARINI et al., 2008). S&o
responsaveis por aproximadamente 90% da producdo de energia celular, que ocorre por
meio do processo de fosforilacdo oxidativa. Sendo responsavel pela maior parte da
producdo enddgena de espécies reativas ao oxigénio (ROS), além disso, € considerada a
reguladora central da apoptose celular (CAMARA; GUERRA, 2008). S0 essenciais na
cinética espermatica, estabelecendo uma correlacdo positiva entre sobrevivéncia e o
namero de mitoc6ndrias. Espermatozoides com muitas mitocéndrias possuem maior
capacidade de sobrevivéncia (ROVAN, 2001).

A relacdo producdo/consumo energético mitocondrial versus funcgédo
espermatica apresenta diferencas entre as espeécies influenciando sobre a producdo,

passagem e manipulagdo dos espermatozoides. Uma vez se estabelecendo a medicédo
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para processamento e armazenamento espematico, € possivel estabelecer meios
energéticos para maior viabilidade e longevidade para espermatozoides, reduzindo os
danos espermaticos ap0s 0 processo de criopreservacdo (MORAES e MEYERS, 2018).

Assim, a integridade funcional da mitocondria € um aspecto importante
para a sobrevivéncia da célula no trato reprodutivo da fémea durante as técnicas de
reproducéo assistida (SILVA e GADELLA, 2006).

2.3 Producdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) e o stress oxidativo

A obtencdo de energia pelo metabolismo celular mitocondrial acarreta na
formacéo de subprodutos conhecidos como radicais livres, principalmente os advindos
do oxigénio, que sdo conhecidos como espécies reativas de oxigénio (ROS). De modo
geral, as ROS sdo moléculas que contém um oxigénio num estado altamente reativo,
com uma alta capacidade oxidativa (CARDOSO et al., 2006).

As ROS podem ser produzidas no citoplasma, nas mitocondrias ou na
membrana e o seu alvo celular (proteinas, lipidios, carboidratos e DNA) esta
relacionado com o seu sitio de formacao (YU e ANDERSON, 1997), sendo a principal
fonte produtora a cadeia mitocondrial transportadora de elétrons (MOLINA, 2003).

As principais fontes enddgenas produtoras de ROS incluem as mitocondrias
e a atividade de algumas enzimas como: xantina oxidase, citocromo P450-
oxidase, monoaminooxidases, as enzimas envolvidas na via de producdo de
prostaglandinas e tromboxanos e a NADPH-oxidase da membrana plasméatica de
macrdfagos, que produzem uma grande quantidade de ROS em resposta ao estimulo
fagocitario (HALLIWEL e GUTTERIDGE, 1989; BLAKE, 1995).

Entre as ROS, as mais importantes sdo o radical hidroxila (OH-), o anion
superoxido (02-), o perdxido de hidrogénio (H202) e o 6xido nitrico (NO2) (NICHI,
2003; BARROS, 2007).

O anion superdxido, gerado a partir de uma molécula de oxigénio pela
adicdo de um elétron, apesar de ser um radical livre, ndo é altamente reativo, pois ndo
consegue penetrar em membranas lipidicas, ficando restrito ao compartimento onde é
produzido. O anion superdxido parece ser o produto primario do sistema de producao
de ROS, gerando o peroxido de hidrogénio apds uma reacdo de dismutase
(RODRIGUES, 2009).



20

A formacdo de superdxido acontece espontaneamente, especialmente no
meio aerdbico, rico em elétrons, proximo a membrana mitocondrial interna, que ocorre
devido ao escape de elétrons da cadeia respiratéria (NORDBERG; ARNER, 2001).

O perdxido de hidrogénio (H202) ndo é um radical livre, mas é um
metabolito do oxigénio extremamente deletério porque participa como intermediario na
reacdo que produz o radical OH-. E gerado a partir da dismutacdo enzimatica do O2-
pela superoxido dismutase, tem vida longa e é capaz de atravessar membranas
bioldgicas (MAIA; BICUDO, 2009).

O radical hidroxila é considerado o radical mais reativo em sistemas
bioldgicos, sendo capaz de causar mais danos do que qualquer outra ROS. E formado a
partir do peroxido de hidrogénio, em uma reacdo catalisada por ions metais (Fe++ ou
Cu+), denominada reacdo de Fenton. O OH- reage rapidamente com biomoléculas e
pode desencadear a peroxidacdo dos lipidios na membrana plasmaética do
espermatozéide (ARUOMA et al.,1989; RODRIGUES, 2009; NICHI, 2003).

O oxido nitrico apresenta aspectos similares ao O2-, visto que ndo reage
diretamente com as biomoléculas apesar de seu elétron despareado. O NO- reage
facilmente com outros radicais livres, gerando principalmente radicais menos reativos,
funcionando entdo, como um antioxidante. Porém, se O2- for produzido em grandes
quantidades paralelamente com o NO-, ambos reagem produzindo o peroxidonitrito
(OONO-), altamente citotoxico (HALLIWELL et al.,1989).

As ROS, em pequenas quantidades, sdo fisiologicamente necessarias por
induzir a cascata de fosforilacdo da tirosina, associada a capacitacdo espermatica,
hiperativacdo da motilidade, reacdo acrossomal e fusdo dos gametas. No entanto, a
geracdo excessiva de ROS pode subjugar o sistema intracelular de defesa antioxidante
do espermatozoide (MAIA e BICUDO, 2009).

Quanto maior for a exposicdo dos espermatozdides a estas ROS maiores
serdo os danos, provocando lipoperoxidacdo da membrana celular, uma deterioracédo
oxidativa dos &cidos graxos poliinsaturados, como também alteracdo da estrutura dos

receptores de proteinas e enzimas (VERNET et al., 2004).

A geracdo de altas concentracGes de espécies reativas de oxigénio no sémen
tambem é atribuida ao declinio no metabolismo de energia do espermatozoide, na
motilidade e viabilidade espermética e a desnaturacdo do DNA em cavalos, touros,
carneiros, bodes e homens (BILODEAU et al., 2002; ARMSTRONG et al., 1999). Os
espermatozoéides sdo bastante sensiveis ao ataque das ROS (JONES e MANN, 1977),
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por possuirem lipidios altamente insaturados e uma pequena quantidade de citoplasma,

tornando-os suscetiveis aos danos peroxidativos (VERNET et al., 2004).

Durante o periodo de estocagem do sémen, a producdo de ROS tem sido
apontada como a principal causa da reducdo na motilidade, na integridade espermatica
(VISWANATH e SHANNON, 1997) e no declinio do metabolismo energético
(BAUMBER et al., 2002). Os eventos ocorridos durante esse processo envolvem
reducdo da temperatura, desidratacdo celular, congelacdo e descongelacédo
(MEDEIROS et al., 2002). Estes procedimentos ocasionam danos celulares devido a
mudanca na temperatura, formacdao de cristais de gelo, injdrias oxidativas, alteraces na
membrana do espermatozoide, lesdes no DNA, estresse osmotico além da toxicidade
dos crioprotetores (BALL et al., 2002). A conservacdo de espermatozoides requer uma
reducdo ou atraso do metabolismo das células espermaticas para gerar o prolongamento
da sua vida (YOSHIDA, 2000).

2.4 Antioxidantes

Antioxidantes s&o substancias que retardam a velocidade da oxidagéo,
através de um ou mais mecanismos, tais como inibicao de radicais livres e complexacéo
de metais (PIETTA, 2000), podendo agir diretamente na neutralizacdo da acdo dos
radicais livres ou participar indiretamente de sistemas enziméaticos com essa funcéo
(HALLIWELL e GUTTERDGE, 1999).

O sistema antioxidante representa a defesa dos organismos contra as ROS e
¢ constituido por componentes enzimaticos e ndo enzimaticos, que atuam
conjuntamente na protecdo celular. O sistema enziméatico é considerado a linha de
defesa priméria, uma vez que evita o acimulo do O2- e H202. Existem também as
defesas secundarias que impedem a propagacdo da lipoperoxidacdo (LPO), e as
terciarias, enzimas de reparo de danos ja instalados (YU, 1994).

O espermatozoide conta com um sistema enzimatico de defesa antioxidante,
que inclui superéxido dismutase (SOD), catalase, glutationa peroxidase (GPx) e
glutationa redutase (GR), bem como os antioxidantes ndo enzimaticos como: &cido
ascorbico e alfa-tocoferol (AITKEN,1994). No meio extracelular, ele é protegido pelo
plasma seminal que contém antioxidantes, enzimaticos e ndo enzimaticos, como o acido
ascorbico, acido urico, albumina e outras proteinas, catalase, SOD, glutationa, taurina,
hipotaurina e vitamina E (NICHI, 2003).
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No entanto, enzimas antioxidantes intracelulares, ndo conferem protecéo
total a membrana plasmatica que envolve o acrossoma e a cauda, forcando os
espermatozoides a suplementarem essa limitada defesa intrinseca, com a protecédo
conferida pelo plasma seminal, o qual contém antioxidantes enziméaticos (ALVAREZ e
STOREY, 1989; ZINI et al., 1993), além de uma variedade de antioxidantes ndo
enzimaticos (SALEH e AGARWAL, 2002).

Os antioxidantes exogenos protegem a célula através da prevencdo, da
interceptacéo e do reparo das reacOes de oxidagdo (RODRIGUES, 2009).

A prevencdo na formagéo de ROS tem como o principal meio de controle a
quelacdo de metais de transicdo, que, por sua vez, ao se desprenderem dos produtos da
reducdo do oxigénio, produzem oxidantes secundarios ainda mais reativos como o
radical hidroxila (BARROS, 2007).

A interceptacdo das ROS esta relacionada com a quebra da reacdo que
ocorre com os radicas livres para a formagdo de produtos oxidantes, sendo que essa
quebra deve resultar em produtos finais nao radicais, ou seja, sem elétrons despareados
(NICHI, 2003).

O reparo dos danos causados pelas espécies reativas ao oxigénio, no caso
dos espermatozoides, se torna impossivel na falta de sistemas de enzimas
citoplasmaticas necessarias a essa funcdo (BARROS, 2007; RODRIGUES, 2009).

Substancias antioxidantes tém sido adicionadas a diluentes do sémen, com o
objetivo de reduzir os danos oxidativos causados pela elevada concentracdo de ROS em
amostras de sémen de bovinos (BECONI et al., 1993; BILODEAU et al., 2001; FOOTE
et al., 2002), ovinos (MAXWELL e STOJANOV, 1996; UPRETI et al., 1997), caprinos
(SINHA et al., 1996), suinos (PENA et al., 2003; ROCA et al., 2004), equinos (BALL
et al., 2001; SILVA et al., 2006) e caninos (COLETO et al., 2006). No entanto,
resultados contraditérios tém sido observados com o uso destas substancias na
preservacdo da viabilidade espermatica do sémen in natura, refrigerado e congelado, em
virtude da divergéncia do tipo e da concentracdo do antioxidante utilizado (MAXWELL
e STOJANOV, 1996; UPRETI et al., 1997; DONNELLY et al., 1999).

Estudos demonstraram efeito positivo da adicdo de Glutationa ao sémen
equino (BALL et al., 2001), caprino (SINHA et al., 1996) e bovino (SLAWETA et al.,
1988). Em carneiros, Maxwell e Stojanov (1996) ressaltaram que antioxidantes

hidrossoluveis (SOD, CAT, Citocromo c¢ e Glutationa peroxidase) foram habeis em
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preservar a sobrevivéncia e a integridade do acrossoma dos espermatozoides durante a
refrigeracao.

Ressalta-se, entretanto, que apesar da importancia dos antioxidantes
enzimaticos na protecdo contra os danos oxidativos aos espermatozoides, muitas
pesquisas também utilizam substancias antioxidantes ndo enzimaticos, como taurina,
trealose, selénio e compostos surfactantes, visando aumentar a motilidade, a viabilidade
e a integridade da membrana dos espermatozoides (EL-ALAMY e FOOTE, 2001;
AISEN et al., 2002).

