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RESUMO

O processo de criopreservacdo pode causar danos aos espermatozoides, dessa forma, buscou-
se um antioxidante de origem vegetal (0 extrato de jamboldo) que amenizasse os efeitos
oxidativos que acontecem nos espermatozoides. A presente pesquisa teve como objetivo avaliar
0 efeito da adigéo do extrato de jamboldo (Syzygium cumini) ao diluidor TRIS-GEMA sobre a
viabilidade espermatica pds-descongelacdo em sémen caprino da raca Anglo-Nubiana, visto
que as espécies reativas ao oxigénio (ROS) podem ser desencadeadas pelo processo de
criopreservacado (biotécnica reprodutiva). Nos procedimentos deste estudo, os ejaculados foram
coletados uma vez por semana, durante 6 semanas, totalizando 48 ejaculados que foram
avaliados, diluidos e submetidos ao processo de criopreservacao. O sémen diluido foi envasado
em palhetas de 0,25mL, congelado em maquina TK 3000® e armazenado em nitrogénio
liquido. Em cada coleta, utilizou-se o pool das amostras, resultado da juncdo do sémen de 8
animais da raca Anglo-Nubiana, com idade entre 1,5 e 4 anos (idade reprodutiva), com
motilidade total > 80% e vigor > 3. O extrato do jambol&o foi adicionado ao diluidor TRIS-
GEMA nas concentragdes 1uM, 0,1uM, 0,01uM, 0,001uM, tendo o controle recebido apenas o
diluidor citado. Posteriormente, as amostras foram descongeladas para as avaliacbes de
motilidade total e vigor espermatico, seguido das demais andlises. A microscopia de
epifluorescéncia foi usada para avaliar a integridade acrossomal, a integridade da membrana
plasmética e o potencial de membrana mitocondrial. Utilizou-se a microscopia de contraste de
fase para avaliar a motilidade total e 0 vigor espermatico no teste de termorresisténcia (TTR),
nos tempos de 0, 60, 120 e 180 minutos. A cinética espermatica foi analisada por meio do
sistema visual oOptico integrado (CASA). As patologias espermaticas e a integridade da
membrana espermatica foram apreciadas pelo teste hiposmotico (HOST) e estimou-se as
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS). Com base nos métodos anteriormente
citados, realizou-se as andlises estatisticas através do SAS, com as médias sendo obtidas por
meio do teste de Duncan a 5% de probabilidade. Por fim, foram obtidos os seguintes resultados:
para integridade acrossomal, a concentracdo de 0,01uM com 93,00% sobressaiu-se como
melhor resultado; para membrana mitocondrial, a concentracdo de 0,1uM com 85,83%
apresentou-se como a mais relevante; quanto a integridade de membrana plasmatica, a
concentracdo de 0,001uM com 51,00% teve a melhor expressdo. Diante dos dados expostos,
observou-se ndo haver diferenca estatistica significativa, o que leva a concluir que o extrato do
jambolao pode ser adicionado ao diluidor TRIS-GEMA.

Palavras-chave: sémen, criopreservacao, antioxidantes, jambolao, viabilidade espermatica.



ABSTRACT

The cryopreservation process can cause damage to sperm, thus sought an antioxidant of plant
origin (jambolao extract) that mitigates the oxidative effects that happen on spermatozoa. The
present research aimed to evaluate the effect of the addition of jamboldo extract (Syzygium
cumini) to the TRIS-GEMA thinner on the post-defrosting perchronism in Anglo-Nubian goat
semen, as that oxygen-reactive species (ROS) can be triggered by the cryopreservation process
(reproductive biotechnique). In the procedures of this study, the ejaculates were collected once
a week for 6 weeks, totaling 48 ejaculates that were evaluated, diluted and submitted to the
cryopreservation process. The diluted semen was packaged in 0.25mL straws, frozen ina TK
3000® machine and stored in liquid nitrogen. In each collection, the pool of samples was used,
resulting from the junction of the semen of 8 Anglo-Nubian animals, aged between 1.5 and 4
years (reproductive age), with total motility > 80% and vigor > 3. The jambolan extract was
added to the TRIS-GEMA extender at concentrations 1uM, 0,1uM, 0,01uM, 0,001uM, the
control received only the TRIS-GEMA diluter. Subsequently, the samples were thawed for the
evaluation of total motility and sperm vigor, followed by the other analyses. Epifluorescence
microscopy was used to assess acrosomal integrity, plasma membrane integrity and
mitochondrial membrane potential. Phase contrast microscopy was used to assess total motility
and spermatic vigor in the heat resistance test (TTR), at 0, 60, 120 and 180 minutes. Sperm
kinetics were analyzed using the integrated visual optical system (CASA). Sperm pathologies
and sperm membrane integrity were assessed by the hypoosmotic test (HOST) and
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) were estimated. Based on the previously
mentioned methods, statistical analyzes were performed using the SAS, with the averages being
obtained using Duncan's test at 5% probability. as for the integrity of the plasma membrane, the
concentration of 0.001uM with 51.00% had the best expression. In view of the exposed data, it
was observed that there was no significant statistical difference that leads to the conclusion that
the jambolan extract can be added to the TRIS-GEMA extender.

Key words: sémen, cryopreservation, antioxidants, jambul, sperm viability.
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1 INTRODUCAO

A caprinocultura é uma atividade difundida em todo territorio brasileiro, registrando
maior concentracdo do rebanho caprino na regido Nordeste do Brasil. Os caprinos sdo animais
de facil adaptabilidade aos diversos tipos de sistemas de exploracéo, tém elevada producao de
carne, de facil manejo, sendo uma alternativa viavel para os pequenos produtores e da
agricultura familiar (MAGALHAES et al., 2018).

A utilizacdo das biotecnologias reprodutivas auxilia na reproducdo desses animais e
possibilita 0 aumento do nivel produtivo no rebanho, selecionando as células germinativas com
melhor capacidade reprodutiva. Desse modo, existe a importancia de se conservar o sémen com
capacidade fecundante por periodos prolongados, para isso adota-se a diluigdo do esperma e a
criopreservagdo que aparecem como técnicas de suma importancia, auxiliando de forma
significativa nos programas de melhoramento genético (BOUSSEAU et al., 1998).

Segundo Silva et al. (2016), o processo de criopreservacdo de sémen induz a aparicéo
de espécies reativas ao oxigénio (ROS) e 0 excesso delas causa estresse oxidativo. Esse estresse
oxidativo no sémen pode afetar o metabolismo, a motilidade, a viabilidade, a integridade do
DNA e a integridade da membrana plasmatica (MENEGASSI; BARCELLOS, 2015). Nesse
sentido, durante o processo de armazenamento do sémen por longos periodos, torna-se
necessario a utilizacdo de diluentes eficazes que fornecam nutricdo e protecdo as células
espermaticas e que evite a perda de enzimas intracelulares que interferem na capacidade
fertilizante do espermatozoide (ANDRADE et. al., 2010).

No intuito de diminuir as ROS e seus efeitos negativos nas células espermaticas, tem
sido utilizado, no processo de armazenamento, substancias com acdes antioxidantes aos
diluidores de sémen. Nesse processo, 0s antioxidantes naturais tém ganhado amplo espaco. 1sso
porque o estudo com antioxidantes naturais vem crescendo muito, devido ao grande nimero de
plantas brasileiras com poderes de inibir as reacdes de oxidacdo removendo radicais livres das
células espermaticas. Dentre essas plantas, temos o jamboldo (Syzygium cumini), planta
originada na India, porém adaptada ao Brasil e distribuida por todo o litoral brasileiro e
conhecida popularmente como: jameldo, jamboldo, jambordo, baguacu, jaldo, jodo-boldo,
manjeldo, azeitona-preta, ameixa roxa, baga-de-freira, oliveira, azeitona-roxa, brinco-de-vitva
ou guapé (DAS; SARMA, 2009; SILVA et al., 2012; SWAMI et al., 2012).

Este estudo apresenta como problematica a seguinte questdo: qual é o efeito da adicéo
do extrato do jamboldo ao diluidor de sémen sobre a viabilidade espermatica pos-descongelacéo

em sémen caprino da raca Anglo-Nubiana? O jamboldo possui componentes fisico-quimicos
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que atuam como antioxidantes, pois retardam a oxidacdo dos lipideos, proteinas, DNA e
protegem 0s compostos ou os tecidos de danos provocados por radicais livres (JAGETIA,;
SHETTY; VIDYASAGAR, 2012). Por isso, é valido avaliar seus efeitos sobre células
espermaticas de caprinos, ja que possui elementos propicios a protecao das células.

Sendo assim, como objetivo geral, em cima da hipdtese de que o extrato do jambolao
apresente efeito antioxidante, avaliou-se nesta pesquisa o efeito dessa adicdo do extrato ao
diluidor de sémen sobre a viabilidade espermatica p6s-descongelacdo em sémen caprino da raga
Anglo-Nubiana. Como objetivos especificos, buscou-se verificar e identificar os efeitos da
adicdo do extrato de jambol&o ao diluente de sémen sobre a viabilidade de sémen caprino por
meio de: anélise da integridade da membrana plasmatica; analise da integridade acrossomal;
analise do potencial de membrana mitocondrial; avaliacdo da cinética espermatica usando um
sistema visual dptico integrado (CASA); teste de termorresisténcia (TTR); teste hiposmotico
(HOST), anélise das patologias espermaticas e teste de TBARS.

Este trabalho tem como justificativo poder contribuir de forma significativa para os
estudos da caprinocultura brasileira, principalmente na area de reproducdo animal, avaliando
os efeitos da adicdo de antioxidantes oriundos de espécies vegetais. Além disso, este estudo
visa comercializar um diluidor com adi¢cdo de antioxidantes extraidos do jambol&o (Syzygium
cumini) ao sémen caprino com custo-beneficio mais acessivel aos pequenos produtores rurais,
pois busca meios de prevenir o aparecimento de espécies reativas ao oxigénio e danos causados

aos espermatozoides.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Caprinocultura e biotécnicas reprodutivas

A caprinocultura é uma atividade de grande interesse econémico, sendo essa um objeto
de estudos em todo o mundo (RESENDE et al., 2010). Outrossim, essa atividade tem um grande
potencial de desenvolvimento no territorio brasileiro, em razdo da sua adaptacdo as
caracteristicas ambientais do pais, em especial nas regibes Sul e Nordeste (MONTEIRO;
BRISOLA; VIEIRA FILHO, 2021).

No ano de 2019, o rebanho caprino atingiu 11,3 milhGes de cabecas, tendo um
crescimento de 5,3%, se comparado ao ano de 2018. A regido Nordeste foi responsavel por
94,6% do total de caprinos, sendo o estado da Bahia o principal produtor de caprinos, com 31%
do rebanho (CNA, 2020).
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Com relacéo a caprinocultura, precisa-se de testes para avaliar a capacidade reprodutiva
de caprinos em geral, particularmente aqueles que possuem uma genética excelente e uma boa
capacidade reprodutiva (CASTELO et al., 2008).

A respeito das biotécnicas reprodutivas, segundo comenta Nunes (2010, p. 17), pode-se
considerar “qualquer técnica que utilize organiSmos Vivos ou suas partes, para fazer ou
modificar produtos, melhorar plantas ou animais ou desenvolver microrganismos para usos
especificos”.

A inseminacgdo artificial (IA) é a biotécnica mais utilizada no mundo para fins
reprodutivos, sendo a mais antiga. A 1A é um 6timo método para selecdo de sémen com bom
valor zootécnico e genético. Essa técnica proporciona a selecdo de boa qualidade genética, além
de evitar doengas transmissiveis, como ocorre durante a monta natural, pois permite selecionar
animais com boa qualidade de carne (animais de corte) e com boa producéo leiteira (NUNES,
2010).

