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RESUMO

A preservacao das caracteristicas espermaticas durante a criopreservacado é
essencial, porém essa técnica ainda causa bastante efeitos deletérios as celulas.
Objetivou-se avaliar os efeitos da suplementacao de acido palmitico (AP) em duas
concentracées (100uM e 200uM), do extrato de jamboldo (J-0,1mol) e da
combinacdo dos dois antioxidantes em um diluidor para criopreservacdo de
espermatozoides ovinos, na qualidade seminal. Seis carneiros da raca Dorper
foram utilizados, sendo coletadas seis amostras por animal com o auxilio de uma
fémea em estro, utilizando uma vagina artificial. Ap6s a avaliacdo imediata
positiva dos ejaculados, foi feito o pool destes, diluido em TRIS-Gema e dividido
em dois experimentos. O experimento | abordou trés grupos: Controle, T1 (AP-
100uM), T2 (AP-200uM). O segundo experimento abordou os grupos: Controle,
T1 (AP-100uM + J-0,1mol), T2 (AP-200uM + J-O0,1mol) e T3 (J-0,1mol). As
amostras foram envasadas em palhetas de 0,25ml e criopreservadas com uso da
maquina TK 3000®. Apoés 15 dias de armazenamento em botijdo criogénico foram
realizadas as analises pos-criopreservacao, incluindo o teste de termorresisténcia
(TTR), integridade da membrana plasmatica, funcionalidade da mitocdndria e
cinética espermatica pelo sistema de analise computadorizada de sémen (CASA).
O teste de Shapiro — Wilk foi realizado para verificar se os dados seguiram
distribuicdo normal. A Andlise de Variancia (ANOVA) e o teste ndo paramétrico H
de Kruskal-Wallis foram utilizados para verificar diferencas entre as médias dos
grupos, enquanto que o teste ndo paramétrico de Wilcoxon foi utilizado para
comparar as médias antes e apds a congelacdo. O teste ndo-paramétrico de
Friedman foi utilizado para verificar diferencas entre os tempos e o post-hoc foi
aplicado para verificar diferencas em pares. Os dados foram digitados no Excel e
analisados no programa IBM Statistical Package for the Social Sciences versao
20.0, adotando-se um nivel de significancia de 5% (p<0,05). Durante a andlise da
integridade da membrana plasmatica no experimento |, observou-se um resultado
significativo no T1 e T2 em relag&o ao grupo controle (p<0,05). No experimento Il
nao foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos e 0 grupo
controle nas analises feitas. Conclui-se que a adicdo do acido palmitico ao diluidor
Tris-gema na concentracédo de 100 yM e 200 pyM €& capaz de preservar a
integridade da membrana plasmatica e a cinética espermatica durante o processo
de criopreservacao do sémen ovino. A adicdo de 0,1mol de extrato de jamboléo e
a associacdo ao acido palmitico no Tris-gema ndo apresentou efeitos
significativos na qualidade pos-criopreservacdo do sémen ovino.

Palavras-chave: sémen, criopreservacao, antioxidantes, acido palmitico, jambolao,
ovinos.



ABSTRACT

Preservation of sperm characteristics during cryopreservation is essential, however,
this technique still causes significant deleterious effects on the cells. The objective of
this study was to evaluate the effects of supplementation with palmitic acid (PA) at
two concentrations (100pM and 200uM), jambolan extract (J-0.1mol), and the
combination of both antioxidants in a diluent for cryopreservation of ovine sperm on
seminal quality. Six Dorper rams were used, with six samples collected per animal
using an artificial vagina with the assistance of an estrus female. After immediate
positive evaluation of the ejaculates, a pool was made, diluted in Tris-egg yolk, and
divided into two experiments. Experiment | included three groups: Control, T1 (PA-
100pM), T2 (PA-200uM). The second experiment included the following groups:
Control, T1 (PA-100uM + J-0.1mol), T2 (PA-200uM + J-0.1mol), and T3 (J-0.1mol).
The samples were packaged in 0.25ml straws and cryopreserved using the TK
3000® machine. After 15 days of storage in a cryogenic tank, post-cryopreservation
analyses were performed, including thermoresistance test (TTR), plasma membrane
integrity, mitochondrial functionality, and sperm kinetics using the computer-assisted
sperm analysis (CASA) system. The Shapiro-Wilk test was performed to verify
whether the data followed a normal distribution. Analysis of variance (ANOVA) and
the non-parametric Kruskal-Wallis H test were used to determine differences between
the group means, while the non-parametric Wilcoxon test was used to compare
means before and after freezing. The non-parametric Friedman test was used to
determine differences between times, and post-hoc analysis was applied to
determine pairwise differences. The data were entered into Excel and analyzed using
IBM Statistical Package for the Social Sciences version 20.0, adopting a significance
level of 5% (p<0.05). In the analysis of plasma membrane integrity in Experiment I, a
significant result was observed in T1 and T2 compared to the control group (p<0.05).
In Experiment Il, no significant differences were observed between the treatments
and the control group in the performed analyses. In conclusion, the addition of
palmitic acid to the Tris-egg yolk diluent at concentrations of 100 uM and 200 uM is
capable of preserving plasma membrane integrity and sperm kinetics during the
cryopreservation process of ovine semen. The addition of 0.1mol of jambolan extract
and its association with palmitic acid in Tris-egg yolk did not show significant effects
on the post-cryopreservation quality of ovine semen.

Keywords: semen, cryopreservation, antioxidants, palmitic acid, jambolan, sheep.
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1. INTRODUCAO

A criopreservacdo de sémen ovino é uma técnica amplamente utilizada em
programas de melhoramento genético e conservacdo de recursos genéticos. No
entanto, a taxa de sobrevivéncia dos espermatozoides apos descongelamento pode
ser reduzida devido ao excesso de espécies reativas de oxigénio (ROS

) e estresse oxidativo, o que pode levar a perda da qualidade espermatica. A
utilizacdo de antioxidantes tem sido considerada uma abordagem promissora para
melhorar a qualidade espermatica durante o processo de criopreservacao. (HOLT,
2000)

O processo de criopreservacao € responsavel por danificar as células
espermaticas, provocando a reducdo da capacidade funcional dos espermazoides,
diminuicdo da capacidade de fertilizagcdo e morte celular (WATSON, 2000). Os
espermatozoides sdo vulneraveis a peroxidagéo lipidica, causada pelas ROS, devido
ao seu alto contetdo de acidos graxos poli-insaturados na membrana e a baixa
capacidade antioxidante citoplasmatica (DARBANDI et al., 2019).

Antioxidantes sdo agentes capazes de reduzir o estresse oxidativo,
tornando-se estratégias efetivas para minimizar os efeitos negativos da
criopreservacdo de sémen ovino. Estudos verificaram a presenca de uma ampla
gama de antioxidantes no plasma seminal que podem proteger o esperma contra 0s
efeitos prejudiciais de ROS (SALEH, 2002). Os antioxidantes enzimaticos presentes
no plasma seminal incluem superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx), enquanto os antioxidantes ndo enzimaticos incluem
vitaminas A e C, carnitina, glutationa (GSH) e piruvato (RA SALEH, 2002). Entre os
antioxidantes utilizados, o extrato de jambol&do e o acido palmitico tém sido objeto de
estudos recentes em experimentos com espermatozoides.

O Jamboldo é classificado cientificamente como Syzygium cumini, no
entanto, é conhecido popularmente como azeitona roxa (RUFINO, 2010). Tem suas
origens na india. (DONADIO, 2007). O mesocarpo do jamboldo apresenta efeitos
antioxidantes, que sado substancias com capacidade para evitar ou retardar a
oxidacdo dos lipideos, proteinas, DNA e proteger os compostos ou os tecidos de
danos provocados por radicais livres (JAGETIA; SHETTY; VIDYASAGAR, 2012).

O Acido Palmitico, também tem sido reportado como substancia de carater

antioxidativo. Scott e Dawson (1968), verificaram que o Acido Palmitico e Miristico
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dentro dos fosfolipidos podem ser oxidados para producédo de energia. Além disso,
estudos de sugerem que o acido palmitico, combinado com outros crioprotetores,
criopreservacdo de espermatozoides de javali (ZENDONG ZUH, et al., 2020). No
entanto, ainda nao existem evidéncias e estudos relativos a atividade antioxidante
do Acido Palmitico na criopreservacgio espermatica de ovinos.

Para melhorar a qualidade pds-descongelamento seminal, € importante a
ampliacdo dos conhecimentos relacionados aos procedimentos de criopreservacao
do sémen, associada a estudos que evidenciem o grau de estresse oxidativo de
amostras de sémen desses reprodutores, pos- criopreservacao, com a finalidade de
aumentar a capacidade fertilizante dessas células.

Objetivou-se, por meio deste estudo, avaliar o efeito da suplementacéo do
extrato de jambol&do e do &cido palmitico no diluidor Tris-gema sobre a qualidade do

sémen ovino pos-criopreservacao.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Ovinocultura

Os ovinos foram uma das primeiras espécies de animais domesticadas pelo
homem. A sua criacdo possibilitava alimento, principalmente pelo consumo da carne
e do leite, e protecdo, pelo uso da |a, fibra que servia como abrigo contra as
intempéries do ambiente. A ovinocultura estd presente em praticamente todos os
continentes, a ampla difusdo da espécie se deve principalmente a seu poder de
adaptacao a diferentes climas, relevos e vegetacdes (VIANA, 2008).

Nos ultimos anos, o agronegdcio brasileiro tem apresentado um crescimento
expressivo, com destaque para a producdo de ovinos. A ovinocultura é uma
atividade de grande importancia econdmica e social em todo o Brasil, em especial na
regido Nordeste. De acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), o Brasil possui cerca de 20 milhdes de ovinos, sendo que a
regido Nordeste possui 56% do rebanho ovino do Brasil, enquanto a regido Sul
possui 32% e a regido Sudeste é responsavel por apenas 9% do rebanho. (IBGE,
2021).

A criacdo de ovinos no Nordeste € especialmente importante para a
sustentabilidade econdmica e social de pequenas comunidades rurais. Essa
atividade é uma das principais fontes de renda e subsisténcia para muitas familias,
além de contribuir para a fixacdo do homem no campo e para a preservacdo da
cultura e tradicfes regionais (RODRIGUES et al., 2019).

No entanto, a ovinocultura no Brasil e Nordeste ainda enfrenta muitas
dificuldades e desafios. Um dos principais problemas € a baixa produtividade dos
rebanhos, que muitas vezes sao compostos por animais de baixa qualidade genética
e manejo inadequado (RODRIGUES et al., 2019).

Além disso, a falta de investimentos em pesquisa e tecnologia, bem como a
escassez de méao de obra qualificada, sdo fatores que limitam o desenvolvimento da
ovinocultura no Nordeste (SILVA et al., 2020).

Apesar desses desafios, a ovinocultura ainda apresenta grande potencial de
desenvolvimento no Brasil e no Nordeste, especialmente com a adocdo de
tecnologias modernas de manejo, melhoramento genético e nutricdo dos animais.
Além disso, a demanda crescente por carne ovina e produtos derivados abre
oportunidades para o mercado, especialmente no mercado interno (SILVA et al.,
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2020). Para que ocorra esse crescimento produtivo se destaca a importancia da
utilizacao de biotécnicas reprodutivas como, por exemplo, criopreservacao de semen,
inseminacao artificial, transferéncia de embrido e producéo in vitro de embribes
(FIGUEIREDO, 2008).

2.2 Célula espermética e bioquimica seminal ovina

A espermatogénese € um processo complexo que ocorre nos tubulos
seminiferos dos testiculos, envolvendo a divisdo e transformacdo de células
germinativas em espermatozoides altamente especializados (CHENOWETH et al..,
2014). Durante a espermatogénese, ocorre uma polarizacdo acentuada dessas
células, que perdem a capacidade de biossintese, reparo, crescimento e divisdo
celular em seus estagios finais. Essa especializacdo € fundamental para que os
espermatozoides possam fertilizar os ovécitos e dar origem a zigotos (ALBERTS et
al., 2010).

As alteracdes morfologicas que ocorrem durante a diferenciacdo das
espermatides (espermiogénese), como a formacdo do acrossoma e do flagelo,
modelagem nuclear e condensacgao da cromatina, ocorrem apds a meiose, que € um
processo de divisdo celular que reduz a metade o nimero de cromossomos nas
células germinativas (YADAY et al., 2013).

Os espermatozoides apresentam uma morfologia complexa, dividida em trés
partes: cabeca, peca intermediaria e cauda (flagelo). A cabeca contém o nucleo, o
acrossoma e um conjunto reduzido de elementos citoplasmaticos, que séo divididos
em segmentos acrossomal, pds-acrossémico e equatorial. A cauda, por sua vez, é
dividida em peca intermediaria, principal e final. Essa estrutura altamente
especializada € fundamental para que os espermatozoides possam cumprir sua
funcdo reprodutiva de fertilizar os ovocitos e gerar a descendéncia (VARNER et al.,
2015)

O flagelo é uma estrutura complexa formada por elementos estruturais como
0 axonema, as mitocéndrias, as fibras densas e a bainha fibrosa, organizados de
maneira helicoidal. O axonema, composto por um par central de microtubulos
circundado por outros nove periféricos, é conectado por bracos de dineinas, os quais
geram o movimento do flagelo (VARNER et al., 2007).