Dentre os antioxidantes ndo enziméticos utilizados na composi¢do dos
diluentes de sémen destaca-se a trealose, que € um dissacarideo que possui agdo
protetora contra o efeito osmdtico e interacdo especifica com fosfolipideos da
membrana, tornando o meio hipertdnico, causando desidratacdo da célula antes da
congelacéo e reduzindo a quantidade de injdria celular determinada pela cristalizagéo do
gelo (SCHMEHL et al.,, 1986; STOREY e NOILES, 1998). A taurina € um dos
aminoéacidos presentes na composicdo do fluido epididimario, possuindo acdo protetora
contra 0 acimulo de ROS em casos de exposic¢do a condi¢des aerdbicas e ao processo
de congelacdo/descongelagdo (HOLMES et al., 1992; ALVAREZ e STOREY, 1983;
CHEN et al., 1993).

2.5 B-cariofileno

Também conhecido com trans cariofileno (Figura 1), o B-cariofileno (BCP),
esta presente como componente de 6leos esséncias de inimeros vegetais e em diferentes
concentragdes. E 0 composto majoritarios do dleo de copaiba e participa da composicdo
dos 6leos de manjericdo (Ocimum spp), canela (Cinnamomum zeylanicum), lavanda
(Lavandula angustifolia), maconha (Cannabis sativa), orégano (Origanum vulgare),
pimenta-do-reino  (Piper guineense) e alecrim (Rosmarinus officinalis). Com
caracteristicas organolépticas marcantes, possui um odor amadeirado e picante e devido
a estas propriedades tem sido empregado no preparo de produtos de panificacéo,

condimentos, doces e bebidas alcoolicas e ndo-alcdolicas (VARGA et al., 2017).
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Figura 1: Estrutura quimica e molecular do B-cariofileno
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Fonte: ZEBELO et al (2012)

Presente em espécies de plantas medicinais de uso comum no Brasil, o -
cariofileno é um constituinte importante e o seu percentual varia de acordo com a parte
da planta em que foi retirado. Leite et al. (2013) avaliaram o potencial antiparasitario in
vitro de um terpendide componente de oleo essencial, o B-cariofileno e o eugenol,
contra as formas epimastigota e promastigota de T. cruzi e L. brasiliensis,
respectivamente, bem como verificar sua citotoxicidade em células de mamiferos.

Na literatura, atividades farmacoldgicas destacam-se com estudos invitro,
dentre elas, podemos citar a atividade antiproliferativa (LOIZZO et al., 2008),
anestésica (GHELARDINI et al., 1999), antiviral (DUKINC; BENZIC; VUKO, 2011),
antifungica (HO et al., 2011), antibacteriana (SHAFAGHAT, 2011), anti-inflamatoria
(KOBAYASHI et al., 2011), antioxidante (CALLEJA et al., 2013) e os efeitos
neuroprotetores em modelos de isquemia cerebral (CHOI et al., 2013), convulsdo (LIU
et al., 2015), hipoxia em células da glia (GUO et al., 2014), doenca de Alzheimer
(CHENG et al., 2018) e depressao (OLIVEIRA, 2016).

Dentre suas caracteristicas fisico-quimicas, a baixa solubilidade em agua é a
mais citada, 0 que sugere sua elevada afinidade pela membrana celular e capacidade de
transposicao da barreira hematoencefalica (FIDYT et al., 2016). Como resultado do seu
amplo emprego, a toxicidade do beta-cariofileno vem sendo estudada in vivo e in vitro.
Esta substancia, atualmente, é considerada ndo mutagénica, ndo genotoxica e a dose
letal oral aguda (DL50) em ratos € relatada como maior que 5000 mg/kg de peso
corporal (SCHMITT; LEVY; CARROLL, 2016).

Estudos como o de Cheng et al. (2014) e Ojha et al. (2016) demonstraram 0s
efeitos neuroprotetores, antioxidantes e anti-inflamatérios do BCP em modelos de

Parkinson e Alzheimer, respectivamente. Essas atividades foram evidenciadas por meio
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da atenuacdo do estresse oxidativo, inibicdo da peroxidagdo lipidica e reducdo dos
niveis de citocinas pro inflamatérias e mediadores inflamatérios. Estes achados sdo
associados ao fato de que o BCP é um agonista seletivo dos receptores canabindides
tipo 2 (CB2) (CARDOSO, 2018).

2.6 Acido elagico

Dentre os fitoquimicos estudados, os compostos fendlicos denominados
polifendis se destacaram devido sua atividade antioxidante, anti-inflamatoria,

antimutagénica e anticarcinogénigica (PRIOR, 2003).

O 4cido elagico (AE) é um bisfenol pertencente ao grupo dos taninos
hidrolisaveis. E uma molécula planar que contém quatro grupos hidroxila e dois grupos
lactona (figura 2). E um dimero do &cido galico. (BARCH et al, 1996). Pode ser
encontrado na forma livre ou glicolisada (glicose, ramanose e arabinose), porém em
baixas quantidades. E de ocorréncia natural comumente encontrado em morango, roma,
uvas muscadine, castanhas, amora silvestre e framboesa. Os AE glicosilados sdo
formados a partir do chiquimato, onde os grupos hidroxila do agucar sdo esterificados
com os acidos fendlicos (MONTEIRO et al, 2005).

Figura 2: acido galico (1) e acido elagico (2)
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Fonte: BARCH et al., 1996.

Nas plantas, os polifendis sdo formados a partir do metabolismo secundério,
atuando na protecdo contra a incidéncia de raios ultravioletas e patdégenos. Estudos
evidenciam que o consumo de alimentos ricos em compostos fendlicos previne o
desenvolvimento de diversas patologias, tais como o cancer, doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas (MANACH et al.,, 2004). Os efeitos farmacobiologicos s&o
associados a uma acdo antioxidante direta, seja ela por mecanismos sequestrador de
radicais livres ou por mecanismo quelante de ions metalicos (PERRON e
BRUMAGHIM, 2009).
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Entretanto, estudos mais recentes mostram que os polifendis poderiam se
ligar a proteinas e afetar a atividade de enzimas, estimular a sintese de glutationa e
regular a transducdo de sinal por meio da modulacdo de fatores de transcrigdo, tais
como Nfr2, NF-xB e AP-1. Age de forma indireta estimulando (JAKOBS et al., 2006;
ANDREADI et al., 2006; VIRGILI e MARINO, 2008)

O é&cido elagico possui atividade antioxidante comprovada, entretanto, com
mecanismo de acdo ainda nao elucidado. Estudos demonstram que essa atividade atua
em vérias frentes, desde de sequestro de espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e
radical peroxil até a formacdo de complexos insollveis com ions metalicos Fe2+, Fe3+,
Cu2+ , Zn2+ e Co2+ (DALVI, 2014). Importante ressaltar, que 1 UM de AE promove
efeito citoprotetor em estudos in vitro (LABIENIEC e GABRYELAK, 2007).

2.7 Criopreservacao espermatica

A criopreservacdo permite o armazenamento de material genético por
tempo indeterminado sob baixas temperaturas (CARDOSO et al., 2005). Esse processo
é constituido de diluicdo, refrigeracdo, congelacdo, armazenamento e descongelacdo
(HAMMERSTEDT; GRAHAM; NOLAN, 1990).

Os procedimentos de criopreservacdo do sémen de muitas espécies sao
considerados ineficientes, em decorréncia de grande nimero de células espermaticas
tornarem-se aparentemente inférteis apds a congelacdo/descongelacdo. Comparado ao
sémen fresco, por exemplo, uma quantidade oito vezes maior de células espermaticas
criopreservadas de bovinos sdo necessarias para se obter a mesma taxa de fertilidade
(SHANNON e VISHWANATH, 1995).

Para o sucesso da fertilizacdo é necessario a disponibilidade de gametas
viaveis e funcionalmente normais, tanto in vivo quanto in vitro. A criopreservacdo de
gametas e embriGes tornou-se um procedimento complementar e essencial para a
aplicacdo de biotécnicas como inseminacdo artificial, fertilizacdo in-vitro, transferéncia
de embrides e engenharia genética (PARKS, 1985).

Acredita-se que as injurias causadas pelo procedimento de criopreservacao
interfiram no transporte e na sobrevivéncia espermatica no sistema genital da fémea
(SALAMON e MAXWELL, 1995). A membrana plasméatica do espermatozoide é
considerada o local primario de danos durante a criopreservagdo (WATSON, 1995).
Alguns estudos tém demonstrado que o efeito osmotico e da temperatura, determinados

pelos procedimentos de congelagdo e descongelacdo, induzem grandes alteragbes no
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volume de &agua da célula, resultando em considerdvel estresse mecénico nas
membranas celulares (NOILES et al., 1995).

Verificou-se que o procedimento de criopreservacdo afeta a composicéo
lipidica e organizacional da membrana plasmética dos espermatozoides, determinando
assimetria dessa bicamada fosfolipidica, resultando em danos ultra-estruturais e
predispondo os espermatozoides a defeitos morfoldgicos, como perda ou anormalidade
do acrossoma (HINKOVSKA-GALCHEVA et al., 1989).

A criopreservagdo de sémen € um processo complexo, a qual inviabiliza a
sobrevivéncia de uma proporcdo de espermatozoides, sendo importante atentar para
diversos fatores a fim de obter resultados satisfatorios, e compreender as causas de
crioinjurias, é fator fundamental para alcancar melhores resultados neste processo.
Vaérios estudos demonstraram que a criopreservagdo produz mudancas na sobrevivéncia
de espermatozdides (ALHAIDER e WATSON, 2009).

Apesar da preservacdo da motilidade, espermatozoides criopreservados
exibem danos na membrana plasmatica (CHECK e CHECK, 1991), que afetam os
processos de capacitacdo e hiperativacdo espermaética, bem como de fertilizacdo
(WATSON, 1995). As modificacGes na distribuicdo e nos componentes da membrana
espermatica, ocasionam desestabilizacdo semelhante aquela que ocorre no processo de
capacitacdo espermatica, e podem ser devido ao processamento do sémen ou a
composicdo dos diluidores (PEREZ et al., 1996). A criopreservacio antecipa a
maturacdo das membranas espermaticas, aumentando a proporcao de espermatozoides
capacitados ou com o0 acrossomo reagido, quando comparados aos do sémen in natura
(MAXWELL e WATSON, 1996). Como consequéncia, reduz a sobrevivéncia
espermatica em virtude das células capacitadas serem precocemente ativadas e
morrerem em curto periodo de tempo, antes de atingirem o local de fertilizacdo
(WATSON, 1995). Por conseguinte, os danos ocorridos durante a criopreservacao
dependem da estabilidade estrutural da membrana plasmatica dos espermatozoides (De
LEEUW et al., 1993).

Desta forma, esta biotécnica tem por intuito preservar a principal fungédo
espermatica, que e a fecundacdo do oocito, por meio do qual requer que as amostras de
espermatozodides sejam submetidas a refrigeracdo moderada e controlada (HOLT,
2000), pois o controle da temperatura diminui a possibilidade de perda da viabilidade
celular, por diminuir a formacdo de grandes cristais de gelo no interior da célula
(KUMAR et al., 2003).
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Entre espécies, as diferengas na sensibilidade espermatica observadas
durante o procedimento de refrigeracdo sdo amplamente atribuidas a variacdo na
composicdo da membrana, como, por exemplo, a relagdo entre acidos graxos saturados
e insaturados (NOILES et al., 1995). Durante os procedimentos de criopreservacéo, a
irreversivel reducdo na motilidade, na integridade morfoldgica e na capacidade
fertilizante dos espermatozoides pode também ser determinada pelo acUmulo de
produtos tdxicos do metabolismo celular ou, principalmente, pelo aumento da producgéo
de ROS decorrente da reducdo do oxigénio, como por exemplo, radical hidroxila e o
peroxido de hidrogénio (MISRA e FRIDOVICH, 1972; WANG et al., 1997,
BAUMBER et al., 2003).

2.7.1 Meios diluidores e crioprotetores

O sémen é muito sensivel a variagcdes de temperatura e pH. Nesse contexto a
as propriedades fisico quimicas do meio diluidor vai ter forte influéncia sobre este.
Substancias presentes nos meios, atuardo como agentes protetores e fornecerdo as
condicBes necessarias para sobrevivéncia desse espermatozéide ejaculado. Fornecem
energia, tamponam o pH, a osmolaridade, o equilibrio eletrolitico, tornam-se essenciais
(AISEN, 2008).

