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"There’s no such thing as a painless lesson -
they just don’t exist. Sacrifices are necessary.
You can’t gain anything without losing
something first. Although if you can endure
that pain and walk away from it, you’ll find
that you now have a heart strong enough to
overcome any obstacle. Yeah... a heart made
Fullmetal”.

— Edward Elric, FullmetalAlchemist



RESUMO

Este trabalho baseia-se na valorizacdo da bovinocultura no mercado, pois é preciso que as
amostras de sémen cheguem ao destino final menos danificada possivel, para que seja
realizada inseminacdo artificial (1A) com sucesso. Para isso, no processo de criopreservagéo
h& a necessidade de utilizar diluentes que protejam a célula espermatica. Este trabalho tem por
objetivo geral testar diferentes extratos vegetais como agentes antioxidantes no congelamento
de sémen bovino. Além de (a) avaliar os padrbes seminais pds-descongelamento na presencga
de diferentes antioxidantes, (b) avaliar os efeitos dos antioxidantes sobre a motilidade e o
vigor das células espermaticas, (c) mensurar 0 dano de membrana nos espermatozoides
através da medida da peroxidacdo lipidica (TBARS) e (d) mensurar a atividade da enzima
antioxidante catalase (CAT). O procedimento iniciou na coleta de sémen dos machos e
seguido do diagnostico preliminar do sémen via andlise por volume, aspecto, turbilhdo,
motilidade e vigor sob o microscopio. Em seguida as aliquotas serdo separadas em seis grupos
para diluicdo: controle positivo (20% gema de ovo), controle negativo (meio base), tratado
com antioxidantes (Anacardium microcarpum, Stryphnodendron adstringens, Croton
campestris e Duguetia furfuraceae), todos com 6% de glicerol, seguido do congelamento que
inclui trés etapas: 3h (4°C), 20min em vapor de nitrogénio liquido (N2) (-70°C) e finalmente a
imersdo em N2. Posteriormente as amostras foram descongeladas e analisadas com 0s mesmos
critérios anteriores. Foram utilizados os ensaios bioquimicos de thiobarbitutic acid reactive
substances (TBARS) e atividade da enzima antioxidante catalase (CAT) para avaliacdo do
dano espermatico durante o processo de congelamento do sémen. Os resultados obtidos
demonstram que 0s extratos vegetais ndo tenham sido efetivos no melhoramento da
congelabilidade dos espermatozoides nesses testes, mas demonstraram comportamentos
bioguimicos entre si. O uso de extratos vegetais podem ser tornar uma alternativa viavel desde
gue haja mais estudos para identificar quais extratos podem ter um papel determinante na

protecdo celular durante congelamento.

Palavras-chave: Criopreservacdo. Sémen Bovino. Antioxidantes. Biotecnologia Animal.

Reproducdo Animal.



ABSTRACT

The importance of this project’s achievement is based on the bovine culture appreciation in
the market because the semen samples need to reach the final destiny less damaged as
possible to be successful used in artificial insemination (Al). Therefore, in the
cryopreservation process is necessary to use diluents which protect the spermatic cells. This
projects aims to test different plant’s extracts as antioxidants agents during cryopreservation
in bovine semen. In addition, the evaluation of (a) seminal patterns after thawing in the
presence of different antioxidants, (b) the effects of these antioxidants on the motility and
sperm vigour, (c) measuring cell damage using TBARS assay and CAT assay. The semen
collection started the procedure followed by the preliminary volume, aspect, vortex, motility
and vigour analysis under microscope. Furthermore, the samples are separated in six different
groups: positive control (20% egg yolk), negative control (basic medium) and groups treated
with antioxidants (Anacardium microcarpum, Stryphnodendron adstringens, Croton
campestris e Duguetia furfuraceae), all the sample were also treated with 6% glycerol,
followed by three steps: 3h (4°C), 20 min at nitrogen liquid vapour (N2) (-70°C) and finally
N2 immersion. Posteriorly, the samples were thawed and analysed with the same previous
parameters, besides the biochemical assays TBARS and CAT activity for evaluation of the
sperm samples during the cryopreservation process. The results showed the plant’s extracts as
viable alternative, but more studies are needed to identify which extracts are truly acting as

cell protector during the freezing process.