A cromatina, composta de DNA envolvido em proteinas histonas, €
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altamente compactada gragas as protaminas espermaticas, que promovem a
eficiente protecdo do DNA (SILVA, 2017). Durante a espermiogénese, ocorre a
formacdo de todas as estruturas necessarias para as funcdes espermaticas, 0s
espermatozoides séo liberados nos tubulos seminiferos e se dirigem ao epididimo,
onde ocorre a maturacao final e aquisicdo da capacidade de motilidade espermatica
(YADAY et al., 2014).

As mitocondrias localizam-se na peca intermediaria do espermatozoide e
sdo as principais responsaveis pela producédo de energia, que é obtida por meio da
metabolizagao da glicose (BRITO et al., 2007).

A membrana plasmatica do espermatozoide é uma estrutura importante e
altamente sensivel a modificacbes durante o processo de criopreservacdo. Sua
integridade é fundamental para a fertilidade, pois ela protege a célula espermatica e
mantém a diferenga entre o citosol e 0 ambiente extracelular (BORGES, 2011).

A membrana é composta principalmente de proteinas e lipidios, como
fosfolipidios, colesterol, glicolipidios e carboidratos (CELEGHINI, 2005). E uma
estrutura seletivamente permeavel aos solutos polares, com cerca de 7,5 a 10 nm de
espessura e constituida por camadas lipidicas e proteicas unidas por ligagdes nao
covalentes, permitindo a livre movimentacdo lateral das moléculas individuais de
lipidios e proteinas no plano da membrana. As proporcdes relativas desses
componentes podem variar entre diferentes tipos de membranas (SILVA, 2017).

A membrana desempenha uma funcédo crucial na preservacdo da
capacidade fertilizante do espermatozoide, por manter a homeostase e o equilibrio
osmoético, agindo como uma barreira entre 0 meio intracelular e extracelular. A
ruptura da integridade da membrana pode provocar a perda de homeostase e
resultar em morte celular (ALBERTS et al., 2010).

Quando os fosfolipidios sdo submetidos a uma reducdo de temperatura,
assumem uma forma cénica, com as extremidades hidrofébicas voltadas para o
exterior e as hidrofilicas para o interior, formando a estrutura hexagonal 1l ou micela
invertida. Durante a transicdo da membrana da fase fluida para a fase cristalina, as
micelas presentes nos fosfolipidios sdo invertidas, contudo, em certos fosfolipidios,
essa estrutura persiste, resultando em aumento da permeabilidade da membrana e
na formagdo de canais que permitem a entrada de ions e pequenas moléculas,
podendo desestabilizar a membrana e causar danos irreparaveis (KHOSROWBEYGI
et al., 2007).
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A fludez da membrana é determinada pela proporcdo de
colesterol:fosfolipidios, natureza dos fosfolipidios e temperatura. A resisténcia ao
choque frio € maior nas espécies em que a propor¢cao de colesterol:fosfolipidios na
membrana plasmética é alta. O colesterol preenche os espacgos entre as cadeias de
acidos graxos dos fosfolipidios, estabilizando a membrana, enquanto os glicolipidios
localizam-se na superficie da membrana e sao responsaveis pela transicdo das
fases de congelacao e descongelacédo (PINHO et al., 2016).

A manutencdo da integridade da membrana do espermatozoide €
fundamental para o seu potencial de fecundacdo. Varios testes sdo utilizados para
avaliar a integridade da membrana plasmatica, incluindo a eosina-nigrosina, o teste
hiposmético e o wuso de sondas fluorescentes, como o diacetato de
carboxifluoresceina (CFDA), o iodeto de propidio (IP), 0 SYBR-14 e o PNA (NETO et
al., 2010).

O plasma seminal é uma secrecdo complexa de ions inorganicos, agucares,
sais organicos, lipidios, enzimas, prostaglandinas, proteinas e diversos outros
fatores produzidos pelos testiculos, epididimo e glandulas sexuais acessoérias, como
prostata, glandula vesicular, ampola e glandulas bulbouretrais, no macho de
mamiferos (DRUART et al., 2013). Plasma seminal (PS) desempenha um papel
importante na maturacao final dos espermatozoides por meio de eventos hormonais,
enzimaticos e modificadores de superficie, e funciona como veiculo para
espermatozoides ejaculados. Essa mistura complexa varia entre as espécies, bem
como entre os machos dentro da mesma espécie, e contém uma variedade de
componentes bioquimicos. Os componentes organicos do PS sdo essenciais para
manter o metabolismo do esperma, pH e osmolaridade, e as proteinas sdo 0s
contribuintes mais importantes para a fun¢do espermatica em mamiferos (MUINO-
BLANCO; PEREZ-PE; CEBRIAN-PEREZ, 2008).

Assim como todas as células biolégicas, o metabolismo espermatico é
dependente de substratos exdgenos (como glicose e frutose), os quais sao
transportados para o interior das células de forma direcionada e exclusiva. Ao
contrario de outras células, as células espermaticas ndo apresentam enzimas para
a via das pentoses nem para o metabolismo do glicogénio. A captacdo de
substratos exégenos é realizada por meio de receptores de membrana distribuidos
em toda a superficie espermatica (VASCONCELOQOS, 2009).

Os espermatozoides séo células com capacidade biossintética limitada, o
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gque torna a sua funcionalidade controlada principalmente por fatores externos que
atuam na superficie celular e nos componentes da membrana plasmatica. Quando
deixam o testiculo, os espermatozoides de mamiferos ndo possuem capacidade de
se ligar a zona pelucida e fertilizar o dévulo. Para adquirir progressivamente
motilidade e habilidade de fertilizacdo, sdo necesséarios processos de maturacao
epididiméaria e capacitacdo, que ocorrem durante o transito epididimal e no trato
reprodutivo feminino, respectivamente (MUINO-BLANCO; PEREZ-PE; CEBRIAN-
PEREZ, 2008).

A producdo de espermatozoides em ovinos € influenciada por diversos
fatores ambientais, como a idade, a raca, a duracdo da luz do dia, a umidade
relativa e a temperatura. O manejo adequado desses fatores é fundamental para
melhorar a qualidade do sémen utilizado em programas de reproducdo e
inseminagao artificial. A selegdo dos melhores animais para acasalamento ou
inseminacdo artificial deve ser baseada em caracteristicas reprodutivas e na
composicdo bioquimica do esperma. Além disso, fatores como genotipo, idade,
estacdo do ano, alimentacédo e condicoes ambientais devem ser considerados na
escolha dos reprodutores (MERT et al., 2009).

2.3 Criopreservacao de sémen

Spallanzani, em 1776, foi o primeiro a observar que a atividade metabdlica
dos espermatozoides era reduzida com a diminuicdo da temperatura, permitindo que
estes fossem armazenados por um periodo de tempo superior ao observado em
temperatura ambiente (ENGLAND E PLUMMER, 1993). Posteriormente, Polge et al.
(1949) descreveram a agéao crioprotetora do glicerol, o que proporcionou um impacto
significativo nos protocolos de congelacdo. Os métodos de congelacdo incluem
etapas como a diluicdo, refrigeracdo, penetracdo do crioprotetor, envasamento,
congelagao, armazenamento e descongelacdo (HAMMERSTEDT et al., 1990).

Existem diversas aplicacdes biotecnoldgicas para a criopreservacdo em
diferentes campos, sendo a preservacdo de células um dos principais destaques.
Essas células possuem grande utilidade em areas como medicina humana,
veterinaria e aquicultura (CRUZ, 2022). Essa técnica tem se mostrado uma
importante ferramenta para a melhoria genética de espécies domésticas na

pecuéria, bem como para a preservacao de ragas exoticas e localmente adaptadas.
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Além disso, a congelacdo em temperaturas ultra baixas tem demonstrado potencial
para resolver problemas relacionados a infertilidade humana e na preservacao de
sémen para posterior inseminacao artificial, bem como no armazenamento de DNA
para conservagcdo da biodiversidade. Estudos indicam que, na espécie ovina, o
sémen pode permanecer viavel por até 27 anos apds a criopreservacdo, sem afetar
sua fertilidade (PADILHA et al., 2012).

A criopreservacdo € uma técnica amplamente utilizada na medicina
veterinaria, especialmente na preservacdo da genética animal. Ela permite o
armazenamento de gametas masculinos e femininos, os quais podem ser utilizados
tanto em processos reprodutivos comerciais quanto na conservacdo de espécies
ameacadas de extincdo. Essa técnica é capaz de estocar sémen de animais de alto
valor zootécnico por tempo indeterminado, o que maximiza o poder reprodutivo do
macho e possibilita 0 uso dos seus gametas até mesmo apds a sua morte. (SILVA,
2011).

A criopreservacdo de espermatozoides resulta em uma diminuicdo na
motilidade espermética e danos irreversiveis nas células sobreviventes, levando a
uma reducdo na fertiidade quando comparada com o sémen fresco (WATSON,
2000). A reducdo na motilidade apdés o processo de congelamento e
descongelamento do espermatozoide pode ser explicada, em parte, pelas alteracdes
no transporte ativo e permeabilidade da membrana plasmatica da regido caudal,
bem como pela disponibilidade de energia ou danos nos constituintes do axonema
(DE LAMIRANDE e GAGNON, 1995; WATSON, 2000)

Durante a criopreservacdo de espermatozoides, o procedimento de
congelamento pode provocar danos ou morte celular ao diminuir ou interromper
algumas reacfes bioquimicas (SONGSASEN e LEIBO, 1997). A membrana
plasmatica do espermatozoide é identificada como o local principal de dano durante
0 processo de criopreservagao (WATSON, 1995). Os processos de congelamento e
descongelamento podem levar a grandes alteracdes no volume de agua (NOILES et
al., 1995; MEDEIROS, 2003), provocando instabilidade na bicamada lipidica da
membrana plasmatica, além de alteracdes nos componentes da membrana celular,
como a deshaturacdo de proteinas da membrana. O processo também pode afetar o
metabolismo energético celular, a osmolaridade e o pH (WATSON, 2000).

O conteudo de colesterol e fosfolipidios presentes na membrana

espermatica desempenha uma funcdo reguladora no processo de capacitacdo
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espermatica. Estudos demonstram que o colesterol é capaz de exercer um efeito
positivo na estabilidade da membrana, e que espermatozoides com baixo conteudo
de colesterol na membrana apresentam maior susceptibilidade a choques térmicos
(AURICH et al., 1997). Esse fendmeno foi previamente descrito em touros, carneiros
e suinos (NOILES et al., 1995; WATSON, 1995).

Os lipidios e proteinas da membrana apresentam distribuicdo assimétrica,
permitindo a fluidez dos componentes da membrana (OLLERO et al., 1998).
Contudo, a congelacdo continua dos espermatozoides resulta em reducdo da
temperatura, provocando mudancas que causam alteracdes fisicas da membrana,
gue passa do estado liquido para o estado gel, com as cadeias de acidos graxos
distribuidas aleatoriamente e ordenadas paralelamente, produzindo uma estrutura
rigida. Isso torna a membrana suscetivel a rupturas e fusdes, além de permeavel a
ions (HAMMERSTEDT et al., 1990). Consequentemente, a permeabilidade seletiva
da membrana plasmatica pode ser comprometida durante a refrigeracdo (4 °C) da
célula espermatica, uma vez que os fosfolipidios sofrem rearranjo, assumindo
configuragdo hexagonal tipo Il e formando micelas com as cabecgas polares
hidrofilicas posicionadas para dentro e as caudas hidrofébicas direcionadas para o
lado externo (WATSON, 1995; HOLT, 2000; VALLE, 2001).

Durante os processos de congelacdo e descongelacdo, as principais
crioinjurias que afetam a motlidade e a integridade morfologica dos
espermatozoides podem reduzir a producdo de energia e, consequentemente, a
fertilidade (HOLT, 2000; WATSON, 2000). Estes danos podem incluir lesdes na
membrana acrossomal e no DNA, cristalizacdo dos solutos intracelulares e
alteracOes nas propriedades enzimaticas dos espermatozoides, além de diminuir sua
longevidade pdés-descongelacdo e promover a capacitagcdo espermatica precoce
(OEHINGER et al., 2000). Embora nao tenham sido detectados efeitos negativos na
espécie ovina, os microtubulos flagelares da célula esperméatica também podem
sofrer alteracGes durante o processo de criopreservacao. (JONES e MANN, 1977).

