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RESUMO GERAL

NASCIMENTO D. M. Avaliagéao in vitro do sémen caprino criopreservado em solucéo
Tris contendo extrato bruto de Mauritia flexuosa. 2016. 51p. Dissertacao (Mestrado em
Zootecnia) — Universidade Federal do Piaui, Bom Jesus, 2016.

Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do extrato de Mauritia flexuosa em diluente
Tris, sobre o sémen caprino criopreservado. Foram utilizados dezenove ejaculados, oriundos
de caprinos das racas Gurguéia e Pardo Alpina, inteiros e clinicamente saudaveis. Apds coleta
foi realizada a avaliacdo das caracteristicas macro e microscopicas, seguido pela diluicdo com
0s seguintes tratamentos: G5 (solucdo TRIS+5% de extrato de Mauritia flexuosa), G10
(solucdo TRIS+ 10% de extrato de Mauritia Flexuosa) e GC (TRIS gema). Apdés diluicdo o
sémen foi envasado em palhetas francesas de 0,25 mL e criopreservado em aparelho
automatizado TK 3000® em curva rapida, posteriormente, as palhetas foram imersas em
nitrogénio liquido (-196°C) e, por fim, raqueadas e armazenadas em botijdes criogénicos.
As partidas foram descongeladas em banho-maria a 37°C por 30 segundos,
acondicionadas em microtubos e homogeneizadas para a analise do TTR lento, e
morfologia. A analise estatistica dos dados foi realizada pelo PROC GLM (The General
Linear Models Procedure) do software SAS e quando verificada significancia (p<0,05)
procedeu-se o teste de Tukey. No sémen fresco, as caracteristicas fisicas mantiveram-se
dentro dos parametros normais estabelecidos. Apo6s descongelacdo, no TTR houve
diferenca significativa quanto ao grupo controle (16,05+9,06) e G10 (1,73%+0,56) no
pardmetro motilidade até o tempo de 60 minutos, membrana plasmética (7,42+6,86) e
membrana mitocondrial (11,05+£11,07). Como conclusdo, observou-se que o grupo controle
contendo como diluidor a gema de ovo obteve os melhores resultados comparado aos grupos
contendo diferentes concentragfes de Mauritia flexuosa, contudo a presenga de motilidade e
vigor nos grupos que contém o citado extrato demonstra que ainda pode torna-se uma
alternativa vidvel na criopreservacdo de sémen.

Palavras chaves: Viabilidade espermatica, Mauritia flexuosa, bodes.



ABSTRACT

NASCIMENTO D.M. In vitro evaluation of goat semen cryopreserved in TRIS extensor
icreased by Mauritia flexuosa extract. 2016. Thesis (MS in Zootechnics) - Federal
University of Piaui, Bom Jesus, 2016.

This study aimed to evaluate the effects of Mauritia flexuosa extract , increased by TRIS
extensor on the goat semen cryopreserved. They used four goats , clinically healthy. For the
collection was used only artificial vagina, totaling ninethy ejaculated. After collection was
performed evaluating the macro and microscopic characteristics, followed by dilution with the
following treatments: G5 (TRIS solution + 5% Mauritia flexuosa extract), G10 (TRIS
solution + 10% Mauritia flexuosa extract) and GC (TRIS Yolk). After diluting semen was
packaged in 0.25 ml French straws and cryopreserved in appliance automated TK 3000®,
subsequently, the pallets were immersed in liquid nitrogen (-196 ° C) and finally stored and
placed on racks in cryogenics tanks. The pallets were thawed in a water bath at 37 ° C for 30
seconds, put into microtubes and homogenized for analysis of slow TTR, (RTD Test) and
morphology. The integrity of the membrane and mitochondrial potential were analyzed by
means of fluorescent probes in epifluorescence microscope. Data were analyzed using the
ANOVA. The indices obtained from motility and vigor were evaluated by PROC GLM and
when checked significance (p >0,05) proceeded to the Tukey test. In fresh semen, the physical
characteristics remained within the established normal parameters. After thawing, the TTR
was no significant difference in the control group (16,05+9,06) and G10 (1,73+0,56) in
motility parameter until the time of 60 minutes, the plasma membrane and mitochondrial
membrane(11,05+11,07). In conclusion, it was found that the control group containing as a
dilute egg yolk obtained the best results compared to groups containing different
concentrations of Mauritia flexuosa, however, the presence of motility and force the groups
containing the aforementioned extract shows that it can still make if a viable alternative in
semen cryopreservation.

Keywords: Sperm viability, Mauritia flexuosa, bucks.



1. INTRODUCAO

A criopreservacdo de sémen é uma importante biotecnologia reprodutiva, pois
possibilita a conservacdo do germoplasma masculino (CASTELO et al., 2008) e apesar de
influenciar negativamente alguns parametros seminais, é uma 6tima metodologia para a prolongagéo
da fertilidade (CIPRIANO e FREITAS, 2013).

O desenvolvimento de técnicas de congelagédo evoluiu progressivamente ao longo dos
altimos 60 anos. Inimeros diluidores e procedimentos de congelacdo tém sido descritos em
diferentes espécies animais especialmente em Bubalinos (MARTIN, 2004) caprinos
(JIMENEZ-RABADANAN et al.,, 2013) e ovinos (AISEN, 2002). Quando associada a
Inseminacdo Artificial (1A), esta técnica torna-se um instrumento eficaz para a promogéo e
difusdo de material genético de excelente qualidade (CASTELO et al., 2008).

Geralmente, os ingredientes de um diluidor variam desde componentes quimicos puros
a produtos de origem animal ou vegetal. Dentre os meios diluentes de origem vegetal,
destacam-se aqueles a base de adgua de coco, que tém se mostrado efetivos na conservacao de
sémen de caprinos (NUNES, 1988), ovinos (FIGUEIREDO, 2001), suinos (TONIOLLI,
1998), peixes (CARVALHO, 2002) e cdes (CARDOSO, 2003). Outros componentes de
origem sintética, por exemplo, &cido citrico, Tris, Triladyl ®, leite desnatado e o INRA
96 ®s3o diluentes que tém sido amplamente utilizados para a congelacdo de sémen
(KULAKSIZ et al, 2012.), embora os resultados deste e de outros foram notavelmente
variaveis ( BYRNE et al., 2000 e JOSHI et al., 2005 ) .

No processo de criopreservacdo seminal é necesséria a utilizacdo de um diluente que
forneca energia, proteja as células contra danos relacionados a baixas temperaturas e
mantenha um ambiente adequado para a sobrevivéncia espermatica (EVANS e MAXWELL,
1987). Toda essa protecdo ao espermatozoide é essencial, pois durante os processos de
congelagdo-descongelagdo estes sdo submetidos a condi¢bes desfavoraveis como a
desidratacdo, as mudancas da fase de transicdo dos fosfolipidios da membrana, o efeito
solucdo e a formacéo de cristais de gelo (VIVIEROS et al., 2011).

O Brasil em sua diversidade apresenta uma variedade de frutas nativas, com
caracteristicas sensoriais peculiares e alto potencial nutricional e econémico (RUFINO et al.,
2010). O Buriti (Mauritia flexuosa) por sua vez, € uma palmeira encontrada nos biomas da
Amazodnia e cerrado, localizados em algumas regides no Brasil, produz um fruto com uma cor
que varia do amarelo ao marrom avermelhado escuro (CERQUEIRA e FERREIRA, 2004) e €
conhecida pelo seu elevado teor de carotenoides provitamina A (3531 ug ERA/100gq)
nomeadamente f-caroteno (ROSSO e MERCADANTE, 2007), proteinas, sais minerais,
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acidos graxos, vitaminas do complexo B (SILVA et al., 2008). Mariath et al (1989), Tavares
et al. (2003) e Manhées (2007) analisando a composi¢do quimica do buriti encontraram para
umidade 69,6%; 67%; 62,93%=0,12; proteinas 1,8%; 1,4%; 2,10%; lipideos 8,1%; 3,8%);
13,85%; cinzas 0,7%; 1,4%; 0,94% e carboidratos 19,8%; 12,1%; 8,25,%, respectivamente.
Embora muitos estudos ja tenham sido desenvolvidos utilizando outros produtos
vegetais na tecnologia do sémen, ndo h& relatos sobre a utilizagdo do efeito da Mauritia
flexuosa na criopreservacdo. O presente estudo foi desenhado para avaliar a viabilidade in
vitro de sémen caprino criopreservado em diluente Tris contendo extrato bruto de Mauritia

flexuosa.
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CAPITULO 1- REVISAO BIBLIOGRAFICA

Elaborada de acordo com as normas da Revista Ciéncia Rural
(http://coral.ufsm.br/ccr/revista/normas.htm)
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A utilizacdo de extratos vegetais como alternativas para

criopreservacao de sémen

The use of vegetal extracts as alternative for cryopreservation of sémen

REVISAO BIBLIOGRAFICA
Dayana Maria do Nascimento, Ney Romulo de Oliveira Paula
Resumo

Com o crescente aumento dos rebanhos caprinos e ovinos no Nordeste brasileiro e a grande
demanda por proteina animal a exigéncia do mercado tem sido cada vez maior,
principalmente em se tratando da qualidade carne. A criopreservacdo de sémen como
incremento tecnologico vem ganhando espaco e uma das grandes vantagens trata-se da
possibilidade de conservacdo de germoplasma de animais geneticamente superiores por
longos periodos, entretanto, apesar dos inumeros estudos durantes as Ultimas décadas existe
um grande impasse quanto a taxa de sobrevivéncia desses espermatozoides, visto que durante
0 processo de congelacdo a célula espermatica sofre inimeros danos, reduzindo assim a sua
capacidade fertilizante. As proteinas da gema de ovo e o leite ainda hoje sdo os crioprotetores
mais utilizados, entretanto devido a sua origem animal, existe uma maior restricdo quanto a
sua comercializagdo, devido a facilidade de contaminagdo. Por este motivo, procura-se por
novos diluentes e crioprotetores que sejam capazes de melhorar ou manter as caracteristicas
de fertilidade espermatica, por conseguinte inUmeras substancias de origem vegetais, com

aportes nutricionais excelentes vém sendo estudadas.