Os meios para criopreservacao do sémen caprino séo constituidos a base de
citrato de sddio, gema de ovo, lactose, 4gua de coco, Tris e leite bovino desnatado em
po e reconstituido por um crioprotetor interno ou penetrante (glicerol, etilenoglicol ou
dimetil sulféxido), sais (citrato de sodio ou acido citrico) e antibidticos (penicilina ou
estreptomicina) (PURDY, 2006).

Os crioprotetores podem ser classificados em externos ou ndo penetrantes
ou internos ou penetrantes. Os externos s&o substancias constituidas por
macromoléculas, lipidios e proteinas que ndo atravessam a membrana plasmatica. As
mais utilizadas sdo gema de ovo, leite, carboidratos (glicose, frutose, lactose, sacarose,
manose, rafinose, trealose), polimeros sintéticos (polivinilpirrolidona e metilcelulose) e
albumina serica bovina (HOLT, 2000; LEBOEUF et al., 2000). Essas substancias
tornam o meio hipertbnico com o aumento da osmolaridade do meio extracelular,
permitindo assim a passagem da agua do interior da célula espermatica para 0 meio
extracelular, impedindo, desta forma, a formacéo de cristais de gelo no interior na célula
durante a criopreservacdo (GONZALEZ, 2004).
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A gema de ovo é um diluente usado rotineiramente na criopreservacao de
sémen dos animais domésticos, como podemos observar na maioria dos meios
comerciais. O efeito protetor da gema de ovo sobre a membrana plasmatica da célula
espermatica deve-se a presenca das fracGes lipoproteicas de baixa densidade na sua
composicdo. A lipoprote¢do com relacdo ao choque térmico parece estar relacionada a
quelacdo do fon Ca+2 do meio, evitando sua entrada no espermatozoide. E possivel que
os lipossomas interajam com o calcio e outros componentes do meio de congelacéo que
afetem a tonicidade ou a fracdo da agua ndo congelada durante a criopreservagdo
(WILHELM et al., 1996).

Os citoprotetores internos ou penetrantes sdo formados por moléculas com a
capacidade de atravessar a membrana plasmatica atuando também atuam no meio
extracelular, diminuindo as les6es quimica ou mecéanica que a congelacdo provoca no
espermatozéide. Possuem fungdes coligativas, atuando sobre o ponto crioscépico
intracelular, causando uma diminuicdo e permitindo assim a permanéncia da agua no
estado liquido sob baixas temperaturas. Além de diminuir a agua intracelular e,
consequentemente, o tamanho e o nimero de cristais de gelo (WATSON, 2000). Séo
classificados em dois grupos: os alcoois (etanol, glicerol, etilenoglicol, entre outros) e as
amidas (MEDEIROS et al., 2002).

O glicerol é o crioprotetor de maior elei¢do para a criopreservacao do sémen
caprino (LEBOEUF et al., 2000). O seu mecanismo de acdo se da pela reducdo da
concentracdo do soluto nos meios intra e extracelulares, diminuindo a formacéo e
tamanho de cristais de gelo (DALIMATA e GRAHAM, 1997).

2.8 Avaliacao espermatica
2.8.1 Integridade da membrana plasmatica

A membrana plasmatica possui um importante papel nos processos de
capacitacdo e fertilizacdo do o0cito e sua constituicdo bioquimica é um dos principais
pontos de interesse do estudo da fisiologia e patologia espermaética. Teorias sobre a
fusdo de membranas (oocito/espermatozodide) sugerem que sua fluidez é pré-requisito
para a funcdo normal da célula (BARROS, 2007). E responsavel ainda, pela
manutencdo do equilibrio osmotico e atua como uma barreira mantendo, assim,

diferencas de composicéo entre os meios intra e extracelulares (NICHI, 2003).
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Para avaliacdo da integridade da membrana plasmatica, sondas com
afinidade por DNA sdo utilizadas. Uma vez lesionada a membrana, a sonda atravessa
esta estrutura e cora 0 nucleo, rico em DNA. Em revisdo de Silva e Gadella (2006),
foram listadas diferentes sondas utilizadas com esta finalidade: Hoechst 33258, YoPro-
1, lodeto de Propideo (IP), Etidio Homodimérico-1, ToPro-3 e TOTO. Outra forma de
avaliar a integridade da membrana € fazer uso de sondas classificadas como anfipaticas,
gue conseguem atravessar a membrana intacta e se ligar as esterases, identificando a
célula como viavel, como no caso do Diacetato de Carboxifluoresceina (DCF) e do
SYBR-14®. Segundo Medina et al. (2000), o DCF é um éster ndo polar, ndo
fluorescente e permeavel a membrana plasmatica. Dentro da célula é hidrolisado por
esterases inespecificas, resultando em um composto fluorescente e impermeavel a
membrana plasmatica intacta que fluoresce em verde.

Geralmente faz-se associacdo destas sondas com outra que tenha afinidade
com DNA, como o IP, onde sdo obtidos resultados confidveis para identificar a
preservacdo da membrana plasmatica de espermatozoides, uma vez que a membrana
integra cora em verde, pela ligacdo do DCF as esterases e a lesionada cora a regido
nuclear em vermelho pela ligacdo do IP ao nacleo celular (COLETO et al., 2002).
Peterson et al. (2007), usando uma combinacdo de sondas fluorescentes (SYBR-14®/IP)
presentes em um kit comercialmente vendido como LIVE/DEAD (Molecular Probes
Inc., Eugene, OR, USA) na avaliacdo de sémen de caprinos da raga Saanen, concluiram
existir correlacdo entre a proporcao de células com membranas intactas e a quantidade
de espermatozoides mdveis armazenados a 18 °C (r=0,77) e 4 °C (r= 0,98), sendo 4 °C
a temperatura de conservacdo espermatica indicada, visto que apresentou melhores

indices de preservacdo das membranas dos espermatozoides caprinos.
2.8.2 Integridade do Acrossoma

O acrossomo é um dos principais componentes da célula espermatica, visto
ser ele o responsavel pela fusdo do espermatozoide com o odcito (BARRQOS, 2007).

Uma revisao sobre a avaliacdo da integridade do acrossoma destacou-se que
as lectinas podem ser utilizadas, uma vez que sdo capazes de ligar-se a carboidratos
existentes exclusivamente nas glicoproteinas da membrana acrossomal. Substancias
geralmente derivadas da ervilha da espécie Pisum sativum (PSA) e do amendoim da
espécie Arachis hypogaea (PNA), assim como a Concanavalina A (ConA), uma lectina

D-glucose/D-manose ligante extraida de sementes da forrageira Canavalia ensiformis,
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sdo associadas a fluoroforos, para permitir sua visualizagdo ao microscopio de
imunofluorescéncia, sendo mais utilizado o Isocianato de Fluoresceina (FITC) (SILVA
e GADELLA, 2006).

Estas lectinas possuem diferentes locais de atuacdo, como a PNA que se liga
aos glicoconjugados da membrana acrossomal externa e as PSA e ConA que
apresentam afinidade pela membrana acrossomal interna, mais especificamente aos
grupos sacarideos da glicoproteina pro-acrosina (HOLDEN et al., 1990). Desta forma,
no caso do uso das PSA e ConA, quando a membrana plasmaética esta intacta, ndo ha
fluorescéncia. Entretanto, quando a membrana plasmética esta lesionada, como nos
casos de fixacdo da célula espermatica, observa-se fluorescéncia na regido do acrossoma
(SILVA e GADELLA, 2006).

Kitiyanant et al. (2002), usando FITC-PNA e ethidium homodimer-1 (EthD-
1) para avaliar reagdo acrossomal induzida com heparina e célcio ion6foro em sémen
criopreservado de bufalo, obtiveram 78% de espermatozoides vivos com acrossoma
intacto e 9% de reacdo acrossomal verdadeira, enquanto usando FITC-PNA/TBG,
obtiveram 80% de vivos e 10% de reagdo acrossomal verdadeira, tanto pela heparina
quanto pelo célcio ion6foro. Além disso, alta correlagdo foi observada entre as duas
técnicas de coloracdo (r > 0,90), reforcando a capacidade do FITC-PNA em avaliar a
ocorréncia de reacdo acrossomal. Em contrapartida, Prathalingam et al. (2006),
avaliando a integridade do acrossoma com FITC-PNA/IP, encontraram 1,16 + 0,9% de

reagdo acrossomal verdadeira em sémen de touro pos-descongelacéo.
2.8.3 Atividade Mitocondrial

Diferentes sondas fluorescentes tém sido utilizadas para avaliar a funcéo
mitocondrial espermatica. Estas sondas sdo ativamente transportadas nas mitocondrias
que possuem respiracdo ativa. Portanto, quanto mais ativa a respiragdo mitocondrial,
mais corante é acumulado nesta organela (GRAHAM e MOCE, 2005).

Diferentes sondas fluorescentes tém sido utilizadas para avaliar a funcao
mitocondrial espermatica. Garner et al. (1997) testaram a acdo dos fluoroforos
Rodamina 123 (R123), JC-1 e MitoTracker™ (MITO) para avaliar a funcao
mitocondrial da célula espermatica de bovinos e identificaram que a sonda JC-1 foi
eficaz na classificagdo do potencial da membrana mitocondrial. As sondas

mitocondriais sdo ativamente transportadas nas mitocéndrias com a respiragdo ativa.



32

Portanto, quanto mais ativa a respiracdo mitocondrial mais corante € acumulado nestas
organelas (GRAHAM e MOCE, 2005).

As sondas R123 e MITO sdo transportadas nas mitocondrias que
apresentem respiracdo ativa e o acumulo destas substancias faz com que a peca
intermediaria floresga na coloragdo verde. Todas as mitocondrias funcionais coram-se
em verde com R123 e MITO, ndo havendo diferenca entre as taxas respiratorias
exibidas pelos espermatozoides (SILVA e GADELLA, 2006).

Em contrapartida, o JC-1 apresenta diferencas quanto a coloracdo, uma vez
que em concentra¢fes mais baixas permanece no seu estado monomeérico e fluoresce em
verde, enquanto em concentracOes elevadas o JC-1 forma agregados que fluores cem na
cor laranja. Portanto, o JC-1 ndo apenas tem a habilidade para distinguir mitocondria
funcional, mas permite que os diferentes niveis de funcdo mitocondrial sejam
diferenciados pela intensidade da cor laranja na mitocondria (GUTHRIE e WELCH,
2006).

Hemachand e Shaha (2003), trabalhando com espermatozoides caprinos
obtidos do epididimo ou do ejaculado, submetidos a estresse oxidativo, relataram haver
relacdo entre o padréo de coloragdo com o JC-1 e a motilidade espermaética. Por sua vez,
Marco-Jiménez et al. (2006) mostraram que o processo de congelacdo/descongelacdo de
espermatozoides caprinos da raca Murciano-granadina determina consideravel reducéo
do numero de células com alto potencial mitocondrial (59,0 vs. 27,7%), utilizando-se o
JC-1.

2.8.4 Analise computadorizada do sémen

Os movimentos dos espermatozoides ndo seguem um padrdo Udnico.
Apresentam movimento progressivo, movimento circular, ou simplesmente se limitam a
oscilar no campo microscépico (movimento oscilatério) (SALVIANO e SOUZA,
2008). A analise convencional, feita em microscopia Optica através da observacdo de
uma gota seminal colocada sob laminula, limita-se a analisar o percentual de
espermatozoides moveis. Através da andlise espermatica assistida por computador
(CASA) ¢ possivel avaliar qualitativamente este movimento (MACK et al., 1988).

Através de videomicrografia, captada atraves de uma camera acoplada a um
microscopio, é feita analise sequencial e monitoramento do movimento individual de
cada célula espermatica (AMANN e KATZ, 2004). O software reconhece 0s

espermatozoides e desenha para cada célula uma sequencia completa do movimento
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para reconstituir sua trajetoria, classificando-a conforme os padrbes definidos como:

movel ndo progressivo, linear lento, linear rapido e imével (MORTIMER, 2000).

O software ainda caracteriza o movimento em: velocidade curvilinea
(VCL), velocidade média da trajetoria (VAP), velocidade linear progressiva (VSL),
retilinearidade (STR) e linearidade (LIN).