Keywords: Cryopreservation. Bovine Semen. Antioxidants. Animal Biotechnology. Animal

Reproduction.
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1 INTRODUCAO

1.1 Sistema de Criacéo de Bovinos

A domesticacdo de animais € umas das atividades mais antigas praticadas pela
humanidade, a domesticacdo bovina data de 10.500 anos atrds devido a necessidade de
alimento pois 0s seres humanos deixaram de ter comportamento de coletores para
estabelecerem-se em lugares definidos. Portanto, houve o aumento da demanda de alimento,
tanto vegetal como animal e com isso animais foram domesticados e separados em grupos,
chamados de rebanhos. O rebanho é composto por bois (machos castrados), as vacas e 0s
touros que séo os reprodutores e suas proles, possuindo duas subespécies distintas: Bos taurus
taurus de origem europeia e Bos taurus indicus (zebuinos provenientes da Asia). O Bos
taurus taurus descendem do Auroque (Bos primigenius), um bovino selvagem primitivo
extinto em 162742,

A bovinocultura brasileira é uma poténcia mundial, envolvendo desde melhoramento
genético até a criagdo destes animais, tanto para producdo de leite, carne e muitos outros
subprodutos®. Segundo o Instituto brasileiro de geografia e estatistica (IBGE), em 2015, o
tamanho do efetivo dos rebanhos do Brasil possuia um total de 215,2 milhdes de cabecas de
gado, onde 13,7 milhdes estdo somente no Rio Grande do Sul. Em relacdo a produtos de
origem animal, resultados também de 2015 mostraram uma producéo de 35 milhdes de litros
de leite, representando um valor de 34,7 milhdes de reais*. Ja na producio de carne, foram
mais de 7,5 milhGes de cabegas abatidas no segundo trimestre de 2016°. Mas n&o sdo sO esses
produtos provenientes da bovinocultura, pois desta criacdo pode-se aproveitar outras partes
dos animais como pele, esterco, gordura, entre outros. (Figura 1).

Bovinos sdo animais sociais e vivem em grupos chamados rebanhos, e cada rebanho
possui 0 macho dominante que por sistema poligamico fertiliza grande parte das fémeas do
grupo. Essa monta natural acontece ao longo de todo o ano, pois as vacas ndo apresentam
sazonalidade reprodutiva, e ao fim da gestacdo de nove meses obtém-se geralmente um
bezerro macho ou fémea, que terd o cuidado materno ao longo dos préximos seis meses. Estes
animais atingem a maturidade sexual com aproximadamente 1 ano e continuam até os 12

anos, podendo viver até os 20 anos de idade em confinamento?.
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Figura 1 - Esquema de produtos derivados da bovinocultura.
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Fonte: AgriBeefCo., traduzida por BeefPoint (http://www.beefpoint.com.br/cadeia-produtiva/giro-do-

boi/conheca-todos-os-produtos-que-sao-feitos-a-partir-de-bovinos-infografico/)

1.2 Fisiologia da reproducéo

O aparelho reprodutor do macho um é complexo de 6rgdos que atuam em conjunto
para producdo e liberacdo de espermatozoides no trato da fémea. Os touros possuem dois
testiculos os quais ficam armazenados dentro da bolsa escrotal e funcionam como 6rgéos
primarios da reproducdo principalmente com a funcdo de producdo, que ocorrem dentro dos
tubulos seminiferos, das células reprodutivas e do horménio sexual masculino (testosterona),
além de outros como progesterona, estrogeno e colesterol. O epididimo trata-se de um longo
canal composto por trés partes (cabeca, corpo e cauda) que proporcionam o ambiente ideal
para que os espermatozoides amadurecam durante o percurso além de capacitarem-se para a
fertilizacdo. O ducto deferente é uma continuidade da cauda do epididimo a qual permite a
passagem dos espermatozoides para a uretra. As glandulas acessorias sdo formadas pelo
agrupamento das glandulas vesiculares, prostatica e bulbouretral, onde basicamente ha a

producdo do plasma seminal responsavel como veiculo para os espermatozoides, sendo ele