Essa técnica, porém, apresenta desvantagens, como a diminuicdo da variabilidade
genética, que pode levar a ocorréncia da selecéo artificial de genes defeituosos que se propagam
durante a utilizacdo da IA. Esses genes defeituosos possuem susceptibilidade para desencadear
0 aparecimento de doencas infecciosas no rebanho. Contudo, ainda € uma das técnicas mais
viaveis de reproducdo (NUNES, 2010). Além da inseminacdo artificial, outras biotécnicas
reprodutivas aplicadas a reproducdo animal podem ser citadas, como a transferéncia de

embrides (TE) e a producao in vitro de embrides (PI1V).

2.2 Caracterizacdo do sistema genital dos caprinos

Conforme o CBRA (2013), o sistema genital dos machos é composto por escroto,
testiculos, epididimos, glandulas anexas e pénis. O escroto dos caprinos é revestido por pelos,
podendo ser bipartido ou ndo. O escroto esta relacionado a regulacdo térmica, pois possui
grande quantidade de glandulas sudoriparas na sua superficie e na regido da biparti¢cdo, ambos
atuam na vascularizacdo escrotal, facilitando a termorregulacéo testicular.

Os testiculos dos caprinos apresentam posicdo vertical, sdo situados paralelamente entre
si e possuem o formato globoso. Os epididimos sdo compostos por cabeca, corpo e cauda; as
cabegas situam-se na extremidade superior do testiculo; o corpo situa-se na regido postero-
medial; as caudas localizam-se na extremidade inferior (CBRA, 2013).

Os testiculos possuem a funcdo de produzir os espermatozoides, que sdo as células

sexuais que carregam as caracteristicas hereditarias, repassando essas caracteristicas a prole dos



14

caprinos, enquanto os epididimos possuem a funcao de armazenamento e transporte das células
sexuais (CBRA, 2013). J& as glandulas acessorias, possuem a funcdo de produzir nutrientes
para os espermatozoides e disponibilizar liquido para permitir a fluidez dessas células. O pénis,
por sua vez, é responsavel pelo ato da reproducdo, o acasalamento de um macho e de uma
fémea. E através dele que os espermatozoides sio transferidos para o 6rgéo genital da fémea
(HAFEZ; HAFEZ, 2004).

Os caprinos apresentam o pénis do tipo sigmoide fibroelastico que se exterioriza no
momento do acasalamento, a fim de que 0 macho possa penetrar a fémea com mais facilidade.
O pénis dos caprinos apresenta glande com apéndice vermiforme que serve para aumentar a
superficie de contato do ejaculado com interior do 6rgdo genital feminino para que ocorra a
fecundacdo (CBRA, 2013).

Segundo Hafez e Hafez (2004) a puberdade nos caprinos ocorre quando esses animais
estdo aptos a se reproduzirem, ou seja, quando eles iniciam a gametogénese, eles comegcam a
produzir as células sexuais e posteriormente habitos sexuais. As gdnadas sexuais iniciam o seu
desenvolvimento e assumem as suas funcbes de gametogénese.

O inicio da puberdade, conforme Hafez e Hafez (2004), se da a partir de fatores externos,
como estacdes do ano, raca e alimentacdo, e fatores internos, diretamente ligados a producgéo
de horménios, por exemplo, a testosterona que induz a espermatogénese e consequentemente o
comportamento sexual masculino. Os machos entram na puberdade aproximadamente entre 4
e 6 meses de idade. Esse periodo indica que eles ja estdo aptos a se reproduzirem praticando a

monta natural, ja nas fémeas a puberdade ocorre entre 5 e 7 meses de idade.

2.2.1 Composicao espermatica e espermatogénese

Com relacdo ao plasma seminal (PS), este consiste na mistura de secrecdes das
glandulas do trato reprodutivo masculino, prostata, vesiculas seminais, glandulas bulbouretrais
e epididimo. As principais funcdes do PS sdo a fluidez da motilidade e a maturacdo final das
células espermaticas (NUNES, 2010). O plasma seminal caprino possui a seguinte composicao
bioguimica: frutose (20-40mg/dL), sorbitol (26-120mg/dL), &cido citrico (36-325mg/dL),
inositol (380-610mg/dL), ergotionina (6-30mg/dL), glicerofosfatidilcolina (110-240mg/dL),
sodio (122nmol/L), potassio (16nmol/L) e cloretos (96nmol/L) (MORANI; RODRIGUES;
RONCOLETTA, 2018).

Em relacdo a fisiologia da membrana plasmatica, o pH dos espermatozoides € regulado

por tampdes e bombas ibnicas. Os tampdes intracelulares suprem grande aptiddao de
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tamponamento. Quando o hidrogénio (H™) esta presente no interior do espermatozoide, ele é
tamponado por fosfatos organicos, proteinas, peptideos e aminoacidos. As bombas idnicas séo
Na*- H"e CI'- HCO3" (KLEIN, 2014).

J& com relacdo a espermatogénese, consiste em um processo de diferenciacdo celular
prolongado, em que ocorre a formagdo dos gametas masculinos, que acontece nos tubos
seminiferos, a partir das espermatogonias, que sao células indiferenciadas. Isso ocorre por meio
das células troncos que sofrem diversas divisdes mitéticas, uma divisdo meidtica e varias
mudancas citolégicas, dando origem aos espermatozoides (MORANI; RODRIGUES;
RONCOLETTA, 2018).

A espermatogénese pode ser subdividida em trés etapas a seguir: espermatocitogénese,
espermiogénese e espermiacdo. A comecar pela espermatocitogénese, que compreende a
primeira etapa, em que ocorrem 0s estagios de espermatogonias e espermatocitos incluindo o
desenvolvimento das espermatides alongadas. A segunda etapa, nomeada de espermiogénese,
compreende alteracGes celulares morfolégicas sucessivas, como a condensacdo da cromatina
do nucleo e da estruturacdo do acrossomo e do flagelo. A espermiogénese comeca a partir da
espermatide alongada e conclui-se com o principio da etapa da espermiacdo. Essa, por sua vez,
compreende a soltura dos espermatozoides que vao em direcdo a luz dos tdbulos seminiferos
(MORANI; RODRIGUES; RONCOLETTA, 2018).

A espermiogénese concerne as seguintes alteracdes morfoldgicas: o desenvolvimento
do acrossoma, a partir das vesiculas de Golgi, e o flagelo que é constituido a partir de um
axonema do centriolo distal e envolto por periaxonemal. Na peca intermediaria, ocorre a
expansdo e disposi¢do da mitocondria circundando o axonema numa bainha helicoidal, que gera
um espermatozoide com um nucleo compactado e a desaparicédo do citoplasma (NUNES, 2010).

A analise dos caracteres do sémen é um parametro complementar do exame androlégico
e, quando associado aos resultados do exame pertinente ao sistema genital, trata-se de um
parametro de grande significado na avaliacdo da capacidade reprodutiva de um animal (HILL
et al., 1959; GROVE, 1977).

Com relacdo as caracteristicas do sémen, deve-se seguir alguns critérios de volume, cor,
aspecto, turbilhonamento ou movimento em massa, motilidade, vigor espermatico,
concentracdo e defeitos maiores e menores que estdo relacionados a morfologia espermatica
(CBRA, 2013).
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2.2.2 Coleta e avaliacdo do sémen

Segundo 0 CBRA (2013), para a colheita do sémen existem técnicas apropriadas. Dentre
as metodologias existentes, hd& 0 método de coleta através da vagina artificial, que é um
procedimento utilizado para a obtengdo de sémen de machos aptos a se reproduzirem. A vagina
artificial € utilizada com agua aquecida em seu interior para aparentar ser uma vagina
verdadeira, podendo usar uma cabra no cio para simular ao bode uma monta natural, mas sem
que haja a penetracao do pénis no aparelho reprodutor da fémea.

Para o reprodutor estar apto ao fornecimento de sémen, é necessaria uma avaliacao
sanitaria geral e reprodutiva do individuo, analisando a satde geral do caprino e observando
problemas animal externamente, como 0s aprumos, a sua elegancia, o seu andar, entre outros
fatores externos. Além disso, fazer a avaliagdo da satde genética do animal para analisar se esse
individuo possui uma boa genética e fatores que a comprometam, com atencdo para a saude do
sistema reprodutivo do caprino e investigacdo de possiveis doencas reprodutivas que
comprometam o animal (CBRA, 2013).

Em relacdo as caracteristicas do sémen, deve-se seguir alguns critérios, como: volume,
cor, aspecto, turbilnonamento, motilidade, vigor, concentracao e os defeitos maiores e menores
que estdo relacionados a morfologia espermatica. Com a utilizacdo do recurso da vagina
artificial, o ejaculado dos caprinos tem entre 0,5 e 1,5mL de volume; a cor pode ser branca ou
amarelo-marfim; o movimento de massa precisa ser maior ou igual a 4, e a motilidade

espermatica precisa ser de aproximadamente 80% (CBRA, 2013).

2.3 Criopreservacao

Segundo Castelo et al. (2008), na caprinocultura precisa-se de testes para avaliar a
capacidade reprodutiva de caprinos em geral, ainda mais aqueles que possuem uma genética
excelente e uma boa capacidade reprodutiva. A criopreservacdo de sémen é uma das
biotecnologias reprodutivas que tem como finalidade conservar células bioldgicas em botijées
criogénicos contendo nitrogénio liquido a -196°C com duracédo indeterminada.

A criopreservacdo é uma excelente forma de evitar gastos com caprinos reprodutores,
pois para a criacdo do reprodutor é necessario gastos com sua alimenta¢do, manutencao de
forma geral, entre outros pontos negativos. Essa biotecnologia reprodutiva evita a transmissao
de possiveis patdgenos transferidos de um animal a outro por monta natural (CASTELO et al.,
2008).
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A técnica de criopreservacdo seminal exige conhecimento que abrange as caracteristicas
morfologicas, fisioldgicas e da propria técnica em si. Por esse motivo, € necessario cuidado
com o processo de descongelacdo, pois ele pode ocasionar danos a célula espermatica (PURDY,
2006).

Segundo Gibbons (2002), os diluidores séo substéncias utilizadas para aumentar a
conservacao das células espermaticas, fornecendo a essas células crioprotetores externos, como
a gema de ovo, fontes de energia, como a frutose e a glicose, entre outros.

O processo de criopreservacdo facilita ainda a aparicdo de ROS, que sdo espécies
reativas ao oxigénio (ROS), causadoras do desequilibrio eletrolitico, ocasionando o estresse
oxidativo dos espermatozoides, que sao injlrias causadas por meio de radicais livres nas células
espermaticas (BARROS, 2007).

Com relacdo a integridade das membranas dos espermatozoides, estas podem ser
analisadas a partir das avaliacdes das funcdes espermaticas e da morfologia espermatica por
meio de métodos de “coloragdo”, como citometria de fluxo ou corantes fluorescentes (sondas
fluorescentes) que sdo métodos mais rigorosos quanto a integridade estrutural espermatica
(ARRUDA et al., 2011).

Na fisiologia da membrana plasmatica, enfatiza-se que o pH dos espermatozoides é
regulado por tampdes e bombas idnicas, em que os tampdes intracelulares suprem a condicéo
de manter o tamponamento do meio celular. Quando o hidrogénio (H*) esta presente no interior
do espermatozoide, ele € tamponado por fosfatos organicos, proteinas, peptideos e aminoacidos,
j& as bombas idnicas sdo Na*- H*e CI'- HCO3" (KLEIN, 2014). Porém, mediante o processo
de criopreservacdo, € necessario que os diluidores sejam acrescidos de substancias de
tamponamento, por exemplo, o TRIS, que € uma substancia que ajuda a estabilizar a membrana

plasmatica, atuando na homeostase da célula espermatica (GIBBONS, 2002).