CAPITULO I

34

* Apresentado segundo normas da revista Brazilian Academy of Sciences (ABC)
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Abstract

Biotechniques of reproduction such as semen freezing may add genetic
improvement. However, oxidation reactions lower the rate of sperm viability after
thawing. B-caryophyllene is a sesquiterpene with biological activities, with emphasis on
anti-inflammatory and antioxidant activity. The objective of this study was to analyze
antioxidant effects and sperm viability of cryopreserved goat semen in egg-yolk
supplemented with different concentrations of p-caryophyllene. Weekly collections
were carried out for seven weeks, totaling seven ejaculates of goats of the Anglonubian
breed by collection. After evaluation and formation of the pool, it was divided into four
aliquots, corresponding to the respective treatment group: OmM (control), 1.0mM (B1),
2.0mM (B2) and 3.0mM (B3). Plasma membrane integrity, acrosomal integrity,
mitochondrial membrane potential, sperm kinetics (CASA), Thermo Resistance Test
(TTR) and detection of oxygen reactive species (ROS) were evaluated. The results were
submitted to analysis of variance (ANOVA) and Kruskal Wallis test for the non-
parametric results. There were no significant differences (p <0.05) in relation to the
control, among the results obtained for the variables and treatments studied after
thawing. The supplementation of the B-caryophyllene concentrations adopted in this
study to the egg-yolk diluent had no effect on the spermatic quality of the Anglonuban

goat semen.

Key words: antioxidant, goat, ROS, spermatozoa
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Introducéo

O processo de criopreservagdo de sémen, além de possibilitar sua utilizacdo por
longo periodo, reduz riscos e custos com a aquisicdo e transporte de reprodutores;
favorece rapida difusdo de material genético entre regiGes, paises e continentes;
minimiza a possibilidade de introdugdo de doencas transmissiveis via sémen numa
regido e /ou pais e a transmissao e propagacao de doencas sexualmente transmissiveis
nos rebanhos (Traldi, 1994).

O estresse oxidativo tem um especial destaque na criopreservacdo de sémen
caprino, pois 0 manejo e o0 contato de criopreservadores associado a uma alta
concentracdo de acidos graxo poli-insaturados de membrana, proteinas, lipidios e
cofatores favorece a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies
reativas nitrogénio. A reagdo destas espécies com os &cidos graxos poli-insaturados,
presentes nas membranas celulares e nas lipoproteinas, desencadeia 0 processo
denominado peroxidacdo lipidica ou lipoperoxidacdo, que pode ser avaliado e utilizado
como indicador do estresse oxidativo celular (Williams e Ford, 2005).

A suplementacdo do meio de criopreservagdo com antioxidantes mostrou
proporcionar efeito crioprotetor em diversas espécies, melhorando os parametros do
sémen a exemplo da motilidade espermética e integridade da membrana poés
descongelacédo (Bucak et al., 2010a).

O B-cariofileno é um metabolito secundario presente nos vegetais classificado
como sequiterpeno. Possui atividade antioxidante (Calleja et al., 2013), e esta presente
em diversas plantas, tais como o manjericdo (Ocimum spp), canela (Cinnamomum
zeylanicum), lavanda (Lavandula angustifolia), maconha (Cannabis sativa), orégano
(Origanum vulgare), pimenta-do-reino (Piper guineense) e alecrim (Rosmarinus

officinalis) (Fidyt et al., 2016; Varga et al., 2017).
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Nesse contexto a adigdo de f-cariofileno isolado em diferentes concentra¢es no
meio tris-gema de criopreservacdo é o foco desse estudo, tendo como objetivo analisar
efeitos antioxidantes e viabilidade espermatica do sémen caprino pos descongelacao.
Material e Métodos

Todos os procedimentos realizados com 0s animais estavam em conformidade
com a legislacéo brasileira em pesquisa animal (Lei 11.794 de 08 de outubro de 2008).
O procedimento descrito neste artigo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Piaui (UFPI) sob o protocolo de N°
460/18.

Diluidores, reagentes e meio

O diluidor Tris-Gema constituido a partir de 3,605 g de Tris; 2,024 g de acido
citrico; 1,488g de frutose; 25 mg de gentamicina; 50.000 Ul de penicilina; 100mL de
agua destilada; 20% de gema de ovo e 5% de glicerol, com osmolaridade de ~350
mOsm/kg e pH 6,8, foi utilizado para diluicio e congelamento do sémen. O [-
cariofileno e todos os demais produtos quimicos foram obtidos a partir da Sigma-
Aldrich® (St. Louis, MO, USA).

Quatro diluidores experimentais diferentes foram preparados na seguinte
disposi¢do: Controle (0 mM), Bl (B-cariofileno concentragdo 1,0mM), B2 (B-
cariofileno concentragdo 2,0mM), B3 (B-cariofileno concentracdo 3,0mM, adicionados
ao Tris-Gema.

Animais

Foram utilizados seis caprinos machos e uma fémea, provenientes de
propriedade particular localizada no municipio de David Caldas-PI, com idade média de

dois anos, da raca Anglonubiana e com escore de condigdo corporal 3-4 (escala 1-5).
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Todos os animais tiveram histérico de fertilidade comprovada e foram avaliados quanto

a saude geral, a integridade dos 6rgéos reprodutivos e a qualidade espermatica.
Coleta de sémen e avaliagéo inicial

As coletas de sémen foram realizadas durante os ultimos meses da estacdo com
baixo indice pluviométrico e durante os ultimos meses de estacdo chuvosa em seis
animais, totalizando sete coletas.

As coletas foram realizadas com o auxilio de uma cabra sabidamente em cio e 0
uso de vagina artificial, utilizando um tubo de ensaio graduado de 15mL, estéril e
devidamente protegido com uma folha de papel aluminio para evitar a exposicdo do
sémen a luz.

Apds a coleta as amostras de sémen de cada animal foram colocadas em banho
Maria a 37 °C e avaliadas separadamente quando cor, aspecto, volume (mL),
turbilhonamento (0-5), motilidade total (%) e vigor espermatico (1-5), em microscopio
de contraste de fase (Olympus optical Co., Ltda., 163 Toquio, Japao).

A concentracdo espermatica foi obtida em cdmara de Neubauer, na diluicdo de
1:200, em solucdo de citrato de sodio em formol a 4 %. Para analise da morfologia
espermatica, foi utilizado o método de camara Umida, segundo o Colégio Brasileiro de
Reprodugdo Animal (Cbra 2013). Apenas ejaculados com turbilhonamento > 3;
motilidade total > 80%; vigor > 3; concentragdo espermatica > 3,5 X 10°
espermatozoides/mL e patologias espermaticas < 20% foram utilizados nesse estudo.

Quando aprovadas, amostras dos seis ejaculados foram misturadas para
formacdo de um pool, objetivando aumentar o volume do sémen e eliminar a
variabilidade. Logo apdés a formacdo do pool, este foi divido em 4 aliquotas,

correspondentes ao grupo tratamento respectivo.

Criopreservacdo do sémen
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O pool de sémen previamente avaliado e aprovado foi diluido em meio Tris-
Gema (37°C) contendo B-Cariofileno (1,0mM, 2,0mM ou 3,0mM), enquanto que uma
aliquota sem nenhuma suplementacdo foi mantida como controle. O sémen diluido foi
envasado em palheta de 0,25mL (50 X 10° espermatozoides viaveis por palheta) e
congelado em maquina TK 3000® (TK Tecnologia em congelacdo Ltda., Uberaba,
Brasil), na curva de congelacéo répida (-0,5° 182 C/min, de 25° C a 5° C e -20° C/min,
de 5° C a -120° C) e, ap0s atingir -120° C, as palhetas foram mergulhadas em nitrogénio
liquido (-196° C) e armazenadas em botijao criogénico.

O tempo de equilibrio na temperatura de 5° C foi de 60 minutos. Ap6s 30 dias de
armazenamento as amostras de sémen foram descongeladas em banho-maria a 37°C por
30 segundos e avaliadas quanto a integridade da membrana plasmaética, integridade do
acrossoma, funcdo mitocondrial, cinematica espermatica e teste de termo resisténcia
(TTR).

Anédlise da integridade da membrana plasméatica

Para avaliacdo da integridade da membrana plasmatica, utilizou-se o método de
coloracdo dupla com diacetato de carboxifluoresceina (DCF; Sigma-Aldrich®, St.
Louis, MO, USA) e iodeto de propidio (IP; Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA),
modificado por Coleto et al. (2002), em que aliquotas de 50uL de sémen pos
descongelado foram diluidas em 150uL de Tris (3,605 g de Tris, 2,024 g de acido
citrico, 1,488g de frutose, 100mL de 4gua destilada) contendo SuL. de DCF (0,46mg/mL
em DMSO) e 20uL de IP (0,5mg/mL em PBS) e incubadas por 10 minutos a 38°C. Um
total de espermatozoides foi avaliado em microscépio de epifluorescéncia (Olympus
optical Co., Ltda., Toquio, Japdo), com aumento de 400x, usando-se filtro de emisséo

DBP 580- 630nm e excitacdo DBP 485/20nm.
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Os espermatozoides foram classificados em membrana intacta quando se
apresentavam corados em verde, e com membrana danificada quando corados em

vermelho.

Anélise da integridade acrossomal

Para avaliacdo da integridade do acrossoma, utilizou-se o corante isotiocianato
de fluoresceina conjugado a Peanut agglutinin (FITC-PNA; Sigma-Aldrich®, St Louis,
MO, USA), de acordo com a técnica descrita por Roth et al. (1998), em que uma
aliquota de 20uL da solugdo estoque de FITC-PNA (1mg/mL) foi descongelada e
adicionada a 480uL de solugao de fosfato tamponada (PBS) para obter a concentragéo
final de 100pg/mL. Aliquotas (20uL) desta solugdo foram colocadas sobre esfregacos
de ldminas contendo espermatozoides, as quais foram incubadas por 20 minutos em
camara umida a 4°C, na auséncia de luz.

Apds incubacdo, as laminas foram enxaguadas duas vezes em PBS refrigerado
(4°C) e colocadas para secagem na auséncia de luz. Imediatamente antes da avaliacdo,
SuL de meio de montagem UCD (4,5mL de glicerol, 0,5mL de PBS, 5mg de azida
sodica e 5mg de p-fenilenodiamina) foram colocados sobre a lamina e cobertos com
laminula.

Foram avaliados 200 espermatozoides por ldamina, com aumento de 1000x, sob
6leo de imersdo, em microscopio de epifluorescéncia (Olympus optical Co., Ltda.,
Téquio, Japdo), usando-se filtro de emissdo LP 515nm e BP 450-490nm para excitagéo.

Os espermatozoides foram classificados como portadores de acrossomas
intactos, quando apresentavam a regido acrossomal corada com fluorescéncia verde, ou
com acrossoma reagido, quando apresentavam uma faixa verde fluorescente na regido
equatorial da cabecga espermatica ou ndo apresentavam fluorescéncia verde em toda

regido da cabeca.
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Analise do potencial de membrana mitocondrial

A funcdo mitocondrial foi determinada pela utilizagdo de um fluorocromo
catiénico lipofilico JC-1 (Guthrie e Welch 2006). Para tanto, aliquotas de 50uL de
sémen pos-descongelado foram diluidas em 150uL de Tris contendo 5ul de JC-1 228
(0,5mM em DMSO) e incubadas por 10 minutos a 38°C. Um total de 200
espermatozoides foi avaliado em microscopio de epifluorescéncia (Olympus optical
Co., Ltda., Toquio, Japdo), com aumento de 1000x, sob Oleo de imersdo, usando-se

filtro de emissdo LP 515nm e BP 450-490nm para excitagéo.

As células coradas em laranja foram classificadas com alto potencial de
membrana mitocondrial, e aquelas coradas em verde foram classificadas com baixo
potencial de membrana.

Avaliacdo da cinética espermatica usando sistema visual dptico integrado

A cinemaética espermatica foi avaliada por meio de um sistema analisador de
espermatozoide auxiliado por computador (CASA). O CASA consistiu de um sistema
de microscopia Optica de contraste de fase (Nikon ™ H5505, Eclipse 501, Japao), com
iluminacdo estroboscopica, e uma fase quente a 37°C, uma camera de video (Basler
Visao Tecnologie ™ A312FC, Ahrensburg, Alemanha) e um PC com o analisador de
esperma Classe ™ software (Microptics, SL, versdo 3.2.0, Barcelona, Espanha).