12

também o responsavel pelo volume do ejaculado, onde h&d um niimero muito menor de células
reprodutivas em relacdo a quantidade de plasma seminal, além do odor, pH e fornecimento de
nutrientes para os espermatozoides. O pénis é o 6rgdo que permite a copula com a fémea,
envolvido por uma camada de pele (preplcio) e glandulas que protegem o pénis e o
lubrifica®’®,

Figura 2 - Trato reprodutivo do macho (touro).
P '
: Prostete Rectum ¢

. ; Tl
Seminal Vesicles e o 5

Ampullag

H Umen Bl adder
Urethra

Cowper’s|

Vas Deferens Glands

Retractor
Muscles

Scrotum

Epididymis

Fonte: The cattle site (http://www.thecattlesite.com/articles/838/maximizing-beef-bull-fertility-and-

reproduction/).

1.3 Biotécnicas da Reproducéo

Com os avangos nas biotécnicas de reproducdo animal, como inseminacdo artificial
(IA), transferéncia de embrides (TE) e fertilizagdo in vitro (FIV)!, o rebanho bovino
brasileiro tem sido melhorado a fim de trazer maior lucratividade para os produtores,
aumentando o numero de proles obtidas por estacdo reprodutiva. A 1A é uma técnica baseada
na introducdo de uma parcela de sémen no trato feminino. Sua denominacdo é diferenciada
pelo local de deposicdo, sendo muito vantajosa no ponto de vista cientifico, técnico e
zootécnico pois acelera o melhoramento do rebanho possibilitando o uso de touro
geneticamente selecionados, ajuda a evitar cruzamentos entre consanguineos (parentes),
possibilita o cruzamento de ragas, possibilita a importagdo de material genético de outras

regides ou paises etc!?3. O sémen utilizado em conjunto com essa técnica pode estar de 3
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formas diferentes: fresco, resfriado e congelado. O sémen fresco é o que oferece nimeros
melhores em relacdo a taxa de gestacdo, porém o mais inflexivel para sua utilizacdo pois ha
limitagBes quanto ao tempo de utilizacdo. Sua forma de deposicdo geralmente € intravaginal e
pode ser utilizada mesmo sem adi¢cdo de diluente, embora deva ser levado em consideragéo
algumas variaveis como: volume do ejaculado, aspecto, nimero de fémeas a ser inseminada
entre outros. O sémen resfriado deve ser mantido em temperatura préximo a 4°C e pode ser
armazenado até 9 dias, diferente do sémen fresco que perde muita qualidade espermaética
quando armazenado, embora quando comparado ao sémen congelado, o sémen resfriado ap6s
72 horas comega a perder viabilidade independente do diluente. Além disso outros fatores
devem ser observados como: qualidade de amostra inicial, temperatura de armazenamento,
diluente e quantidade total de células utilizadas por inseminacdo. Finalmente, o sémen
congelado apresenta-se como o0 mais flexivel, o que permite que as amostras sejam
transportadas por longas distancias até o momento da inseminacdo. Entretanto, o sémen
congelado sofre mudangas fisiologicas muito drasticas durante o periodo de congelamento e
descongelamento levando a diminuicdo das taxas de prenhez a IA. Essa diminuicdo da
qualidade espermatica se deve ao estresse fisico-quimico que 0s espermatozoides sao
submetidos, levando a danos como desorganizacdo das membranas celulares'?. O processo de
congelamento é feito de maneira gradual e equilibrada, para que as células desidratem, pois
do contrario haveria formacdo de cristais de gelo que acarretaria na morte dos
espermatozoides, e a0 mesmo tempo evitando a exposicdo excessiva a altas concentracdes de
soluto®®.

A criopreservacao de sémen € das biotécnicas mais utilizadas desde que foi descoberta
a funcdo da gema de ovo como crioprotetor extracelular'4, num segundo momento o glicerol
foi utilizado como crioprotetor das células espermaticas, porém de forma mais efetiva pois a
sua acdo é intracelular, o que garante um sistema de protecdo a célula mais adequado ao
processo de resfriamento®. O glicerol, possui trés grupos hidroxilas que aceitam um
hidrogénio da molécula de agua em 6 sitios diferentes diminuindo a diferenca de
osmolaridade do meio de congelamento, pois esta molécula tem livre acesso ao meio interno e
externo.