2.4 Estresse oxidativo e antioxidantes

Conforme Andrade et al. (2010), em situacdes fisiologicas celulares normais, as
espécies reativas de oxigénio (ROS) e os antioxidantes enzimaticos acham-se em condicdo de
equilibrio. Todavia, quando esse equilibrio é enfraquecido e ocorre uma producdo exagerada
de espécies reativas de oxigénio (ROS), ocasiona o estresse oxidativo.

Segundo Andrade et al. (2010, p.79), “o estresse oxidativo é consequéncia de um
desequilibrio na quantidade de espécies reativas de oxigénio (ERO), as quais sdo também

comumente denominadas radicais livres”.
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O mecanismo do estresse oxidativo acontece da seguinte forma: ocorre um desequilibrio
entre o sistema de defesa antioxidante composto pelo superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa peroxidase (GPx), tocoferol (vitamina E) e o acido ascorbico (vitamina C),
que séo os eliminadores dos radicais livres, em relacdo aos geradores das ROS. Assim, enfatiza-
se a criopreservacdo, a qual, durante a técnica, pode resultar em estresse oxidativo, provocando
peroxidacdo lipidica, danos as proteinas, danos as membranas e danos ao DNA nuclear e
mitocondrial, 0 que ocasiona injurias a célula espermatica e resulta em infertilidade (SIKKA,
2004).

Dentre as espécies reativas de oxigénio (ROS), destacam-se o anion superdxido (O2), o
perdxido de hidrogénio (H20>) e o radical hidroxila (*OH) (SILVA; GUERRA, 2012). Segundo
Menegassi e Barcellos (2015, p.144), o anion superoxido (O2) pode ser sintetizado a partir da
atividade mitocondrial (ciclo de Krebs e cadeia transportadora de elétrons). O perdxido de
hidrogénio (H202) desempenha o papel biologico de combater agentes que podem provocar
doencas e atua também na sinalizacao celular, através da oxidacéo de resquicios de cisteina nas
proteinas.

Ainda conforme Menegassi e Barcellos (2015, p.146), “a reagdo de Fenton ¢ o principal
mecanismo de decomposi¢do do H>O>, que também pode reagir com o superdxido pela reagéo
de Haber-Weiss, também catalisada por metais de transmissdo (Fe*)”. O radical hidroxil (*OH)
interage com as moléculas bioldgicas, destacando-se: aminoacidos, lipidios, carboidratos, DNA
e acidos organicos. O radical hidroxil (*OH) €é o radical livre mais deletério a niveis celulares.

Diante da possibilidade de estresse oxidativo, 0s antioxidantes possuem um importante
papel, pois podem ser classificados em enzimaticos, ndo enzimaticos sintéticos e naturais. De
acordo com Andrade et al. (2010), na reproducdo animal, merecem énfase 0s seguintes
antioxidantes: o tocoferol (vitamina E) e 0 acido ascorbico (vitamina C), pois atuam exatamente
na reproducao.

Conforme Menon et al. (2012), na criopreservacdo do sémen caprino com adicdo de
acido ascorbico (vitamina C) sucede-se melhora na qualidade seminal com relacédo a integridade
das membranas, motilidade e vigor espermatico. Ja neste trabalho, buscou-se avaliar o efeito da
adicdo do extrato de jamboldo ao diluidor de sémen sobre a viabilidade espermaética pds-
descongelacdo, compreendendo-se o jamboldo como um significativo antioxidante.

O metabolismo oxidativo da célula espermatica desenvolve a produgdo das espécies
reativas de oxigénio (ROS) e como consequéncia pode ocasionar a perda na qualidade da célula

espermatica durante a criopreservacdo (NUNES, 2010).
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O sistema antioxidante, que pode ser entendido pela baixa glutationa (GSH), glutationa
peroxidase (GSH - Px), catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD), é descrito como um
sistema de defesa contra a lipoperoxidacdo do sémen. A falta de compostos antioxidantes, que
sdo essenciais para combater a acdo das espécies reativas de oxigénio (ROS), exp0e as células
espermaticas aos danos causados no processo de congelacdo (NUNES, 2010).

2.5 Jamboléo (Syzygium cumini)

O jamboldo, objeto de estudo nesta pesquisa, € classificado cientificamente como
(Syzygium cumini), no entanto é conhecido popularmente como: azeitona roxa, azeitona-doce,
azeitona preta, cereja, jaldo, jambol&o baguacu, jodo-boldo, manjeldo, baga-de-freira, oliveira,
azeitona-roxa, brinco-de-vitiva e jameldo (RUFINO, 2008). Tem suas origens na India, porém
adaptado ao Brasil e distribuido por todo territorio do litoral brasileiro. E uma planta que se
adapta bem a qualquer tipo de solo, inclusive alguns impréprios para o cultivo de outras plantas
frutiferas e comerciais (DONADIO, 2007).

Seu fruto € pequeno, possui uma forma elipsoide, possuindo coloracdo roxa escura
quando esta maduro, e tem a pele fina, brilhante e aderente. A polpa do jambolao também possui
coloracdo roxa, carnosa, e tem uma semente unida e grande; a planta geralmente fica carregada
de frutos nas épocas de safra. O jamboldo possui ainda varios componentes importantes, como
vitaminas, minerais, agua e pigmentos antocianicos, que sdo pigmentos que possuem
compostos polifendlicos, estao relacionados aos flavonoides e possuem propriedades biologicas
com acdes antioxidantes que combatem as espécies reativas ao oxigénio (SA, 2008).

Dentre as caracteristicas fisico-quimicas que estao presentes no mesocarpo do jamboléo,
podem ser citadas, por exemplo, as petunidinas, antocianinas, flavonoides e carotenoides, que
sdo considerados polifendis, malvidina-diglicosideos, delfinidinas (FARIA; MARQUES;
MERCADANTE, 2011).

Esses componentes fisico-quimicos que estdo presentes no mesocarpo do jamboldo
podem atuar com acao antioxidante, combatendo o estresse oxidativo, retardando a oxidagédo
das proteinas, dos lipideos, do DNA e protegendo as células germinativas dos danos causados
pela acdo dos radicais livres (JAGETIA; SHETTY; VIDYASAGAR, 2012).

Ainda sobre o assunto, por fim, é valido acrescentar que o jamboldo tem suas sementes
usadas para a producgdo de substancias medicinais tradicionais, que tém &timas propriedades
usadas no tratamento da diabetes (RAUF et al., 2021). As sementes do jambol&o tém atividade

antioxidante superior até mesmo a da polpa e a casca da fruta, podendo esta ser aproveitada na
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formulagédo de extratos antioxidantes (VIZZOTTO; FETTER, 2009), como o que foi utilizado

nesta pesquisa.
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Efeito da adicédo do extrato do jambolao (Syzygium cumini) ao diluidor TRIS-GEMA
sobre a viabilidade espermaética de sémen caprino

Effect of the addition of jambolon extract (Syzygium cumini) to the TRIS-GEMA thinner on
the perpetuity viability of goat semen

Amanda Priscila Maia Souza® José Adalmir Torres de Souza?

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da adigdo do extrato de jambol&o (Syzygium cumini)
ao diluidor de sémen sobre a viabilidade espermatica p6s-descongelacdo em sémen caprino da
raca Anglo-Nubiana. Os ejaculados foram coletados uma vez por semana, durante 6 semanas,
totalizando 48 ejaculados que foram avaliados, diluidos e submetidos ao processo de
criopreservacdo. O sémen diluido foi envasado em palhetas de 0,25mL e congelado em maquina
TK 3000® e armazenado em nitrogénio liquido. Em cada coleta, utilizou-se o pool, resultado
da juncao do sémen de 8 animais, com idade entre 1,5 e 4 anos de idade, com motilidade total
> 80% e vigor espermatico > 3. O extrato do jambol&o foi adicionado ao diluidor TRIS-GEMA
nas concentracdes 1uM, 0,1uM, 0,01uM, 0,001uM, tendo o controle recebido apenas o diluidor
citado. Apos 2 dias, as amostras foram descongeladas para avaliacdo da motilidade total e vigor
espermatico, seguido das demais analises. Expressou-se 0s resultados a seguir: para a
integridade acrossomal, a concentracdo de 0,01uM (93,00%) sobressaiu-se como melhor
resultado; para a membrana mitocondrial, a concentragdo de 0,1uM (85,83%) apresentou-se
como a mais relevante; quanto a integridade de membrana plasmatica, a concentracdo de
0,001uM (51,00%) teve a melhor expressdo. Concluiu-se que ndo houve diferenca estatistica
significativa.

Palavras-chave: sémen, criopreservacdo, antioxidantes, jambolao, viabilidade espermatica.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of the addition of jambol&o extract (Syzygium
cumini) semen thinner on post-defrosting perchronism in Anglo-Nubiana goat semen.
Ejaculates were collected once a week for 6 weeks, totaling 48 ejaculates evaluated, diluted and
submitted to the cryopreservation process. The diluted semen was filled in 0.25mL vanes and
frozen in a TK 3000 machine® and stored in liquid nitrogen. In each collection, the pool was
used, resulting from the semen junction of 8 animals, aged between 1.5 and 4 years, with total
motility > 80% and spermatic vigor > 3. Jambolon extract was added to the TRIS-GEMA
thinner at the concentrations of 1uM, 0,1uM, 0,01uM, 0,001uM, the control received only the
TRIS-GEMA thinner. After 2 days, the samples were thawed to evaluate total motility and
spermatic vigor, followed by other analyses. The following results were expressed: for
acrosome integrity, the concentration of 0,01uM (93,00%) emerged as a better result; for the
mitochondrial membrane, the concentration of 0,1uM (85,83%) as the most relevant; plasma
membrane integrity, the concentration of plasma membranes 0,001uM (51,00%) had the best
expression. It was concluded that there was no statistically significant difference.

Key words: semen, cryopreservation, antioxidants, jambul, sperm viability.
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INTRODUCAO

Este trabalho é direcionado para os problemas oriundos do processo de criopreservacdo
de sémen caprino, embasado na condi¢do de que a caprinocultura é uma atividade difundida em
todo territério brasileiro, mas com maior concentra¢do do rebanho caprino na regido Nordeste
do Brasil. Os caprinos sdo animais de facil adaptabilidade aos diversos tipos de sistemas de
exploracédo, tém elevada producdo de carne, de facil manejo, sendo uma alternativa viavel para
aqueles que compdem o perfil fundiario que sdo os pequenos produtores e da agricultura
familiar (MAGALHAES et al., 2018).

A evolucdo das técnicas e necessidades de melhorias das racas de caprinos levou a
utilizacdo de biotecnologias reprodutivas que auxiliem na reproducdo desses animais, porque
possibilita 0 aumento do nivel produtivo no rebanho, selecionando as células germinativas com
melhor capacidade reprodutiva. Desse modo, existe a importancia de se conservar 0 sémen
caprino com capacidade fecundante por periodos prolongados, para isso adota-se a diluicdo do
sémen e a criopreservacdo gque aparecem como tecnicas de suma importancia, auxiliando de
forma significativa nos programas de melhoramento genético dos animais em foco
(BOUSSEAU et al., 1998).

Segundo Silva et al. (2016), o processo de criopreservacdo de sémen facilita a aparicao
de espécies reativas ao oxigénio (ROS), e o0 excesso delas causa o estresse oxidativo dos
espermatozoides. O estresse oxidativo no sémen pode afetar o metabolismo de energia,
motilidade, viabilidade, integridade do DNA e a integridade da membrana plasmatica
(MENEGASSI; BARCELLOS, 2015). No processo de armazenamento do sémen por longos
periodos, torna-se necessario a utilizacdo de diluentes eficazes que fornecam nutricdo e
protecdo as células espermaticas e que evite a perda, quantitativa ou qualitativa, de enzimas
intracelulares, que interferem na capacidade fertilizante do espermatozoide (ANDRADE et. al.,
2010).