Palavras-chave: Pequenos Ruminantes, Tris-gema, Criopreservacdo de sémen
Abstract

With the increasing herds of goats and sheep in northeastern Brazil and the great demand for
animal protein requirement of the market has been increasing, especially in the case of
production systems. The cryopreservation of semen as technological improvement is
becoming more popular, one of the great advantages, it is the possibility of preserving
germplasm of animals genetically superior for long periods, however, despite numerous
studies over the past decades there is a big problem about the rate the survival of sperm, since
the sperm cells during the freezing process suffer many damage thus reducing its fertilizing

capacity. The egg yolk proteins and milk are still the most commonly used cryoprotectants,
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however due to its animal origin, there is restriction as marketing of the samples due to the
ease of contamination. For this reasons, looking for new diluents and cryoprotectants that are
able to improve or maintain sperm fertility characteristics, therefore many substances of

vegetable origin with excellent nutritional contributions have been studied.

Keywords: Small ruminants, Tris-yolk, semen cryopreservation

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Biologia espermética

De acordo com Corteel (1981) o sémen é o produto da ejaculagdo normal de um
reprodutor, e é composto por espermatozoides que sdo produzidos nos testiculos. Estes
espermatozoides sdo formados por um processo denominado de espermatogénese, fenémeno
que ocorre nos tabulos seminiferos (KNOBIL e NEILL, 2006).

A espermatogénese € um processo altamente organizado e precisamente sincronizado,
através do qual espermatogonias diploides dividem-se por mitose para manter sua populacéo e
produzem ciclicamente espermatdcitos, estes sofrem meiose e produzem espermatozoides
haploides (JOHNSON et al., 1991; SHARPE, 1994; JOHNSON et al., 2000). A célula
espermatica possui caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas proprias, como a capacidade de
movimentacdo e formato ideal para aperfeicoar seu potencial de fertilizagdo. Constitui-se de
duas regibes distintas envolvidas por uma Unica membrana plasmatica com dominios
diferenciados, que séo a cabeca e a cauda, ligadas por uma peca de conexao, chamada colo. A
membrana plasmética envolve todas as estruturas espermaticas e é composta por dupla
camada lipoproteica, com caracteristicas bioquimicas que podem variar conforme a espécie
animal. A cabeca do espermatozoide € constituida por acrossoma e nucleo, sendo que o
acrossoma contém enzimas essenciais para a fertilizacdo; ja o flagelo possui as fontes de
energia e estruturas necessarias para gerar a motilidade. Os papéis desses componentes sdo de
assegurar a transferéncia do material genético contido no nucleo espermaético para o ovécito
(AZEVEDO, 2006 ;GUERRA, 2012).

O espermatozoide, ganha sua forma na fase pds-meiotica (espermiogénese), sendo esta
fase caracterizada pelo extensivo remodelamento das espermatides, com a formacdo do
acrossoma, condensagdo nuclear, desenvolvimento do flagelo e perda de grande parte do
citoplasma. Como produto final dar se ha origem a esta célula altamente especializada em sua
estrutura e funcdo, com capacidade de unir-se ao o0cito para iniciar o processo de fecundacao
(KNOBIL e NEILL, 2006).

O sémen caprino € composto por substancias organicas como: a frutose, sorbitol,

15



inositol, &cido citrico, fosfolipidios, glicerilfosforilcolina, prostaglandinas e proteinas. O pH
se mantém muito proximo a 7,0 devido ao seu complexo sistema tampdo. A energia
proveniente dos acUcares, em especial da frutose, é fundamental para manter a motilidade e
viabilidade dos espermatozoides (EVANS e MAXWELL, 1987).

Além disso, o aparelho reprodutor do macho caprino apresenta particularidades que o
diferencia das caracteristicas das demais espécies, de forma, que uma das mais importantes, é
a sintese e secrecdo de enzimas pelas glandulas bulbouretrais liberadas no plasma seminal
(SIMPLICIO e MACHADO, 1989). A enzima EYCE (egg yolk-coagulating enzyme - enzima
coaguladora da gema do ovo), que coagula a gema de ovo, é também secretada pela glandula
bulbouretral. Na presenca de célcio a enzima EYCE, que é uma fosfolipase A, atua como
catalisadora e hidrolisa a lecitina da gema de ovo (ROY, 1957) resultando em lisolecitinas e
acidos graxos, substancias toxicas aos espermatozoides (CORTEEL, 1974).

2.2 Membrana plasmatica

A membrana plasmética possui a funcdo de transportar seletivamente moléculas
através da célula, levando em consideracdo que esta permaneca integra para que ocorram as
reacdes necessarias a fertilizacdo (JEYENDRAN et al., 1984), juntamente com suas organelas
e componentes intracelulares mantendo o gradiente quimico de ions e outros componentes
soltveis (SILVA e GADELLA, 2006).

Possui em sua formacdo uma bicamada lipidica, proteinas integrais e periféricas,
glicoproteinas de superficie e glicolipidios organizados em um mosaico fluido. Estas
membranas sdo impermeaveis a grande parte dos solutos polares, no entanto, sdo permeaveis
a substancias apolares. (LEHNINGER et al., 2005). As principais regides da membrana
plasmética da cabega do espermatozoide da maioria dos mamiferos sdo a regido acrossomal e
a regido pds-acrossomal. A regido acrossomal pode ser subdividida em segmento apical,
segmento principal e segmento equatorial. O tamanho e forma desses segmentos variam
conforme a espécie. A regido pos-acrossomal inclui a membrana plasmatica entre a margem
posterior do acrossoma e o colo. Em algumas espécies, a margem entre as regides acrossomal
e p6s acrossomal é delimitada pelo anel subacrossomal (KNOBIL e NEILL, 2006).

Sua composicdo lipidica varia entre as espécies, possui geralmente 70% de
fosfolipidios, 25% de lipidios neutros, e 5% de glicolipidios, distribuidos assimetricamente
entre os folhetos da bicamada. O colesterol é o componente mais varidvel da membrana,
possuindo assim uma relacdo direta com a membrana (HARISSON & GADELA, 2005). De
forma que, espécies que possuem uma maior quantidade de colesterol presentam menos danos
na membrana, durante o processo de resfriamento (HOLT e NORTH, 1984).

2.3 Criopreservagao de sémen
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A criopreservacdo de sémen é uma importante técnica usada para 0 aprimoramento da
reproducdo em diversas espécies. Agentes crioprotetores sdo substancias que oferecem energia,
protecdo e um ambiente favoravel a sobrevivéncia das células armazenadas (SILVA e GUERRA,
2011), além do que, permite a utilizacdo do sémen por periodo indeterminado, bem como a
reducdo dos riscos e custos quanto a aquisicao e transporte de reprodutores (CASTELO et al.,
2008).

Contribui também contribui para a melhoria das condicdes sanitarias nas exploracfes
agricolas e na seguranca dos géneros alimenticios derivados como rastreabilidade e barreira
sanitaria (PELLICER-RUBIO et al., 2016). Além de quando associada a IA (Inseminagédo
Artificial) facilita a difusdo de genes dos melhores reprodutores e aumenta a descendéncia de
machos selecionados, uma vez que somente um ejaculado permite a criopreservacdo de 20 a
40 doses de sémen (SIMOES; MASCARENHAS; BARIL, 2008).

Para alcangar sucesso nos programas reprodutivos, os espermatozoides devem manter
pelo menos quatro atributos basicos ap6s a congelacdo e descongelacdo: 1. Integridade do
flagelo, garantindo assim a producdo de ATP e motilidade; 2. Integridade do nucleo, que
capaz de manter estdvel o armazenamento do DNA; 3. Integridade do acrossomo, ja que
possui enzimas responsaveis pela fecundacdo; 4. Integridade de membrana plasmatica,
importante para a sobrevivéncia do espermatozoide dentro do trato reprodutivo feminino e
para a ligagdo do mesmo com a membrana do o0cito durante a fertilizagdo
(HAMMERSTEDT; GRAHAM; NOLAN, 1990).