As variaveis cinéticas dos espermatozoides foram avaliadas apo6s a lavagem das
amostras em meio Tyrode-albmina-lactato-piruvato (SPERM-TALP) (v/iv) e
centrifugado a 300x para retirada dos agregados da gema de ovo do meio de
criopreservacao e posteriormente incubados num banho-maria a 37°C durante 5min.

Observou-se: motilidade progressiva (MOP-- um/s), velocidade curvilinear
(VCL - um/s), velocidade em linha reta (VSL - um/s), velocidade média do percurso

(VAP pm/s), linearidade (LIN - %), retilinearidade (STR-%), deslocamento lateral de
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cabeca (ALH - um), Wobble (WOB - %) e frequéncia de batimento cruzado (BCF-Hz),
para cada espermatozoide analisado.
Teste de Termo Resisténcia (TTR)

O teste de termo resisténcia consistiu em avaliar a longevidade dos
espermatozoides das amostras de sémen descongeladas, incubado em banho-maria a
37°C por um periodo de 3 horas.

As mostras descongeladas foram acondicionadas em microtubos de 1,5mL e
incubadas a 37°C, posteriormente, foram avaliadas quanto a motilidade total (MT - %) e
o0 vigor (1- 5) espermético por meio de microscopia de contraste de fase (Olympus
optical Co., Ltda., Toquio, Japdo) com placa aquecedora acoplada, com aumento de
400x, nos tempos 0, 60, 120 e 180 minutos pés-descongelacdo de acordo com Colégio
brasileiro de reproducéo animal (Cbra, 2013).

Deteccgdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS)

O nivel intracelular de espécies reativas ao oxigénio (ROS) nos espermatozoides
foi determinado utilizando a associagdo dos corantes fluorescentes Carboxy CM-
H2DFFDA (C6827, Invitrogen, Eugene, OR, EUA) e iodeto de propidio (Sigma-
Aldrich®, St. Louis, MO, USA).

Para cada amostra, 2ul de Carboxy CM-H2DFFDA (0,01mmol) e 1ul de Iodeto
de propidio - PI (2,4mmol) foram adicionados a um volume final de 400ul de suspensio
de espermatozoides em PBS (107 de células/ml) seguido por incubacdo durante 30 min.
a 37 ° C no escuro e analisadas imediatamente por citometro de fluxo (Amnis® imaging
flow cytometers — EMD Millipore, Darmstadt, Alemanha), equipada com um laser de
10es de argon de 488nm a 642nm de excitacdo e seis canais de imagiologia de alta

resolucéo.
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Foram analisados 10.000 espermatozoides por amostra. Os dados expressos
como a percentagem de espermatozoides com ROS intracelular e membrana plasmaética
integra (CM-H2DFFDA +/ Pl -).

Delineamento e andlise estatistica

O delineamento experimental foi em bloco ao acaso, com quatro tratamentos:
controle, B1 (B-cariofilno 1,0mM), B2 (B-cariofilno 2,0mM) e B3 (B-cariofilno 3,0mM)
em sete coletas. Avaliou-se os dados quanto a normalidade por meio do teste de
Shapiro-Wilk. As varidveis: potencial de membrana mitocondrial, integridade
acrossomal, cinética espermatica e producdo de ROS intracelular; foram submetidas a
andlise de variancia (ANOVA) aplicando-se o teste Tukey a 5% de probabilidade para
aquelas que apresentaram significancia. Integridade da membrana plasmaética,
motilidade e vigor no teste de termo resisténcia (TTR) apresentaram distribui¢cdo ndo-
paramétrica, sendo realizado o teste Kruskal Wallis com a determinacdo das relaces
entre as variaveis feita pela correlagdo de Dunn (P<0,05). Testes foram realizados
utilizando-se o software Statistical Analysis System (SAS Institute Inc, 2013).
Resultados

A qualidade dos espermatozoides, em termos de integridade da membrana
plasmatica, integridade acrossomal e potencial de membrana mitocondrial estdo
resumidos na Tabela 1. Todas as concentragdes de [-cariofileno suplementadas ao

diluidor apresentaram resultados semelhantes ao controle (P>0,05).
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Tabela 1 Integridade da membrana plasmaética, potencial mitocondrial e Integridade
acrossomal pds-descongelacdo de espermatozoides caprinos criopreservados em trés
concentragoes diferentes de B-cariofileno

Integridade da, . Potencial da Membrana Integridade
Tratamentos Membrana Plasmaética . .
(%) Mitocondrial (%) Acrossomal (%)
CONTROLE 29,43+23,12 27 37,42 + 6,26 48,00 + 11,22
Bl 28,86+18,45 21 26,00 + 12,88 46,14 + 13,40
B2 18,00+10,52 15 24,71 £ 9,84 40,42 + 6,99
B3 21,14+11,84 21 26,14 + 6,64 40,00 £ 15,76

Valores de Integridade da Membrana Plasmatica (%) expressos como média + desvio padrao e
mediana. Shapiro-Wilk, Kruskal-Wallis e Dunn Test. Valores de Potencial da Membrana Mitocondrial
(%) e Integridade Acrossomal (%) expressos em média + desvio padrdo. Shapiro-Wilk, ANOVA e
Tukey.

O efeito do B-cariofileno, acrescido ao diluidor de criopreservacdo de sémen,
sobre os parametros de cinética dos espermatozoides de caprinos anglonubianos pos
descongelacdo a 37°C (Tabela 2). As diferentes concentragcdes de B-cariofileno néo

afetaram os parametros de cinética espermatica.
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Tabela 2 Cinética p6s-descongelacdo de espermatozoides caprinos criopreservados em Tris-Gema suplementado com trés concentracoes
diferentes de B-cariofileno, avaliados pelo teste CASA (Sistema analisador de espermatozoides auxiliado por computador)

Parametros de cinética
Tratamento ALH BCF HIP LIN MP MT STR VAP VCL VSL WOB
Controle 2,9+0,3 9,4+1,1 59+24 71,245 17,8+89 27,2+13,7 86,2+4,6 72,8+8,3 91,6+7,5 64,979 81,3+4,8
Bl11lmM 28+0,5 88+1,1 54+25 69,4+9,1 16,679 27,312 86,2x4,1 69,7+9,5 86,6+6,4 60,2+10,1 80,3+7,4
B22mM 29+0,3 9,1+0,7 6,1£1,3 68,6+7,6 18,9+4,6 32,2£10,1 85,6+5,2 69,3x9 86,6+8,3 59,6+£10,5 79,9+4,7
B33mM 2804 9+0,7 6,7£3,2 65,1+144 20+13,1 32,1+18,9 83,2194 64,3+£21,6 86,9+8,2 55,1215 77,7+£10,2
Valores expressos como média * desvio padrdo. Shapiro-Wilk, ANOVA e Tukey.
ALH - Amplitude de deslocamento lateral da cabega; BCF - frequéncia de batimentos de cauda; HIP — hiperatividade; LIN — linearidade; MP -
motilidade progressiva; MT — motilidade total; STR - retilinearidade; VAP — velocidade média de percurso; VCL — velocidade curvilinea; VSL -
velocidade em linha reta; WOB — oscilacéo.

Os valores de motilidade e vigor de espermatozoides de caprinos apos a criopreservacdo em diferentes concentragdes de -
cariofileno, no tempo de termo resisténcia (TTR) a 37°C em 0, 60, 120 e 180 minutos sdo mostrados na Tabela 3. Ndo houve
diferenca significativa (P>0,05) para as variaveis motilidade e vigor espermatico entre os tratamentos para todos os tempos de

incubacdo no TTR.



262
263
264

265
266
267

268

269

270

271

272

273

274
275
276

47

Tabela 3 Motilidade total e vigor pos-descongelacdo de espermatozoides caprinos
criopreservados em Tris-Gema suplementado com trés concentragdes diferentes de f-
cariofileno, avaliados pelo teste de termorresisténcia (TTR)

Pardmetro ~ Tempo (min)  Controle Bl B2 B3
MOT. (%) 0 30 40 30 40
VIG. (1-5) 0 3 3 3 3
MOT. (%) 60 30 30 30 20
VIG. (1-5) 60 3 3 3 2
MOT. (%) 120 20 30 20 20
VIG. (1-5) 120 2 3 2 3
MOT. (%) 180 20 10 20 20
VIG. (1-5) 180 2 2 2 2

Os valores expressos como mediana. Shapiro-Wilk, Kruskal-Wallis e Dunn Test.

A producdo de ROS intracelular pds-descongelacdo em espermatozoides caprinos
criopreservados em Tris-Gema suplementado com trés concentragdes diferentes de f-
cariofileno, sdo mostrados na Figura 1. Ndo houve diferenca significativa na produgéo
de ROS intracelular quando comparados ao controle (P > 0,05).

TBAS
2.51

2.04 _I_ T

1.5+

<
o Q Q Q

@)

Valores expressos como média + desvio padrdo. Shapiro-Wilk, ANOVA e Tukey.

Figura 1. Geracdo intracelular de ROS pds-descongelacdo em espermatozoides
caprinos criopreservados em Tris-Gema suplementado com trés concentracOes
diferentes de p-cariofileno.
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Discussao

Né&o foram observadas diferengas significativas entre 0s grupos experimentais em
relacdo a integridade acrossdmica, integridade da membrana plasmatica e potencial de
atividade mitocondrial, o que sugere que a presenca [-cariofileno, nas concentragoes
utilizadas nesse estudo, ndo melhoram (P>0,05) os parametros de qualidade de
espermatozoides caprinos criopreservados. Em um estudo anterior, Wittayarat et al.
(2012) indicou que o antioxidante natural, cha verde (Cammelia sinensis), aumentou
significativamente a motilidade espermatica em humanos, porém nao foram observados
efeitos benéficos na membrana plasmatica e na integridade acrossomal. Kalthur et al.
(2012) demonstraram que a biotina pode melhorar a motilidade dos espermatozoides e a
sobrevivéncia prolongada de sémen descongelado.

A cinética espermatica é crucial para facilitar a passagem através do colo do utero
e da juncdo uterotubal. Também € importante para a penetracdo e acumulo dos
espermatozéides na zona pellcida do dvulo (Garner e Hafez, 1993). Em todos os
tratamentos com suplementagdo de B-cariofileno ao tris-gema ndo foram observadas
diferencgas significativas dos resultados obtidos para os parametros cinéticos em relacao
ao controle. Esse resultado esta de acordo com descrito por Bucak et al. (2010b) para
espermatozéides congelados e descongelados de cabra angora, onde a adicdo de
carnitina e inositol resultou em aumentos insignificantes nas motilidades subjetivas e
dos parametros de motilidade dos espermatozoides obtidos através da analise CASA.

O teste de termo resisténcia (TTR) tem por objetivo selecionar amostras de sémen
mais resistentes a lesdes latentes ao calor e maximizar as chances de sobrevivéncia
espermatica dentro do trato reprodutivo feminino. No entanto ndo existe uma correlagdo

positiva entre qualidade de espermatozoides ao final da TTR e fertilidade. Viana et al.
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(2009) demonstrou que espermatozoides com taxa de motilidade de 0% ao final de 5
horas de incubacdo a 38°C apresentaram taxa de prenhes de 66% na IATF.

A adigdo de diferentes concentragdes de B-cariofileno ao diluidor demonstraram
néo interferir nos valores de motilidade e vigor nos diferentes tempos da TTR. Apesar
de n&o ter sido observado significancia para essas variaveis, é importante considerar que
0 comportamento durante o teste de termorresisténcia (TTR) foi semelhante em relagéo
aos tratamentos utilizados, sendo altas nas primeiras horas do teste, diminuindo nas
horas intermediarias e, posteriormente, estabilizando em baixos valores nas horas finais
do teste (Kumar, 2000). Isso ocorre porque as reservas energéticas vao se esgotando, em
virtude de o metabolismo celular estar elevado. Assim, hd um aumento consideravel de
espermatozoides mortos e, por conseguinte, maior producdo de ROS, mais danos
peroxidativos e menor viabilidade espermética (Brito et al. 2017).