Estudos sugerem que a zona critica de temperatura para a congelacéo varia
entre -15 a -30 °C (POLGE, 1957) e 20 a 0 °C (SALAMON e MAXWELL,
1995; SALAMON e MAXWELL, 2000), sendo responséaveis pelo aparecimento de
danos irreversiveis aos espermatozoides e evidenciando que, se a taxa de
congelacdo nao for reduzida corretamente, todas as células serdo danificadas

guando submetidas a temperatura de —80 °C (POLGE, 1957). Entre as temperaturas
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de -5°C e -10°C, ¢ iniciada a formacao de cristais de gelo no ambiente extracelular,
enguanto o ambiente intracelular permanece super resfriado e ndo congelado devido
a capacidade da membrana plasmatica de impedir a formacé&o de cristais de gelo no
citoplasma (GAO e CRITSER, 2000). O desafio enfrentado pelas células nédo se
limita a tolerar temperaturas baixas, mas também a atravessar a faixa de
temperatura que varia de 0 a -15 °C, que ocorre durante 0s processos de
congelacéo e descongelacdo (DROBNIS et al., 1993).

Segundo Robertson et al. (1990), a refrigeracdo rapida dos espermatozoides
de mamiferos domésticos até a temperatura de 0 °C pode resultar em choque
térmico, perda de permeabilidade seletiva da membrana plasmatica ao célcio e
reducdo da motilidade, podendo causar necrose celular. Durante a refrigeracéo,
ocorre a separacao da fase lipidica, o que agrupa as proteinas integrais e afeta sua
funcdo, como os canais idnicos de calcio. Isso leva a um aumento da permeabilidade
da membrana, o que acarreta em transtornos celulares na capacitacdo e na fuséo
das membranas plasmatica e acrossomal externa (SONGSASEN e LEIBO, 1997,
WATSON, 2000).

Em estudos realizados em ovinos (KUMAR et al., 2003) e caninos (SANTOS
et al., 2003), foi observado que a curva lenta de refrigeracado apresentou melhores
resultados de motilidade espermatica pods-descongelacdo quando comparada a
curva rapida. Isso ocorre porque, durante a refrigeracao rapida, o tempo disponivel
para desidratacdo dos espermatozoides € reduzido, o que aumenta a possibilidade
de formacédo de cristais de gelo intracelulares e consequentes danos irreversiveis a
célula, como sugerido por Muldrew e Mc Gann (1994) e Gao e Citser (2000). Ja na
congelacdo lenta, a desidratacdo celular ocorre devido ao meio extracelular
hipertonico, eliminando a formacédo de grandes cristais de gelo intracelulares que
prejudicam a integridade celular. No entanto, a congelacdo rdpida seguida de
descongelacdo rapida pode preservar a integridade de um grande numero de
células, possivelmente por evitar a formacdo de pequenos cristais de gelo
intracelulares que ocorrem durante a recristalizacdo, conforme descrito em estudos
anteriores (WATSON, 1995; SONGSASEN e LEIBO, 1997; HOLT, 2000).

A diminuicdo da viabilidade de espermatozoides ovinos criopreservados esta
relacionada ao aumento da desnaturacdo da cromatina. Os danos ao DNA causados
durante a criopreservacdo sao considerados 0s principais responsaveis pela baixa
taxa de fertilidade do sémen ovino (PERIS et al., 2004) e humano (BENCHAIB et al.,
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2003), em comparagdo com o sémen fresco. Além disso, mudangas estruturais nas
mitocondrias ocorrem durante a refrigeracdo a 5 °C, incluindo condensacéao e perda
do material mitocondrial (JONES e MANN, 1977), com mudancas na forma da
mitocondria (WOOLLEY e RICHARDSON, 1978). A criopreservacao também pode
levar a grandes cristais de gelo nas mitocondrias e perdas de proteinas apds a
descongelacdo (QUINN et al., 1980), prejudicando a producéo de adenosinatrifosfato
(ATP; WATSON, 1995).

Para que a criopreservacgédo tenha sucesso € necessario o conhecimento sobre
os meios diluentes, crioprotetores mais utilizados e de melhor eficicia, sobre as
curvas de congelacdo utilizadas para determinada espécie animal e sobre a
fisiologia espermatica, pois esses conhecimentos Sdo essenciais na recuperacao
espermatica ap6s a descongelacdo, visando altas taxas de fertilidade. (PURDY,
2006)

2.4 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo € uma condi¢cdo na qual ha um desequilibrio entre a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a capacidade antioxidante das
células. Essa condi¢do pode levar a danos na estrutura e fungéo celular, incluindo
aumento da permeabilidade da membrana, perda de estrutura do DNA e morte
celular (BANDAY et al.,, 2017). A presenca de acidos graxos poli-insaturados na
membrana plasmatica dos espermatozoides € uma das principais causas do
estresse oxidativo, uma vez que esses compostos sao facilmente oxidados pelo
oxigénio e produzem ROS, como peroxido de hidrogénio (H202), radical hidroxila
(OH-), radical superdéxido (O2-) e 6xido nitrico (NO). (BANDAY et al., 2017).

A principal fonte de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) no plasma
seminal € o metabolismo dos espermatozoides. As ROS sdo moléculas que contém
oxigénio e possuem atividade pro-oxidante, mas também s&o essenciais para
funcdes normais do esperma, tais como mecanismos de transducdo de sinal,
incluindo a taxa de hiperativacdo e a capacidade dos espermatozoides de sofrer
reacdo acrossbmica. No entanto, o desequilibrio entre substancias pré-oxidativas e
antioxidantes no sémen pode levar ao estresse oxidativo, resultando em disturbios
metabdlicos e funcionais nas células germinativas masculinas.

A lesdo causada pelos ROS aos espermatozoides é resultado de uma
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reacdo oxidativa que ocorre nos lipidios da membrana do espermatozoide. Essa
reacdo € desencadeada pelos ROS e acelerada por ions de metais de transicéo,
como o Fe 2+ (DOBRAKOWSKI et al.,, 2017). Durante a criopreservacao, as
ultraestruturas da membrana do esperma s&o interrompidas, aumentando a
susceptibilidade a peroxidagdo lipidica. As consequéncias irreversiveis dessa
peroxidacdo sdo: perda de motilidade, inibicAo da respiracdo, vazamento
enzimatico intracelular, dano ao DNA e incapacidade de penetrar no odcito
(NASEER et al., 2015).

O desequilibrio entre a producdo e a eliminacdo de ROS resulta em
estresse oxidativo, uma vez que o sistema antioxidante enddégeno nao é suficiente
para lidar com o excesso de ROS gerado, principalmente a partir de
espermatozoides mortos (BANDAY et al., 2017). Como 0s mecanismos internos de
reparo nos espermatozoides sdo limitados e a contribuicdo dos antioxidantes do
plasma seminal é menos efetiva devido a diluicdo do sémen para armazenamento,
a inclusdo de antioxidantes exdgenos pode ser benéfica na manutencdo do
potencial de fertilizacdo dos espermatozoides.

Assim, a adicdo de antioxidantes adequados no diluidor usado para
congelar o sémen pode reduzir o estresse oxidativo e proteger 0s espermatozoides
durante o congelamento e descongelamento (BANDAY et al.,, 2017; LA FALCI et
al., 2011).

O sistema antioxidante enddgeno nédo € capaz de eliminar o excesso de
ROS gerado principalmente a partir de espermatozoides mortos levando a um
desequilibrio entre a producdo e eliminacdo de ROS resultando em estresse
oxidativo (BANDAY et al., 2017). Como 0os mecanismos internos de reparo nos
espermatozoides sédo limitados e a contribuicdo dos antioxidantes do plasma
seminal € menos efetiva devido a diluicdo do sémen para armazenamento, €
provavel qgue um suprimento exdégeno de antioxidantes seja importante para manter
o potencial de fertilizacdo (LA FALCI et al., 2011).

Para isso, a inclusdo de um antioxidante adequado no diluidor usado para
congelar o sémen pode ser benéfica na reducdo do estresse oxidativo, protegendo
assim os espermatozoides durante o congelamento e descongelamento (BANDAY

et al., 2017).
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2.5 Antioxidantes

Os antioxidantes sdo moléculas que reduzem essa reacdo oxidativa e
retardam o efeito negativo dos radicais livres (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006)
agindo de varias formas no organismo, evitando a formacéo de ROS produzido pelo
metabolismo celular ou por fontes externas impedindo os ataques aos lipidios,
acidos graxos e DNA (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

O sistema antioxidante enddégeno nos espermatozoides pode ndo ser
suficiente na prevencdo da peroxidagdo lipidica durante o processo de
criopreservacdo do sémen. Por isso, varias pesquisas tém sido feitas para
enriguecer o sémen atraves da adicdo de substancias antioxidantes naturais ou
sintéticas (HASHEM; ESLAMI, 2016).

Quando essas células sdo expostas ao processo de criopreservacao elas
sofrem vérias alteracbes negativas como uma reducdo de motilidade
espermatica, diminuicdo da integridade acrossomal, integridade da membrana
plasmatica, viabilidade espermatica, acarretando no prejuizo a viabilidade
espermética e na capacidade fecundante em funcdo da peroxidacgéo lipidica gerada
pelas ROS (BALL, 2008).

Os espermatozoides apresentam um sistema de defesa antioxidante
enzimatico e um nao enzimatico. O sistema enzimatico € composto pelas enzimas:
superéxido desmutase (SOD), catalase (CAT), peroxiredoxinas (Prx), glutationa
redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPx). E o sistema nao enzimatico
corresponde a muitos compostos de baixo peso molecular, incluindo glutationa
reduzida (GSH), as vitaminas C e E, diferentes compostos de selénio, ubiquinonas
(coenzima Q), acido Urico e &cido lipdico (NORDBERG; ARNER, 2001).

As defesas antioxidantes enziméticas atuam removendo as ROS ou
convertendo-as em produtos intermediarios ndo toxicos. Inimeras evidéncias da
atividade protetora dos componentes do sistema antioxidante foram observadas
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997), como o combate da LPO e da apoptose
espermética, prevencdo das lesbes de reperfusdo pdés-isquemia de coracado, rim,
figado e intestino, desempenhada por enzimas como o SOD e CAT (SHAN et al.,
1990).

A primeira linha enzimatica de defesa antioxidante contra anions superoxido é

o0 complexo SOD, devendo ser conjugado com CAT ou GPx para prevenir a acao do
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peroxido de hidrogénio, que € produzido na reacdo catalisada pela SOD
(DOBRAKOWSKI et al., 2017). As superoxidos dismutases e as redutases precisam
agir juntamente com enzimas que removem H202. As CAT estdo em nenhuma ou
em baixa quantidade na mitocondria, onde grande quantidade de oxigénio é
produzido (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2006).

A GR é um antioxidante tripeptideo, que age juntamente com o a-tocoferol e
com o acido ascoérbico, sendo fundamental para manté-los na forma reduzida. Atua
como cofator enzimético, tendo importancia na reagdo catalisada pela glutationa
peroxidadase (FUNAHASHI; SANO, 2005), e na neutralizacdo do anion superoxido
(SILVA et al., 2013).

A GPx é uma enzima selénio dependente, encontrada nos espermatozoides
de mamiferos (CARDENAS; PEDRAZA, 2006), e faz parte da estrutura da capsula
mitocondrial da peca intermediaria e no flagelo dos espermatozoides (IZQUIERDO et
al., 2009). E considerado um dos principais sistemas de defesa antioxidante,
podendo agir com outros peroxidos que ndo o H202 (SILVA et al., 2013).

Os antioxidantes ndo enzimaticos agem como agente redutor - doador de
elétrons, além de se ligarem a moléculas de O2 que possam ser substrato para
formacdo de ROS, ou seja, de forma geral atuam prevenindo ou minimizando os
danos provocados pelas ROS (SILVA, 2010). Dentre os antioxidantes envolvidos
diretamente na reproducdo, merecem destaque a glutationa reduzida (GSH); o acido
ascorbico (vitamina C), o tocoferol (vitamina E) e o acido a-lipoico (ANDRADE et al.,
2010).

A GSH esta presente em todo organismo animal; ndo apenas em células
somaticas, mas em gametas também. A protecdo contra o dano oxidativo conferida
pela GSH se deve ao seu grupamento sulfidrila (SH); pode estar em duas formas: a
reduzida e a oxidada (GSSG). A acao protetora da GSH é facilitada pelas interacdes
com enzimas associadas tais como a glutationa redutase e a glutationa peroxidase
(LUBERDA, 2005). No mesmo sentido, AITKEN et al., (1993) cita que o principal
antioxidante ndo enzimatico € a GSH e sua funcdo esta relacionada a suas
interacdes com outros sistemas (p.ex. a superéxido dismutase) como mecanismo
profildtico as ROS. A GSH extracelular previne peroxidacéo lipidica das membranas
celulares dos gametas, através da remoc¢do do excesso de ROS no meio para
inseminacao (BOQUEST et al., 1999).
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Outro acido com fungéo antioxidante € o acido ascorbico, também conhecido
como vitamina C (uma vitamina hidrossoltvel). Ele tem capacidade de reduz a
guantidade de ROS, prevenindo a formacdo de hidroperoxido de lipidios nas
lipoproteinas plasmaticas, protegendo a célula dos danos oxidativos (ALVAREZ et
al., 2006). O sémen caprino criopreservado na presenca desta vitamina apresentou
incremento na motilidade, na integridade de membrana plasmatica, integridade de
acrossoma, morfologia e viabilidade dos espermatozoides de acordo com Memon et
al. (2012).