Figura 3 - Molécula de Glicerol.

OH OH OH

CH,—CH—CH,

Fonte: GONZALEZ, 2004.
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Os meios de cultura quando submetidos a temperaturas muito baixas, como no caso da
criopreservagdo e como acontece em outras solugdes, tendem a formar cristais de gelo
intra/extracelular, o que leva ao aumento da pressdao osmotica fora da célula devido a
concentracdo de solutos na parte ndo congelada criando um ambiente inadequado para a
sobrevivéncia celular. Com o glicerol como crioprotetor, durante o processo, esta molécula se
liga a fosfolipidios da membrana espermatica para estabilizacdo a fim de evitar o rompimento
da estrutural®. Entretanto, a utilizacdo do glicerol é limitada por possuir toxicidade altamente
dependente da taxa de resfriamento, velocidade de congelamento, composicdo do meio
diluente e da forma que o glicerol é adicionado a mistura®®.

Outro fator que influencia a qualidade espermaética € a geracao de espécies reativas de
oxigénio (ROS, de reactive oxygen species), radicais livres e oxidantes, termos relacionados a
quimicos reativos ao metabolismo de oxigénio tendo como representantes principais: 0 anion
superoxido (O2), o radical hidroxila (-OH) e o perdxido de hidrogénio (H20,)'®. Baixas
concentracdes de ROS sdo geradas e degradadas como metabolismo normal das celulas, como
por exemplo a fungdo do peroxido de hidrogénio e o anion superoxido em processos de
fertilizacdo. Entretanto o aumento significativo da concentracdo dessas espécies afeta o
sistema de defesa do espermatozoide que é escasso de liquido citoplasmatico, por isso quem

faz este papel é o plasma seminal, rico em antioxidantes®’.

1.4 Antioxidantes

Devido aos danos oxidativo causados aos espermatozoides pela criopreservacéo,
alguns aditivos sdo acrescentados ao diluente para evitar ao maximo a geracdo de ROS.
Algumas plantas naturalmente possuem efeitos antioxidantes como o0 caju-do-campo
(Anacardium microcarpum), uma planta nativa do nordeste do Brasil rica em vitamina C,
acucares, minerais e compostos fenolicos, usada popularmente para combate a inflamacao,
reumatismo, tumores e outra doencas relacionadas a radicais livress/ROS/RNS (reactive
nitrogen species). A. microcarpum possui efeito antioxidante inibindo radicais livres e a
peroxidacdo lipidica em cérebro e figado de ratos, devido ao seu contetdo de compostos
fenolicos e flavonoides?®.

O barbatimdo (Stryphnodendron adstringens) é uma arvore encontrada no cerrado
brasileiro!®, que possui uma alta concentracdo de taninos em sua composicdo além de outros
compostos fendlicos e flavonoides delegando a ele poder antimicrobiano (antisséptico),

antioxidante e anti-inflamatorio?!. Esta planta é popularmente utilizada no tratamento de
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leucorréia, diarreia, hemorragias e cicatrizacdo de feridas®®?2. A atividade antioxidante desta
planta se deve a alguns mecanismos que incluem a decomposicdo de perdxidos, prevengdo do
sequestro continuo de hidrogénio que gera as ROS, alta capacidade de reducédo e eliminagéo
de radicais®®.

Croton campestris, comumente conhecida como Velame-do-campo, € uma espécie
também nativa da area do cerrado brasileiro normalmente usada para combater distirbios
gastricos, hematoldgicos e inflamatorios, assim como, problemas respiratorios. Esta planta é
substancialmente conhecida por possuir propriedades antibacterianas, antibioticas, anti-
inflamatérias e antioxidantes?.

Outra planta, frequentemente usada para o tratamento de reumatismo e célica renal,
pertencente a familia Annonaceae, a Ata-de-lobo (Duguetia furfuracea) possui efeito anti-
hiperlipidémico, antibactericida, antitumoral, larvicida, além de funcionar como inibidor de
apetite. Os efeitos antioxidantes de D. furfuracea estdo relacionados com a atividade de
compostos fendlicos presentes, principalmente pela captacdo de radicais livres e funcéo
quelante sob os metais de transicdo para facilitar a eliminag&o?*.