2.3.1 Danos causados durante o processo de criopreservacao

A criopreservacdo de sémen é uma técnica que promove um processo de grande
estresse celular e exposi¢cdo dos espermatozoides a condigdes extremamente desfavoraveis em
manter a sua viabilidade (PURDY, 2006). No entanto estes danos irreversiveis podem ser
reduzidos pelo uso de diluentes adequados e aditivos crioprotetores (GIL, 2003; JEYEDRAN,
2008). A membrana espermatica também é alterada em funcdo da adicdo do crioprotetor, das
mudancas volumétricas associadas a distensdo e contragcdo em resposta a solucdes
hiperosmaticas, da desidratacdo induzida pela congelacdo, da elevada concentragdo de solutos
e da formacéo de gelo intracelular, induzindo a necessidade de substancias crioprotetoras que
reduzam os efeitos deletérios do resfriamento, congelamento e descongelamento aos
espermatozoides (SILVA et al., 2006).

O periodo mais critico ocorre durante as fases de congelacdo e descongelagdo,
momento este em que ocorrem oscilagdes no volume celular, contribuindo para o dano
quando os limites de tolerancia das membranas sdo ultrapassados. (BECKER-SILVA, 2004).

O primeiro estresse téermico ocorre na fase de resfriamento entre os 20° e 5 °C. O
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choque térmico ocorre se esse resfriamento é feito de forma inadequada, causando danos
irreversiveis que vai desde o padrdao anormal de motilidade (circular ou retrégrada), rapido
declinio da motilidade, acrossoma e lesdo de membrana plasmatica, metabolismo reduzido e
perda de componentes intracelulares. A maioria desses danos é resultado das alteracGes
ocorridas na membrana durante o processo de refrigeracdo que é quando os fosfolipidios
passam pela fase de transicdo, no entanto danos como estes, podem ser reduzidos pelo
controle da taxa de resfriamento (GRAHAM, 1996; WATSON, 2005). Esta fase €
caracterizada pela transicdo da membrana do estado liquido cristalino para o estado de gel
(MEDEIROS et al., 2002).

Em uma curva de resfriamento muito rapido (>60°C/min.) a agua ndo tem tempo habil
de sair da célula e, em algum ponto abaixo de —10°C, a célula sofrer a congelagéo interna. As
extensdes dos danos causados pelo gelo intracelular dependem do grau de formacéo deste e
do tamanho dos cristais. Grandes cristais podem causar danos mecanicos a célula, enquanto
que o0s pequenos podem ndo ser deletérios, no entanto, se reaquecidos, 0 crescimento destes
pequenos cristais, em decorréncia da recristalizacdo, pode vir a causar danos severos
(MAZUR, 1980).

A sensibilidade ao choque térmico varia de acordo com a espécie e com a quantidade e
composicdo do plasma seminal, podendo ser determinada assim pelo contetudo de colesterol
da membrana, grau de saturagdo dos &cidos graxos, tipo de fosfolipidios e quantidade de
proteina presente na membrana (BORGES et al., 2011)

Apesar de toda a evolucdo ocorrida nesse processo € esperada uma reducdo de
aproximadamente 50 % na proporcao de espermatozoides vidveis, pois devido ao estresse
térmico, muitas células ndo resistem a congelacdo e morrem. No entanto, € necessario um
numero suficiente de espermatozoides que além de sobreviver, mantenham sua integridade
funcional e estrutural para que estes continuem férteis (WATSON, 1995).

Tuli e Holtz (1995) calcularam que o percentual de reducdo de motilidade progressiva
subjetiva, do sémen fresco para o sémen descongelado de bodes, foi em torno de 46%.
Azéredo et al. (2001) constataram uma diminuicdo da motilidade ap6s a descongelacdo do
sémen caprino lavado e, que o processo de criopreservacao teve um efeito deletério sobre o
vigor da motilidade espermatica. Bittencourt et al. (2004) avaliaram a eficiéncia do glicerol e
etilenoglicol como crioprotetores na congelacdao do sémen caprino e concluiram que o glicerol
a 7% promoveu taxas de motilidade superiores, porém, mais alteracdes morfologicas.

2.4 Diluidores seminais

A diluicdo no geral proporciona um aumento na quantidade de ejaculado, conferindo a

utilizacdo em uma quantidade maior de fémeas, além do que, exerce um papel fundamental na
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preservacdo do sémen (SALAMON e MAXWELL, 2000), tanto na fase de refrigeracdo
quanto na de congelacéo.

Vale dizer que um bom diluente deve possuir uma substancia que atue contra o choque
térmico; solucBes tampdes que sdo usadas para manter o pH; manutencao da pressdo osmaética
de aproximadamente de 300 mOsm, o equivalente ao do sémen; conter antibidticos, que
visam cobrir um amplo espectro bacteriano. Além disso, deve fornecer subestratos adicionais
para manter o metabolismo de energia do espermatozoide (CHACUR et al., 2012).

Silva (2001) e Gibbons (2002), concluiram que substancias como o Fosfato de Sodio,
Citrato de Sédio, TRIS (Tris-hidroximetil-aminometano), que atuam como solucdes tampdes;
a Glicose e a Frutose, como fontes energéticas; a Gema de Ovo ou o Leite como
crioprotetores externos, o Glicerol (GLY) e o Etilenoglicol (EG), como protetores internos;
bem como os antibidticos, como a Penicilina, a Estreptomicina e a Gentamicina, sdo
considerados constituintes indispensaveis no processo de diluicdo para posterior conservagdo
do sémen.

Em razdo disso, diluidores & base de &gua de coco (FIGUEIREDO et al., 2007;
OLIVEIRA et al., 2011) e lecitina de soja (FUKUI et al., 2008; SHARAFI et al., 2009) tém
sido utilizadas para a criopreservacdo do sémen, proporcionando resultados satisfatorios para
0s espermatozoides ovinos e caprinos.

A é4gua de coco é uma solugdo &cida, natural e estéril, composta de sais, proteinas,
acucares, vitaminas, gorduras neutras (NUNES e COMBARNOUS, 1995), além de indutores
da divisao celular e eletrolitos diversos, que conferem densidade e pH compativeis com o
plasma sanguineo, proporcionando, 0s nutrientes necessarios para manter a sobrevivéncia e
viabilidade de gametas masculinos e femininos criopreservados (BLUME e MARQUES JR.,
1994).

A lecitina de soja € uma mistura natural de fosfatidilcolina e varios acidos graxos, tais
como o estearico, oleico, palmitico e alguns fosfolipidios que prevalecem na maioria das
membranas bioldgicas de mamiferos, e ainda sdo conhecidos por conferir estabilidade
estrutural as células (OKE et al., 2010), além disso lecitina de soja pode substituir com
sucesso gema de ovo como um suplemento para o meio de criopreservacdo, sem efeitos
adversos sobre a pos-descongelacdo motilidade espermatica, integridade da membrana e
viabilidade, na concentracdo de 1,5% (SALMANI, 2014).

Pesquisas recentes tém demonstrado que a utilizacdo de diluidores de sémen
suplementados com extrato aquoso de alecrim também podem melhorar a qualidade pos-
descongelacdo de espermatozoides em porcinos (MALO et al.,2010), canino (GONZALEZ et
al., 2010) e ovinos (GIL et al., 2010).
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2.5 Protetores e crioprotetores

Os agentes crioprotetores podem ser classificados tanto em: crioprotetores penetrantes,
que séo as substancias ou farmacos que diminuem as lesdes de origem quimica ou mecanica
ocorridas pela criopreservacdao sobre a célula; e os crioprotetores ndo penetrantes,
responsaveis por aumentar a osmolaridade do meio extracelular, e ainda pela passagem da
agua do interior da célula espermatica para o meio extracelular, impedindo assim, a formacéo
de cristais de gelo em seu interior durante a criopreservacdo (GONZALEZ, 2004).

A gema de ovo € o ingrediente mais comum utilizado como protetor de sémen de
mamiferos; ela é utilizada para preservar os espermatozoides contra as crioinjdrias ocorridas
durante o processo de congelagdo-descongelacdo (BENCHARIF, 2010). O mecanismo de
crioprotecdo das macromoléculas presentes na gema do ovo e também no leite ainda nao esta
bem elucidada, porém acredita-se que as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) sejam as
responsaveis pela protecdo do espermatozoide frente aos danos causados pela criopreservagdo
(SINGH et al., 2007; CARVALHO et al., 2008). Em estudo desenvolvido por Moussa et al.
(2002), foi sugerido que a LDL participa formando um filme protetor sobre a membrana
espermatica, protegendo-a dos cristais de gelo formados durante este processo. Em sémen de
ovinos, o LDL se liga fortemente a membrana espermatica. A gema, que é rica em LDL, doa
lipideos para a membrana do espermatozoide, protegendo-o e mantendo a razdo colesterol /
fosfolipidios, preservando a integridade dos gametas (NEVES e HENRY, 2012).