O tocoferol (vitamina E) € considerado como o principal antioxidante
lipossoluvel responsavel por proteger os PUFAs contra a peroxidacdo. Seu efeito
decorre da sua capacidade em prevenir a LPO e reduzir a producdo de
malonaldeido, o que € possivel pelo fato de atuar como quelante das ROS
produzidas durante a lipoperoxidacgdo (SILVA; GUERRA, 2012).

O acido a-lipoico (ALA) é um antioxidante natural conhecido por suas
complexas propriedades antioxidantes (GUIBU et al., 2009). Esse acido pode ser
fornecido por meio da dieta ou pela sintese mitocondrial. E rapidamente absorvido e
transportado para o compartimento intracelular, sendo reduzido a acido dihidrolipoico
(DHLA). Este processo produz dois grupos tiol livres, que sdo responsaveis pelo
efeito antioxidante superior da forma reduzida (DHLA) em comparacdo com a forma
oxidada (GHIBU et al., 2009).

Para esse fim, a suplementacdo de um antioxidante apropriado ao diluidor
pode ser benéfica, reduzindo o estresse oxidativo, e por conseguinte, protegendo 0s
espermatozoides durante o processo de criopreservacao e descongelacdo (BANDAY
et al., 2017).

2.6 Jambolao

O fruto jambolao (Syzygium cumini) conhecido em diversos paises com
outras denominagdes, como jambul, ameixa preta, azeitona, jameldo, java plum,
madan, jambol, jaman, jamboréo, baguacu, jaldo, jodo-boldo, manjeldo, baga-de-
freira, oliveira, azeitona-roxa, brinco-de-villva ou guapé. E uma planta pertence &
espécie Myrtacea e € de oriunda da asiatica tropical (India), porém, adaptada ao
Brasil e distribuida por todo o litoral brasileiro (DAS; SARMA, 2009; SILVA et al.,
2012).
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A planta foi introduzida em muitos paises tropicais e € muito bem adaptada
as condicdes brasileiras, pois cresce em diferentes tipos de solo e é encontrada em
diferentes regides do Brasil. (TAVARES et al., 2016).

Segundo Mussi (2018) em alguns paises é comum a comercializagdo do
fruto e de seus subprodutos, porém no Brasil o jamboldo é consumido na maioria
das vezes in natura. A comercializacao do fruto e a fabricacdo de subprodutos sao
bem restritas. Por isso, ha um grande desperdicio desse fruto na época de safras,
por falta de pesquisas sobre os beneficios dessa fruta e de seus residuos (casca,
caroco e folha) a saude humana e animal (DIAS, 2017).

O fruto do jamboldo apresenta em torno de 86% de umidade, 0,6% de
lipidios, 1,4% de proteinas, 5,91% de acidez (acido citrico), 17% de carboidratos
totais, 1% de agUcares redutores, 0,28% de fibra alimentar, e pH de 3,9. O principal
mineral encontrado nesta fruta é o fosforo e a vitamina em maior abundancia é a
vitamina C (BALIGA et al., 2011).

O jambolao possui diversos fatores fotoquimicos, os quais sao benéficos. O
mesocarpo do jamboléo é rico em carotenoides, delfinidinas, petunidinas, malvidina
-diglicosideos e antocianinas, principal substancia antioxidante do jambolao.
(FARIA et al., 2011).

De acordo com SILVA e SA (2008), 80% das plantas utilizadas no sul da
india para fins terapéuticos existem no Brasil, inclusive o jamboldo. As partes da
planta do jamboldo (folhas, casca de arvore, frutos, sementes) sdo amplamente
utilizadas na medicina popular em virtude de suas propriedades funcionais. A
literatura reporta diversos compostos bioativos identificados em seu fruto, como
carotenoides e compostos fenolicos (flavonoides, &acido elagico, taninos e
antocianinas demonstrando o0 seu potencial de atividade antioxidante,
antifngica, antibacterianas, entre outras (SHARMA et al.,, 2015; SINGH et al.,
2016).

O mesocarpo do jamboldo apresenta efeitos antioxidantes, que sao
substancias com capacidade para evitar ou retardar a oxidacdo dos lipideos,
proteinas, DNA e proteger os compostos ou os tecidos de danos provocados por
radicais livres (JAGETIA; SHETTY; VIDYASAGAR, 2012).

Sabe-se que o0 estadio de maturacdo € um fator importante que influencia a
qualidade da composicdo, devido ao fato de que durante o amadurecimento

ocorrem variagbes (bioquimicas, fisiologicas e estruturais) que determinam a
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qualidade do fruto, quanto mais escuro o jamboldo maior sua concentracado de
antioxidantes (TLILI et al., 2014).

Estudos recentes utilizando o extrato da polpa do jambolédo indicam que a
adicdo desse extrato ao diluidor seminal pode melhorar significativamente varios
parametros de qualidade do sémen bovino criopreservado. (SULEMAN et al., 2021)

2.7 Acido Palmitico

Os acidos graxos sdo moléculas compostas de uma cadeia de
hidrocarboneto e um grupamento carboxila, classificados como saturados e
insaturados. S&do formados por fosfolipidio, diglicerideos e triglicerideos sendo
estes primeiros constituintes primarios das membranas bioldégicas (HAMES;
HOOPER, 1997). Podendo também ser encontrados nhas membranas espermaticas,
os acidos Palmitico e Estearico (AITKEN; BAKER, 2006).

A composicao de acidos graxos dos espermatozoides tem se mostrado
importante para a funcéo espermatica, uma vez que incorporados a membrana séo
importantes para a motilidade dos espermatozoides, a viabilidade espermatica e o
processo de fusdo entre o espermatozoide e o odcito (LEWIS; MACCARRONE,
20009).

Em humanos os espermatozoides contém alta quantidade de acidos graxos
poliinsaturados (PUFAs), com niveis especialmente altos de &cido
docosahexaenodico (DHA, C22: 6 n-3). Estudos mostram que os AGPIs 6mega-3
nos espermatozoides e, especialmente, o deco-hexandico (DHA), modulam a
concentracdo, morfologia e motilidade dos espermatozéides de forma positiva
(MARTINEZ-SOTO et al., 2013).

Os &cidos graxos, em especial os fosfolipidios sofrem uma grande reducao
durante a fase epididimaria, os espermatozoides bovinos chegam a perder metade
dos seus principais fosfolipidios. Esta perda é necesséria, uma vez que a retencao
de acidos graxos (saturados, monoinsaturados e poliinsaturados) indica a
imaturidade e/ou defeito espermatico (POULOS et al., 1973). Ahluwalia e Holman
(1969) estudando a estrutura espermatica, observaram que a cauda do
espermatozoide mantem mais acidos graxos poliinsaturados do tipo n-3 do que a
cabeca espermadtica, enquanto a cabeca possuia uma maior concentracdo de
acidos graxos poliinsaturados tipo n-6 que as caudas.
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O acido palmitico e o acido estearico foram identificados como os acidos
graxos mais saturados presente no sémen humano (KOPPERS et al., 2010). Altos
niveis de acidos graxos poliinsaturados tipo n-6, foram encontrados em homens
inférteis, apresentando uma relacdo positiva com a diminuicdo da concentracao
espermética, da motilidade e maior contagem de células patologicas (SAFARINEJAD
et al., 2010).

No plasma seminal os acidos graxos docosahexaendico (DHA), palmitico,
oleico, linoleico, araquiddnico, linolénico e estearico (TAVILANI, 2006), conferem
protecdo aos espermatozoides contra choques térmicos e manutencdo da
motilidade espermética, desempenham importante papel na funcionalidade da
célula, e consequentemente na capacidade de fertilizacdo (GULAYA et al., 2001).

A adicdo de &cido oleico-linoléico teve um efeito benéfico na preservacao
da viabilidade de espermatozoides ovinos (PEREZ-PE et al.,2001). A adi¢io de
acido graxos exdgenos melhorou a motilidade de espermatozoides congelados e
descongelados e a viabilidade do sémen de touro (TAKAHASHI et al., 2012).

Um resultado recente revelou que os espermatozoides de javali podem
utilizar o &cido palmitico e o &cido oleico, adicionados em diluidor citrato trissddico,
como substratos de energia para a producdo de ATP ao longo de um periodo de
tempo de até 3 h a 37°C (ZHU. et al., 2020).

Em trabalho realizado adicionando-se &cido palmitico na concentracdo de
100uM ao diluidor Tris-gema, avaliou-se que essa adigcéo foi capaz de preservar a
integridade da membrana plasmatica de espermatozoides caninos durante o

processo de criopreservacado do sémen (SOUSA FILHO et al., 2021).

2.8 Analises espermaticas

A analise seminal € uma ferramenta fundamental para avaliar a qualidade
do esperma armazenado e determinar o potencial de fertiidade masculina,
medindo sua funcionalidade, integridade e viabilidade ap6s o processo de
criopreservacéo (KUCUK et al., 2014).

Para avaliar a qualidade seminal, € empregada a avaliacdo convencional
do ejaculado em que sdo observadas caracteristicas fisicas como o volume,
aspecto, turbilhdo ou movimento de massa, motilidade total e progressiva
individual, vigor e concentracdo, além da morfologia e dos defeitos esperméticos

maiores e menores (CBRA, 2013).
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O ejaculado de pequenos ruminantes é caracterizado por um volume que
varia entre 0,5 e 1,5 mililitros e um total de 3 a 5 bilh6es de espermatozoides
ejaculados. Deve apresentar pelo menos 70% de motilidade espermatica, motilidade
massal = 4 (escala de 0 — 5), concentracdo de 2 — 5 x 109 espermatozoides/mL e
defeitos maiores < 10% (CBRA, 2013). Os defeitos espermaticos podem estar
localizados no acrossoma, cabeca, peca intermediaria, cauda ou apresentar
anomalias e malformac¢des (BLOM, 1973).

O teste de termorresisténcia (TTR) permite verificar a diminuicdo na curva
linear nos valores de motilidade e vigor com o decorrer do tempo de incubagao
durante o teste de exaustdo. Uma possivel explicacdo para tal diminuicdo seria
devido ao consumo de suas substancias nutritivas no inicio do teste, perda de
componentes intracelulares ou lesdes estruturais na cauda das células
espermaticas, diminuindo sua viabilidade nas primeiras horas (BARROS et al,
2013).

A verificacdo da motilidade e morfologia espermatica séo fatores importantes
para determinar a qualidade seminal. A Analise Espermatica Assistida por
Computador (CASA) automatiza as anélises com maior objetividade e agilidade,
possibilitando a visualizacdo, digitalizacdo e analise de imagens sucessivas das
células espermaticas, fornecendo informacdes precisas e significativas do
movimento individual de cada espermatozoide. Esse sistema também pode ser
utilizado para calcular o nimero de células por unidade de volume e capturar dados
aproximados de morfologia de cada célula examinada (AMANN; KATZ, 2004).

A analise dos varios parametros da motilidade espermatica € realizada por
um sistema estroboscopico de alta precisdo controlado por computador, além de
utilizar videomicrografia que é responsavel pelo monitoramento constante e analise
sequencial do movimento da célula espermatica (MORTIMER, 2000; AMANN; KATZ,
2004).

O uso do sistema de analise de sémen computadorizado (CASA) para
avaliar a motilidade espermatica € mencionado por Mortimer (2000) e Amann e Katz
(2004), que explicam que o movimento da cabeca do espermatozoide é avaliado,
apesar da cauda ser responsavel pela motilidade. Isso se deve a movimentacao
mais lenta da cabeca, o que permite imagens mais nitidas. Além disso, o sistema
utiliza um padréo de tamanho da cabeca espermaética para cada espécie, permitindo

a identificacdo de objetos que ndo se enquadrem nesse padrdo. Verstegen et al.
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(2002) mencionam os parametros obtidos através do CASA, incluindo motilidade
total, motilidade progressiva, velocidades do percurso curvilinear, médio e em linha
reta, retilinearidade, linearidade, oscilacdo, frequéncia de batimento cruzado e
deslocamento lateral da cabeca.

Pefa et al. (2005) destacam a importancia da integridade das membranas
espermaticas para a viabilidade e fecundacdo espermatica, explicando que a
membrana plasmatica e a membrana acrossomal devem estar integras e funcionais
para que ocorra a fecundacdo. Rodriguez-Martinez (2007) complementa que mesmo
com a integridade da membrana plasmatica, se ela estiver funcionalmente instavel, a
célula germinativa masculina ndo conseguira interagir com o ambiente do trato
genital feminino.