O espermatozoide possui algumas defesas antioxidantes (enzimaticas ou nao-
enzimaticas) que tem como funcdo a inibicdo ou reducdo dos danos causados pela acéo
danosa das ROS. A superoxido dismutase (SOD) uma metaloproteina que possui cofatores
como Cobre (Cu), Zinco (Zn), Manganés (Mn), Ferro (Fe) e Niquel (Ni), presente no citosol e
nas mitocondrias das células eucarioticas. Possui fungdo de proteger as células da acdo do
anion superoxido®. A catalase é uma enzima catalisadora da decomposicdo do perdxido de
hidrogénio (H.02) em agua e oxigénio, deixando de ser altamente danoso para a célula
espermatica 2. A glutationa peroxidase age como uma das principais da defesa antioxidante
removendo o H202. Esta peroxidase reduz o H202 em H20 e a glutationa reduzida (GSH) doa
hidrogénios para os O, remanescentes?®,

Os antioxidantes ndo-enzimaticos sdo compostos sintéticos que fazem parte de
suplementos da dieta alimentar. Geralmente sdo compostos de baixo peso molecular como o
acido ascorbico (Vitamina C), tocoferol (Vitamina E), acido urico, acido-alipoico, zinco,
taurinas, glutationas, entre outros, o qual possuem funcdo de proteger os lipideos da

membrana de degradacio e remover radicais peroxil?®.



16

2 JUSTIFICATIVA

O uso de sémen congelado vem aumentando gradativamente nos ultimos anos em
decorréncia do aumento do uso da Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo (IATF), uma
biotécnica que tem resultado numa aceleragdo no processo de selecdo animal. Um dos grandes
gargalos da IATF sdo os baixos indices de prenhez, em funcdo de uma qualidade de sémen
ainda abaixo do ideal para uso dessa forma. Outra biotecnologia que impacta diretamente na
qualidade espermatica é a sexagem de espermatozoides, na qual o processamento do sémen é
bastante demorado, causando injurias irreversiveis as células. Visando identificar possiveis
fatores que medeiam os danos aos espermatozoides se faz necessario a identificacdo de

extratos de planta com potencial antioxidante bem definido nesse processo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Testar diferentes extratos vegetais como agentes antioxidantes no congelamento de

sémen em bovinos.

3.1 Objetivo especificos
- Auvaliar os padrGes seminais pés-descongelamento na presenca de diferentes
antioxidantes;
- Avaliar os efeitos dos antioxidantes sobre a motilidade e o vigor das células
espermaticas;
- Mensurar 0o dano de membrana nos espermatozoides através da medida da
peroxidacao lipidica (TBARS);

- Mensurar a atividade da enzima antioxidante catalase (CAT).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta do Sémen

As amostras utilizadas para os experimentos descritos neste trabalho foram coletadas
de 4 touros da raca Brafford, de aproximadamente 24 meses, sexualmente maduros e
mantidos em regime extensivo. Os animais foram contidos em tronco de manejo para
assegurar a integridade da equipe de coleta e 0 sémen foi coletado utilizando eletroejaculador,
que consiste de um eletrodo, o qual utiliza uma corrente alternada sobre as glandulas
vesiculares para induzir a ejaculacdo. Esse método é considerado um procedimento de rotina
para avaliacdo de reprodutores pré-estacdo de monta. Segundo o § 3° do Art. 1° da Lei n°
11.794 de 08 de outubro de 2008 presente nas Normativas do CONCEA, 2° Ed. de 2015,
praticas zootecnicas relacionadas a agropecuaria como coleta seminal ndo sdo consideradas

atividades de pesquisa, sendo isentas de aprovacao pelo comité de ética.