De acordo com Hu et al. (2011), a substituicdo da gema de ovo pela LDL na
composi¢do do meio diluente foi benéfica para criopreservacdo do sémen de touros. O meio
diluente contendo LDL obteve uma maior propor¢do de espermatozoides moveis, acrossomas
intactos e membranas plasmaticas intactas apds o processo de congelacdo/descongelacédo
quando comparados ao meio diluente contendo a gema de ovo.

O leite e os bioprodutos lacteos contém ingredientes que ajudam a manter a motilidade
espermatica nomeadamente pelo seu efeito tampéo, combatendo assim algumas substancias
originadas durante o metabolismo destas células e que deprimem fortemente a motilidade
(PICKET e AMANN, 1987). As lipoproteinas do leite protegem a membrana plasmatica
atraves de uma estabilizacdo, permitindo uma melhor adaptacdo da membrana plasmatica ao
ambiente, sobretudo durante a queda de temperatura (WATSON, 1981; OLIVEIRA et al.,
2013). Os lipidios assim como as caseinas auxiliam a membrana impedindo o acimulo de
concentragbes toxicas de Ca?" intracelular por se ligarem vigorosamente a ela
(HOCHACHKA, 1986).
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Apesar dos efeitos benéficos atribuidos ao leite, assim como na gema de ovo ocorre
um efeito deletério entre o diluente a base de leite e a fracdo glicoprotéica do plasma seminal
caprino (SBUIII) identificada por NUNES (1982), que é responsavel por hidrolisar
triglicerideos de membrana plasmatica e triglicerideos no leite desnatado, resultando em um
acido graxo, o acido oleico, que é toxico aos espermatozoides (PELLICER-RUBIO et al.,
1997).

Por isso, a procura por substituir a gema de ovo nos diluidores tem aumentado nos
altimos anos pelo fato desta conter substancias que impedem a respiracdo dos
espermatozoides levando a uma diminuicdo de sua mobilidade (BENCHARIF, 2008;
NAJAFI, 2013). Além de aumentar o risco de contamina¢do microbiana (BOUSSEAU,
1998), levando a producdo de endotoxinas capazes de reduzir a fertilizacdo dos
espermatozoides, aumentando o risco de transmissdo de doencas por meio do transporte de
diluentes a base de gema de ovo para mercado internacional (BENCHARIF, 2010).

Estudos realizados por Salmani et al. (2014) utilizando a lecitina de soja, um protetor a
base de plantas como suplemento para 0 meio de criopreserva¢do, numa concentragdo de
1,5% concluiram este ser capaz de substituir a gema de ovo como meio de criopreservacao,
sem efeitos adversos sobre a motilidade espermatica pos-descongelacdo, integridade da
membrana e viabilidade seminal. No entanto outros autores concluiram que o diluidor
comercial Bioxcell® (lecitina de soja) se mostrou inferior ao diluidor leite-gema em
preservacao de sémen ovino refrigerado (KULAKSIZ; CEBL; AKCAY, 2012).

A Aloe vera sp. pertence a familia das Lilaceas, da qual fazem parte, a cebola, o nabo
e os aspargos (MAURELLE et al., 1996). Suas aplicacdes, atualmente, embora néo totalmente
conhecidas, expandiram-se e abrangem problemas como a artrose, a acne, a Ulcera e até
cardiopatias. Possui inimeras propriedades regeneradoras, curativas, umectantes, lubrificantes
e nutritivas (MAURELLE et al., 1996). Em sua composicdo foram identificadas inimeras
substancias, dentre elas estdo os polissacarideos contendo glicose, galactose e xilose, tanino,
esterdides, acidos organicos, substancias antibidticas, enzimas de varios tipos, residuos de
acucar, uma proteina com 18 aminoacidos, vitaminas, minerais, sulfato, ferro, calcio, cobre,
sodio, potassio, manganés e outras (VELOSO e PEGLOW, 2003). O uso deste extrato de Aloe
Vera adicionado ao sémen e a outros diluidores tém demonstrado resultados satisfatorios, na
concentracdo de 5%, quando mantido resfriado pode substituir integralmente a gema de ovo
em meios de refrigeracdo do sémen caprino, associado a outros diluidores (MELO et al.,
2012).

Espécies de plantas, como a Salvia (Salvia officinalis) (HO et al., 2002), orégano
(Origanum vulgare) (SKROVARKOVA, 2012), e alecrim (Rosmarinus officinalis) (HO et al.,
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2002), foram testados para o desenvolvimento das formulagdes antioxidantes naturais. Dentre
essas espécies, 0 extrato aquoso de alecrim (Rosmarinus officinalis) com sua potente acédo
antioxidante é muitas vezes a primeira escolha para o alimentos processados e amplamente
utilizados na industria de alimentos (SANCHER-SILVA, 2014).

Del Valle et al. (2013), utilizando 6leos vegetais de coco e de palma em substituicdo a
gema de ovo no diluente TRIS para sémen ovino, e concluiu que apesar de ndo ter sido
demonstrado efeito superior desses 6leos na qualidade seminal pos descongelacéo, séo ainda

necessarias mais pesquisas sobre assunto.

2.5 Mauritia Flexuosa

A Mauritia flexuosa (Figura 1) pertence a familia Arecaceae e ao género Mauritia; é
uma palmeira amplamente distribuida na Floresta Amazonica do Brasil (DELGADO et al.
2007), podendo ser encontrada em diversas cidades das regides norte e nordeste.

E considerada a palmeira nativa mais abundante que cresce naturalmente no bioma
amazonico do Brasil, e apresenta grande potencial socioeconémico, devido a sua ampla
utilizacdo. Ela é utilizada comercialmente para a producdo de nao-subprodutos alimentares,
producéo de bebidas, como matéria-prima para a construcdo de casas ou como uma fonte de
alimento direto de vitaminas e minerais. Alem disso, ele também desempenha um papel
importante nas estratégias da conservacdo da fauna, uma vez que sua fonte de frutas é
utilizada como fonte de alimento para muitos passaros e espécies de mamiferos. M. flexuosa é
um excelente indicador de solos mal drenados e alagados também, como sendo ligada a
existéncia de nascentes e pocos (Vieira et al., 2010).0 fruto possui polpa de coloragéo
amarelo alaranjada, tem sabor agridoce com consisténcia amilacea e oleosa, envolvendo
endocarpo esponjoso (BELTRAO e OLIVEIRA, 2007); possui uma casca muito dura,
formada por pequenas escamas de coloracdo castanho-avermelhado. E um fruto sazonal, onde
sua frutificagdo em maior escala ocorre nos meses de dezembro a junho na maioria das
regides (LEAO, 2005). Na microrregifo de Teresina, Pl a frutificacdo ocorre mais
intensamente entre os meses de outubro a dezembro (LEAL, 2005). Os frutos séo largamente
consumidos pela populacéo local e séo considerados uma das melhores fontes de pro-vitamina
A encontrados na biodiversidade brasileira (Ministério da Sadde, 2002). No que diz respeito
aos seus macronutrientes, a polpa in natura dos frutos de buriti é composta principalmente

por carboidratos e lipidios (25,53% e 18,16%, respectivamente) (Carneiro e Carneiro, 2011 ).
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Figura 1. Mauritia flexuosa

Fonte:commons.wikimedia.org

O oOleo possui atividade bactericida (SILVEIRA et al. 2005) e ¢ muito rico em
antioxidantes, o0 que o torna muito atrativo para a industria de cosméticos, principalmente para
a fabricacdo de protetor solar (ZANATTA et al. 2010). Além disso, o0 6leo pode ser utilizado
para a producéo de plésticos fotoluminescentes (DURAES et al. 2006).

As familias de &cidos graxos 6mega-3 e Omega-6 consistem de &cidos graxos
poliinsaturados contendo de 18 a 22 carbonos. Os principais acidos graxos n-3 sdo o acido
linolénico, o &cido eicosapentaenoico (EPA) e o acido docosahexaendico (DHA), enquanto os
principais n-6 sdo o &cido linoléico e o acido araquidonico (SUAREZ- MAHECHA et al.
2002). O estudo de Manhdes (2007) comparou a composicao do 6leo de buriti, em relacdo as
fracOes lipidicas, com dois 6leos muito utilizados na dieta humana (azeite de oliva e o 6leo de
canola) tidos como alimentos saudaveis, e encontrou que o éleo de buriti possui niveis mais
elevados de acido graxo oléico (n-9) e contém aproximadamente quatro vezes mais acido
linolénico (n-3) do que o azeite de oliva.