Outra analise para avaliar a qualidade espermética é o uso de corantes
fluorescentes, como explicado por Sousa et al. (2012). Diversas sondas podem ser
utilizadas para identificar condi¢cées subcelulares, como o Hoechst 33258, YoPro-1,
lodeto de Propideo, Diacetato de Carboxifluoresceina e SYBR-14®. Silva e Gadella
(2006) mencionam a avaliagédo da integridade da membrana plasmatica com sondas
gue tém afinidade por DNA, enquanto Coleto et al. (2002) destacam a associa¢ao
dessas sondas para uma identificacdo mais confiavel da membrana plasmatica
espermatica preservada.

Silva e Gadella (2006) observaram que as lectinas ao serem utilizadas, séo
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), séo
associadas a fluoréforos, permitindo sua visualizacdo ao microscopio de
imunofluorescéncia, sendo mais utilizado o Isocianato de Fluoresceina (FITC).

As lectinas descritas acima possuem diferentes locais de atuagdo. A PNA se
liga aos glicoconjugados da membrana acrossomal externa e a PSA apresenta
afinidade pela membrana acrossomal interna, precisamente aos grupos sacarideos
da glicoproteina pré-acrosina (HOLDEN et al., 1990). Logo, ao utilizar PSA, caso a
membrana plasmatica esteja intacta ndo havera fluorescéncia. Contudo, se a
membrana plasmatica estiver lesionada, como nos casos de fixagdo da célula
espermatica, observa-se fluorescéncia na regido do acrossoma (SILVA; GADELLA,
2006).

Grande parte do ATP necessario ao metabolismo total do espermatozoide
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vem das mitocondrias. Para avaliar a fungdo mitocondrial espermatica tem sido
utilizado diferentes sondas fluorescentes, onde estas, sdo ativamente transportadas
nas mitocondrias que possuem respiracdo ativa. Logo, quanto mais ativa a
respiragdo mitocondrial, mais corante é acumulado nesta organela (GRAHAM;
MOCE, 2005).

Uma das sondas eficazes na classificacdo do potencial da membrana
mitocondrial é o fluorocromo catiénico lipofilico (JC-1). Esta sonda em concentracfes
mais baixas permanece no seu estado monomeérico e fluoresce em verde, enquanto
em concentracdes elevadas, forma agregados que fluorescem na cor laranja. Sendo
assim, o JC-1 possui a capacidade de diferenciar uma mitocondria funcional, além
de permitir que os diferentes niveis da funcéo mitocondrial sejam diferenciados pela
intensidade da cor laranja na mitocondria (GUTHRIE; WELCH, 2012).
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Efeito da adicdo do acido palmitico ao diluidor Tris-gema sobre a qualidade de
semen ovino pds-criopreservacao
[Effect of the addition of palmitic acid to Tris—egg yolk extender on post-thaw quality
of ovine semen]

M. A. C. Sousa Filho! Souza Junior?

RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da suplementacido com Acido Palmitico em
concentracbes de 100uM e 200uM, adicionados ao diluidor Tris-gema, sobre a
gualidade dos espermatozoides ovinos ap0s o processo de criopreservacao. Para
tanto, foi realizada a coleta de amostras de sémen de seis carneiros clinicamente
saudaveis da raca Dorper, com parametros andrologicos/seminais de acordo com a
espécie, segundo o colégio brasileiro de reproducdo. O pool das amostras foi diluido
em Tris-gema e divididos em trés tratamentos: Controle (Tris-gema), T1 (Tris-gema
+ 100 pM) e T2 (Tris-gema + 200 yM). As amostras foram criopreservadas pelo
método automatizado na curva lenta para ovinos e, apds 15 dias, foram realizadas
analises poés-criopreservacao, incluindo o teste de termorresisténcia (TTR), testes de
sondas para integridade da membrana plasmatica e atividade mitocondrial, bem
como analise computadorizada de espermatozoides. A andlise estatistica descritiva
foi realizada nos dados usando frequéncia, média, desvio padrdo e testes de
normalidade. ANOVA e teste de Kruskal-Wallis foram usados para comparar médias
entre 0s grupos. Teste t pareado e teste de Wilcoxon foram usados para comparar
médias antes e apds congelacdo. O teste de Friedman foi utilizado para verificar
diferencas entre tempos, seguido de testes post-hoc. Os dados foram analisados no
IBM SPSS 20.0, com nivel de significancia de 5% (p<0,05). O TTR mostrou que o
tratamento T1 manteve o valor de motilidade espermética significativamente superior
no tempo 60min. Além disso, os tratamentos T1 e T2 apresentaram melhor resposta
a manutencao da integridade da membrana plasmética em comparagcéo com o grupo
controle. Conclui-se que a adicdo do &cido palmitico ao diluidor Tris-gema na
concentragéo de 100 uM e 200 uM é capaz de preservar a integridade da membrana
plasmética e a cinética espermatica durante o processo de criopreservacdo do
sémen ovino.

Palavras-chave: semen, criopreservacao, antioxidantes, acido palmitico
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INTRODUCAO

A qualidade do sémen desempenha um papel fundamental no sucesso da
inseminacgao artificial (IA) em ovinos, especialmente com o0 uso crescente da
criopreservacdo como uma técnica reprodutiva (HOLT, 2000). Durante o processo
de criopreservacdo, ocorre uma producdo excessiva de espécies reativas de
oxigénio (ROS), que pode levar a reducdo dos antioxidantes presentes no plasma
seminal e impactar negativamente a eficiéncia reprodutiva (BARROS et al., 2020).
Isso resulta em efeitos prejudiciais nos espermatozoides, como diminuicdo da
motilidade, inativacdo de enzimas glicoliticas e deterioracdo de lipidios de
membrana, proteinas e DNA nuclear (ASMA-UL-HUSNA et al., 2017). Portanto,
preservar as caracteristicas espermaticas durante esse processo € essencial para o
sucesso da IA em ovinos.

Alguns estudos visam enriquecer o sémen com antioxidantes naturais ou
sintéticos devido a possivel insuficiéncia do sistema antioxidante enddégeno dos
espermatozoides durante a criopreservacao. A adicdo de antioxidantes nos meios
diluentes protege os espermatozoides contra o estresse oxidativo, prevenindo danos
oxidativos, mantendo a motilidade, vigor, integridade do DNA e das membranas
espermaticas, e evitando, assim, reacdes adversas (HASHEM; ESLAMI, 2016;
SILVA et al., 2017; CARMO SILVA, 2020). A integridade da membrana plasmatica é
crucial para a fertilizacdo, mantendo o equilibrio osmaético e prevenindo a morte
celular (ALBERT et. al., 2010).

A composicdo de acidos graxos na membrana desempenha um papel vital
na funcdo espermatica, afetando a motilidade, viabilidade e fusdo com o odcito
(VERSTEGEN et al., 2012)

Considerando as implicagdes supracitadas, a inclusdo de &cidos graxos
saturados em fosfolipidios de membrana plasmética pode elevar a saturacdo e,
conseguentemente, reduzir o risco de peroxidacao lipidica, mitigando, dessa forma,
as consequéncias do procedimento de criopreservacao.

Diante desse contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar os
efeitos da suplementacdo do acido palmitico ao diluidor Tris-gema, sobre a

gualidade do semen ovino apos o processo de criopreservacao.
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MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal do Piaui (UFPI), Teresina - PI, sob protocolo n° 745/2022.

Foram utilizados seis carneiros da raca Dorper, provenientes do Biotério de
Producdo de Ovinos do Colégio Técnico de Teresina (CTT) da UFPI, localizado na
cidade de Teresina. Os carneiros foram mantidos sob regime semi-intensivo, em
area com pastagem cultivada de capim Tifton sp. e Mombaca sp., dividida em
piguetes, com agua e sal mineral a vontade, e avaliados quanto a normalidade dos
parametros androlégicos antes do estudo, de acordo com as recomendacdes do
Colégio Brasileiro de Reprodugcdo Animal (motilidade em massa: =3; motilidade
espermatica: 280%; vigor: = 3; concentragdo: 1 a 3 bilhdes espermatozoides/mL,;
namero total de espermatozoides no ejaculado: 3 a 5 bilhGes; espermatozoides
morfologicamente normais: =2 80% (CBRA, 2013).

Foram realizadas seis coletas de sémen dos seis reprodutores por semana,
totalizando 36 ejaculados. Apds cada etapa que se seguiu para a formacdo dos
grupos experimentais o material foi analisado e selecionado conforme as
caracteristicas seminais desejaveis de reprodutores ovinos (CBRA, 2013).
Posteriormente a formacgao do pool do ejaculado dos seis reprodutores o material foi
diluido em diluidor Tris-gema (3,605 g de Tris; 2,024 g de acido citrico; 1,488g de
frutose; 25 mg de gentamicina; 50.000 Ul de penicilina; 100 ml de agua destilada;
20% de gema de ovo e 5% de glicerol, com osmolaridade de 350 mOsm/kg e pH
6,8). Trés grupos experimentais foram preparados na seguinte disposi¢cao: Controle
(Tris-gema), T1 (Tris-gema + 100 uM/ml de Acido Palmitico) e T2 (Tris-gema + 200
uM/ml de Acido Palmitico).

Imediatamente ap0s a coleta e processamento, as amostras de sémen
foram envasadas em palhetas de 0,25mL, a temperatura ambiente, para uma
concentracdo final de 20 x 10° espermatozoides viaveis/palheta, e entdo foram
congeladas em maquina automatica em curva lenta para ovinos a uma taxa de
resfriamento de -0,5 °C/min da temperatura ambiente (25 °C) até atingir a
temperatura de 5 °C. ApOs estabilizagcdo a 5 °C por 1 hora, o congelamento foi
realizado a -20 °C/min até atingir uma temperatura de -120 °C, quando as palhetas

foram colocadas diretamente em nitrogénio liquido (-196 °C), e armazenadas até o
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tempo de andlise pos-criopreservacdo. A descongelacéo foi realizada apos 15 dias
da ultima coleta, em banho-maria, em uma temperatura de 37 °C por 30 segundos,
para avaliacdo quanto a motilidade total e vigor espermatico no teste de
termorresisténcia (TTR) lento, além da integridade da membrana plasmatica e
atividade mitocondrial através de sondas fluorescentes, e funcionalidade da
membrana plasmatica espermatica (HOST).

As amostras descongeladas foram acondicionadas em microtubos de 1,5 mL
e incubadas a 37 °C, posteriormente, foram avaliadas quanto a motilidade total (MT -
%) e o vigor espermatico (1-5) por meio de microscopia de contraste de fase
(Olympus optical Co., Ltda., Téquio, Japdo) com placa aquecedora acoplada, em
aumento de 400x, nos tempos 0, 60, 120 e 180 minutos pos-criopreservacao (CBRA,
2013).

A cinética espermética foi avaliada por meio de um sistema de analise
espermaticas computadorizada (CASA). O CASA consiste de um sistema de
microscopia optica de contraste de fase (Nikon ™ H5505, Eclipse 50i, Japao), com
iluminac&o estroboscopica, e uma fase quente a 37°C, uma camera de video (Basler
Visdo Tecnologie ™ 166 A312FC, Ahrensburg, Alemanha) e um PC com o
analisador de esperma Classe ™ software (Microptics, SL, versédo 3.2.0, Barcelona,
Espanha). As variaveis avaliadas foram: motilidade total (MOT - um/s), motilidade
progressiva (MOP - pym/s), velocidade curvilinear (VCL - um/s), velocidade em linha
reta (VSL - um/s), velocidade média do percurso (VAP - um/s), linearidade (LIN - %),
retilinearidade (STR-%), deslocamento lateral de cabeca (ALH - um), Wobble (WOB
- %) e frequéncia de batimento cruzado (BCF-Hz), para cada espermatozoide
analisado.

Para avaliacdo da integridade da membrana plasmatica, foi utilizado o
meétodo 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 50 uL de sémen
pos-criopreservacao foram diluidas em 150 uL de Tris (3,605 g de Tris, 2,024 g de
acido citrico, 1,488 g de frutose, 100 mL de agua destilada) contendo 5 yL de DCF
(0,46mg/mL em DMSO) e 20 uL de IP (0,5 mg/mL em PBS) e incubadas por 10
minutos a 37 °C. Um total de 200 espermatozoides foram avaliados em microscopio
de epifluorescéncia (Olympus optical Co., Ltda., Toquio, Japdo), com aumento de
400x, usando-se filtro de emissdo DBP 580-630nm e excitagdo DBP 485/20nm. Os
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espermatozoides foram classificados com membrana intacta, quando se
apresentaram corados em verde, e com membrana danificada quando corados em
vermelho.

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-descongelacado foram diluidas em 150 pyL de Tris, contendo 5 uL de
JC-1 (0,15mM em DMSO) e incubadas por 10 minutos a 37 °C. Um total de 200
espermatozoides foram avaliados em microscopio de epifluorescéncia (Olympus
optical Co., Ltda., Téquio, Japdo), com aumento de 1000 X, sob 6leo de imersao,
usando-se filtro de emissdo LP 515nm e BP 450-490 nm para excitacdo. Os
espermatozoides com a regido da peca intermediaria coradas em laranja foram
classificados com alto potencial de membrana mitocondrial, e aqueles com a regiédo
da peca intermediaria coradas em verde foram classificados com baixo potencial de
membrana mitocondrial.