4.2 Anélise do sémen

Apos a coleta foi avaliado o volume, o aspecto, o turbilhdo, a motilidade e o vigor
utilizando um microscépio 6ptico em aumento de 40 a 400 vezes dependendo do parametro.
As amostras dentro dos padrGes seminais adequados foram submetidas ao processo de
diluicdo e inicio do processo de congelamento. Para isso, foram organizados quatro grupos de
tratamento durante o periodo de pré-congelamento constituidos do meio base contendo Tris
(3,187g), éacido citrico (1,7815g), frutose (1,316g), agua destilada 80ml g.s.p. Como
crioprotetor foi utilizado 6% de glicerol em todos os tratamentos. Os grupos tratamentos
foram constituidos do meio base acrescidos dos diferentes tipos de antioxidantes sendo eles:
Anacardium microcarpum (Caju-do-campo), Stryphnodendron adstringens (Barbatiméo),
Croton campestris (Velame-do-campo), Duguetia furfuracea (Ata-de-lobo) em concentracdo
de 10mg/ml (1%), baseado em resultados de Dias et al (2014)%, apresentados na forma de
extratos vegetais. Estest extratos foram obtidos a partir de uma parceria com o0 GPEOSC —
Unipampa/SG, A. microcarpum e S. adstrigens sdo provenientes da casca das plantas,
enquanto C. campestris e D. furfurace sdo macerados de folhas. Um grupo controle positivo
(C*) com a adicdo de gema de ovo (20%) foi conduzido no intuito de validar o processo de
congelamento, entretanto, esse grupo ndo foi avaliado bioquimicamente quanto as alteracfes
devido a geracdo de ROS. Além disso um grupo controle negativo (C°) constituido apenas do

meio bésico serviu de pardmetro para a comparacdo dos demais grupos.
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4.3 Diluicao e congelamento do sémen

O sémen foi congelado em palhetas de 0,5ml sendo previamente diluido nos diferentes
meios com uma quantidade de 30 milhGes de células espermaticas por palheta. As palhetas
dos diferentes grupos foram identificadas e preenchidas com o sémen diluido sendo
posteriormente lacradas e submetidas ao inicio do processo de congelamento. As etapas de
congelamento foram conduzidas de maneira lenta com o objetivo de minimizar a geragéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), porém, por ser um processo agressivo as células, ndo é
possivel evitar que ocorra. Na primeira fase, as amostras permaneceram por 3 horas a uma
temperatura 4°C (geladeira). Depois disso, as amostras foram submetidas ao contato imediato
com vapor de nitrogénio (-70°C) por 20 minutos e ao final do processo foram imersas em
nitrogénio liquido (-196°C). As amostras foram acondicionadas em um botijdo isocriogénico

até o momento das andlises laboratoriais, por volta de duas semanas ap0s o congelamento.

4.4 Analise do sémen pos-descongelamento

Apo6s o processo de congelamento, as amostras foram armazenadas e mantidas em N até
0 momento das analises. As amostras foram avaliadas quanto aos padrdes tradicionais para
qualidade de sémen que utiliza um meétodo subjetivo baseado no percentual de células como
movimento progressivo (0-100%) e no vigor que é a forca de movimentacdo do
espermatozoide (escala de 0-5). Para o processo de descongelamento, as palhetas sdo imersas
em banho maria a 37°C durante 30 segundos. A peroxidacdo lipidica foi estimada
colorimetricamente pela medicdo da peroxidacdo lipidica. Estes niveis no sémen foram
avaliados e determinados medindo as substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS)
como descrito por Ohkawa et al., 1979%°. Uma aliquota (200 pL) foi misturada com 500 pL
de acido tiobarbitdrico (TBA, 0,6%), 200 uL de dodecilsulfato de sddio (SDS, 8.1%), e 500
pL de acido acético (500 mM, pH 3.4) sendo incubado a 100°C durante 1 hora. Niveis de
TBARS foram medidos a 532 nm utilizando uma curva padrdo de malondialdeido (MDA) e
os resultados foram relatados como nmol MDA/mg.

A atividade de catalase (CAT) no sémen foi avaliado como descrito por Nelson e
Kiesow (1972)?" com uma ligeira modificacdo. O sémen foi homogeneizado em tampao
fosfato de potassio 50 mM, pH 7,5 numa propor¢do 1/5 (p/v). A decomposicao de 30 mmol
de H»0; foi sistematicamente seguida pela monitorizacdo da diminuicdo da absorbancia a 240
nm. A alteracdo na absorbancia é diretamente proporcional a medida da atividade da CAT. A

diminuicdo na absorcdo foi seguida durante 3 min e mmol H.O> degradado por minuto e
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definido como U/mg de proteina. As determinagdes de TBARS e CATALASE foram obtidas

a partir de triplicatas.