No intuito de diminuir as ROS e seus efeitos negativos nas células espermaticas, tem
sido utilizado, no processo de armazenamento, substancias com poderes antioxidantes aos
diluidores de sémen. Nesse processo, 0s antioxidantes naturais tém ganhado amplo espaco. 1sso
porque o estudo com antioxidantes naturais vem crescendo muito, devido ao grande nimero de
plantas brasileiras com poderes de inibir as reacdes de oxida¢do removendo radicais livres das
células espermaticas. Dentre essas plantas, temos a (Syzygium cumini), planta originada na
india, porém adaptada ao Brasil e distribuida por todo o litoral brasileiro e conhecida

popularmente como: jameldo, jamboldo, jambordo, baguacu, jaldo, jodo-boldo, manjeldo,



26

azeitona-preta, ameixa roxa, baga-de-freira, oliveira, azeitona-roxa, brinco-de-vilva ou guapé
(DAS; SARMA, 2009; SILVA et al., 2012; SWAMI et al., 2012).

Neste estudo, como objetivo geral, avaliou-se o efeito da adi¢do do extrato de jambolé&o
ao diluidor de sémen sobre a viabilidade espermatica pos-descongelagcdo em sémen caprino da
raca Anglo-Nubiana. Como objetivos especificos, buscou-se verificar e identificar os efeitos da
adicdo do extrato de jambol&o ao diluente de sémen sobre a viabilidade de sémen caprino por
meio de: anélise da integridade da membrana plasmatica; analise da integridade acrossomal;
analise do potencial de membrana mitocondrial; avaliacdo da cinética espermatica usando um
sistema visual dptico integrado (CASA); teste de termorresisténcia (TTR); teste hiposmoético
(HOST), analise das patologias espermaticas e teste de TBARS.

Ressalta-se que sobre a caprinocultura precisa-se de exames para avaliar a capacidade
reprodutiva de caprinos em geral, sobretudo aqueles que possuem uma genetica excelente e

uma boa capacidade reprodutiva, conforme reporta Castelo et al. (2008).

MATERIAIS E METODOS
Etica em experimentacéo animal

Os procedimentos descritos na presente pesquisa foram aprovados pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA/UFPI) da Universidade Federal do Piaui (UFPI) sob o
protocolo de N° 645/2020 e esté de acordo com a Lei 11.794 de 08 de outubro de 2008.

Local do experimento

O experimento teve duas fases, uma na fazenda Sucupira, municipio de David Caldas,
situado nas coordenadas geograficas de latitude 4° 44’ 32°° S e longitude 42° 55’ 04> W, no
estado do Piaui (Google Maps), e a outra no Setor de Reproducdo Animal do Hospital
Veterinario Universitario do Campus Ministro Petronio Portella, no municipio de Teresina,

Piaui, Brasil.

Animais e coleta de sémen

Foram utilizados oito caprinos (Capra hircus) machos da raca Anglo-Nubiana, de 1,5 a
4 anos de idade, escore de condicdo corporal 3 a 4, na escala 1 a 5, e com um histérico de
fertilidade satisfatorio. Foi realizada a avaliagdo quanto a satde geral, & integridade dos 6rgéos
reprodutivos e a qualidade espermatica. Durante o experimento, 0s caprinos tiveram acesso a

piquetes de capim, leguminosa, sal mineral e 4&gua a vontade.
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As coletas de sémen foram realizadas uma vez por semana durante seis semanas nos
meses de marco a maio, totalizando 48 ejaculados. Foram feitas as coletas com o auxilio de
uma fémea em estro, uma vagina artificial e a utilizacdo de um tubo de ensaio graduado de
50mL, estéril e devidamente protegido com uma folha de papel aluminio para evitar a exposicdo
do sémen a luz. Os oito ejaculados foram colocados em banho-maria a 37°C e avaliados
imediatamente, logo ap6s a coleta e separadamente quanto a cor, aspecto, volume (mL),
turbilhonamento (0-5), motilidade total (%) e vigor espermatico (0-5) em microscopio de
contraste de fase (Olympus optical Co., Ltda., Téquio, Japdo), de acordo com as normas
exigidas pelo CBRA (2013).

A concentracdo espermatica foi obtida em camara de Neubauer, na diluicdo de 1:400,
em formol salino para obter a concentragdo espermatica por mL. Apenas ejaculados com
turbilhonamento > 3, motilidade total > 80%, vigor > 3, concentragdo espermatica > 3,5 X 109
espermatozoides/mL e patologias espermaticas < 20% foram utilizados neste estudo. Quando
aprovadas, as amostras dos oito ejaculados foram misturadas para formagdo de um pool,
objetivando aumentar o volume do sémen e eliminar a variabilidade individual entre as
amostras estudadas. Apos a formacao do pool, este foi mantido a 37°C em banho-maria antes
dos procedimentos experimentais. Em seguida, o pool foi diluido em TRIS-GEMA e dividido
entre 0s cinco tratamentos. Em seguida, para posterior analise de patologias espermaticas, uma
aliquota de 5uL do pool foi retirada e colocada no eppendorf de 2mL, contendo 200uL de formol

salino.

Substancia teste (jambol&o)

A substéncia teste utilizada para esta pesquisa foi o extrato do jamboldo (Syzygium
cumini) que foi dissolvido em &gua destilada e metanol na proporc¢éo de 1:1, depois foi agitado
com agitador magnético, para separar o mesocarpo do caroco. Logo em seguida, a substancia
foi filtrada e passou pelo processo de rotoevaporacdo a 60°C, a fim de que ndo ocorresse
decomposicdo do material organico. Por conseguinte, as concentracdes definidas no teste de
viabilidade celular foram: 1uM, 0,1uM, 0,01uM ¢ 0,001uM, com respectivos volumes: 280pL,
28uL, 2,8uL e 0,28uL.

O diluidor TRIS-MAE (solug&o mée) foi constituido a partir de: 12,11g de TRIS; 6,89
de &cido citrico; 2,59 de frutose; 2,59 de lactose; 0,7mL de gentamicina (44mg/mL); 68mL de

agua destilada; 32mL de glicerol. A partir da solugdo mae, foi preparado o TRIS de uso imediato
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(TRIS-GEMA), o qual é composto por 60% de agua destilada, 20% de gema de ovo e 20% da
solucdo mée (osmolaridade de ~350 mOsm/kg e pH 7,0).

O TRIS de uso imediato (TRIS-GEMA) foi utilizado para diluicdo dos tratamentos e
criopreservacdo do sémen, ao passo que o diluidor TRIS-GEMA, sem adigdo da substéncia
teste, foi considerado como o tratamento controle. A substancia teste jamboldo (Syzygium
cumini) foi diluida em &gua destilada para a obtencdo das seguintes concentragfes: 1uM,
0,1uM, 0,01uM e 0,001uM, acrescentadas ao diluidor TRIS-GEMA para dar origem aos
tratamentos testes: tratamento 1, tratamento 2, tratamento 3, tratamento 4 e tratamento C, de
modo respectivo. Como tratamento controle, foi utilizado TRIS-GEMA conforme metodologia

aplicada por Dell Valle (2013) e adaptada para esta pesquisa.

Criopreservacdo do sémen

O sémen depois de diluido foi envasado em palheta de 0,25mL (50 X 106
espermatozoides viaveis por palheta). Em seguida, procedeu-se a congelagdo em maquina TK
3000® (TK Tecnologia em congelacdo Ltda, Uberaba, Brasil), na curva lenta de congelacao
para caprinos (-0,25°C/min, de 25°C a 5°C e -10°C/min, de 5°C a -120°C) e, ao atingir -120°C,
as palhetas foram mergulhadas em nitrogénio liquido (-196°C) e armazenadas em botijdo com
nitrogénio liquido.

A duracdo do tempo de equilibrio na temperatura de 5°C foi de 1 hora no minimo.
Passado o prazo minimo de uma semana (7 dias) de armazenamento, as amostras de sémen
foram descongeladas em banho-maria a 37°C por 60 segundos e avaliadas quanto a viabilidade
celular (motilidade e vigor espermatico), integridade acrossomal, integridade da membrana
plasmatica, funcdo mitocondrial, teste de termorresisténcia (TTR), cinética espermatica
(CASA), patologias espermaticas e teste hiposmotico (HOST). Realizou-se também a reacao
de peroxidacdo lipidica utilizando o teste de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS).

Analise da integridade da membrana plasmatica

A analise da integridade da membrana plasmatica ocorreu no Laboratério de
Biotecnologia da Reproducdo Animal (LBRA). Para a avaliacdo da integridade da membrana
plasmaética, foi utilizado 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), em que aliquotas de 50uL de sémen foram expelidas em microtubo aquecido
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e, apds descongeladas a 37°C durante 60 minutos, diluidas em 150uL de TRIS (7,210g de TRIS,
4,048g de &cido citrico, 2,976¢g de frutose e 200mL de agua destilada) contendo SuL. de DCF
(0,46mg/mL. em DMSO) e 20uL de IP (0,5mg/mL em PBS). As amostras foram
homogeneizadas e incubadas por 10 minutos a 37°C na auséncia da luz para que ocorresse a
interacdo das sondas com as estruturas das ceélulas espermaticas. Um total de 200
espermatozoides foram avaliados em microscopio de epifluorescéncia (Olympus optical Co.,
Ltda., Toquio, Japao). Em seguida, retirou-se uma aliquota de 10uL de cada amostra e colocou-
se sobre lamina limpa, cobriu-se com laminula, depois utilizou-se 6leo de imersdo e objetiva
com aumento de 400x, com o uso do filtro de emissdo DBP 580-630nm e excitacdo DBP
485/20nm. Os espermatozoides foram classificados em membrana intacta quando

apresentaram-se corados em verde e com membrana danificada quando corados em vermelho.

Analise da integridade acrossomal

A analise da integridade acrossomal ocorreu no Laboratorio de Biotecnologia da
Reproducdo Animal (LBRA). Para a avaliacdo da integridade acrossomal, foi utilizado o
corante isotiocianato de fluoresceina conjugado a Peanut agglutinin (aglutinina de amendoim)
(FITC-PNA; Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, USA), em que uma aliquota de 20uL da solugao
estoque de FITC-PNA (1mg/mL) foi descongelada e adicionada a 480uL de solugdo de fosfato
tamponada (PBS Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, USA) para obter a concentracdo final de
100pg/mL. Aliquotas de 20uL dessa solucdo foram colocadas sobre esfregacos de laminas
contendo espermatozoides, as quais foram incubadas por 20 minutos em camara imida a 4°C,
na auséncia de luz.

Logo apos a incubacdo, as laminas foram banhadas duas vezes em PBS refrigerado a
4°C e colocadas para secagem na auséncia de luz. Imediatamente, antes da avaliagdo, 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 lamina, com aumento de 1000x, sob 6leo de
imersdo, em microscopio de epifluorescéncia (Olympus optical Co., Ltda., Toquio, Japdao),
usando-se filtro de emissdo LP 515nm e BP 450-490nm para excitacdo. Os espermatozoides
foram classificados como portadores de acrossoma intactos, quando apresentaram a regido
acrossomal corada com fluorescéncia verde, ou como acrossoma reagido, quando apresentaram
uma faixa verde fluorescente na regido equatorial da cabeca espermatica ou ndo apresentaram

fluorescéncia verde em toda regido da cabeca.
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Anélise do potencial de membrana mitocondrial

Realizou-se analise do potencial de membrana mitocondrial no Laboratério de
Biotecnologia da Reprodugdo Animal (LBRA). A funcdo mitocondrial foi determinada pela
utilizacdo de um fluorocromo catidnico lipofilico JC-1. Para isso, aliquotas de 50uL de sémen
po6s-descongelado foram diluidas em 150ul de TRIS contendo 20uL de JC-1 (0,15mM em
DMSO), homogeneizadas e incubadas por 10 minutos a 37°C na auséncia de luz. Um total de
200 espermatozoides foram avaliados em microscépio de epifluorescéncia (Olympus optical
Co., Ltda., Téquio, Japdo). Retirou-se 10uL de cada amostra, colocou-se sobre a lamina e
cobriu-se com laminula, com auxilio de objetiva com aumento de 1000x, sob 6leo de imersao,
utilizando-se filtro de emissdo LP 515nm e BP 450-490nm para excitacdo. As células coradas
em laranja foram classificadas com alto potencial de membrana mitocondrial, e as coradas em

verde foram classificadas com baixo potencial de membrana mitocondrial.