Para analise dos dados foram utilizados os procedimentos usuais da
estatistica descritiva, tais como distribuicdo de frequéncia absoluta (n) e relativa (%),
média e desvio padrdo, bem como o teste Shapiro-Wilk para verificar se os dados
seguiram distribuicdo Normal. Utilizou-se a Analise de Variancia (ANOVA) e o teste
nao paramétrico H de Kruskal-Wallis para verificar diferenca das médias entre os
grupos.

Para comparacdo de médias antes e pos-criopreservacao foi usado o teste
ndo paramétrico de Wilcoxon. Para verificar diferenca entre os tempos foi usado o
teste ndo-paramétrico de Friedman e em seguida foi aplicado o post-hoc para
verificar diferencas em pares. Os dados foram digitados no Excel e analisados no
programa IBM Statistical Package for the Social Sciences versdo 20.0. O nivel de
significancia adotado foi de 5% (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizadas avaliagbes dos parametros de motilidade e vigor
espermatico imediatamente ap6s a descongelacdo do sémen. Os valores
encontrados para o teste TTR a 37°C, realizado nos tempos 0, 60, 120 e 180
minutos apos a descongelacdo do sémen, foram submetidos ao teste nao-
paramétrico H de Kruskal-Wallis para verificar diferenca das médias entre 0s grupos.

ApoOs o teste, foi encontrada diferenca significativa nos valores de motilidade entre os
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tratamentos no tempo 60min (p<0,05). Observou-se que o grupo Tl manteve o

parametro de motilidade significativamente superior no tempo 60 minutos.

Tabela 1. Motilidade total (%) e vigor de espermatozoides ovinos criopreservados em diluidor Tris-

gema suplementado com Acido Palmitico 100uM e 200uM, avaliados pelo TTR.

Grupo

Controle T1 T2 p-valor?
TTR Motilidade
0 29,17 + 8,012 32,50 + 10,842 31,67 £ 10,332 0,870
60 min 15,00 + 5,758 19,17 + 2,04%A 13,33 £ 2,588 0,048
120 min 5,00 + 5,480 11,67 + 5,16 8,33 + 2,58 0,074
180 min 0,83 £2,04¢ 3,33 £2,58¢ 0,50 £1,22¢ 0,076
p-valor! <0,001 <0,001 <0,001
TTR Vigor
0 3,00 £0,00? 3,00 £0,00? 3,00 +£0,00? 1,000
60 min 1,83 £0,75%® 2,33 +£0,52% 2,00 £0,63% 0,492
120 min 0,67 £0,52¢ 1,33 £ 0,52%¢ 1,17 £ 0,41%¢ 0,081
180 min 0,17 £0,41° 0,83 £0,75° 0,17 £0,41° 0,183
p-valor! <0,001 <0,001 <0,001

Letras iguais nao diferem entre si. Legenda: TTR = Teste de Termo Resisténcia; Friedman; ?Kruskal-
Wallis

A Tabela 1 revelou que a adicdo de 100 uM de &cido palmitico ao diluidor
seminal proporcionou uma maior resisténcia ao TTR uma hora apbs a
descongelacdo. Nossos dados corroboram com os resultados obtidos por Kiernan, et
al. (2013) que utilizou 100uM de acido palmitico adicionado ao diluidor citrato sédico-
gema, aumentando a motilidade total, motilidade progressiva e a viabilidade dos
espermatozoides refrigerados de bovinos.

Esse resultado pode ser relacionado a presenca de acidos graxos saturados,
incluindo acido palmitico e esteéarico, que conferem protecdo aos espermatozoides
contra choques térmicos e a manutencdo da motilidade espermética (TAVILANI et
al., 2007). Esses acidos sdo essenciais para a funcionalidade da célula espermatica
e, portanto, para a capacidade de fertilizagao (GULAYA et al., 2001). Em particular, a
composicdo de acidos graxos da membrana afeta diretamente a estrutura,
propriedades fisicas e funcdes biolégicas da membrana celular relacionadas a
motilidade (CASARES et al., 2019)

O estudo realizado por Singh et al. (2019) comparou o efeito da adi¢cdo de
diferentes concentragdes de acido palmitico (0,25, 0,5, 0,75 e 1,0 uM) ao diluidor
Tris-acido citrico na congelabilidade do sémen de bufalos. Os resultados indicaram
que os diluidores contendo 0,5 uyM de acido palmitico apresentaram valores

significativamente maiores (p<0,05) para motilidade progressiva, vigor e integridade
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da membrana plasméatica quando comparados ao grupo controle e aos demais
grupos testados. Os autores concluiram que a suplementagcédo de 0,5 yM de acido
palmitico no diluidor Tris-acido citrico melhorou a qualidade do sémen de bufalos
apos a descongelacao.

Tabela 2. Integridade da membrana plasmatica (IMP), atividade mitocondrial (AM) pds-
criopreservacdo de espermatozoides ovinos, criopreservados em meio suplementado com Acido
Palmitico 100 uM (T1) e 200 uM (T2).

Grupo
Variaveis Controle T1 T2 p-valor
IMP (%) 41,67 +£9,73° 70,83 + 22,592 69,33 + 13,782 0,011t
AM (%) 58,83 + 21,57 69,67 + 19,10 55,33 + 21,77 0,480

Letras iguais ndo diferem entre si. Legenda: IMP = Integridade da Membrana Plasmatica, AM =
Atividade Mitocondrial. ANOVA.

A analise simultanea da integridade da membrana plasmatica e do potencial
mitocondrial € capaz de aumentar a acuracia da andlise seminal, uma vez que
proporciona uma maior quantidade de informacdes sobre as células espermaéticas. E
importante salientar que espermatozoides com estrutura integra sao necessarios
para manter a capacidade de fertilizacdo (BATISSACO et al., 2020).

Durante as analises de integridade da membrana plasmatica utilizando
sondas fluorescentes, foi possivel observar que a adicdo de duas concentracdes do
acido palmitico ao diluidor seminal apresentou uma resposta significativa na
preservacao da estrutura em relacdo ao grupo controle (p<0,05). Essa preservacao
da integridade da membrana pode ser um dos fatores que explica a manutencéo da
motilidade do grupo T1 apds uma hora quando avaliado no TTR, ja que a membrana
plasmatica esta diretamente relacionada com a motilidade espermatica.

Esses resultados corroboram com a pesquisa realizada por Sousa Filho et
al. (2021), que adicionaram o acido palmitico na concentragao de 100 uM ao diluidor
Tris-gema e avaliaram a preservacao da integridade da membrana plasméatica de
espermatozoides caninos durante o processo de criopreservacao do sémen.

Em estudos recentes foi revelado que os espermatozoides de javali podem
utilizar o acido palmitico e o acido oleico, adicionados em diluidor citrato trissodico,
como substratos de energia para a producdo de ATP ao longo de um periodo de
tempo de até 3 h a 37°C (ZHU et al., 2020).

Outra importante avaliacdo é a dinamica da motilidade oferecida pelo
sistema CASA, fornecendo informacdes Uteis para a determinacdo da qualidade

seminal antes e apds a criopreservacdo. A avaliacdo pelo programa CASA € um



42

importante indicador da qualidade esperméatica, com afericbes mais objetivas e
precisas dos parametros cinéticos espermaticos, realizando avaliacbes multiplas
e repetidas, nas quais estdo relacionadas diretamente com a fertilidade
espermética (GUARDIEIRO, 2013).

Conforme a tabela 3, que avalia o0s parametros cinéticos poés-
criopreservacdo nos diferentes grupos, pode-se observar que a adicdo de acido
palmitico ao diluidor seminal ndo interferiu significativamente (p>0,05) na maioria
dos parametros observados, em relacdo ao grupo controle, com exce¢do do
parametro ALH onde o grupo controle apresentou valor significativamente maior que
0s demais grupos (p<0,05).

Tabela 3. Parametros da cinética espermatica pelo CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) de
espermatozoides ovinos criopreservados apds suplementacdo em diferentes concentracfes de acido
palmitico no diluidor Tris-gema.

Grupo
Variaveis Controle Tl T2 p-valor
MP 20,82 £10,77 14,50 £ 3,24 16,15+ 8,54 0,4021
MT 51,67 + 13,74 45,93 + 8,12 39,50 £ 14,74 0,274%
VCL 61,22 £10,42 56,92 + 4,33 57,47 + 8,35 0,616!
VSL 33,88 + 11,09 32,92 +7,07 36,53 +£9,17 0,785!
VAP 42,65 + 10,96 41,13 +6,73 43,17 + 8,92 0,9221
LIN 54,23 +9,01 57,42 + 8,48 62,92 +8,81 0,254%
STR 78,23 +7,01 79,47 £ 4,28 83,95+ 4,77 0,198!
wOB 68,98 + 6,44 71,95 +7,02 74,63 + 6,40 0,361t
ALH 3,18 £ 0,442 2,58 +0,42° 2,60 +0,25° 0,023
BCF 9,60 +£1,76 9,00 £1,80 955+124 0,779

Letras iguais ndo diferem entre si. Legenda: MP = Motilidade progressiva, MT = Motilidade total, VCL
= Velocidade curvilinear, VSL = Velocidade em linha reta, VAP = Velocidade média na passagem, LIN
= Linearidade, STR = Retiddo, WOB = Oscila¢do, ALH = Deslocamento de cabeca, BCF = Frequéncia
dos batimentos. YANOVA.

A amplitude de deslocamento lateral da cabeca (ALH - um) € a amplitude do
deslocamento médio da cabeca do espermatozéide em sua trajetéria real. A
mensuracao desse parametro esta relacionada com a capacidade de penetracado na
zona pelucida do 6vulo, assim, a ALH é um dos parametros que tem efeito sobre a
fertilizacdo (MATOS et al., 2008). Apesar do valor de ALH apresentar-se maior no
grupo controle, 0s outros grupos apresentaram valores dentro do preconizado para a
espécie ovina, segundo Palacin et al. (2013).

Em um estudo conduzido por Kogan et al. (2021), foi realizada uma analise
da relacdo entre a composicdo dos acidos graxos presentes na membrana dos
espermatozoides e suas motilidades progressivas. De acordo com a pesquisa, as
concentracbes de &acidos graxos saturados e poliinsaturados nao apresentam

diferencas significativas no sémen fresco, porém apdés o0 processo de
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criopreservacao, os acidos graxos saturados se tornam 0s principais componentes
da membrana dos espermatozoides, uma vez que os acidos graxos poliinsaturados
sofrem degradacdo durante a congelacdo. E relevante ressaltar que o é&cido
palmitico assume um papel significativo na composicdo das membranas de

espermatozoides que apresentam baixa motilidade progressiva.

CONCLUSAO

Conclui-se que a adicdo do &cido palmitico ao diluidor Tris-gema na
concentragcédo de 100 uM e 200 uM é capaz de preservar a integridade da membrana
plasmatica e a cinética espermatica durante o processo de criopreservacdo do

sémen ovino.
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Suplementacédo do Tris-gema com extrato de Jamboldo associado ao acido
palmitico na qualidade espermatica pos-criopreservacao
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Resumo

Objetivou-se avaliar os efeitos da suplementacdo do extrato de jambolédo (J-0,1mol)
e do acido palmitico (AP) em diferentes concentragdes (100uM e 200uM),
adicionados em diluidor Tris-gema, na qualidade seminal pos descongelagédo. Para
tanto, foi realizada a coleta de amostras de sémen de seis carneiros clinicamente
saudaveis da raca Dorper, com parametros androlégicos/seminais de acordo com a
espécie, segundo o colégio brasileiro de reproducédo. O pool das amostras foi diluido
em diluidor Tris-gema e dividido em tratamentos: Controle (Tris-gema), T1 (AP-
100uM + J-0,1mol), T2 (AP-200uM + J-0,1mol) e T3 (J-0,1mol). As amostras foram
criopreservadas pelo método automatizado na curva lenta para ovinos e, apos 15
dias, foram realizadas analises pOs-criopreservacao, incluindo o teste de
termorresisténcia (TTR), testes de sondas para integridade da membrana plasmética
e atividade mitocondrial, bem como analise computadorizada de espermatozoides
(CASA). A andlise estatistica descritiva foi realizada nos dados usando frequéncia,
média, desvio padréo e testes de normalidade. ANOVA e teste de Kruskal-Wallis
foram usados para comparar médias entre 0s grupos. Teste t pareado e teste de
Wilcoxon foram usados para comparar médias antes e apés congelacdo. O teste de
Friedman foi utilizado para verificar diferencas entre tempos, seguido de testes post-
hoc. Os dados foram analisados no IBM SPSS 20.0, com nivel de significancia de
5% (p<0,05). Os resultados analisados mostraram nao haver diferencas
significaativas entre o grupo controle e os tratamentos para os testes realizados.
Conclui-se que a adicao de 0,1mol de extrato de jambolédo e a associacdo ao &cido
palmitico no Tris-gema nao apresentou efeitos significativos na qualidade pos-

criopreservacédo do sémen ovino.