Com relacdo aos teores de acido ascorbico e de polifendis na polpa de buriti o estudo
de Manhdes (2007) encontrou que esta polpa contém teores de vitamina C proximos aos da
laranja e menores dos encontrados na couve. Outros estudos realizados por Candido (2015),
analisando os compostos bioativos e capacidade antioxidante de buriti (Mauritia flexuosa),
concluiu que as regides de onde foram obtidos os frutos de buriti influenciou o teor de
compostos bioativos e a capacidade antioxidante. Os frutos da regido do Cerrado foram mais
promissores sobre os compostos fendlicos e capacidade antioxidante. No entanto, a melhor

fonte de carotendides totais foi que da regido amazonica.
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2.6 Testes para avaliacao da fertilidade

Parametros como motilidade, vigor e as patologias espermaticas tém sido totalmente
correlacionados com a caracteristica fertilidade do reprodutor (VAZQUEZ et al. 1997,
SANCHO et al. 1998). Entretanto, 0 método mais empregado para avaliar a viabilidade dos
espermatozoides submetidos a procedimentos de congelacdo e descongelagéo consiste em
determinar a porcentagem de células com movimentos progressivos e dotadas de vigor
(KARATZAS et al. 1997). Todavia, a maneira mais eficaz de se avaliar a preservacao da
capacidade fecundante de um espermatozoide na dose de sémen € a taxa de concepcao pos 1A
(SAACKER e WHITHE, 1972). Porém estas técnicas que avaliam o status funcional de
organelas espermaticas (acrossomas e mitocéndrias), ou a integridade de determinados
componentes celulares (membranas, cromatina), ttm ganhado importancia durante as ultimas
décadas (MARTINEZ-PASTOR et al. 2004).

Jeyendran et al. (1984) propuseram o0 uso do teste hiposmotico (HOST), por ser
considerado um método simples e acessivel, capaz de detectar alteracfes intensas na
funcionalidade espermatica em amostras que ndo seriam descartadas se somente 0s resultados
de motilidade e morfologia espermaticas fossem considerados. Este teste é caracterizado pelo
influxo de fluidos para o interior da célula espermatica, sob condi¢cdes hiposméticas, até que o
equilibrio entre os compartimentos seja alcangado, sendo que este é um indicativo de que o
transporte de agua atraveés da membrana esteja ocorrendo normalmente (INAMASSU et al.
1999). Este influxo de 4gua aumenta o volume da célula e provoca a dilatacdo da membrana
plasmética, enrolando o flagelo. A cauda é particularmente susceptivel a esta condicdo,
torcendo-se em helicoidal (reacdo positiva), ou seja, enrolando a cauda. Esta situacdo é
facilmente observada com um microscopio de contraste de fase, sendo suficiente contar 100
espermatozoides para validar o teste (ROTA et al. 2000).

A integridade da membrana espermatica € um atributo essencial para a fertilidade do
espermatozoide e, por isso, a andlise deste parametro é fundamental para a predicdo da
fertilidade (LUZ et al. 2000). O uso de corantes vitais, como a eosina-nigrosina, é eficiente na
determinacdo de espermatozoides com danos na membrana, uma vez que estes corantes ndo
sejam capazes de passar pela membrana de uma célula viva, mas este penetra em células
mortas, corando-as (BEARDEN e FUQUAY, 1992).

De modo semelhante, a integridade do acrossoma é pré-requisito basico para garantir
um bom potencial de fertilidade dos espermatozoides, uma vez que o percentual de
espermatozoides que apresentaram reacdo acrossomal possui correlacdo negativa com a

fertilidade (GIL et al. 2000). Entretanto, a integridade acrossomal nédo reflete necessariamente
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a integridade de membrana, sendo importante o uso de testes que combinem ambas as
avaliacdes (HOLT, 2000).

Dentre as técnicas de avaliacdo da membrana plasmatica espermatica destacam-se as
sondas fluorescentes permeaveis e impermeaveis, detectando as membranas danificadas,
como as que utilizam os corantes diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) e o iodeto de
propidio (IP) (ANZAR et al. 1997; SOUZA, 2003).

O CFDA ¢é uma solucdo ndo fluorescente que penetra o ambiente celular e &,
rapidamente, convertida em carboxifluorosceina pelas esterases intracelulares. A
carboxifluorosceina é uma solucdo altamente fluorescente ndo permeavel que é mantida no
meio intracelular na presenca de uma membrana plasmatica intacta, apresentando a coloracdo
verde. Por outro lado, o IP tem a capacidade de corar o DNA de células que estdo mortas ou
tém sua membrana danificada, produzindo uma coloracdo vermelho fluorescente quando
excitada (PENA et al. 1998).

A mensuragdo do potencial de membrana mitocondrial é realizada, especialmente,
com a finalidade de analisar o risco de apoptose dos espermatozoides, uma vez que a
interrupcdo deste parametro € considerada como o primeiro sinal de estresse, induzido pelo
aumento da concentracdo de espeécies reativas de oxigénio (ROS) (MARCHESI e FENG,
2007).

O JC-1 é uma sonda fluorescente utilizada para avaliagdo da funcionalidade
mitocondrial (ARRUDA et al., 2007), cujo principio de atuacdo se baseia nas mudancas de
polarizacdo da membrana mitocondrial interna (SILVA e GADELLA, 2006). Por ser
dependente do gradiente eletroquimico, este corante necessita de potencial de membrana
mitocondrial altamente negativa para penetrar na organela e emitir fluorescéncia nos
comprimentos de onda de luz vermelha ou verde, de acordo com sua concentra¢do interna
final (ARRUDA et al., 2007). Em concentracdes elevadas, o corante apresenta-se na forma de
J-conjugado e emite coloracdo vermelha caracterizando mitocondrias funcionais, engquanto
que em concentragdes baixas encontra-se na forma de mondémero e emite coloracdo verde,

inerente a mitocdndrias afuncionais (ARRUDA et al., 2007).
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Nos ultimos anos, a procura por substituir os crioprotetores de origem animal vem
ganhando forca e os resultados quanto as pesquisas utilizando extratos vegetais sdo bem
satisfatorios, toda via os origem animal ainda sdo os mais utilizados, devido ao seu elevado

poder de protecao.
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In vitro evaluation of goat semen cryopreserved in Tris extensor increased by Mauritia
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Resumo — Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do extrato de Mauritia flexuosa,
acrescido em solucdo Tris, sobre o sémen caprino criopreservado. Foram utilizados quatro
caprinos, das racas Gurguéia e Pardo alpino. A coleta foi utilizada pelo método de vagina
artificial, totalizando dezenove ejaculados. Apds o procedimento foi realizada a avaliacdo das
caracteristicas macro e microscopicas, seguido da diluicdo com 0s seguintes tratamentos: e
GC (Tris gema), G5 (diluidor Tris+5% de extrato bruto de Mauritia flexuosa), G10 (diluente
Tris+ 10% de extrato bruto de Mauritia flexuosa). Apos diluicdo o sémen foi envasado em
palhetas de 0,25 mL e criopreservado em aparelho automatizado TK 3000® em curva réapida,
obedecendo as recomendacgfes do fabricante, posteriormente, as palhetas foram imersas em
nitrogénio liquido (-196 °C) e, por fim, ragueadas e armazenadas em botijées criogénicos.
A cada semana as partidas eram descongeladas em banho-maria a 37 °C por 30 segundos,
acondicionadas em microtubos e homogeneizadas para o teste de termo resisténcia (lento)
nos tempos 0, 60, 120 e 180 para os parametros motilidade e vigor, além de avaliacdo da
integridade da membrana e potencial mitocondrial. Houve diferenca significativa (p<0,05),
no Tempo 0, para o parametro motilidade entre os grupos GC e G10 bem como no tempo 60.
Para o parametro vigor ndo houve nenhuma diferenca entre os trés grupos, controle, G5 e
G10. Quanto aos parametros de integridade de membrana, também houve diferenca entre 0s
grupos GC (23,78 + 15,38) e G10 (7,42 + 6,86). J& no potencial mitocondrial ndo houve
diferencas entre os grupos. Como conclusdo, observou-se que o grupo controle contendo
como diluidor a gema de ovo obteve os melhores resultados comparado aos grupos contendo
diferentes concentraces de Mauritia flexuosa, contudo a presenga de motilidade e vigor nos
grupos que contém o citado extrato demonstra que ainda pode torna-se uma alternativa viavel
na criopreservacao de sémen.

Palavras chave: Mauritia flexuosa, qualidade seminal, diluidor seminal.