Foi investigado o efeito do B-cariofileno nos pardmetros do espermatozdide e o
estresse oxidativo pos congelacdo e descongelacdo do sémen caprino. Os
espermatozéides sdo altamente sensiveis a LPO, que ocorre como resultado da oxidacdo
de lipidios de membrana por meio de moléculas de oxigénio parcialmente reduzidas,
por exemplo, radicais superoxido, peroxido de hidrogénio e hidroxila. A Peroxidagdo
espontanea das membranas dos espermatozoides destroem a estrutura da matriz lipidica,
devido aos ataques das ROS, formados pela reducéo univalente de oxigénio, durante a
criopreservacdao. O dano leva a perda da integridade da membrana, deterioracdo da
membrana, diminuicdo da motilidade espermatica, perda de fertilidade, vazamento de
enzimas intracelulares e danos no DNA do espermatozoide, atraves do estresse
oxidativo e da producdo de aldeidos citotoxicos (Bucak et al. 2010a).

A suplementacdo com antioxidantes poderia prevenir este processo (Sikka, 2004).

No entanto, no presente estudo, o antioxidante [3-cariofileno aparentemente ndo atingiu
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eficacia alguma na prevencao da formagdo de LPO, quando comparados 0s parametros
de ROS ao controle. Estudos relacionados a LPO corroboram com os resultados
encontrados, em que ndo foi registrado um decréscimo no nivel de MDA na presenca de
acido hialurdnico e tidis para o estado congelado (Bucak et al. 2008) ou em metionina e
ditioeritritol para armazenamento de esperma liquido (Coyan et al. 2010).

Os resultados obtidos permitem concluir que a suplementacdo do diluidor de
criopreservagao tris-gema com [-cariofileno, nas concentragdes utilizadas, ndo causa
efeitos significativos (p>0,05) na qualidade esperméatica do sémen caprino
anglonubiano.

Resumo

Biotécnicas da reproducdo como o congelamento de sémen podem agregar
melhoramento genético. Entretanto, reacdes de oxidacdo acabam baixando a taxa de
viabilidade espermaética pds descongelagdo. O B-cariofileno é um sesquiterpeno com
atividades bioldgicas, destacando-se a atividade anti-inflamatdria e antioxidante.
Objetivou-se analisar efeitos antioxidantes e viabilidade espermética do sémen caprino
criopreservado em tris-gema suplementado com diferentes concentracfes de f-
cariofileno. Foram realizadas coletas semanais durante sete semanas, totalizando sete
ejaculados de caprinos da raca Anglonubiana por coleta. Apos avaliagdo e formacao do
pool, este foi divido em quatro aliquotas, correspondentes ao grupo tratamento
respectivo: OmM (controle), 1,0 mM (B1), 2,0 mM (B2) e 3,0 mM (B3). Avaliaram-se a
integridade da membrana plasmaética, integridade acrossomal, potencial de membrana
mitocondrial, cinética espermatica (CASA), Teste de Termo Resisténcia (TTR) e
deteccdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS). Os resultados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e ao teste Kruskal Wallis para os resultados nédo

paramétricos. Nao houveram diferencas significativas (p<0,05) em relacdo ao controle,
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entre os resultados obtidos para as variaveis e tratamentos estudados p6s descongelacao.
A suplementagdo das concentragdes de [3-cariofileno adotadas neste estudo ao diluidor
tris-gema ndo provocaram efeitos na qualidade espermatica do sémen caprino
anglonubiano.

Palavras-Chave: antioxidante, caprino, ROS, espermatozoides.
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Abstract

The generation of reactive oxygen reactions (ROS) is an important factor that
leads to the process of choosing the spermatozoa in the cryopreservation process.
Supplementation of the cryopreservation medium with antioxidants is in cryoprotective
effect in several species. Ellagic acid (AE) is a dimer of gallic acid four rings fused with
four hydroxylates, with strong antioxidant activity. The objective was to propose
antioxidant effects and the viability of goat semen cryopreserved in egg-yolk
supplemented with different concentrations and purities of EA. Weekly collections were
carried out at seven weeks, totalizing seven ejaculates of goats of the Anglo-Australian
breed by collection. After evaluation and pool formation, the result was 30 minutes
purity: A1-0.5 mM, A2-1.0 mM, A3- 2.0 mM,; ellagic acid 95% purity: D1-0.5mM, D2-
1.0mM and D3-2.0mM, equal to the egg-yolk thinner. The plasma membrane, the
acrosomal membrane, the mitochondrial membrane potential, the spermatic Kinetics
(CASA), the Thermo-Resistance Test (TTR) and the Detection of Oxygen Reactive
Species (ROS) were evaluated. The results were analyzed by variance (ANOVA) and
Kruskal Wallis test for non-parametric results. Significant observation (p> 0.05) of the
non-TTR motility and vigor parameters, CASA kinetics in memories A3 and D3; and,
mitochondrial membrane potential in the A3 and concentrations D2 and D3, when
compared to the control. The supplementation of the egg-yolk cryopreservation diluent
with ellagic acid of greater cause causes the greater of the sperm viability of the
Anglonuban goat semen.

Key words: antioxidant, goat, ROS, spermatozoa.
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Resumo

A geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) é um fator importante que leva
ao declinio da qualidade dos espermatozoides no processo de criopreservacdo. A
suplementacdo do meio de criopreservagdo com antioxidantes mostrou proporcionar
efeito crioprotetor em diversas espécies. O &cido elagico (AE) é um dimero do &cido
gélico apresentando quatro anéis fundidos com quatro hidroxilas, de forte atividade
antioxidante. Objetivou-se analisar efeitos antioxidantes e viabilidade espermética do
sémen caprino criopreservado em tris-gema suplementado com diferentes
concentragOes e purezas de AE. Realizou-se coletas semanais durante sete semanas,
totalizando seis ejaculados de caprinos da raca anglonubiana por coleta. Apds avaliagdo
e formacdo do pool, este foi divido em sete aliquotas, correspondentes ao grupo
tratamento respectivo: Controle-OmM, &cido elagico 90% de pureza: A1-0,5 mM, A2-
1,0mM, A3- 2,0mM; é&cido eldgico 95% de pureza: D1-0,5mM, D2-1,0mM e D3-
2,0mM, adicionados ao diluidor tris-gema. Avaliaram-se a integridade da membrana
plasmatica, integridade acrossomal, potencial de membrana mitocondrial, cinética
espermatica (CASA), Teste de Termo Resisténcia (TTR) e deteccdo de espécies
reativas ao oxigénio (ROS). Os resultados foram submetidos a anélise de variancia
(ANOVA) e ao teste Kruskal Wallis para os resultados ndo paramétricos. Observou-se
reducdo significativa (p>0,05) dos parametros motilidade e vigor no TTR e cinética
CASA nas concentragOes A3 e D3 e, reducdo no potencial de membrana mitocondrial
na concentragdo A3 e concentracbes D2 e D3, quando comparados ao controle. A
suplementacédo do diluidor de criopreservacdo tris-gema com acido elagico em maiores
concentragdes causa a diminuicdo da viabilidade espermatica do sémen caprino
anglonubiano.

Palavras-Chave: antioxidante, caprino, ROS, espermatozoides.
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Introducéo

A geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) é um fator importante que
leva ao declinio da qualidade dos espermatozdides no processo de criopreservacdo
(Carneiro et al., 2018). Infelizmente, a membrana plasmatica dos espermatozoides de
caprinos tem alto contetdo de éacidos graxos insaturados ricos em fosfolipidios, e a
peroxidacao lipidica ap0s a criopreservacao leva ao acimulo de peroxidos de &cidos
graxos toxicos que podem danificar os espermatozoides impondo um alto estresse
oxidativo (Alcay et al., 2016).

A suplementagdo do meio de criopreservagdo com antioxidantes mostrou
proporcionar efeito crioprotetor em diversas espécies, melhorando os parametros do
sémen a exemplo da motilidade espermatica e integridade da membrana pos
descongelacdo (Bucak et al., 2010).

O écido elagico (AE) é um dimero do &cido galico apresentando quatro anéis
fundidos com quatro hidroxilas, sendo que ambos sdo metabodlitos secundarios de
vegetais, classificado como um polifenol (Manach et al, 2004). A atividade antioxidante
do AE e seus derivados foi estudado por Nuncio-Jauregui et al. (2015), que extrai-o de
romas espanholas, e observou uma forte atividade antioxidante, corroborando com 0s
dados de outros autores.

Objetivou-se, portanto, o estudo da atividade antioxidante do acido elagico, em
diferentes purezas e concentracdes, acrescido ao tris-gema, avaliando a viabilidade

espermatica atraves de diversos testes.

Material e Métodos

Todos os procedimentos realizados com o0s animais estavam em conformidade

com a legislacéo brasileira em pesquisa animal (Lei 11.794 de 08 de outubro de 2008).
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O procedimento descrito neste artigo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Piaui (UFPI) sob o protocolo de N°
460/18.

Diluidores, reagentes e meio

O diluidor Tris-gema constituido a partir de 3,605 g de Tris; 2,024 g de acido
citrico; 1,488g de frutose; 25 mg de gentamicina; 50.000 Ul de penicilina; 100mL de
agua destilada; 20% de gema de ovo e 5% de glicerol, com osmolaridade de ~350
mOsm/kg e pH 6,8, foi utilizado para diluicio e congelamento do sémen. O Acido
elagico com pureza de 90% foi obtido da Active Pharmaceutica ®, China. Acido
elagico com pureza de 95%, e todos os demais produtos quimicos foram obtidos a partir
da Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA).

Sete diluidores experimentais diferentes foram preparados na seguinte
disposi¢do: Controle (0 uM), Al (acido eldgico 90% de pureza concentra¢do 0,5 mM),
A2 (4cido eldgico 90% de pureza concentracdo 1,0mM), A3 (acido elagico 90% de
pureza concentracdo 2,0mM, D1 (&cido elagico 95% de pureza concentracdo 0,5mM),
D2 (&cido eldgico 95% de pureza concentracdo 1,0mM) e D3 (&cido elagico 95% de

pureza concentracdo 2,0mM), adicionados ao diluidor Tris-gema.
Animais

Foram utilizados seis caprinos machos e uma fémea, provenientes de
propriedade particular localizada no municipio de David Caldas-PI, com idade média de
dois anos, da raca Anglonubiana e com escore de condigdo corporal 3-4 (escala 1-5).
Todos os animais tiveram historico de fertilidade comprovada e foram avaliados quanto

a saude geral, a integridade dos 6rgdos reprodutivos e a qualidade espermatica.

Coleta de sémen e avaliagéo inicial
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As coletas de sémen foram realizadas durante os ultimos meses da estacdo com
baixo indice pluviométrico e durante os ultimos meses de estagdo chuvosa em seis
animais, totalizando sete coletas.

As coletas foram realizadas com o auxilio de uma cabra sabidamente em cio e 0
uso de vagina artificial, utilizando um tubo de ensaio graduado de 15mL, estéril e
devidamente protegido com uma folha de papel aluminio para evitar a exposi¢do do
sémen a luz.

Apos a coleta as amostras de sémen de cada animal foram colocadas em banho
Maria a 37 °C e avaliadas separadamente quando cor, aspecto, volume (mL),
turbilnonamento (0-5), motilidade total (%) e vigor espermético (1-5), em microscépio
de contraste de fase (Olympus optical Co., Ltda., 163 Téquio, Japao).

A concentracdo espermatica foi obtida em camara de Neubauer, na diluicdo de
1:200, em solucdo de citrato de sédio em formol a 4 %. Para analise da morfologia
espermatica, foi utilizado o método de cdmara umida, segundo o Colégio Brasileiro de
Reprodugdo Animal (Cbra 2013). Apenas ejaculados com turbilhonamento > 3;
motilidade total > 80%; vigor > 3; concentracdo espermatica > 3,5 X 10°
espermatozoides/mL e patologias espermaticas < 20% foram utilizados nesse estudo.

Quando aprovadas, amostras dos seis ejaculados foram misturadas para
formagdo de um pool, objetivando aumentar o volume do sémen e eliminar a
variabilidade. Logo apdés a formacdo do pool, este foi divido em 7 aliquotas,

correspondentes ao grupo tratamento respectivo.