Avaliagdo da cinética espermatica usando sistema visual éptico integrado

A cinética espermatica foi avaliada por meio de um sistema analisador de
espermatozoide auxiliado por computador (Computer-Assisted Sperm Analysis-CASA). Essa
analise ocorreu no Laboratorio de Tecnologia de Sémen Caprino e Ovino da Universidade
Estadual do Ceara (UECE). O CASA consiste em um sistema de microscopia optica de
contraste de fase (Nikon ™ HS5505, Eclipse 501, Japao), com iluminagao estroboscopica, uma
fase quente a 37°C e uma camera de video (Basler Visdo Tecnologie ™ A312FC, Ahrensburg,
Alemanha). E um computador com um analisador de esperma Classe ™ software (Microptics,
SL, versdo 3.2.0, Barcelona, Espanha).

As palhetas foram descongeladas em banho-maria a 37°C por 60 segundos e expelidas
em microtubos contendo 800uL de TRIS. Logo depois, as amostras foram homogeneizadas e
uma aliquota de 10uL referente a cada tratamento foi pipetada sobre a cdmara de Makler e
coberta com um tipo de laminula especial, aquecida em placa aguecedora acoplada ao
microscopio de contraste de fase (Nikon ™ H5505, Eclipse 501, Japao), que é ligado a uma
camera de video (Basler Visdo Tecnologie ™ A312FC, Ahrensburg, Alemanha).

Para as analises, foram usadas as objetivas de 1000x. As varidveis cinéticas dos
espermatozoides foram avaliadas apds a diluicdo das amostras em meio TRIS (v/v),
posteriormente incubadas em banho-maria a 37°C durante 5 minutos. As variaveis avaliadas

foram: motilidade progressiva (MP- pm/s), velocidade curvilinea (VCL - um/s), velocidade em
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linha reta (VSL — um/s), velocidade média do percurso (VAP- pum/s), linearidade (LIN - %),
retilinearidade (STR-%), deslocamento lateral de cabeca (ALH — pm), indice de oscilagdo
Wobble (WOB - %) e frequéncia de batimento cruzado (BCF-Hz), para cada espermatozoide

analisado.

Teste de Termorresisténcia (TTR)

O teste de termorresisténcia lento ocorreu no Laboratério de Biotecnologia da
Reproducdo Animal (LBRA). Esse teste foi realizado de acordo com o Colégio Brasileiro de
Reproducgéo Animal (2013), o qual consiste em avaliar a longevidade dos espermatozoides das
amostras de sémen descongeladas e incubados em banho-maria a 37°C por um periodo de 3
horas. As amostras descongeladas foram acondicionadas em microtubos de 2mL e incubadas a
37°C. Em seguida, foram avaliadas quanto a motilidade total (MT - %) e ao vigor espermatico
(0-5) por meio de microscopia de contraste de fase (Olympus optical Co., Ltda., Téquio, Japao)
com placa aquecedora acoplada, com aumento de 400x, nos tempos 0, 60, 120 e 180 minutos

poOs-descongelacao.

Avaliacdo da funcionalidade da membrana espermatica pos-descongelacdo (HOST)

A avaliacdo da funcionalidade da membrana espermatica pos-descongelagdo ocorreu no
Laboratorio de Biotecnologia da Reproducdo Animal (LBRA). A funcionalidade da membrana
espermatica foi avaliada por meio do teste hiposmotico (HOST) com agua destilada na dilui¢éo
de 1:2 (sémen pos-criopreservado:agua destilada).

Uma aliquota de 100uL de sémen pos-criopreservado referente a cada tratamento foi
adicionada a 200uL da solucdo (agua destilada), ambos a 37°C, seguido de incubacdo em
banho-maria a 37°C, por 5 (cinco minutos) (LAGARES; PETZOLDT; SIEME, 2000).

Apos esse periodo, as amostras foram analisadas em microscopia de contraste de fase,
sob aumento de 400 vezes e contagem de 200 células. As células foram classificadas quanto a
presenca ou ndo de cauda dobrada, segundo descrito pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo
Animal (CBRA, 2013).

Analise de patologias espermaticas

Para a avaliagdo das patologias espermaticas (alteracbes de cabeca e cauda), foram
retiradas aliquotas de 10uL de sémen de cada um dos cinco tratamentos ap6s a descongelagdo
e colocadas em eppendorfs de 2mL, sendo posteriormente avaliadas mediante preparacéo

Umida entre lamina e laminula e, por Gltimo, 6leo de imersdo, utilizando-se microscopia de
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contraste de fase em aumento de 100 vezes. Para tanto, foram contadas 200 células
espermaticas, computando e classificando individualmente as alteracfes encontradas levando

em consideragéo os defeitos maiores e menores (BLOM, 1972).

Niveis de substancias reativas de &cido tiobarbittrico (TBARS)

A anélise dos niveis de substancias reativas ao &cido tiobarbitirico ocorreu no
Laboratério de Estudos Funcionais e Moleculares em Fisiofarmacologia (LAFMOL).

A reacdo de peroxidacdo lipidica foi verificada. Os teores de Malondialdeido (MDA)
foram avaliados pela producéo de TBARS. Utilizou-se 200uL de sémen mais 350uL de acido
acético a 20% (pH 3,5) e 600uL de acido tiobarbitarico diluido em acido acético. Realizou-se
duplicata de cada amostra e colocou-se em banho-maria (banho quente) durante 1 hora a 85°C
para acelerar o processo das reacGes. Em seguida, as amostras de sémen foram expostas ao
banho de gelo durante 15 minutos para retardar o processo das reacdes. Posteriormente,
adicionou-se 50uL de dodecil sulfato de sodio (SDS) a 8,1% e agitou-se durante 30 segundos.
Diante disso, as amostras de sémen foram centrifugadas no decorrer de 15 minutos a 25°C a
12.000 rpm, e, por fim, extraiu-se o sobrenadante, passou-se as aliquotas no filtro de seringa e
imediatamente colocou-se nas cubetas.

A leitura do sobrenadante foi realizada no comprimento de onda de 532nm no
espectrofotdbmetro. Uma curva analitica de calibracdo foi preparada utilizando MDA como
padrdo, em concentracdes de 1, 5, 10, 15, 20, 25 e 30nmol/mL. Os resultados foram expressos

em nmol de MDA por mL de sémen.

Andlise estatistica

Para a analise estatistica dos dados, foram obtidos as médias e o desvio-padrdo e
procedida a analise de variancia dos parametros avaliados. Para a comparacdo das médias, foi
realizado o teste de Duncan, de acordo com o coeficiente obtido, considerando um nivel de
significancia de 5%. Utilizou-se 0 PROC GLM (General Linear Models) do Software SAS

(Statistical Analysis System) para Windows verséo 9.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos do trabalho refletiram as analises desenvolvidas acerca da
motilidade total (%) e vigor esperméatico (0-5), em condi¢do de pos-descongelacdo dos
espermatozoides. Foram também obtidos os resultados para observacdo da integridade da

estrutura de acrossoma, da membrana mitocondrial e da membrana plasmatica. Além desses,
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foram obtidos os resultados referentes ao teste de termorresisténcia, aos parametros da cinética
espermatica (CASA), a anélise das patologias espermaticas e aos testes hiposmético (HOST) e
TBARS.

As andlises referentes a pos-descongelacdo dos espermatozoides estdo presentes na
Tabela 1 e apresentaram valores com variagcdes perceptiveis para o pardmetro motilidade total
(%) e o vigor espermatico (0-5). O pardmetro de motilidade total (%) refletiu média com valor
superior para o tratamento C (55,00%) em relagcdo aos tratamentos 1 (45,83%), 2 (47,50%), 3
(48,33%) e 4 (48,33%).

Em relacdo ao parametro vigor espermatico, as médias apresentaram os consequentes
valores: o tratamento C (3,17%) teve média semelhante ao tratamento 4 (3,17%), assim como
0 tratamento 1 e o tratamento 2 expressaram 0s mesmos Valores (3,00%). Com relagdo ao

tratamento 3 (2,83%), constatou-se média inferior.

Tabela 1. Motilidade total (%) e vigor espermatico (0 — 5) pds-descongelacdo de sémen caprino com adicdo do
extrato do jamboldo com concentraces distintas do extrato no diluidor TRIS-GEMA
Pés-descongelagdo

Tratamentos Motilidade total (%) Vigor espermatico
tratamento C 55,00 + 10,49 3,17+1,17
tratamento 1 45,83 + 6,65 3,00+ 0,63
tratamento 2 47,50+ 7,58 3,00 £ 0,63
tratamento 3 48,33 +7,53 2,83+£0,41
tratamento 4 48,33+ 8,17 3,17+0,75

Fonte: Prépria autora. Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo. Teste de Duncan a 5%. Nao houve
diferenca significativa (P>0,05).

As observacdes dos dados referentes aos parametros integridade acrossomal (AC),
membrana mitocondrial (MIT) e integridade de membrana plasmatica (MP) refletem valores
expressos na Tabela 2, na qual a integridade acrossomal obteve média com valor para o
tratamento C (87,33%). No contexto das médias para os tratamentos testes, o maior valor
verificado foi o de tratamento 3 (93,00%), ficando o tratamento 2 (91,67%), enquanto o
tratamento 1 (86,00%) e o tratamento 4 (85,20%) obtiveram valores inferiores ao tratamento C.

Comrelacdo ao parametro de membrana mitocondrial, observou-se as seguintes médias:
tratamento C (72,83%), que, em compara¢do com 0s tratamentos testes, apresentou valor
inferior aos tratamentos 1 (83,83%) e 2 (85,83%). Os tratamentos 3 (67,33%) e 4 (70,00%)
obtiveram médias inferiores ao tratamento C. Ressalta-se que o tratamento 2 se sobressaiu com

relacdo as demais médias.
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Na abordagem dos resultados para membrana plasmatica, verificou-se que, para as
médias, o tratamento C (42,00%) foi 0 menos representativo, ficando os maiores valores para
os tratamentos 3 (50,33%) e 4 (51,00%), seguido de valores préximos pelos tratamentos 1
(49,66%) e 2 (49,83%).

Tabela 2. Integridade acrossomal (AC), membrana mitocondrial (MIT) e integridade de membrana plasmatica
(MP); os valores foram obtidos em porcentagem (%) de sémen caprino com adi¢do do extrato do jamboldo com

concentracdes distintas no diluidor TRIS-GEMA p6s-descongelagdo
Pés-descongelacéo

Tratamentos AC (%) MIT (%) MP (%)

tratamento C 87,33+13,11 72,83 +£35,81 42,00 £ 4,09
tratamento 1 86,00 + 9,96 83,83+ 4,96 49,66 + 13,97
tratamento 2 91,67 +4,41 85,83 +4,45 49,83 + 13,89
tratamento 3 93,00 + 7,48 67,33+ 33,14 50,33 + 13,49
tratamento 4 85,20 + 18,12 70,00 + 34,42 51,00 + 12,18

Fonte: Propria autora. Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo. AC: Integridade acrossomal;
MIT: Membrana mitocondrial e MP: Integridade de membrana plasmatica. Teste de Duncan a 5%. N&o houve
diferenca significativa (P>0,05).