Palavras chave: Criopreservacido, Sémen, Antioxidantes, Acido Palmitico, Extrato

de Jambolao
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Introducéo

Durante o processo de criopreservacdo do sémen, hd uma producéo excessiva
de espécies reativas de oxigénio (ROS), o que resulta na diminuicdo da
concentracéo intracelular de antioxidantes presentes no plasma seminal e pode levar
a reducao da eficiéncia reprodutiva em diversas espécies animais (AGARWAL et al.,
2003). O sistema antioxidante enddgeno nos espermatozoides pode ndo ser
suficiente na prevencdo da peroxidacdo lipidica durante o processo de
criopreservacdo do sémen. Por isso, varias pesquisas tém sido feitas para
enriquecer 0 sémen através da adicdo de substancias antioxidantes naturais ou
sintéticas (HASHEM; ESLAMI, 2016).

Estudos recentes utilizando o extrato da polpa do jamboldo indicam que a
adicdo desse extrato ao diluidor seminal pode melhorar significativamente varios
parametros de qualidade do sémen bovino criopreservado. (SULEMAN et al., 2021)

Os acidos graxos tém sido associados positivamente com a regulacdo da
funcdo espermatica in vitro. Por exemplo, no sémen bovino, os &cidos palmitico,
estearico e oléico foram incorporados ao esperma in vitro, onde os acidos graxos
saturados foram associados ao metabolismo energético e, portanto, a motilidade
espermatica (ORTEGA-FERRUSOLA et al., 2009). No entanto, ainda ndo existem
evidéncias e estudos relativos a atividade antioxidante do Acido Palmitico na
criopreservacao espermatica de ovinos.

Dessa forma, esse estudo visa avaliar os efeitos da adicdo do extrato de
jamboldo e de &acido palmitico ao diluidor Tris-gema, na preservagao estrutural

espermatica apos o processo de criopreservacao do sémen ovino.
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MATERIAI E METODOS
Comité de Etica

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Piaui, UFPI, Teresina - Pl, sob protocolo n°® 745/2022.
Animais

Foram utilizados seis carneiros da raca Dorper, provenientes do Biotério de

Producéo de Ovinos do Colégio Técnico de Teresina (CTT) da UFPI, localizado na
cidade de Teresina. Os carneiros foram mantidos sob regime semi-intensivo, em
area com pastagem cultivada de capim Tifton sp. e Mombaca sp., dividida em
piquetes, com agua e sal mineral a vontade, e avaliados quanto a normalidade dos
parametros androlégicos antes do estudo, de acordo com as recomendacdes do
Colégio Brasileiro de Reprodugcdo Animal (motilidade em massa: =3; motilidade
espermatica: 280%; vigor: = 3; concentracdo: 1 a 3 bilhdes espermatozoides/mL;
ndamero total de espermatozoides no ejaculado: 3 a 5 bilhdes; espermatozoides
morfologicamente normais: = 80% (CBRA, 2013).
Coleta e diluicdo do sémen

Foram realizadas seis coletas de sémen dos seis reprodutores por semana,
totalizando 36 ejaculados. Apds cada etapa que se seguiu para a formacao dos
grupos experimentais o material foi analisado e selecionado conforme as
caracteristicas seminais desejaveis de reprodutores ovinos (CBRA, 2013).
Posteriormente a formacao do pool do ejaculado dos seis reprodutores o material doi
diluido em diluidor Tris-gema (3,605 g de Tris; 2,024 g de acido citrico; 1,488g de
frutose; 25 mg de gentamicina; 50.000 Ul de penicilina; 100 ml de agua destilada;
20% de gema de ovo e 5% de glicerol, com osmolaridade de 350 mOsm/kg e pH

6,8). Quatro diluidores experimentais foram preparados na seguinte disposicao:
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Controle (Tris-gema), T1 (Tris-gema + 100 pyM/ml de Acido Palmitico; Sigma-
Aldrich®, St.Louis, MO, USA + 0,1 mol de Extrato de Jambol&o), T2 (Tris-gema +
200 pM/ml de Acido Palmitico + 0,1 mol de Extrato de Jamboldo) e T3 (Tris-gema +
0,1 mol de Extrato de Jambol&o).
Criopreservacdo do Sémen

Imediatamente ap0s a coleta e processamento, as amostras de sémen
foram envasadas em palhetas de 0,25mL, a temperatura ambiente, para uma
concentracdo final de 20 x 10° espermatozoides viaveis/palheta, e entdo foram
congeladas em maquina automatica em curva lenta para ovinos a uma taxa de
resfriamento de -0,5 °C/min da temperatura ambiente (25 °C) até atingir a
temperatura de 5 °C. ApOs estabilizagcdo a 5 °C por 1 hora, o congelamento foi
realizado a -20 °C/min até atingir uma temperatura de -120 °C, quando as palhetas
foram colocadas diretamente em nitrogénio liquido (-196 °C), e armazenadas até o
tempo de andlise pos-criopreservacao. A descongelacéo foi realizada ap6s 15 dias
da dltima coleta, em banho-maria, em uma temperatura de 37 °C por 30 segundos,
para avaliacdo quanto a motilidade total e vigor no teste de termo resisténcia (TTR)
lento, integridade da membrana plasmética, atividade mitocondrial, através de
sondas fluorescentes.
Teste de Termorresisténcia (TTR)

O teste de termorreristéncia avaliou a longevidade dos espermatozoides das
amostras de sémen descongeladas, incubadas em banho-maria a 37 °C por um
periodo de 3 horas. As amostras descongeladas foram acondicionadas em
microtubos de 1,5 mL e incubadas a 37 °C, posteriormente, foram avaliadas quanto
a motilidade total (MT - %) e o vigor (1-5) espermatico por meio de microscopia de

contraste de fase (Olympus optical Co., Ltda., Toquio, Jap&do) com placa aquecedora



111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

50

acoplada, com aumento de 400x, nos tempos 0, 60, 120 e 180 minutos pos-
descongelamento de acordo com Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA,
2013).
Analise computadorizada

A cinemética espermaética foi avaliada por meio de um Sistema de Analises de
espermatozoide Computadorizado (CASA). O CASA consistiu de um sistema de
microscopia éptica de contraste de fase (Nikon ™ H5505, Eclipse 50i, Japao), com
iluminacéo estroboscopica, e uma fase quente a 37°C, uma camera de video (Basler
Visdo Tecnologie ™ 166 A312FC, Ahrensburg, Alemanha) e um PC com o
analisador de esperma Classe ™ software (Microptics, SL, versédo 3.2.0, Barcelona,
Espanha). As varidveis avaliadas foram: motilidade total (MOT - pm/s) motilidade
progressiva (MOP - ym/s), velocidade curvilinear (VCL - pm/s), velocidade em linha
reta (VSL - um/s), velocidade média do percurso (VAP - um/s), linearidade (LIN - %),
retilinearidade (STR-%), deslocamento lateral de cabeca (ALH - um), Wobble (WOB
- %) e frequéncia de batimento cruzado (BCF-Hz), para cada espermatozoide
analisado.
Analise da integridade da membrana plasmatica

Para avaliacdo da integridade da membrana plasmatica, 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),
modificado por Coleto et al. (2002), em que aliquotas de 50 uL de sémen pods-
descongelagao foram diluidas em 150 yL de Tris (3,605 g de Tris, 2,024 g de acido
citrico, 1,488 g de frutose, 100 mL de agua destilada) contendo 5 yL de DCF
(0,46mg/mL em DMSOQO) e 20 uyL de IP (0,5 mg/mL em PBS) e incubadas por 10

minutos a 37 °C. Um total de 200 espermatozoides foi avaliado em microscopio de
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epifluorescéncia (Olympus optical Co., Ltda., Téquio, Japdo), com aumento de 400x,
usando-se filtro de emissdao DBP 580-630nm e excitagdo DBP 485/20nm. Os
espermatozoides foram classificados com membrana intacta, quando se
apresentaram corados em verde, e com membrana danificada quando corados em
vermelho.
Andélise do potencial de membrana mitocondrial

A fungdo mitocondrial foi determinada pela utilizagdo de um fluorocromo
catiénico lipofilico JC-1 (Guthrie e Welch, 2006). Para tanto, aliquotas de 50uL de
sémen pos-descongelagao foram diluidas em 150 uL de Tris, contendo 5 pL de JC-1
(0,15mM em DMSO) e incubadas por 10 minutos a 37 °C. Um total de 200
espermatozoides foram avaliados em microscopio de epifluorescéncia (Olympus
optical Co., Ltda., Téquio, Japdo), com aumento de 1000 x, sob 6leo de imerséao,
usando-se filtro de emissdo LP 515nm e BP 450-490 nm para excitagdo. Os
espermatozoides com a regido da peca intermediaria coradas em laranja foram
classificados com alto potencial de membrana mitocondrial, e aqueles com a regiédo
da peca intermediaria coradas em verde foram classificados com baixo potencial de
membrana mitocondrial.
Analise Estatistica

Para analise dos dados foram utilizados os procedimentos usuais da estatistica
descritiva, tais como distribuicdo de frequéncia absoluta (n) e relativa (%) média e
desvio padrdo, bem como o teste Shapiro-Wilk para verificar se os dados seguiram
distribuicdo Normal. Utilizou-se a Analise de Variancia (ANOVA) e o teste néo
paramétrico H de Kruskal-Wallis para verificar diferenca das médias entre 0s grupos.

Para comparacdo de médias antes e pos congelacédo foi usado o teste nao

paramétrico de Wilcoxon. Para verificar diferenca entre os tempos foi usado o teste
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nao-paramétrico de Friedman e em seguida foi aplicado o post-hoc para verificar
diferengcas em pares. Os dados foram digitados no Excel e analisados no programa
IBM Statistical Package for the Social Sciences versao 20.0. O nivel de significancia
adotado foi de 5% (p<0,05).

Resultados

Durante o teste de termorresisténcia (TTR) espermatico a 37°C, realizado nos
tempos 0, 60, 120 e 180 minutos apds a descongelacdo do sémen, ndo foram
encontradas diferencas significativas nos valores de motilidade e vigor entre os

tratamentos (p>0,05).

Tabela 1. Motilidade total (%) e vigor de espermatozoides ovinos, criopreservados em diluidor Tris-
gema, com e sem suplementacéo, avaliados pelo teste de termo resisténcia (TTR).

Grupo

Controle T1 T2 T3 p-valor?
TTR Motilidade
0 29,17 £8,01* 30,00+7,07° 31,67+6,83% 33,33 +09,83? 0,870
60 min 15,00+ 7,75® 16,67 £6,06° 18,33 +2,58> 20,00 + 6,32% 0,847
120 min 5,00 £5,48> 11,67 +2,58 9,00+5,87% 12,17 6,65 0,148
180 min 0,83 £2,04° 1,33 +2,16°¢ 0,50 £ 1,22° 2,67 £2,25° 0,243
p-valor! <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
TRR Vigor
0 250+0,55% 250+0,55* 2,50+0,55% 2,67 £0,522 0,776
60 min 1,83 £0,75% 2,17 +0,75® 2,00 £ 0,002 2,33 £0,52% 0,492
120 min 0,67 £0,52¢ 1,33 +0,52%¢ 1,33 +0,52 1,67 +0,82%c 0,081
180 min 0,17 +041¢ 0,33+0,52° 0,17+041°¢ 0,83+0,75° 0,183
p-valor! <0,001 <0,001 <0,001 0,002

Letras iguais ndo diferem entre si. Legenda: TTR = Teste de Termo Resisténcia, T1 = (Tris-gema +
100 uM/ml de Acido Palmitico + 0,1 mol de Extrato de Jamboldo), T2 (Tris-gema + 200 uM/ml de
Acido Palmitico + 0,1 mol de Extrato de Jamboldo) e T3 (Tris-gema + 0,1 mol de Extrato de
Jambol&o) ; *Friedman; ?Kruskal-Wallis

No contexto da Tabela 1, € relevante destacar que o vigor espermatico
apresentou estabilidade ao longo do tempo, do momento 0 ao 120 minutos, no grupo
T3, sem evidenciar diferencas estatisticamente significativas (p>0,05). Da mesma
forma, os parametros de motilidade espermatica desse grupo ndo mostraram
diferencas significativas até o tempo de 120 minutos, em contraste com os demais
grupos.

Durante as analises de integridade da membrana plasmatica utilizando sondas
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fluorescentes, foi observado que a adicdo do acido palmitico e do extrato de
jambolao ao diluidor ndo apresentaram uma resposta significativa na preservagao da
estrutura em relagdo ao grupo controle, apesar de (Tabela 2; p>0,05).

Para a analise do potencial mitocondrial também n&o houve diferenca
estatistica para os valores encontrados nos diferentes grupos experimentais para o

grupo controle (Tabela 2; p>0,05).

Tabela 2. Integridade da membrana plasmatica (IMP), atividade mitocondrial (AM) poés-
descongelamento de espermatozoides ovinos, criopreservados em diluidor Tris-gema, com e sem
suplementacéo.