Criopreservacao do sémen
O pool de sémen previamente avaliado e aprovado foi diluido em meio Tris-
gema (37°C) contendo Acido elagico com 90% de pureza (0,5mM, 1,0mM ou 2,0mM)

ou Acido elagico com 95% de pureza (0,5mM, 1,0mM ou 2,0mM), enquanto que uma



147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

60

aliquota sem nenhuma suplementacdo foi mantida como controle. O sémen diluido foi
envasado em palheta de 0,25mL (50X 10° espermatozoides vidveis por palheta) e
congelado em maquina TK 3000® (TK Tecnologia em congelacdo Ltda., Uberaba,
Brasil), na curva de congelacdo répida (-0,5° 182 C/min, de 25° C a 5° C e -20° C/min,
de 5° C a -120° C) e, ap0s atingir -120° C, as palhetas foram mergulhadas em nitrogénio
liquido (-196° C) e armazenadas em botijao criogénico.

O tempo de equilibrio na temperatura de 5° C foi de 60 minutos. Apo6s 30 dias de
armazenamento as amostras de sémen foram descongeladas em banho-maria a 37°C por
30 segundos e avaliadas quanto a integridade da membrana plasmaética, integridade do
acrossoma, funcdo mitocondrial, cinemética espermatica e teste de termorresisténcia
(TTR).

Anédlise da integridade da membrana plasmatica

Para avaliagdo da integridade da membrana plasmatica, utilizou-se o método de
coloracdo dupla com diacetato de carboxifluoresceina (DCF; Sigma-Aldrich®, St.
Louis, MO, USA) e iodeto de propidio (IP; Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA),
modificado por Coleto et al. (2002), em que aliquotas de 50uL de sémen pos
descongelagao foram diluidas em 150uL de Tris (3,605 g de Tris, 2,024 g de 4cido
citrico, 1,488g de frutose, 100mL de 4gua destilada) contendo SuL. de DCF (0,46mg/mL
em DMSO) e 20uL de IP (0,5mg/mL em PBS) e incubadas por 10 minutos a 38°C. Um
total de espermatozoides foi avaliado em microscépio de epifluorescéncia (Olympus
optical Co., Ltda., Téquio, Japdo), com aumento de 400x, usando-se filtro de emissao
DBP 580- 630nm e excitacdo DBP 485/20nm.

Os espermatozoides foram classificados em membrana intacta quando se
apresentavam corados em verde, e com membrana danificada quando corados em

vermelho.
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Analise da integridade acrossomal

Para avaliacdo da integridade do acrossoma, utilizou-se o corante isotiocianato
de fluoresceina conjugado a Peanut agglutinin (FITC-PNA; Sigma-Aldrich®, St Louis,
MO, USA), de acordo com a técnica descrita por Roth et al. (1998), em que uma
aliquota de 20uL da solugdo estoque de FITC-PNA (1mg/mL) foi descongelada e
adicionada a 480uL de solucdo de fosfato tamponada (PBS) para obter a concentragdo
final de 100pg/mL. Aliquotas (20uL) desta solugdo foram colocadas sobre esfregacos
de ldminas contendo espermatozoides, as quais foram incubadas por 20 minutos em
camara Umida a 4°C, na auséncia de luz.

Apbs incubacdo, as laminas foram enxaguadas duas vezes em PBS refrigerado
(4°C) e colocadas para secagem na auséncia de luz. Imediatamente antes da avaliacdo,
5uL de meio de montagem UCD (4,5mL de glicerol, 0,5mL de PBS, 5mg de azida
sodica e 5mg de p-fenilenodiamina) foram colocados sobre a ldamina e cobertos com
laminula.

Foram avaliados 200 espermatozoides por ldamina, com aumento de 1000x, sob
6leo de imersdo, em microscopio de epifluorescéncia (Olympus optical Co., Ltda.,
Téquio, Japao), usando-se filtro de emissdo LP 515nm e BP 450-490nm para excitagéo.

Os espermatozoides foram classificados como portadores de acrossomas
intactos, quando apresentavam a regido acrossomal corada com fluorescéncia verde, ou
com acrossoma reagido, quando apresentavam uma faixa verde fluorescente na regido
equatorial da cabeca espermatica ou ndo apresentavam fluorescéncia verde em toda
regido da cabeca.

Analise do potencial de membrana mitocondrial
A funcdo mitocondrial foi determinada pela utilizacdo de um fluorocromo

catiénico lipofilico JC-1 (Guthrie & Welch 2006). Para tanto, aliquotas de 50uL de
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sémen pos-descongelado foram diluidas em 150uL de Tris contendo 5ul de JC-1 228
(0,5mM em DMSO) e incubadas por 10 minutos a 38°C. Um total de 200
espermatozoides foi avaliado em microscopio de epifluorescéncia (Olympus optical
Co., Ltda., Toquio, Japdo), com aumento de 1000x, sob Oleo de imersdo, usando-se

filtro de emissdo LP 515nm e BP 450-490nm para excitagéo.

As células coradas em laranja foram classificadas com alto potencial de
membrana mitocondrial, e aquelas coradas em verde foram classificadas com baixo
potencial de membrana.

Avaliacdo da cinética espermatica usando sistema visual éptico integrado

A cinematica espermatica foi avaliada por meio de um sistema analisador de
espermatozoide auxiliado por computador (CASA). O CASA consistiu de um sistema
de microscopia Optica de contraste de fase (Nikon ™ H5505, Eclipse 501, Japao), com
iluminacdo estroboscopica, e uma fase quente a 37°C, uma camera de video (Basler
Visao Tecnologie ™ A312FC, Ahrensburg, Alemanha) e um PC com o analisador de
esperma Classe ™ software (Microptics, SL, versdo 3.2.0, Barcelona, Espanha).

As variaveis cinéticas dos espermatozoides foram avaliadas apos a lavagem das
amostras em meio Tyrode-albmina-lactato-piruvato (SPERM-TALP) (v/iv) e
centrifugado a 300x para retirada dos agregados da gema de ovo do meio de
criopreservacao e posteriormente incubados num banho-maria a 37°C durante 5min.

Observou-se: motilidade progressiva (MOP-- um/s), velocidade curvilinear
(VCL - um/s), velocidade em linha reta (VSL - um/s), velocidade média do percurso
(VAP pm/s), linearidade (LIN - %), retilinearidade (STR-%), deslocamento lateral de
cabeca (ALH - um), Wobble (WOB - %) e frequéncia de batimento cruzado (BCF-Hz),
para cada espermatozoide analisado.

Teste de Termorresisténcia (TTR)
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O teste de termorresisténcia consistiu em avaliar a longevidade dos
espermatozoides das amostras de sémen descongeladas, incubado em banho-maria a
37°C por um periodo de 3 horas.

As mostras descongeladas foram acondicionadas em microtubos de 1,5mL e
incubadas a 37°C, posteriormente, foram avaliadas quanto a motilidade total (MT - %) e
o0 vigor (1- 5) espermético por meio de microscopia de contraste de fase (Olympus
optical Co., Ltda., Toquio, Japdo) com placa aquecedora acoplada, com aumento de
400x, nos tempos 0, 60, 120 e 180 minutos pés-descongelacdo de acordo com Colégio
brasileiro de reproducdo animal (Cbra, 2013).

Deteccgdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS)

O nivel intracelular de espécies reativas ao oxigénio (ROS) nos espermatozoides
foi determinado utilizando a associagdo dos corantes fluorescentes Carboxy CM-
H2DFFDA (C6827, Invitrogen, Eugene, OR, EUA) e iodeto de propidio (Sigma-
Aldrich®, St. Louis, MO, USA).

Para cada amostra, 2ul de Carboxy CM-H2DFFDA (0,01mmol) e 1ul de Iodeto
de propidio - PI (2,4mmol) foram adicionados a um volume final de 400ul de suspensio
de espermatozoides em PBS (107 de células/ml) seguido por incuba¢do durante 30 min.
a 37 ° C no escuro e analisadas imediatamente por citometro de fluxo (Amnis® imaging
flow cytometers — EMD Millipore, Darmstadt, Alemanha), equipada com um laser de
10es de argon de 488nm a 642nm de excitacdo e seis canais de imagiologia de alta
resolucéo.

Foram analisados 10.000 espermatozoides por amostra. Os dados expressos
como a percentagem de espermatozoides com ROS intracelular e membrana plasmaética
integra (CM-H2DFFDA +/ PI -).

Delineamento e analise estatistica
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O delineamento experimental foi em bloco ao acaso, com sete tratamentos:
Controle (0 uM), Al (4cido elagico 90% de pureza concentracdo 0,5mM), A2 (&cido
elagico 90% de pureza concentracdo 1,0mM), A3 (&cido elagico 90% de pureza
concentracdo 2,0mM), D1 (&cido elagico 95% de pureza concentragdo 0,5mM), D2
(&cido elagico 95% de pureza concentracdo 1,0mM) e D3 (&cido elagico 95% de pureza
concentra¢do 2,0mM) em sete coletas. Avaliou-se os dados quanto & normalidade por
meio do teste de Shapiro-Wilk. As variaveis: integridade acrossomal, cinética
espermatica (CASA) e produgdo de ROS intracelular; foram submetidas a analise de
variancia (ANOVA) aplicando-se o teste Tukey a 5% de probabilidade para aquelas que
apresentaram significancia. Integridade da membrana plasmaética, potencial de
membrana mitocondrial, motilidade e vigor no teste de termorresisténcia (TTR)
apresentaram distribuicdo ndo-paramétrica, sendo realizado o teste Kruskal Wallis com
a determinacdo das relacfes entre as variaveis feita pela correlagdo de Dunn (P<0,05).
Testes foram realizados utilizando-se o software Statistical Analysis System (SAS
Institute Inc, 2013).

Resultados e Discussao

Os espermatozoides sofrem uma série de mudancas quando influenciados por uma
variedade de fatores, como danos fisicos, danos quimicos e estresse oxidativo. Por
exemplo, a estrutura e a funcdo necessarias para a fertilizacdo espermatica sdo alteradas
ou mesmo perdidas durante o processo de criopreservacéo, restringindo enormemente o
uso dessa tecnologia (Pini et al., 2018).

O estresse oxidativo € um dos fatores predominantes que sdo prejudiciais aos
espermatozoides durante a criopreservacdo (Moraté et al, 2018). A suplementacéo de
um diluente com antioxidantes melhora o efeito prejudicial da criopreservacdo na

qualidade do esperma (Sobeh et al., 2017).
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O interesse no acido elagico aumentou durante Ultima década, devido as suas
propriedades bioldgicas. Com base em modelos in vitro e de pequenos animais, foi
relatado que o acido elégico, é um potente antioxidante, com acdo anticarcinogénica e
agente antiproliferativo (Dewick, 2009; Garcia-Nifio & Zazueta, 2015; Uzar et al.,
2012).

Alguns estudos descreveram 0s danos causados aos espermatozdides por
oxidantes. A cisplatina induziu anormalidades incrementais nos espermatozdides de
ratos que poderiam ser bloqueados pelo acido eldgico (Turk et al. 2008). Da mesma
forma, a ciclofosfamida induziu a peroxidagdo lipidica, levando a danos estruturais nos
espermatozodides e no tecido testicular de ratos. O &cido elagico (2 mg / kg) também
exerceu um efeito protetor neste cenario (Ceribasi et al. 2010).

Os valores de motilidade e vigor de espermatozoides de caprinos apds a
criopreservacao em pureza e concentracdes diferentes de &cido elagico no tempo de
termorresisténcia (TTR) a 37°C em 0, 60, 120 e 180 minutos s&o mostrados na Tabela
1. O tempo de incubacgéo reduziu a percentagem de espermatozoides com motilidade
total, assim como diminuiu o vigor para todos os tratamentos.