As observacdes dos dados referentes ao teste de termorresisténcia, conforme Tabela 3,
expressam a avaliacdo da motilidade total (%) e o vigor espermatico (0-5), ambos em relacéo a
variavel tempo no decorrer de: HO: 0 minuto; H1: 60 minutos; H2: 120 minutos; H3: 180
minutos.

No HO, foi observada a media relativa a motilidade total. Nisso, ressalta-se o tratamento
1, pois expressou a melhor média (57,50%). Ainda com relacdo ao HO, analisou-se o vigor
espermatico. Dentre os tratamentos averiguados, o tratamento 1 destacou-se em relacdo aos
demais, pois apresentou a melhor média (3,50%).

Em H1, foi verificada a média relativa a motilidade total observando-se que o tratamento
1 exibiu maior média (43,33%). Quanto ao vigor espermatico, foi registrado a média (2,50%)
no tratamento 1. Em relacdo a motilidade total da variavel H2, constatou-se uma média
(16,66%) e, quanto ao parametro vigor espermatico, constatou-se a média (1,16%) em
tratamento 1.

No ultimo componente H3 para a motilidade total, foi observado a média (3,33%). Com
relacdo ao vigor espermatico, registrou-se média (0,67%), sendo esses resultados referentes a
motilidade total e ao vigor espermatico, constatados no tratamento 1. Por meio dos resultados
expressos e visualizados na Tabela 3, o tratamento 1 destacou-se com melhores desempenhos

guanto aos parametros analisados.
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Tabela 3. Teste de termorresisténcia lento (TTR) na avaliagdo da motilidade total (%) e do vigor espermatico (0 — 5) pos-descongelagdo de sémen caprino com adi¢do do extrato
do jamboldo com concentrac@es distintas no diluidor TRIS-GEMA

Pés-descongelacéo

HO H1 H2 H3
Tratamentos MT (%) Vigor MT (%) Vigor MT (%) Vigor MT (%) Vigor
tratamento C | 52,50+11,72 2,8340,75 36,66+14,02 1,83+0,40 13,33+10,80 0,83+0,40 1,66+2,58 0,33+0,52
tratamento 1 57,50+7,58 3,50+0,55 43,33£7,53 2,50+0,55 16,66+11,69 1,160,40 3,33+£2,58 0,67+0,52
tratamento 2 | 55,00+10,49 2,83+0,98 37,50+6,12 2,00£0 9,17+6,65 1,17+0,40 1,67+2,58 0,33+0,52
tratamento 3 | 51,67+10,80 3,00+0,63 31,66+16,93 1,83+0,75 8,3315,16 1,000 0,83+2,04 0,16+0,41
tratamento 4 52,50+7,58 3,1740,41 35,83+9,18 1,83+0,75 5,83+2,04 1,000 2,50+2,73 0,50+0,54

Fonte: Propria autora. Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo. A variavel tempo em minutos foi cronometrada de acordo com as seguintes siglas: HO: 0
minuto; H1: 60 minutos; H2: 120 minutos e H3: 180 minutos. Teste de Duncan a 5%. Nao houve diferenca significativa (P>0,05).
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Os resultados dos dados avaliados concernentes aos parametros da cinética espermatica
(CASA) possuem os valores indicados na Tabela 4. Foram analisadas as médias referentes ao
parametro VCL, em que o tratamento C (66,83%) manifestou-se inferior ao tratamento 2
(71,80%), apresentando média superior a todos os outros tratamentos, e o tratamento 3
(67,92%) com valor préximo ao tratamento C. Entretanto, o tratamento C teve média superior
aos tratamentos 4 (66,38%) e 1 (66,08%), ficando o tratamento 1 com menor média observada.

Em seguida, tem-se o parametro VSL seguido de suas médias examinadas, constatando-
se que o tratamento C (26,02%) possui média superior aos tratamentos 1 (24,70%) e 3 (25,62%).
Contudo, o tratamento C apresenta valor inferior aos tratamentos 2 (29,74%) e 4 (27,00%).
Destaca-se que o tratamento 2 teve a maior média verificada dentre os tratamentos.

Com relagdo ao parametro VAP, observou-se as medias a seguir: o tratamento C
(40,30%) teve média inferior aos tratamentos 2 (44,14%) e 4 (40,37%), mas obteve media
superior aos tratamentos 1 (38,80%) e 3 (39,73%). Evidencia-se que o tratamento 2 manifestou
a maior média entre os tratamentos.

Relativo ao parametro LIN, dispde-se as seguintes médias: o tratamento C (38,95%)
transpareceu média superior ao tratamento 1 (37,22%) e ao tratamento 3 (37,67%), a0 passo
que o tratamento C se apresentou inferior ao tratamento 2 (41,40%) e ao tratamento 4 (40,60%),
0 quais se sobressairam em relacdo aos demais, pois possuiram as maiores médias.

As observacbes voltadas ao parametro STR apresentaram médias averiguadas,
apontando o tratamento C (64,58%) com valor numérico inferior ao tratamento 2 (67,30%) e
ao tratamento 4 (66,77%). Ressalta-se ainda que os tratamentos 1 (63,32%) e 3 (64,30%)
tiveram valores inferiores, porém proximos ao tratamento C.

Sobre as observacOes referentes as médias do parametro WOB com o tratamento C
(60,28%), os valores de maiores expressdes foram obtidos pelo tratamento 2 (61,54%) e pelo
tratamento 4 (60,80%). Ficaram com medias abaixo do desejado, o tratamento 1 (58,65%) e 0
tratamento 3 (58,53%).

Para o parametro ALH, tem-se em destaque o tratamento 4 (3,85%) e o tratamento 1
(3,98%) com as melhores médias verificadas, quando comparados ao tratamento C (3,85%). Os
tratamentos 2 (4,08%) e 3 (4,20%) ficaram com médias menos desejadas. Contudo, ressalta-se
que o tratamento 4 compreende valor com melhor desempenho em fungdo da melhor média.

O parametro BCF apresentou resultados em que o tratamento C (8,21%) expressou
média inferior aos tratamentos 1 (8,57%), 2 (8,48%), 3 (8,65%) e 4 (8,78%). Pende-se para as

médias mais desejadas o tratamento 3 e o tratamento 4.
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Para o parametro MOP, verificou-se que a média de tratamento C (23,28%) foi superior
as médias de tratamento 1 (18,82%), 2 (22,76%), 3 (16,60%) e 4 (19,35%). Nesse contexto, 0
tratamento 2 compreende o mais desejado em funcdo da melhor média.

Tabela 4. Parametros da cinética espermatica por meio do CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) pds-
descongelacéo de sémen caprino com adic¢do do extrato do jambol&do com concentragdes distintas no diluidor TRIS-

GEMA

Parametros da cinética dos espermatozoides de caprinos pos-descongelacéo

Parémetros Tratamento | Tratamento | Tratamento | Tratamento | Tratamento
VCL 66,83856,89 66,08}:10,81 71,80219,37 67,923i7,42 66,3818,37
VSL 26,02+3,64 24,7045,17 29,74+4,22 25,62+3,59 27,00+4,21
VAP 40,3045,70 38,8046,75 | 44,144546 | 39,73+3,98 40,3745,24
LIN 38,95+3,61 37,2243,63 | 41,40+1,50 | 37,67+2,62 40,60+2,70
STR 64,58+1,75 63,3243,66 | 67,30+1,39 | 64,30+3,68 66,77+2,73

WOB 60,28+5,22 58,65+2,27 | 61,54+2,52 | 58,53+1,35 60,80+2,64
ALH 3,85+0,53 3,98+0,20 4,08+0,48 4,20+0,34 3,85+0,18
BCF 8,21+1,38 8,57+0,60 8,48+1,13 8,65+0,78 8,78+0,73
MOP 23,28+15,35 18,82+12,75 | 22,76+14,00 | 16,60+10,73 | 19,35+12,95

Fonte: Propria autora. Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo. VCL - Velocidade curvilinea
linear (um/s); VSL - Velocidade em linha reta (um/s); VAP - Velocidade média do percurso (um/s); LIN -
Linearidade (%); STR - Retilinearidade (%); WOB - oscilacdo Wobble; ALH - Amplitude de deslocamento lateral
da cabega (um); BCF - Frequéncia de batimentos de cauda (Hz); MOP — motilidade progressiva. Teste de Duncan
a 5%. N&o houve diferenca significativa (P>0,05).

As observacdes dos dados referentes ao teste hiposmotico refletem valores expressos na
Tabela 5, na qual observou-se as seguintes médias: tratamento C (13,00%) que, em comparagao
com os tratamentos testes, apresentou valor superior aos tratamentos 1 (12,17%), 2 (9,42%), 3
(9,83%) e 4 (4,50%). Dentre esses, tem-se 0 tratamento 1 em destaque em relacdo aos demais.

Tabela 5. Valores médios (%) e desvio padréo (%) de sémen caprino da raca Anglo-Nubiana p6s-descongelado
reativo ao teste hiposmoético (HOST)

Tratamentos Parametro teste hiposmético HOST (%)
tratamento C 77,00 22,44
tratamento 1 77,16 + 25,44
tratamento 2 65,67 + 16,78
tratamento 3 66,33 + 25,18
tratamento 4 63,60 + 20,83

Fonte: Propria autora. Os resultados sdo expressos como média + desvio padréo. Teste de Duncan a 5%. N&o houve

diferenca significativa (P>0,05).
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Naquilo que se refere as patologias espermaticas, pode-se observar na Tabela 6 a
disting&o entre os tipos de defeitos que se dividem em defeitos maiores (DM), defeitos menores
(Dm) e defeitos totais (DT), em que os defeitos maiores sdo ocasionados durante a formacao
dos espermatozoides, enquanto os defeitos menores sdo ocasionados durante o trajeto
percorrido pelas células espermaticas. Com relacdo aos defeitos totais, esse parametro envolve
0 somatério de DM + Dm.

Em relacdo ao parametro defeitos maiores, o tratamento 3 (0,90%) apresentou melhor
resultado com uma média que indica a menor quantidade de defeitos maiores que possam
comprometer significativamente a qualidade dos espermatozoides. Contexto de resultado
expressivo é observado para o tratamento 3 no que tange aos defeitos totais (5,92%), ainda que
0 componente de defeitos menores tenha se apresentado com o melhor desempenho no
tratamento 4 (5,10%), ressaltando-se que os defeitos menores ndo implicardo em grande
comprometimento em relagio aos defeitos maiores. E ainda de se considerar que o tratamento
C, em relacdo a DM (1,60%), Dm (6,67%) e DT (8,00%), apresentou resultados menos
expressivos.

Tabela 6. Pardmetros das patologias espermaticas de sémen caprino da raca Anglo-Nubiana. Os valores foram
obtidos em porcentagem (%) dos espermatozoides de caprinos com adicdo do extrato do jamboldo com

concentracdes distintas no diluidor TRIS-GEMA pés-descongelacio
Pés-descongelacdo

Tratamentos DM (%) Dm (%) DT (%)

tratamento C 1,60+ 1,38 6,67 3,67 8,00 2,49
tratamento 1 1,38+1,18 5,58 £2,16 6,50 £ 1,82
tratamento 2 1,67+1,13 6,00 2,97 7,67+2,75
tratamento 3 0,90 £ 0,65 517+2,42 5,92 + 2,36
tratamento 4 1,40 £ 0,65 5,10 £1,52 6,50 £ 1,17

Fonte: Prépria autora. Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo. DM: defeitos maiores; Dm:
defeitos menores e DT: defeitos totais. Teste de Duncan a 5%. N&o houve diferenca significativa (P>0,05).