Grupo
Variaveis b
Controle T1 T2 T3 valor
IMP (%) 41,67 +9,73 63,50+18,56 63,33+12,60 55,33+15,81 0,056!
AM (%) 58,83 +21,57 69,50+ 20,34 49,33+ 26,53 73,00 + 12,57 0,310

Letras iguais nédo diferem entre si. Legenda: IMP = Valor de membrana plasmatica intacta, AM = Valor
de mitocondria intacta, T1 = (Tris-gema + 100 uM/ml de Acido Palmitico + 0,1 mol de Extrato de
Jamboldo), T2 (Tris-gema + 200 pM/ml de Acido Palmitico + 0,1 mol de Extrato de Jambol&o) e T3
(Tris-gema + 0,1 mol de Extrato de Jamboldo), ANOVA.

Tabela 3. Parametros da cinética espermética pelo CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) de
espermatozoides ovinos criopreservados ap6s suplementagdo em diferentes concentracbes de acido
palmitico no diluidor Tris-gema.

Grupo
Variaveis Controle T1 T2 T3 p-valor
MP 20,82 +10,77 21,20+ 7,09 17,93 £5,17 15,17 + 3,10 0,440*
MT 51,67 +13,74 55,13+1243 5125+8,16 48,40 +14,82 0,832
VCL 61,22 +10,42 59,47 £4,85 58,97 + 5,62 58,27 +2,81 0,880!
VSL 33,88+11,09 36,52+5,42 34,30 + 5,86 33,07 £5,98 0,871
VAP 42,65+10,96 45,00 +5,04 42,48 £5,18 41,65 +5,19 0,861!
LIN 54,23 +9,01 61,15 + 4,88 57,85 + 4,55 56,50 + 7,62 0,375
STR 78,23 +7,01 80,85 + 3,42 80,33 £ 3,81 78,98 + 4,43 0,778¢
WOB 68,98 + 6,44 75,52 + 3,43 71,95 + 2,46 71,33 +5,99 0,172
ALH 3,18 £ 0,442 2,62 £0,28° 2,82 £0,10® 2,77 £0,30%® 0,027*
BCF 9,60 +£1,76 8,27 £0,98 9,57 +£0,38 8,93+181 0,310*

Letras iguais nao diferem entre si. Legenda: MP = Motilidade progressiva, MT = Matilidade total, VCL
= Velocidade curvilinear, VSL = Velocidade em linha reta, VAP = Velocidade média na passagem, LIN
= Linearidade, STR = Retiddo, WOB = Oscila¢édo, ALH = Deslocamento de cabeca, BCF = Frequéncia
dos batimentos, T1 = (Tris-gema + 100 uM/ml de Acido Palmitico + 0,1 mol de Extrato de Jambol3o),
T2 (Tris-gema + 200 uM/ml de Acido Palmitico + 0,1 mol de Extrato de Jambolao) e T3 (Tris-gema +
0,1 mol de Extrato de Jamboldo). tANOVA.

A partir da analise da Tabela 3, que avalia os parametros cinéticos apos a

descongelacdo nos diferentes grupos, pode-se observar que a adicdo de &cido
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palmitico e/ou extrato de jamboldo ao diluidor seminal ndo apresentou interferéncia
significativa (p>0,05) na maioria dos parametros observados em comparagdo com o
grupo controle. No entanto, houve uma excecdo no parametro ALH, no qual o grupo
controle demonstrou um valor significativamente maior em relacdo aos demais
grupos (p<0,05).

Discusséo

O teste de termorresisténcia (TTR) é uma técnica utilizada para selecionar
amostras de sémen mais resistentes a lesbes causadas pelo calor e aumentar a
sobrevivéncia espermatica dentro do trato reprodutivo feminino. No entanto, estudos
demonstram que ndo ha correlagcéo positiva entre a qualidade dos espermatozoides
ao final da TTR e fertilidade. Em uma pesquisa realizada por Vianna et al. (2009), foi
verificado que espermatozoides com taxa de motilidade de 0% apds 5 horas de
incubacao a 38°C apresentaram taxa de prenhez de 66% na IATF.

No presente estudo, durante o TTR espermatico a 37°C, ndo foram
encontradas diferencas significativas na motilidade entre os tratamentos (p>0,05)
nos tempos 0, 60, 120 e 180 minutos apdés a descongelacdo do sémen. Os
resultados apresentados na Tabela 1 referentes a motilidade pdés-criopreservacao
indicam que a adi¢ao do acido palmitico em conjunto com o extrato de jambolao ao
diluente seminal ndo teve um efeito agregador significativo (p>0,05).

Apos realizar a analise de Friedman para comparar as motilidades dentro de
cada grupo demonstrou que 0s grupos, controle e T3, apresentaram uma maior
manutencdo da motilidade espermatica na primeira hora de analise (p>0,05).

Para Silva et al. (2007), os antioxidantes funcionam como agentes protetores
impedindo a formacdo das ROS e prevenindo o aparecimento de danos oxidativos

nos espermatozoides, com consequente preservacdo de motilidade, vigor,
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integridade de DNA e das membranas espermaticas, evitando a ocorréncia de
reacao acrossomal precoce.

Estudos recentes tém investigado a presenca de &acidos graxos em
espermatozoides bovinos frescos e congelados e tém demonstrado que os acidos
graxos saturados sdo os mais abundantes em espermatozoides descongelados
Vivos, mas essas células apresentam baixa motilidade progressiva (KOGAN T. et al.,
2021). Isso sugere que a presenca de acidos graxos saturados, como o acido
palmitico, pode ter um efeito negativo na motilidade dos espermatozoides, 0 que
pode ter interferido nas respostas dos grupos T1 e T2.

Os valores obtidos por Silva et al. (2018) foram inferiores aos valores
encontrados neste estudo e abaixo dos valores recomendados pelo Colégio
Brasileiro de Reproducédo Animal (CBRA, 2013). Em outra pesquisa realizada por
Suleman et al. (2021), extrato de jambolao foi utilizado em duas concentracdes
(7ppm e 14ppm) para avaliar seu efeito no sémen bovino submetido a
criopreservacao. Os resultados mostraram uma melhora na motilidade espermatica
em ambos os tratamentos suplementados quando comparados ao grupo controle.

O vigor espermatico € uma caracteristica que descreve a qualidade da
motilidade espermatica (SILVA et al.,, 2011). Essa propriedade € crucial para a
fertilizacdo bem-sucedida do 6vulo e o desenvolvimento embrionario adequado. No
contexto da criopreservacédo de sémen, é fundamental preservar essa caracteristica,
a fim de garantir que os espermatozoides congelados possuam uma alta capacidade
de movimentacao e possam ser utilizados para a reproducéo (LIMA, 2010).

Na Tabela 1, pode-se observar que no grupo T3 o0s valores de vigor
espermatico foram mantidos sem diferencas significativas até o tempo de 120

minutos apos a descongelacéo (p>0,05), demonstrando que a adicdo do extrato de
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jamboldao ao diluidor seminal pode contribuir para a preservacdao dessas
propriedades cinéticas dos espermatozoides durante o processo de criopreservacao.

O vigor espermaético esta diretamente relacionado com a formacédo de ATP nas
mitocondrias que se localizam na peca intermediaria do espermatozoide e sdo as
principais responsaveis pela producdo de energia, que é obtida por meio da
metaboliza¢do da glicose (BRITO et al., 2007). O extrato do jamboldo é proveniente
do mesocarpo da fruta, ele é composto por lipidios, proteinas, carboidratos e
acucares, fatores que podem servir como fonte de energia para as células
esperméticas (BALIGA et al., 2011).

Quando os espermatozoides sdo expostos ao processo de criopreservagao
eles sofrem vérias alteracdes negativas como uma reducdo de motilidade
espermédtica, diminuicdo da integridade acrossomal, integridade da membrana
plasmatica, viabilidade espermatica, acarretando no prejuizo a viabilidade
espermética e na capacidade fecundante em funcdo da peroxidacao lipidica gerada
pelas ROS (BALL, 2008).

Com base nos resultados apresentados na Tabela 2, na avaliacdo da
integridade da membrana plasmética e atividade mitocondrial, observou-se que 0s
tratamentos testados apresentaram porcentagens superiores de membranas intactas
em comparacao com o grupo controle, porém sem diferencas significativas (p>0,05).
Esse fato pode ser atribuido ao desvio padréo elevado observado nos tratamentos
com antioxidantes.

Pesquisas constataram que a membrana plasmatica e a membrana
acrossomal sdo de grande importancia para inUmeros processos, incluindo os de
capacitacdo espermatica e reacao acrossomal, fundamentais para fertilizacéo, sendo

ainda, a membrana plasmatica responsavel pela conservacdo da homeostase celular
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(CAMPANHOLI et al., 2017).

Contrarios aos nossos resultados, estudos realizados por Ramos (2012)
verificaram que a adicao de antocianinas ao diluidor seminal caprino contrinuiu para
melhorar a preservacdo da integridade das membranas dos espermatozoides
congelados. Resultados encontrados por Sousa Filho et al., (2021) defendem adi¢éo
de acido palmitico na concentragdo de 100uM ao diluidor Tris-gema foi capaz de
preservar a integridade da membrana plasmética de espermatozoides caninos
durante o processo de criopreservacao do sémen.

Outra importante avaliacdo € a dindmica da motilidade oferecida pelo
sistema CASA, fornecendo informagfes Uteis para a determinacdo da qualidade
seminal antes e apés a criopreservacao. A avaliacdo pelo programa CASA € um
importante indicador da qualidade esperméatica, com afericbes mais objetivas e
precisas dos parametros cinéticos espermaticos, realizando avaliacbes multiplas
e repetidas, nas quais estdo relacionadas diretamente com a fertilidade
esperméatica (GUARDIEIRO, 2013).

Conforme a tabela 3, que avalia os parametros cinéticos pos-
criopreservacdo nos diferentes grupos, pode-se observar que a adicdo dos
antioxidantes ao diluidor seminal n&o interferiu significativamente (p>0,05) na
maioria dos parametros observados, em relagédo ao grupo controle, com excecao do
parametro ALH onde o grupo controle apresentou valor significativamente maior que
os demais grupos (p<0,05).

A amplitude de deslocamento lateral da cabeca (ALH - um) € a amplitude do
deslocamento médio da cabeca do espermatozoide em sua trajetoria real. A
mensuracado desse parametro esta relacionada com a capacidade de penetracao na

zona pelucida do ovulo, assim, a ALH é um dos parametros que tem efeito sobre a
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fertilizacdo (MATOS et al., 2008). Apesar do valor de ALH apresentar-se maior no
grupo controle, 0os outros grupos apresentaram valores dentro do preconizado para a
espécie ovina, segundo Palacin et al. (2013).

Esses resultados sdo particularmente relevantes para a indastria da
reproducéo animal, que depende da criopreservagdo do sémen como uma forma de
preservar as linhagens genéticas de animais de alto valor comercial. A utilizacdo de
antioxidantes no diluidor seminal € uma estratégia promissora para melhorar a
gualidade das amostras de sémen congelado e aumentar as taxas de sucesso da
fertilizagéo in vitro.

Portanto, os resultados deste estudo reforcam a importancia do uso de extratos
de plantas com propriedades antioxidantes, como o extrato de jamboldo para
preservar as caracteristicas de motilidade e vigor espermatico em amostras de
sémen de ovinos congeladas. Essa abordagem pode contribuir significativamente
para melhorar a eficiéncia dos programas de reproducdo animal e garantir a
producdo de animais de alta qualidade genética.

Conclusao

Conclui-se que a adicao de 0,1mol de extrato de jamboldo e a associacdo ao
acido palmitico no Tris-gema nao apresentou efeitos significativos na qualidade pos-
criopreservacédo do sémen ovino.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Apdés a conclusdo da pesquisa, observou-se que as concentracdes
utilizadas tanto do acido palmitico como do extrato de jamboldo foram capazes de
preservar a integridade morfolégica das células espermaticas apds o processo de
criopreservacdo, sem causar efeitos adversos. Em relagdo aos resultados do
experimento | e Il, verificou-se que o acido palmitico apresentou resultados mais
favoraveis quando adicionado sem a associacdo de outro antioxidante. Recomenda-
se a realizacdo de estudos futuros utilizando concentracbes mais elevadas desse
acido.

No experimento Il, embora o extrato de jamboldo ndo tenha demonstrado
respostas significativas nesta pesquisa, sugere-se a conducdo de pesquisas
adicionais com diferentes concentracdes do extrato, a fim de explorar seu potencial
para melhorar a qualidade do sémen criopreservado.

De maneira geral, os resultados da suplementacdo do diluidor Tris-gema
com a associacao do &cido palmitico e extrato de jambol&o apresentaram tendéncias
promissoras, justificando a necessidade de novas pesquisas para determinar a
concentracéo ideal e investigar seus possiveis efeitos na criopreservacao do sémen

ovino.
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