Abstract
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This study aimed to evaluate the effects of Mauritia flexuosa extract, increased by Tris
solution on the goat semen cryopreserved. They used four goats Gurguéia e Pardo Alpino
clinically healthy. For the collection was used only artificial vagina, totaling ninethy
ejaculated. After collection was performed evaluating the macro and microscopic
characteristics, followed by dilution with the following treatments: GC (Tris yolk), G5 (Tris
extensor + 5% Mauritia flexuosa extract), G10 (Tris extensor + 10% Mauritia flexuosa
extract). After diluting semen was packaged in 0.25 ml French straws and cryopreserved in
appliance automated TK 3000®, subsequently, the pallets were immersed in liquid nitrogen (-
196 ° C) and finally stored and placed on racks in cryogenics tanks. The pallets were thawed
in a water bath at 37 ° C for 30 seconds, put into microtubes and homogenized for analysis of
slow TTR, (RTD Test) and morphology. The integrity of the membrane and mitochondrial
potential were analyzed by means of fluorescent probes in epifluorescence microscope. Data
were analyzed using the ANOVA. The indices obtained from motility and vigor were
evaluated by PROC GLM and when checked significance (p >0,5) proceeded to the Tukey
test. In fresh semen, the physical characteristics remained within the established normal
parameters. After thawing, the TTR was no significant difference in the control group (CG)
and G10 in motility parameter until the time of 60 minutes, the plasma membrane and
mitochondrial membrane respectively (16.05 £ 9.06 1.73 = 0.56). The groups containing
flexuosa Mauritia extract showed positive results, as this work it is the pioneer using this fruit
as semen cryoprotectant. The presence of motility and vigor in groups shows, it can still
become a viable alternative in semen cryopreservation, however, more studies are needed.

Keys words: Mauritia flexuosa, semen quality, semen extensor.
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INTRODUCAO

A criacdo de caprinos tanto para leite quanto para corte no Brasil tem revelado
resultados bem positivos, 0 que a coloca numa posicao privilegiada dentro do cenério do
agronegdcio. Segundo dados recentes da Anualpec (2013), a regido Nordeste do Pais retém o
maior rebanho, cerca de 91%, em todo o territorio brasileiro, cerca de 9,379 milhdes de
cabecas (IBGE,2013).

Para que essas estatisticas sejam maximizadas, torna-se necessario incrementar a
producdo, desta forma, & imprescindivel o aprimoramento de técnicas adequadas para
preservacdo de sémen, talvez este tenha sido um dos passos mais importantes no avango da
reproducdo animal nas diferentes e inimeras espécies e esta vem sendo alcancada pela
aplicacdo de biotécnicas cada vez mais modernas (Papa et. al., 2002). Apesar das muitas
vantagens, ainda existem limitagcBes quanto ao uso do sémen criopreservado, um dos
principais motivos esta sobre poder fecundante dos espermatozoides congelados que é menor
em compara¢do ao sémen fresco (Salamon; Maxwell, 1995; Salamon; Maxwell, 2000; Anel;
Alavarez; Martinez-pastor, 2006). Isto porque durante o processo de congelacdo podem
ocorrer lesdes a estrutura espermatica, principalmente a desestabilizacdo das membranas
celulares. Danos que por muitas vezes sdo irreversiveis, diminuindo a viabilidade dos gametas
(Holt, 2000).

Além disso, a criopreservacdo do sémen caprino € um grande desafio (Purdy, 2006),
visto que inclui uma elevada concentracdo de lipases pode interagir com 0s componentes mais
comuns de criopreservacdo diluentes tais como os da gema de ovo (Roy, 1957) e do
leite (Nunes, 1982).

A principal desvantagem em se utilizar um material de origem animal na constituicdo
do diluidor para criopreservacdo € representada pelo risco sanitario da transmissdo de
doencas. Isso tem levantado limites nas legislagGes internacionais de transporte de sémen de

muitos paises por causa de questdes de biosseguranca (Althouse, 2008).

Para tanto, pesquisas vém sendo desenvolvidas para que a gema de ovo seja
substituida, durante o processo de congelacdo, e os produtos vegetais vém ganhando espaco.
A fruta Mauritia flexuosa vem sendo bastante estudada na area da nutricdo humana quanto as
suas caracteristicas nutricionais, a partir disto surgiu o interesse em analisar como a polpa do
fruto funciona como um possivel um crioprotetor e ou aditivo espermatico. Portanto, devido a

escassez de pesquisas recentemente desenvolvidas com esse tipo de extrato bruto de Mauritia
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flexuosa, o presente estudo objetivou avaliar a qualidade do sémen caprino criopreservado em

diluente Tris contendo extrato bruto de Mauritia flexuosa.
MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Reproducdo Animal da Universidade
Federal do Piaui, Campus Petrénio Portela, Cidade de Teresina, Estado do Piaui, Brasil,
situado as coordenadas geograficas 5° 03'23.1°" de Latitude Sul e 42° 47’ 27.9>” de Longitude
Oeste, com altitude media de 72,7 metros. O mesmo foi submetido e aprovado na comisséo de
ética no uso de animais (CEUA/UFPI) da Universidade Federal do Piaui com um nimero de
protocolo n® 106/15.

O sémen foi obtido a partir de quatro bodes das racas Pardo Alpina e Gurguéia,
mantidos em baias individuais, inteiros, alimentados com volumoso Capim elefante
(Pennisetum purpureum) e concentrado peletizado (IRCA nutricdo animal), sal mineral
tortuga® e agua ad libitum. Os ejaculados foram obtidos pela técnica da vagina artificial
especifica para pequenos ruminantes (figura 2) pré-aquecida a uma temperatura de 30°C
acoplada a um tubo coletor graduado tipo falcon uma vez por semana, contabilizado um total

de dezenove ejaculados, de acordo com o recomendado pelo manual do CBRA (2013).

Figura 2. Vagina artificial para coleta seminal de pequenos ruminantes.
Fonte: arquivo pessoal

Apos coleta as amostras foram acondicionas em banho-maria a temperatura de 37°C e
mantidas nessa temperatura durante todo o processo de analise. Os parametros também foram

avaliados quanto ao volume, aspecto e coloracdo. Para avaliagdo microscopica, uma aliquota
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de 5pL de sémen fresco foi colocada entre uma lamina, para verificar-se o turbilhonamento
(escala de 0-5) e utilizando uma laminula, previamente aquecida em placa aquecedora a 37°C,
para avaliacdo em microscopio optico (aumento de 100X e 400X) da motilidade espermatica
progressiva, expressa em percentagem (0 a 100), e do vigor espermatico, numa escala de 0
(imobilidade) a 5 (rdpida mobilidade), de acordo com a metodologia empregada e
recomendada pelo manual do CBRA (2013). Para a realizagdo da analise morfolégica foram
confeccionadas Iaminas com esfregaco da amostra do sémen dos bodes, em seus respectivos
grupos e, posteriormente, coradas pelo método Panético® rapido. As laminas foram analisadas
em microscépio Optico com aumento de 400 Xx e, posteriormente, contados 200

espermatozdides por lamina.

O diluente padrédo utilizado neste experimento foi constituido por Tris, frutose, acido
citrico, glicerol e gentamicina, respectivamente (Quadro 1). Os dois diferentes diluentes
testados foram preparados adicionando 5% e 10 % de extrato bruto de Mauritia flexuosa, e

um diluente contendo 20% de gema de ovo como tratamento controle.

Tabela 1. Composicdo do meio diluente seminal Tris-gema.

Constituintes Quantidades
TRIS 3,786
Acido citrico mono hidratado 2,11
Frutose 1g
Gentamicina 40 mg
Gema 20%
Glicerol 7%

Para o preparo do diluente vegetal, foi utilizado 20g do extrato bruto desidratado
(Figura 3) e triturado, em 100mL de solucdo de citrato de sodio a 5% mantido resfriado. A

amostra foi filtrada, centrifugada por 10 minutos e utilizado apenas o sobrenadante (figura 4).
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Figura 3. Polpa desidratada de Mauritia flexuosa
Fonte: arquivo pessoal

Figura 4. Amostra do extrato diluido em citrato apds centrifugacao
Fonte: arquivo pessoal

Os ejaculados reunidos foram divididos em trés aliquotas de igual volume e
conservados em banho-maria para a adi¢do das duas concentracdes do extrato, ja preparado
anteriormente, de Mauritia flexuosa (5%, 10% e o diluente controle contendo gema de ovo)
com uma concentracdo final de 100x10° espermatozoides/mL. As amostras diluidas foram
envasadas em palhetas francesas de 0,25 mL, e lacradas utilizando &lcool polivinilico.

Para o processo de criopreservacéo foi utilizado o aparelho TK3000® (TK Tecnologia
em Congelacdo LTDA, Uberaba, Brasil), seguindo-se as instru¢des do fabricante, utilizando
a curva rapida (0,5°C/min até 5°C, -15°C/min até -20°C e -10°C/min até -120°C), sendo
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posteriormente imersas em nitrogénio liquido (-196°C) e, por fim, raqueadas e armazenadas
em botijées criogénicos. Ap6s uma semana de conservacdo, cada amostra foi descongelada
individualmente a 37°C durante 30s em banho-maria para a avaliacdo em TTR e analise de
membranas plasmatica e mitocondrial.

Para a analise da integridade da membrana plasmatica (IMP) foram utilizadas sondas
fluorescentes a base de diacetato de carboxifluoresceina (FDA) e iodeto de propidio (IP),
sendo diluidos 50uL de sémen em 15uL da solucdo de trabalho composta por: 5 pL de
carboxifluoresceina e 10 pL de iodeto de propidio. Para analise do potencial mitocondrial, foi
utilizado a sonda JC-1, sendo adicionado 50 pL de sémen em 5 pL da solugdo preparada de
JC-1. Apbs o preparo da lamina (cerca de 10 minutos ap6s) com os marcadores fluorescentes,
0s espermatozoides foram avaliados em microscépio de epifluorescéncia em sala com
iluminacdo controlada (aumento de 100x). Foram avaliados 100 espermatozoides, 0s quais
foram classificados como integros, quando a cabeca do espermatozoide encontrava-se com a
coloracdo verde, e lesados, quando observado uma coloracdo vermelha (Harisson e Vickers,
1990).