As observacdes dos dados referentes as distintas concentracoes de jamboldo aos niveis
de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (malondialdeido — MDA) apresentaram
resultados expressos na Tabela 7, tendo o tratamento C apresentado média de 26,82%. No
contexto dos tratamentos testes, destacou-se o tratamento 3 (31,40%), mantendo-se mais
préximo do valor de tratamento C. E de se considerar que as concentra¢des mais elevadas de
jamboldo expressaram desempenho de oxidagdo mais acentuados, como nos tratamentos 1
(36,47%) e 2 (36,96%).
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Tabela 7. Niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (Malondialdeido — MDA) em sémen caprino com
adicdo do extrato do jambol&o em concentraces distintas no diluidor TRIS-GEMA p6s-descongelacéo
Pdés-descongelacéo

Tratamentos Concentracéo de MDA (nmol/mL)
Tratamento C 26,82 +£ 10,57
Tratamento 1 36,47 +£4,52
Tratamento 2 36,96 + 9,91
Tratamento 3 31,40 £5,18
Tratamento 4 31,98 +4,73

Fonte: Propria autora. Os resultados sdo expressos como média + desvio padrao. Teste de Duncan a 5%. N&o houve
diferenca significativa (P>0,05).

Os resultados obtidos para a analise do jamboldo no diluidor TRIS-GEMA, aplicado
para espermatozoides da raca Anglo-Nubiana, mostraram-se favoraveis, uma vez que condi¢coes
comparativas com trabalhos de outros autores refletem pontos de vantagem para o uso do
extrato do jambolao.

Bittencourt et al. (2006a) desenvolveu atividades para motilidade total e vigor
espermatico para a pos-descongelacdo. A partir do estudo do autor, percebe-se que seus
resultados sdo confrontados com as analises expressas na Tabela 1, obtidas por procedimentos
que envolvem composicoes semelhantes (glicerol e diluidor TRIS-GEMA). Assim, com relacéo
ao parametro motilidade total, constatou-se que a adicdo do extrato do jambol&o proporcionou
resultado superior com valor de 48,33% quando comparado aos observados por Bittencourt et
al. (2006b), com maior resultado apds 4 horas na pds-descongelacdo (45,00%). Para o
parametro vigor espermatico, esta pesquisa apresentou melhor desempenho, de 3,17%, quando
comparado com Bittencourt et al. (2006b) na primeira hora, o qual registrou 3,07%.

As observacOes dos dados referentes aos parametros da integridade acrossomal (AC), a
membrana mitocondrial (MIT) e a integridade de membrana plasmatica (MP) refletem valores
expressos na Tabela 2, razdo pela qual, em termos comparativos, os valores para AC (93,00%)
observados neste estudo sobressaem-se quando comparados com 0s maiores valores obtidos
por Silva (2017) nas racas azul (27,16%), canindé (25,83%) e moxot0 (26,33%). Essas racas
também sdo estudadas por Martins et al. (2011), que direcionou estudos para bovinos e
observou valores inferiores (22,9%) aos apontados neste trabalho em relacdo ao pardmetro da
integridade acrossomal (AC).

Panorama semelhante obteve-se para os comparativos de membrana mitocondrial, no
qual observou-se MIT (85,83%), ao passo que os melhores resultados de Silva (2017) foram
para as ragas azul (23,00%), canindé (55,66%) e moxoté (45,50%). Embora Silva (2017) tenha

obtido valores mais elevados nas racas por ele estudadas, para o parametro de membrana
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plasmatica, salienta-se que MP (51,00%), neste trabalho, mostrou-se inferior. Os estudos de
Martins et al. (2011) refletem valores inferiores (22,9%) aos observados em relacdo parametro
membrana plasmatica (MP).

Resultados mais expressivos em favor do jambol&o podem ser verificados em Soares et
al. (2010), que desenvolveu pesquisa usando como diluidor o leite desnatado e como teste
aplicou o Trolox. Sob esse prisma, este estudo constatou para integridade de acrossoma (AC) o
valor de 93,00%, o que superou significativamente a AC obtida por Soares et al. (2010), seja
para controle (38,76%), seja para Trolox 30uM/mL (41,19%). Panorama semelhante foi
observado para os parametros membrana mitocondrial (MIT) e integridade de membrana
plasmética (MP), no qual constatou-se MIT (85,83%) e MP (51,00%), enquanto Soares et al.
(2010) obteve MIT (47,45%) para o controle, constando para Trolox 30uM/mL (42,46%). Ja
para 0 parametro de integridade de membrana plasmatica (MP), Soares et al. (2010) registrou
39,55% para o controle e 44,81% para Trolox 60uM/mL.

Para o horizonte pesquisado por Soares et al. (2010), em um segundo momento, como
foi mencionado anteriormente, aplicou-se Glutationa reduzida (GSH) com relacdo a estes
parametros: integridade de acrossoma (AC), potencial de membrana mitocondrial (MIT) e
integridade de membrana plasmatica (MP). Para integridade de acrossoma (AC), observou-se
que o controle registrou 38,76%, e para os testes destacou-se GSH 7mM/mL (46,21%). Para o
potencial de membrana mitocondrial (MIT), em que para o controle registrou-se 47,45%, no
contexto dos testes, sobressaiu-se GSH 2 mM/mL (47,51%). Ja para integridade de membrana
plasmatica (MP), o controle expressou 39,55%, destacando-se dentre os testes GSH 2mM/mL
(43,31%). Salienta-se que a obtencdo desses valores por Soares et al. (2010) ficou aquém aos
valores obtidos para 0s mesmos parametros nesta pesquisa.

Ainda com relacéo ao parametro de integridade de acrossoma (AC), expressou-se como
maior valor 93,00%. Nisso, apresenta valor superior quando confrontado com Bittencourt et al.
(2006b), que registrou 91,58%, conforme expresso pelo parametro AC com defeitos (08,42%).

As observacdes dos dados referentes ao teste de termorresisténcia, conforme a Tabela
3, expressam a motilidade total (%) e vigor espermatico (0-5), ambos em relacdo a variavel
tempo na pds-descongelacdo. Com relacdo a motilidade total (%) para HO, a expressdo do
melhor resultado obteve-se no tratamento 1 (57,50%) com extrato do jamboldo; mostrou-se
maior do que o apresentado por Silva (2017) para as ragas de caprinos azul (35,83%), canindé
(41,66%) e moxoto (35,83%), mesmo ambos os estudos tendo ocorrido na estagdo chuvosa.

Silva (2017) reporta com relagdo ao vigor espermatico, no tempo HO, valores para azul (3,16%),
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canindé (3,33%) e moxotd (3,16%), refletindo valores abaixo do apresentado neste estudo com
a aplicagéo do extrato do jambolao, em que o tratamento 1 (3,50%) foi 0 mais expressivo.

Nesta pesquisa, para H1 relativo a motilidade total (%), a expressdo do melhor resultado
foi no tratamento 1 (43,33%) que se sobressaiu em relagcéo aos valores obtidos por Silva (2017),
0 qual obteve valores para as racas azul, canindé e moxoto, sendo a mais expressiva a raga
caninde (37,50%).

Os resultados dos dados avaliados concernentes aos parametros da cinética espermatica
possuem valores indicados na Tabela 4. Assim, o parametro VCL registrou o valor mais
expressivo, de 71,80%, superior ao obtido por Soares et al. (2010), no qual se destacou dentre
0s tratamentos testes Trolox 60uM/mL (71,51%). Para o parametro ALH, registrou-se o valor
mais expressivo 4,20%, sendo também superior ao obtido por Soares et al. (2010); destacou-se
dentre os tratamentos testes 0 de maior expressdo Trolox 30uM/mL (3,08%). Ressalta-se que
os desempenhos referentes a ALH apresentou favorabilidade que refletira no deslocamento dos
espermatozoides.

Para a motilidade progressiva (MP), observou-se o valor expressivo de 22,76%, que
superou o obtido por Soares et al. (2010) quando pesquisou a adi¢do de glutationa reduzida
(GSH) no diluidor a base de leite desnatado, em duas concentra¢ées: GSH 5mM/mL (19,00%)
e GSH 7mM/mL (21,15%). Para a retilinearidade (STR), obteve-se o valor mais expressivo de
67,30%, enquanto Soares et al. (2010) verificou resultado inferior na adicdo de glutationa
reduzida (GSH) no diluidor a base de leite desnatado na concentracdo de GSH 5mM/mL
(64,61%).

Com relacdo ao WOB, obteve-se 0 valor mais expressivo de 61,54%, enquanto Soares
et al. (2010) verificou resultado inferior na adi¢éo de glutationa reduzida (GSH) no diluidor a
base de leite desnatado na concentracdo de GSH 5mM/mL (60,01%). Soares et al. (2010) ainda
levantou valores para os parametros: VCL (71,73%), na concentra¢do de GSH 7mM/mL, o qual
ficou inferior ao deste trabalho (71,80%); VAP (42,73%), na concentracdo de GSH 5mM/mL,
também inferior ao deste estudo (44,14%); ALH (3,43%) na concentracdo de GSH 5mM/mL,
cujo maior desempenho ficou inferior ao desta pesquisa (4,20%). Salienta-se que os valores
observados nos resultados permeiam os encontrados em Soares et al. (2010), colocando-se
como fator de vantagem para este estudo as mensura¢ées em microlitros (uL), ao passo que
Soares et al. (2010) trabalhou com (mM/mL).

As observagdes dos dados referentes ao teste hiposmotico (HOST) refletem valores
expressos na Tabela 5, em que se registrou resultados significativos no tratamento 1 (77,16%)

e no tratamento C (77,00%). Quando comparado aos resultados obtidos por Silva (2017), se
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sobressaiu em relag&o a raga azul (8,00%), bem como em valor aproximado para a média geral
das trés ragas (13,12%).

Para as observacdes dos dados referentes as patologias espermaticas, conforme a Tabela
6, observou-se que o tratamento 3 (0,90%) apresentou melhor desempenho em relagcdo ao
parametro DM. Ao ser comparado com Bittencourt et al. (2006b), expressou nimero inferior
de defeitos maiores, haja vista que o melhor desempenho de Bittencourt et al. (2006b) foi de
1,00%. Além disso, o autor trabalhou com sémen fresco, no qual se espera menor ocorréncia
de danos aos espermatozoides.

Para o parametro de Dm, expressou-se melhor resultado no tratamento 4 (5,10%) que
compreende valor mais expressivo que o mais significativo de Bittencourt et al. (2006b), de
6,50%. Esse valor obtido pelo autor também é menos significativo que o valor obtido para o
tratamento 3 (5,17%), compreendendo o tratamento de maior relevancia dentre os tratamentos
testes com o extrato de jambol&o.

Com relagéo ao parametro de DT, apresentou-se o tratamento 3 (5,92%) como o mais
expressivo, ao passo que Bittencourt et al. (2006b) obteve 8,00% como o seu melhor resultado,
0 que ficou em condicdo aquém em relacao aos defeitos totais dos espermatozoides.

Para as observagdes dos dados referentes aos niveis de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (Malondialdeido — MDA) em sémen de caprinos, conforme a Tabela 7, no teste
com a adicdo do extrato de jamboldo em concentracgdes distintas no diluidor TRIS-GEMA pos-
descongelacdo, obteve-se médias e desvios padrbes dos respectivos tratamentos: tratamento C
(26,82%), tratamento 1 (36,47%), tratamento 2 (36,96%) e tratamento 4 (31,98%). Destacou-
se o tratamento 3 (31,40%) em relacdo aos outros tratamentos testes. Vale ressaltar que os
resultados obtidos se sobressairam quando comparados com Barros (2021), que desenvolveu
testes com o acido oleico no diluidor TRIS-GEMA, em que se destacou 0,5uM de acido oleico
(81,68%), valor mais préximo do controle (74,68%).

Por fim, as analises abordadas em contexto comparativo com os autores aqui enfocados
refletem a possibilidade de usos diversos, seja para 0 jamboldo, seja para outros extratos

antioxidantes que venham a contribuir nas biotecnologias reprodutivas.