4.5 Anélise Estatistica
Os resultados sdo expressos em média mais erro padrdo. Os dados foram analisados
por ANOVA usando o software GraphpadPrism. As diferencas entre as médias foram

avaliadas pelo teste Tukey (p<0.05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos padrGes seminais avaliados apds o descongelamento do sémen
revelaram que o processo de congelamento foi efetivo, pois o grupo controle positivo
(contendo gema de ovo) apresentou uma motilidade de 45% e vigor 3, demonstrando que 0
processo de congelamento, embora com valores abaixo do desejavel, foi efetivo em manter
células vivas ap6s o descongelamento conforme cita Siqueira et al., 2007°. O grupo controle
negativo, baseado apenas no meio quimicamente definido, teve os valores para motilidade e
vigor diminuidos, ficando com 15% e 1 respectivamente. Ja 0s grupos tratamentos, contendo
0s antioxidantes tiveram resultados variados onde, A. microcarpum e D. furfuracea
demonstraram valores de motilidade e vigor respectivamente de 10% e 2; e 5% e 1. Os grupos
congelados na presenca de S. adstringens e C. campestris ndo foram efetivos em manter as
células vivas apresentando 0% de células vivas e por consequéncia O de vigor, contrariando os
resultados de Dias et al., 2014% que demostraram ser possivel, embora de outra espécie,
congelar sémen de carneiro na presenca desses AOXs (Figura 4).

Figura 4. Valores dos padrbes seminais pds descongelamento. O controle positivo ratificou o sucesso do
processo de congelamento. No controle negativo os valores foram mais baixos pois possuiam apenas glicerol
enguanto o controle positivo apresentava glicerol mais a gema de ovo. Entre os tratados A e B ainda mantiveram
celulas miveis, porém C e D causaram a morte de todo o conjunto celular sendo impossivel a mensuracdo de
motilidade e vigor. Legenda: A — A. microcarpum, B —S. adstrigens, C — C. campestris e D — D. furfuracea.

Padrdes Seminais Motilidade Vigor

Cd’ 45% 3 C™ controle positivo
[:‘ 15% 1 C- controle negativo
A 10% 2 A A microcarpum
B 5 % 1 B S cm’.sm'nger.s.s

C C. campestris
C D% 0 D D. finfuracea
D 0% 0

Fonte: A Autora.

Durante o processo de diluicdo do sémen na presenca de A. microcarpum foi
observado a formacdo de grumos o que tambeém foi observado no grupo S. adstringens, no

entanto nesse ndo foi observado sobrevivéncia de espermatozoides, o que leva a crer que essa
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formacdo grumosa pode ter desencadeado alguma reacdo celular que causou a morte das
celulas. As células congeladas na presenga de C. campestris também ndo sobreviveram, mas
diferentemente dos AOX citados anteriormente, ndo houve formagédo de grumos.

Os danos na membrana plasmatica do espermatozoide determinam efeitos irreversiveis
como perda de motilidade e por consequéncia a capacidade fecundante!2. Isso corrobora com
0s resultados obtidos, pois a medida que o tempo foi passando durante o processo de
congelamento, gradativamente o percentual de células vivas foi diminuindo (dados néo
mostrados), resultando ao final do processo, valores muito abaixo do encontrado no grupo
controle.

Os espermatozoides sdo susceptiveis a oxidacdo da membrana plasmética como outras
células somaticas devido a presenca de &cidos graxos poliinsaturados, a peroxidacao lipidica
dessa membrana € uma das provaveis causas de lesdes que determinam a morte dos
espermatozoides®®. Os resultados de TBARS mostram que em todos 0s grupos analisados
houve algum dano de membrana observado pelos valores de TBARS que foram no Controle
Negativo 4,65 + 1,44 A. microcarpum 2,03 £0,38, S. adstrigens 3,71 = 0,35, C. campestris
6,53+ 0,29 e D. furfurace 5,44+ 0,04, mostrando diferencas significativas pelo teste ANOVA
(p<0,0001) figura 5, no entanto pelo teste t ndo houve diferencas significativas. Pode ser
observado que o A. microcarpum e o0 S. adstringens apresentaram menores valores na
producdo de TBARS, levando a ideia de que ambos sdo capazes de preservar as reacoes
oxidativas no meio. Porém vale ressaltar que o grupo contendo S. adstringens nao foi capaz
de manter células vivas logo apds a sua adicdo ao meio, portanto, os resultados de TBARS
para esse grupo podem nédo se traduzir em uma efetiva protecdo as células, uma vez que o