A maior concentracdo de acido elagico a 90% de pureza foi significativamente
inferior ao controle nos tempos 0 e 60min em relacdo as variaveis de motilidade e vigor.
Bem como, a maior concentragdo de acido elagico 95% de pureza foi significativamente
inferior ao controle nos tempos 0, 60 e 180min em ambas as variaveis. Ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significantes entres os tratamentos de purezas

diferentes e mesma concentragdo de 4cido elagico.
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Tabela 1. Motilidade total e vigor pos-descongelacdo de espermatozoides caprinos
criopreservados em tris-gema suplementado com trés diferentes concentracfes de acido
elagico 90% de pureza e trés diferentes concentra¢Bes de &cido elagico 95% de pureza,
avaliados pelo teste de termorresisténcia (TTR)

Parametro T(fnrrl'rf’)o Controle A1 A2 A3 DI D2 D3
MOT. (%) 0 30 30 20 10~ 30 20  10*
VIG. (1-5) 0 3 3 2 1* 3 2 1%
MOT. (%) 60 30 20 20 10~ 20 20  10%
VIG. (1-5) 60 3 2 2 1* 3 2 1%
MOT. (%) 120 20 20 20 10 20 20 0

VIG. (15) 120 2 2 2 1 2 2 0

MOT. (%) 180 20 20 20 10 10 10  0*
VIG. (15) 180 2 2 2 1 1 1 0*

Os valores expressos como mediana. Tratamentos com asteriscos diferem significativamente
comparado o grupo controle (*p<0,05). Shapiro-Wilk, Kruskal-Wallis e Dunn Test.

O efeito do é&cido elagico em diferentes purezas, acrescido ao diluidor de
criopreservacdo de sémen, sobre os parametros de cinética dos espermatozoides de
caprinos anglonubianos po6s descongelacdo a 37°C é observado na Tabela 2. A maior
concentracdo de 4&cido elagico a 90% de pureza reduziu significativamente o0s
parametros de amplitude de deslocamento lateral da cabeca, hiperatividade, motilidade
progressiva, motilidade total, velocidade média de percurso, velocidade curvilinea e
velocidade em linha reta.

Enquanto a maior concentracdo de acido elagico a 95% de pureza reduziu
significativamente os parametros de amplitude de deslocamento lateral da cabeca,
frequéncia de batimentos de cauda, hiperatividade, linearidade, motilidade progressiva,
motilidade total, velocidade média de percurso, velocidade curvilinea, velocidade em

linha reta e oscilacao.
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314 Tabela 2. Cinética pds-descongelacao de espermatozoides caprinos criopreservados em tris-gema suplementado com trés diferentes

315  concentracdes de acido elagico 90% de pureza e trés diferentes concentracdes de acido elagico 95% de pureza, avaliados pelo teste CASA

316  (Sistema analisador de espermatozoéides auxiliado por computador)

Parametros de Cinética
Tratamentos ALH BCF HIP LIN MP MT STR VAP VCL VSL WOB

Controle  2,9+0,3° 9,4+1,1° 5,942 4° 71,2+5P 17,8+8,9° 27,2+13,7° 86,2+4,6 72,8+8,3° 91,6%7,5¢ 64,9+7,9¢ 81,3+4,8°
Al 2,7+0,31%  7,7+2,7% 58+3¢ 72+4,2° 14,9+9,3° 21,9+11,4* 87,8125 74,1+8,9° 90,2+9,6°¢ 65,1+8,6° 82+3°
A2 2,6+0,4*  8,7+0,6® 3,3+2,8*  66,1+10,3° 11,7+8,1° 24,8+20,5 83,2+7,4 59,5+11,7b¢ 74,8+10,4" 50,2+13,6" 79+6°
A3 1,6+13* 5,8+3,4% 0,4+0,6%** 52441513 15+]1,8%** 38+33%* 78 7+14,7 39,7+14%*** 58 8+18 3%** 31+]3 4%*** 67 3+11,7%®
D1 2,7+0,2  8,7+0,5% 4,4+29*  67,4+7,9° 14,1+8,2° 25,7£13,1° 84+5,8 66,4+13,1°  82,6+13,9* 56,4+13,4°¢ 80+4,6°
D2 2,6+0,4°  92+12° 26+1,9*° 67,2+7,2° 8,8+4,5%® 16£6,7% 84,739 65,1+10,2°  82,2+12,4" 55,2+9,5¢ 79,3+5,8°
D3 1,4+1,38%* 5 0+4 3%% (,7+1 50%* 43 0423 53** 2 144 1%%* 5448 13** 65+30,5 29+18,1%*** 43 6425 5*** 22 5+15 33*** 57+)7 4a**

317 Valores expressos como média * desvio padrdo. Tratamentos com asteriscos diferem (* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001), valores de média com letras
318 sobrescrito diferentes (a, b ou ¢) na mesma coluna indicam diferengas significativas (P <0,05) em relacdo ao grupo Controle. Shapiro-Wilk, ANOVA e
319 Tukey.
320 ALH - Amplitude de deslocamento lateral da cabega; BCF - frequéncia de batimentos de cauda; HIP — hiperatividade; LIN — linearidade; MP -
321 motilidade progressiva; MT — motilidade total; STR - retilinearidade; VAP — velocidade media de percurso; VCL — velocidade curvilinea; VSL -
322 velocidade em linha reta; WOB — oscilacéo.
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Os resultados de motilidade e vigor no teste de termorresisténcia (TTR) ao longo do tempo, bem como os pardmetros cinéticos na

avalicdo CASA, demonstraram que nas maiores concentracdes e pureza do acido elagico, este apresentou efeito prejudicial a viabilidade

espermatica, enquanto que em baixas concentragcbes ndo promoveram diferencas significantes quando comparados ao controle. Estes

achados contrastam ao esperado, entretanto corroboram com os resultados de outros estudos onde o antioxidante curcumina causou uma

diminuicdo na motilidade espermatozoide, na reacdo de capacitacdo/acrossoma e na fertilizagdo murina in vitro (Naz, 2011), e o &cido

elagico provocou efeitos deletérios, especialmente nas concentragdes de 2 e 4mM em relagéo a atividade mitocondrial em carneiro merino.

Provavelmente, efeitos toxicos causados por superdose destas substancias (Omur et al., 2016).
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A integridade da membrana plasmaética e do acrossoma é a base do metabolismo
dos espermatozoides e é crucial para a participacdo na fertilizagdo dos O6vulos-
espermatozéides (Zheng et al., 2017). Modificagdes no potencial de membrana
mitocondrial tém mostrado ser uma funcdo da integridade funcional das mitocondrias
dos espermatozoides (Gravance et al., 2001).

Os parametros de avaliagdo dos espermatozoides, em termos de integridade da
membrana plasmatica, integridade acrossomal e potencial de membrana mitocondrial
estdo resumidos na Tabela 3. A maior concentracdo de acido elagico 90% de pureza
apresentou resultado significativamente inferior em relagéo ao controle (p>0,05) para a
variavel potencial da membrana mitocondrial. As concentracdes D2 e D3 de &cido
elagico 95% foram significativamente inferiores ao controle (p<0,05) em relacdo ao
potencial de membrana mitocondrial.

Tabela 3. Integridade da membrana plasmatica, potencial mitocondrial e Integridade
acrossomal pos-descongelacdo de espermatozoides caprinos criopreservados em Tris-
gema suplementado com trés diferentes concentracdes de acido elagico 90% de pureza e

em trés diferentes concentracOes de acido elagico 95% de pureza
Integridade da

Tratamentos Membrana Poten_cial da I\_/Iembrana Integridade
Plasmatica(%) Mitocondrial (%) Acrossomal (%)
CONTROLE 29,4 +23,1 37,4+ 6,3 48,0 +11,2°
Al 30,1 +16,7 28,4+11,8 37,8 £16,9%
A2 15,8+10,9 11,7+54 43,8 +16,4°
A3 18,4 £9,6 13,3 £5,5* 32,0 £13,2%
D1 209+11,6 191+143 38,7+ 17,4%®
D2 15,6 £ 6,2 11,7 £ 4,5* 27,4 +£14,2%
D3 12,0+49 9,1+45* 20,3 +6,9**

Valores expressos como média + desvio padrdo. Tratamentos com asteriscos diferem (p<0.05), valores de
média com letras sobrescrito diferentes (a, b) na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05)
em relacdo ao grupo Controle. Integridade da Membrana Plasmatica e Potencial da Membrana
Mitocondrial: Shapiro-Wilk, Kruskal-Wallis, Dunn. Integridade Acrossomal: Shapiro-Wilk, ANOVA e
Tukey

As mitocondrias dos espermatozdides sdo conhecidas por serem fonte de espécies
reativas de oxigénio (ROS), além de controlar a produgdo/consumo de ATP. (Saleh &

Agarwal, 2002). A producédo excessiva de ROS pode sobrecarregar o sistema de defesa
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antioxidante enddgeno no espermatozoide, resultando em peroxidacédo lipidica (LPO),
que tem sido associada ao comprometimento da fungéo da membrana (Sikka, 2004).

Estudos confirmam que os niveis elevados de ROS no sémen criopreservado
diminuiram a qualidade espermatica devido ao desequilibrio no sistema de defesa
antioxidante (Amidi et al., 2016; Longobardi et al., 2017). A suplementacdo com
antioxidantes poderia prevenir este processo (Sikka, 2004).

No entanto, no presente estudo, o antioxidante acido elagico aparentemente ndo
atingiu eficacia alguma na prevencdo da formacdo de LPO, quando comparados os
parametros de ROS ao controle (Figura 1). Estudos relacionados a LPO corroboram
com os resultados encontrados, em que ndo foi registrado um decréscimo no nivel de
MDA na presenca de acido hialurénico e tidis para o estado congelado (Bukat et al.

2008) ou em metionina e ditioeritritol para armazenamento de esperma liquido (Coyan

et al. 2010).
TBAS
2.51
2.0 'l' T -|- T
1.54
1.04
0.5-
0.0+ T T T T
«&i@ﬁ‘“ fi ®9 ®9‘°®
SEOSORN o”/\\/ &

Valores expressos como média + desvio padrdo. Shapiro-Wilk, ANOVA e Tukey.

Figura 1. Geracdo intracelular de ROS pos-descongelacdo em espermatozoides
caprinos criopreservados em Tris-Gema suplementado com trés diferentes
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concentragOes de &cido eldgico 90% de pureza e em trés diferentes concentraces de
acido elagico 95% de pureza.

Os resultados obtidos permitem concluir que a suplementacdo do diluidor de
criopreservacao tris-gema com acido elagico, nas concentracdes e purezas utilizadas,
causa a diminuicdo da viabilidade espermatica do sémen caprino anglonubiano com
reducdo significativa (p>0,05) dos parametros motilidade e vigor no TTR, cinética
CASA nas concentracdes A3 e D3; e, potencial de membrana mitocondrial na
concentracdo A3 e concentracdes D2 e D3, quando comparados ao controle. As demais

concentragdes acrescentadas ao diluidor ndo provocaram diferencas significantes.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos permitem concluir que a suplementacdo do diluidor de
criopreservacao tris-gema com o0s antioxidantes e concentracBes estudadas nao
provocam alteracGes significativas na reducdo das ROS e consequentemente nao
produzem melhorias na viabilidade espermatica dos espematozéides caprinos da raca
anglonubiana.

O acido elagico, nas concentracdes e purezas utilizadas, causa a diminuicdo da
viabilidade espermatica do sémen caprino anglonubiano com reducdo significativa
(p>0,05) dos parametros motilidade e vigor no TTR, cinética CASA nas concentragdes
A3 e D3; e, potencial de membrana mitocondrial na concentracdo A3 e concentracdes
D2 e D3 quando comparados ao controle. Resultado, provavelmente, de efeitos toxicos
causados por superdose dessa substancia. Nas demais concentracBes acrescentadas ao
diluidor ndo foram observadas diferencas significantes.

A suplementacéo do diluidor de criopreservacdo tris-gema com p-cariofileno, nas
concentracdes utilizadas, ndo produziu alteracbes significativas (p>0,05) na qualidade
espermatica do sémen caprino anglonubiano.

Multiplos sdo os fatores que envolvem o estudo dos danos oxidativos que
comprometem a funcionalidade e a integridade das células esperméticas. A busca por
substadncias com atividade antioxidante, em determinadas ocasifes, extrapola o
conhecimento sobre os principios da criopreservacdo, da bioquimica e da fisiologia
espermatica. Buscou-se literatura que norteasse 0 melhor entendimento dos resultados
obtidos, no entanto, fez-se evidente a necessidade de maiores estudos para a elucidagéo
de mecanismos que possibilitem a compreensdo da acdo destes antioxidantes neste

contexto.
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