No tocante a analise estatistica, os indices obtidos de motilidade, vigor, morfologia,
integridade da membrana plasmatica e mitocondrial foram avaliados pelo PROC GLM do
SAS (Software Statistical Analysis System for Windows SAS® (SAS, 2001) e quando
verificada significancia (p <0,5) procedeu-se o teste de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em estudos sobre as caracteristicas fisico-quimicas do extrato de Mauritia flexuosa,
esta fruta possui um excelente valor nutricional, que vai desde a presenca de vitaminas,
lipidios e minerais, além do que, € uma fruta largamente disponivel no estado do Piaui, Brasil,
e que participa da renda de inumeras familias de agricultores, pois praticamente tudo deste

fruto pode ser aproveitado.

As caracteristicas macroscopicas e microscopicas do sémen fresco estdo sumariadas na
tabela 1. Como observado, somente o pardmetro turbilhonamento ndo esta dentro dos padrdes
da normalidade para a espécie caprina.
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Tabela 2. Média + desvio padrdo de parametros do sémen fresco de caprinos das racas

Gurguéia e Pardo Alpina.

Parametros Média+ desvio padrado Referéncia (CBRA,2013)
Volume (mL) 0,85+ 0,32 0,8
Concentragao (sptz/mL) 7,49+ 2,74 X 10° 2x10°
Turbilhonamento (0-5) 2,47+ 0,60 3
Motilidade (0-100%) 71,31+ 5,34 80%

Vigor (0-5) 3,21+0,41 3

A média do volume seminal encontrado foi de 0,8 mL. Estes valores estdo de acordo
com o Colégio Brasileiro de Reprodu¢do Animal (CBRA, 2013). Dados semelhantes também
sdo descritos por Hafez (2004), de forma que o autor afirma que o volume normal para a
espécie caprina varia de 0,2 a 2 mL, e para os animais da raca Pardo Alpina (animais
utilizados neste experimento), este volume varia de 0,6 a 1,3 mL (Karatzas et al., 1997;

Rovay, 2006; Santos et al., 2006), corroborando com os valores deste experimento.

Entretanto, quanto a caracteristica turbilhonamento, a média encontrada (2,47+ 0,60)
foi considerada um pouco abaixo dos parametros estabelecidos. Fato como esse pode ter
ocorrido devido ao estresse térmico, causado pelas altas temperaturas da regido, durante o
periodo experimental, mesmo nas primeiras horas da manha. O estresse provocado pelas
elevadas temperaturas ambientais também interfere na funcédo reprodutiva do macho caprino
(Silva et al., 2005). A temperatura ambiente é o fator de maior importancia na
espermatogénese dos machos de qualquer espécie e, quando muito elevada, em torno de
34,5°C é prejudicial tanto nas fases de formacdo dos espermatozoides quanto nas células ja

formadas e em transito pelo epididimo (Mies Filho, 1987).

A elevacgdo da temperatura ambiental também provoca um aquecimento dos testiculos,
consequentemente, um aumento do metabolismo e da demanda de oxigénio pelas células,
porém seu fluxo sanguineo € limitado, tornando-se incapaz de suprir essa demanda,
resultando, portanto, em hipdxia seguida de degeneracdo seminal (Setchell, 1998), reducdo na
fertilidade do macho (Hulet et al., 1956), alteragdes na sintese de proteinas e expressdo de

genes nas células germinativas e de Sertoli (Kumagai et al., 2000).

Nas caracteristicas microscépicas, motilidade e vigor as médias encontradas 71,1 e
3,21 respectivamente, também se encontram dentro dos parametros pré-estabelecidos para a

espécie.

As médias + desvio padrdo do pardmetro morfologia do sémen descongelado dos

grupos controle (GC), G5 e G10 estdo descritos na tabela 3.
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Tabela 3. Média * desvio padrdo do perfil morfoldgico do sémen descongelado dos grupos

controle e dos demais grupos contendo extrato bruto de Mauritia flexuosa.

Grupos GC G5 G10
Espermatozoides 91,7+ 6,89 88,5+20,18 89,39+ 19,64
normais (%)

Espermatozoides com 8,3+0,76 11,5+0,87 10,61+0,78

defeito de flagelo (%)

(GC=Grupo controle/ G5=Grupo com 5% de extrato de Mauritia Flexuosa/ G10=Grupo com 10% de Mauritia Flexuosa).

Os unicos defeitos visualizados na morfologia espermatica foram os relacionados aos
defeitos maiores, principalmente cauda enrolada, o fato da visualizacdo somente deste tipo de
defeito pode estar relacionado ao uso do corante, que de certa forma dificultou a visualizacao

de outras partes da célula espermatica.

A associacdo entre motilidade pds-descongelacéo e as patologias de cauda pode ser
atribuida ao aumento da retencdo de citoplasma residual, uma vez que segundo Nichi et al.
(2007) as gotas citoplasmaticas podem proteger o espermatozoide contra o efeito dos ROS
devido a um maior conteddo de antioxidantes enzimaticos que podem estar presentes no

citoplasma residual.

Quanto aos parametros normais, segundo o CBRA (2013), o0 mesmo sugere que 0
somatério dos defeitos maiores e menores deve ser apresentado como defeitos totais, sendo
considerado como critério de aprovacao do reprodutor, quando este valor ndo exceder a 20%,

ou quando o numero de um mesmo defeito ndo exceder a 10%.

Os resultados das médias + desvio padrdo do TTR (Teste de Termoresisténcia) pds-
descongelamento das amostras, estdo expressos na tabela 3. Houve diferenca significativa
(p<0,05), no Tempo 0, para o parametro motilidade entre os grupos GC e G10; entre os
demais grupos e parametros ndo foi possivel observar diferenca significativa. No tempo 60
minutos, também foi observada diferenga entre os grupos GC e G10, ndo diferindo entre dos
demais grupos. Por ultimo, nos tempos 120 e 180 minutos ndo foram observadas diferencas
estatisticas entre os grupos analisados. Segundo o Manual para Exame Androldgico e
Avaliacdo de Sémen Animal do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 2013), é
desaconselhavel utilizar-se de sémen com motilidade e vigor inferiores a 30% e 3,
respectivamente, ap6s incubacdo da amostra descongelada a 37 °C por trés horas. Resultados
semelhantes foram descritos por Sonmez e Demirci (2004), utilizando acido ascorbico, ao

diluidor de sémen Tris-gema, concluindo que este promove um efeito negativo na
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congelabilidade do sémen ovino contendo diferentes proporcdes de glicerol, 3%, 5% e 7%

sobre a motilidade, integridade do acrossoma e patologias espermaticas.

Tabela 4. Média + desvio padrdo do TTR lento (teste de termo resisténcia TO-T180) ap6s o
descongelamento do sémen de bodes contendo ou ndo de extrato de Mauritia flexuosa.

GC Tempo 0 min Tempo 60 min Tempo 120 min  Tempo 180 min
Motillidade (%) 10,78+ 10,30a 6,57+ 8,50a 2,63+ 5,37a 0,52+1,57a
Vigor (0-5) 1+0,68a 0,69+0,67a 0,26+ 0,45a 0,10+ 0,31a
G5 Tempo 0 min Tempo 60 min Tempo 120 min  Tempo 180 min
Motilidade (%) 4,47+7,97b 3,1646,29a 0,79+2,50a 0,27+1,14a
Vigor (0-5) 0,52+0,70a 0,31+0,58a 0,10+0,31a 0,05+0,22a
G10 Tempo 0 min Tempo 60 min Tempo 120 min  Tempo 180 min
Motilidade (%) 3,42+529 b 1,05+2,68b 0,52+1,58a -

Vigor (0-5) 0,48+0,61b 0,16+0,38b 0,10+0,31a -

Letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente (p>5), pelo teste de Tukey.(GC=Grupo controle/ G5=Grupo
com 5% de extrato de Mauritia Flexuosa/ G10=Grupo com 10% de Mauritia Flexuosa).

Apesar de os tratamentos GC e G10 respectivamente (10,78+ 10,30, 3,42+5,29) terem
apresentado diferenca significativa no tempo O de descongelacdo, o GC contendo Tris gema
foi 0 que obteve maior média comparados aos demais grupos, como também foi o que
apresentou maior persisténcia e diminuicdo menos abrupta dos parametros motilidade em
relacdo aos outros tratamentos. No entanto, o periodo de sobrevivéncia do sémen em todos 0s
tratamentos ndo ultrapassou o tempo de 120 minutos apds a descongelacdo. Santos et al.
(2001) utilizando um diluente a base de gema de ovo (Tris-citrato-gema de ovo) na
congelagdo do sémen de caprinos, observaram comportamento semelhante, com a diminuicao
de motilidade apds os primeiros 30 minutos no TTR. Esses resultados demonstram claramente

um protocolo de congelamento ineficiente em todos grupos.