CONCLUSAO

Ao longo desta pesquisa, as andlises desenvolvidas revelaram pontos conclusivos
marcantes para o uso do extrato de jamboldo no diluidor TRIS-GEMA. Nesse sentido, a

aplicacdo do extrato do jamboldo manteve a motilidade em condigdo desejavel na concentracdo
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0,01uM, desempenho que favorece a condicdo para a fecundagéo. J& a aplicacdo do extrato na
concentracdo de 0,001uM manteve o vigor espermatico que € fator de importancia. Para a
retilinearidade, a concentracéo de 0,1uM apresentou-se mais eficiente.

Por meio dos resultados obtidos das analises estatisticas, foram constatados p>0,05 (ndo
houve diferenca significativa), em condigdes que ndo refutam o seu uso. O teste de TBARS
averiguou um indicativo da acdo antioxidante do extrato do jamboldo, no qual se constatou
melhores usos para concentrac¢des baixas do extrato, 0,01uM e 0,001uM. Assim, conclui-se que
0 extrato de jamboldo pode ser um componente aplicavel ao diluidor TRIS-GEMA.

REFERENCIAS

ANDRADE, E.R.; MELO-STERZA, F.A.; SENEDA, M.M.; ALFIERI, A.A. Consequéncias
da producdo das espécies reativas de oxigénio na reproducdo e principais mecanismos
antioxidantes. Revista Brasileira de Reproducédo Animal. v.34, n.2, p.79-85, 2010.

BARROS, F.N. Efeito da adigéo acido araquiddnico e do acido oleico ao diluidor tris-gema
sobre a viabilidade espermatica pos-congelacdo em sémen caprino. 2021. 88 f. Tese
(Doutorado) - Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncia Animal — Universidade Federal do
Piaui, Teresina, 2021.

BITTENCOURT, R.F.; RIBEIRO FILHO, A.L.; SANTOS, A.D.F.; CHALHOUB, M.;
ALVES, S.G.G.; VASCONSELOS, M.F.; LEANDRO, E.E.S.; GUIMARAES, J.D.
Utilizacao do teste hiposmotico para avaliar a eficacia de diferentes protocolos de
criopreservacdo do sémen caprino. Ciéncia Animal Brasileira, v. 6, n. 3, 2006a.

BITTENCOURT, R.F.; RIBEIRO FILHO, A.L.; ALVES, S.G.G.; BISCARDE, C.E;
VASCONCELOS, M.F.; OBA, E. O efeito do tempo de equilibrio sobre a qualidade do
sémen caprino criopreservado. Revista Brasileira Saude e Producdo Animal, v. 7, n. 1, p. 27-
37, 2006b.

BLOM, E. A sistematic search for abnormalities in testis-epidydimis in pedigree bulls in
Denmark. Copenhagen: Royal Veterinary and Agricultural University, 1972, 1-36 p.
(‘Yearbook).

BOUSSEAU, S.; BRILLARD, J.P.; MARQUANT-LE GUIENNE, B.; GUERIN, B.;
CAMUS, A.; LECHAT, M. Comparison of bacteriological qualities of various egg yolk
sources and the in vitro and in vivo fertilizing potential of bovine semen frozen in egg yolk or
lecithin based diluents. Theriogenology, v.50, p.699-706, 1998.

CASTELO, T.S,; FROTA, T.R.; SILVA, AR. Considerac6es sobre a criopreservacdo do
sémen de caprinos. Acta Veterinaria Brasilica, [S.l.], v. 2, p. 67-75, 2008.

CBRA. Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal. Manual para exame androldgico e
avaliacao de sémen animal. 3.ed. Belo Horizonte: CBRA, 2013.



44

DAS, S.; SARMA, G. Study Of The Hepatoprotective Activity Of The Ethanolic Extract Of
The Pulp Of Eugenia Jambolana (Jamun) In Albino Rats. Journal of Clinical and Diagnostic
Research, v. 3, p.1466-1474, 2009.

D[ELL VALLE, L.; SOUTER, A.; MAXWELL, W.M.C.;: MUINO-BLANCO, T.; CEBRIAN
PEREZ, J.A. Function of ram spermatozoa frozen in diluentes supplemented whith casein and
vegetable oils. Animal Reproduction Science, v. 138, p. 213-219, 2013.

GOOGLE MAPS. Coordenadas do local do experimento: fazenda Sucupira, David Caldas-PlI.
Disponivel em:
https://www.google.com.br/maps/place/4%C2%B044'32.0%22S+42%C2%B055'04.0%22W/
@-4.7422302,-
42.9177912,46m/data=13m1!1e3!4m5!3m411s0x0:0xee58h854d2de6e11!8m2!13d-
4.742222214d-42.9177778. Acesso em: 18 fev. 2022.

LAGARES, M.A.; PETZOLDT, R.; SIEME, H.; MUG, E. Assessing equine sperm-
membrane integrity. First Internacional Journal Andrologia, v.32, p.163-167, 2000.

MAGALHAES, K.A.; MARTINS, E.C.; HOLANDA FILHO, Z.F.; LUCENA, C.C. Pesquisa
Pecuaria Municipal 2017: efetivo dos rebanhos caprinos e ovinos. Embrapa Caprinos e
Ovinos-Artigo de divulgacdo na midia (INFOTECA-E). Boletim do Centro de Inteligéncia e
Mercado de Caprinos e Ovinos, n. 5, p. 5-12, out. 2018.

MARTINS, L.F.; PINHO, R.O.; PARAIZO, R.M.; OLIVEIRA, R.R.; CASTILHO, E.F;
GUIMARAES, J.D. Avaliacio de diferentes osmolaridades de solucdes hiposmoéticas e
tempos de incubagéo no teste hiposmotico do sémen de touros Nelore. Revista Brasileira de
Zootecnia, v. 40, n. 7, p. 1519-1525, 2011.

MENEGASSI, S.R.0.; BARCELLOS, J.0.J. Aspectos reprodutivos do touro: teoria e pratica.
Guaiba: Agrolivros, 2015, 280 p.

SILVA, S.N.; ABREU, I.C.; SILVA, G.F.C.; RIBEIRO, R.M.; LOPES, AS,;
CARTAGENES, M.S.S.; FREIRE, S.M.F.; BORGES, C.R.; BORGES, M.O.R. The toxicity
evaluation of Syzygium cumini leaves in rodents. Brazilian Journal of Pharmacognosy, v. 22,
p. 102-108, 2012.

SILVA, E.C.B.; ARRUDA, L.C.P.; SILVA, S.V.; SOUZA, H.M.; GUERRA, M.M.P. High
resveratrol or quercetin concentrations reduce the oscillation index of frozen goat sémen. Arq.
Bras. Med. Vet. Zootec., v.68, n.5, p.1237-1243, 2016.

SILVA, J.H.L. Efeito da época do ano sobre as caracteristicas do sémen criopreservado de
caprinos azul, canindé e moxoto nas estacdes seca e chuvosa. 2017. 55f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncia Animal) - Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2017.

SWAMI, S.B; THAKOR, N.S.J.; PATIL, M.M.; HALDANKAR, P.M. Jamun (Syzygium
cumini (L.)): A Review of Its Food and Medicinal Uses. Food and Nutrition Sciences, v. 3, p.
1100-1117, 2012.

SOARES, A.T. Avaliacdo in vitro de espermatozoides caprinos criopreservados em diluente a
base de leite desnatado acrescido de Glutationa reduzida e Trolox em diferentes


https://www.google.com.br/maps/place/4%C2%B044'32.0%22S+42%C2%B055'04.0%22W/@-4.7422302,-42.9177912,46m/data=!3m1!1e3!4m5!3m4!1s0x0:0xee58b854d2de6e11!8m2!3d-4.7422222!4d-42.9177778
https://www.google.com.br/maps/place/4%C2%B044'32.0%22S+42%C2%B055'04.0%22W/@-4.7422302,-42.9177912,46m/data=!3m1!1e3!4m5!3m4!1s0x0:0xee58b854d2de6e11!8m2!3d-4.7422222!4d-42.9177778
https://www.google.com.br/maps/place/4%C2%B044'32.0%22S+42%C2%B055'04.0%22W/@-4.7422302,-42.9177912,46m/data=!3m1!1e3!4m5!3m4!1s0x0:0xee58b854d2de6e11!8m2!3d-4.7422222!4d-42.9177778
https://www.google.com.br/maps/place/4%C2%B044'32.0%22S+42%C2%B055'04.0%22W/@-4.7422302,-42.9177912,46m/data=!3m1!1e3!4m5!3m4!1s0x0:0xee58b854d2de6e11!8m2!3d-4.7422222!4d-42.9177778

45

concentragdes. 2010. 89 f. Tese (Doutorado) - Universidade Federal Rural de Pernambuco,
Recife, 2010.

VIANA, A K.S.; CHALHOUB, M.; RIBEIRO FILHO, A.L.; ALMEIDA, AK.; PORTELA,
A.P.M.; BITTENCOURT, R.F.; ALVES, S.G.G.; BITTENCOURT, T.C.C.; QUINTELA,
A.T. Avaliacdo in vitro do sémen caprino resfriado, com ou sem centrifugacdo do plasma
seminal e diluido em leite desnatado-glicose e tris-gema de ovo. Ciéncia Animal Brasileira, v.
7,n. 1, 2006.



ANEXO

46



ANEXO A
; MINISTERIO DA EDUCAGAO
} UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
L, PRO-REITORIA DE PESQUISA E INOVAGAO

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Camzes Unvamtase Masao Perane Potsa

Tesdone (85) 32155734 _omad cosapeupd eou

Certificarmos que a proposta mblulada "Efeito da adicdo do extrato do jaboldo (syzygium
cumini) a0 diluidor sobre a viabilidade espermdlica de sémen caprino da Raga Anglo
nubiana, registrada n® 645/2020, =ob a responsabilidade do Prof. Dr. JOSE ADALMIR
TORRES DE SOUZA do Departamento de Clinica e Cirurgla Veterinarial CCA/ UFPI que
anvolve a produg&o, manutenclo ou utiizacso de ammais pertencentes ao fio Chordata,
subfilo Verabrata (excato humancs), para fins de Pesquisa Ceentifica, encontra-se de acordo
com o5 preceitos da Lei n® 11.794, de § de outubro de 2008, do Decreto n° 6,899, de 15 de
julbc de 2008, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagio Animal (CONCEA), e foi Aprovado pefa Comissio de Efica no Uso de
Animax [CEUAUFPI) da Universidade Federal do Piavi, em Reundo na presente data

CERTIFICADO

Raine inaga Temara, ﬂnl Bagl CIF GA043-220

I

0210/2020.

Finalidade ( } Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da Autorizacio 01/12/2020 a 01052021
_Espécie/Lnhagem/raca Caprino! Anglonubians
N° de Arimais 08
Pesofidade TOad0kg/3a5
Sexo Machos =
Orgem | Fazenda Sucupira, David Caldas-Pi

Local de alcjamenio dos

animais durante o0 expenmenta |

“Grau de Invasividade

Fazenda - Fazenda Sucupira, David Caldas-Pl

1

Tereena, 07 de Outubro de 2020

Pest z.ué L de Rii&:&;i“.

DeTUg L T A

L :-r- 10'a

47



	RESUMO
	ABSTRACT
	LISTA DE TABELAS
	LISTA DE ABREVIATURA E SIGLAS
	1 INTRODUÇÃO
	2 REVISÃO DE LITERATURA
	2.1 Caprinocultura e biotécnicas reprodutivas
	2.2 Caracterização do sistema genital dos caprinos
	2.2.1 Composição espermática e espermatogênese
	2.2.2 Coleta e avaliação do sêmen

	2.3 Criopreservação
	2.4 Estresse oxidativo e antioxidantes
	2.5 Jambolão (Syzygium cumini)

	3 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	CAPÍTULO I
	INTRODUÇÃO
	MATERIAIS E MÉTODOS
	RESULTADOS E DISCUSSÃO
	CONCLUSÃO
	REFERÊNCIAS
	ANEXO