processo de geracdo de ROS possa ter cessado logo apos a presenca dele ao meio.
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Figura 5. Mensuracdo da peroxidacdo lipidica (TBARS) por nmol de malondialdeido MDA/mL. Como mostra o
grafico em todos os grupos tratados houve dano celular, mostrando diferencas significativas comprovadas pelo
teste estatistico ANOVA, porém no teste dos grupos ndo apresentaram as diferencas estatisticas. Legenda: A — A.
microcarpum, B — S. adstrigens, C — C. campestris e D — D. furfuracea.

TBARS
8-
@l control
T A - A. microcarpum
B o @ B-S. adstrigens
g C - C. campestris
= 4+ @8 D - D. furfuracea
©
B 5 T
0-
» ¢
{sp v Q
i Tratamentos

Fonte: A autora.

Por outro lado, os resultados advindos das mensuragfes dos grupos contendo C.
campestris e D. furfuracea, mostram que a presenca desses extratos ao meio de congelamento
acabou gerando mais produtos da peroxidacao lipidica, mostrando claramente que o fato de
ndo haver células vivas apds o descongelamento no grupo tratado com C. campestris possa
ser associado ao fato de ter gerado mais ROS. Contrariamente a essa linha de raciocinio, o
grupo D. furfuracea, embora tenha alcancado valores parecidos com o C. campestris, foi 0
extrato que foi capaz de manter células vivas apds o descongelamento.

Os resultados da mensuracdo da enzima CAT demonstram que no grupo controle
negativo o valor de referéncia 9,23 ficou muito acima dos valores dos demais grupos tratados
com extratos vegetais, sendo que D. furfuracea (3,41) teve o menor valor atividade da enzima
CAT dentre os extratos. C. campestris (5,21) e S. adstringes (3,47) (figura 6), também
tiveram valores da atividade da enzima CAT bem abaixo do controle negativo, sendo esses, 0s
extratos que ndo foram capazes de resultar células vivas ap0s o processo de descongelamento.
No entanto, a atividade enzimética foi menor, deixando claro que 0s extratos evitam o
processo de disponibilizacdo de peroxidos no meio para que a CAT atue. O grupo A.
microcarpum nao reagiu ao teste da CAT, portanto as analises estatisticas ndo foram possiveis

de serem realizadas, necessitando novos testes.
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Figura 6. Mensuracdo da atividade da enzima catalase (CAT). Em comparacdo ao controle negativo, todos os
grupos tratados com os extratos vegetais diminuiram a atividade de CAT, sendo D. furfuracea o mais efetivo. O
grupo A. microcarpum ndo reagiu com a CAT, impossibilitando anélises estatisticas, sendo necesséario futuros
testes. Legenda: B — S. adstrigens, C — C. campestris e D — D. furfuracea.

CAT

—
g

@ control
B B -S. adstrigens

C - C. campestris

@ D -D. furfuracea

[+ <]
]

u/mg de proteina
i

4-
24
0- T
O
&
< Tratamentos

Fonte: A autora.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Embora os resultados com a utilizagcdo de extratos vegetais ndo tenham sido efetivos
na capacidade de melhorar o resultado de congelabilidade de células espermaticas de bovinos,
ficou evidente que os diferentes extratos vegetais utilizados nesse trabalho, quando
adicionados ao meio de congelamento, demostraram comportamentos bioquimicos diferentes
entre si.

O uso de extratos vegetais adicionados ao meio de congelamento pode ser uma
alternativa viavel, no entanto, mais estudos devem ser conduzidos para identificar quais
extratos podem ter um papel determinante na prevencdo dos danos de membrana no

espermatozoide.
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