Outro fator que bem como pela presenca de um teor elevado de agua da polpa de
Mauritia flexuosa, fato que pode ter influenciado a entrada de uma maior quantidade de fluido
para o interior da célula espermatica no processo de descongelacdo causando possivel ruptura
da membrana plasmatica. Felows (2006) afirma que a atividade de agua é um fator importante
para o controle na taxa de deterioracdo do produto; geralmente alimentos com atividade de
agua superior a 0,95 estdo classificados como alimentos frescos altamente pereciveis por isso

tendem a se deteriorar rapidamente.

Outra hipotese a ser analisada trata-se da média do turbilhonamento (2,47+ 0,60) pode
ter contribuido drasticamente para o grande numero de espermatozoides inviaveis apos a
criopreservacdo. Na&o conferindo com o resultado encontrado por Oliveira et al., (2011),
avaliando espermatozoides caprinos congelados em meio a base de agua de coco em po
(ACP-101®) ou TRIS, onde em 5 minutos obteve a motilidade total de 54,6 no tratamento &
base de TRIS.
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No momento da criopreservacdo propriamente dita, existe relacdo estreita entre a
velocidade de congelamento e o aparecimento de lesdes celulares. A medida que a velocidade
de congelamento aumenta o indice de sobrevivéncia celular também aumenta apds o
descongelamento, até um ponto 6timo, em que a sobrevivéncia espermatica € maxima. A
partir desse ponto, com 0 aumento da velocidade de congelamento, a perda celular torna-se
grande devido a formacdo de cristais de gelo no interior das células, promovendo lesdes

mecanicas a microestrutura das membranas e organelas (Ohashi, 2002; Luz et al., 2011).

A curva utilizada em nosso experimento tratou-se da curva rapida (0,5°C/min até 5°C,
-15°C/min até -20°C e -10°C/min até -120°C), isto pode ter influenciado na deterioracao

espermatica, corroborando com o que foi descrito por Luz et al. (2011).

Quando as células sdo congeladas, as mesmas sdo submetidas a diversas tensdes, tais
como choque ao frio, o stress oxidativo e susceptibilidade a peroxidacdo lipidica causando
danos para a membrana do plasma durante o processo de congelagdo-descongelacdo (Anghel
et al., 2010). Estes fatores podem levar ao comprometimento de funcdes espermaticas, tais
como a motilidade dos espermatozoides, a integridade da membrana funcional e fertilidade, o
extravasamento de enzimas intracelulares e danos ao DNA (Aitken, 1984, Alvarez e Storey de
1989; Aitken et al., 1993).

Tabela 5. Médias+ desvio padrao dos testes de fluorescéncia para a integridade de membrana
plasmatica e potencial mitocondrial dos Grupos experimentais (Controle, G5 e G10).

Parametros Grupos Experimentais

Avaliados GC G5 G10
SPTZ com 23,78+15,38a 14,42+ 22,03a 7,42+ 6,86b
membrana integra

SPTZ com potencial 14,10+ 15,47a 12,3149,15a 11,05 +11,70a
mitocondrial

Letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente (p>5), pelo teste de Tukey. (GC=Grupo controle/ G5=Grupo
com 5% de extrato de Mauritia flexuosa/ G10=Grupo com 10% de Mauritia flexuosa). SPTZ=espermatozoides.

A mensuracdo do potencial de membrana mitocondrial € realizada, especificamente
com o0 objetivo de predizer o risco dos espermatozoides sofrerem morte celular programada,
uma vez que a interrupcao deste parametro € considerada como o primeiro sinal de estresse,
induzido pelo aumento da concentracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Marchesi e
Feng, 2007). Nao ha nenhuma evidéncia, a nosso conhecimento, sobre o efeito do extrato
bruto de Mauritia flexuosa especialmente no padrdo de atividade mitocondrial e estado
apoptose dos espermatozoides de mamiferos. Vale ressaltar que o presente estudo foi o
pioneiro avaliando o efeito deste extrato sobre os parametros pés-descongelamento de
espermatozoides caprino.
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A integridade da membrana plasmatica, bem como mitoc6ndrias com alto potencial de
membrana estdo relacionados a espermatozoides com boa motilidade, de modo que nesse
experimento os resultados dos parametros motilidade e vigor estdo correlacionados com 0s
obtidos no potencial de membrana mitocondrial, ambos os valores encontrados estdo. A queda
de potencial mitocondrial foi associada a ativacdo de vias apoptdticas, mediadas pela

liberacdo de citocromo e das mitocondrias (Aly, 2013).

Os percentuais médios de espermatozoides com membrana plasmatica integra foram
23,79 £ 15,3, 7,42 £ 6,83 para o grupo controle e o grupo G10 respectivamente para o teste de
fluorescéncia (Figura 5). O grupo controle proporcionou um maior percentual de
espermatozoides com a membrana plasmatica intacta. Entretanto esses valores ainda estéo
bem abaixo dos encontrados por outros autores. A criopreservacdo afetou de forma drastica o
percentual de células vidveis, observada pelo método das sondas fluorescentes, com reducéo
no percentual de células viaveis no sémen criopreservado (p < 0,05), independente do
crioprotetor utilizado (Tris gema, Tris+ 5% de extrato de Mauritia flexuosa e Tris+10% de
Mauritia flexuosa). Os espermatozoides sdo especialmente vulneraveis a propagacdo da
peroxidacgdo lipidica devido a abundéncia de &cidos graxos poli-insaturados (Watson, 1995).
De acordo com Salamon e Maxwell (1995), apenas 20-30% das células espermaticas

permanecem integras apds o descongelamento.

Figura 5. Espermatozdide com membrana plasmatica intacta, avaliado pelo teste de
fluorescéncia com Diacetato de Carboxifluoresceina e lodeto de propidio usando filtro com
excitacdo de 492 nm e emissdo de 517 nm (40x).

Fonte: Arquivo Pessoal
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Peterson et al. (2007) utilizaram uma combinag&o de sondas fluorescentes SYBR®*/IP
para avaliar a integridade da membrana de espermatozoides caprinos e relataram existir
correlacdo entre a proporcdo de células com membranas intactas e a quantidade de
espermatozoides moveis. Porém, Coleto et al. (2002) utilizando a combinacédo de diacetato de
carboxifluoresceina (DCF) com iodeto de propidio (Pl) para avaliacdo da viabilidade
espermatica de caprinos demonstraram baixa correlagdo entre a técnica de fluorescéncia e a
motilidade e o vigor espermatico (r= 0,1403). Os resultados citados acima corroboram com 0s
valores encontrados em nossa analise; a correlacdo entre a integridade de membrana e a

motilidade espermatica, ambas abaixo dos valores aceitaveis para fertilizacéo.
CONCLUSAO

Observou-se que o grupo controle contendo como diluidor a gema de ovo obteve os
melhores resultados comparado aos grupos contendo diferentes concentragcdes de Mauritia
flexuosa, contudo a presenca de motilidade e vigor apds descongelagdo nos grupos que
conttm o citado extrato sugere que ainda pode torna-se uma alternativa viavel na

criopreservacao de sémen.
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ANEXO 1

PREPARO DO DILUENTE SEMINAL

Identificacéo do Animal:

Grupos TRIS EXTRATO GEMA TOTAL

G5

G10

GC

ANALISE MACROSCOPICA

Coleta Data: [/

Volume:

Aspecto:

Turbilhonamento:

Motilidade:

Vigor:

Concentracao:

Quadrados:

TOTAL:

CALCULOS

C1V1=C2V2
C. V. M/10

Total de Diluente:
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
~ PRO-REITORIA DE PESQUISA
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Campus Universitario Ministro Petrbnio Portela, Bairro Ininga. Teresina, Piaul, Brasil; CEP: §4049-550
Telefone (86) 3215-5734 _e-mail: ceeapi@ufpi.edu.br

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado “Avaliagdo in vitro do sémen caprino
criopreservados em Solugdo Tris acrescido de extrato de Mauritia Flexuosa em
diferentes concentragoes”, protocolo n°® 106/15, sob a responsabilidade de NEY
ROMULO DE OLIVEIRA PAULA- que envolve a produgao, manutengao e/ou utilizacao
de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins
de Pesquisa Cientifica- encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), e foi
Aprovado pela Comiss8o de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFPI) da Universidade
Federal do Piaui, em Reunido na presente data 23/10/2015.

Vigéncia do Projeto | Dezembro/ 2015 a Fevereiro/ 2016 z i
Espécie/Linhagem | Caprinos e “
N° de Animais 04
Peso/ Idade .
Sexo Machos
Origem Animais alojados no Setor de Reprodugao animal,
localizado na UFPI, Campus Ministro Petrénio Portela
no CCA, Teresina-Piaui.
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