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RESUMO

RAMOS, Priscilla do Carmo de Azevedo, M.Sc., Universidade Federalgisa/ijulho de 2012
Uso de antocianina na criopreservacdo de sémen Caprin@rientador: Jsé Domingos
Guimaraes. Coorientador: Eduardo Paulino da Costa.

Objetivou — se com este estudo verificar se a antocianina tem efeito sobre a
integridade da membrana plasméatica dos espermatozoides de caprinos e investigar o potencial
desse antioxidantes no uso de meios diluidores de criopreservacdo de sémen caprino. Dez
ejaculados de cada reprodutor foram obtidos e denominados partidas, onde no final do
experimento foram congeladas 10 palhetas de 0,25mL de cada partida totalizando 400
palhetas congeladas de cada tratamento e controle, sendo apés a diluicdo na proporcao de 1:]
(sémen x Bovimix) determinou-se a concentracdo espermatica. Em seguida, o sémen fresco
foi diluido com o diluidor Bovimix® (controle); Bovimix® + 2,5% de antocinina (tratamento
1); Bovimix® +2,5% antocianina + 2,5% de ciclodextrina (tratamento 2); Bovimix® +2,5%
antocianina + 2,5% de ciclodextrina (atomizado) (tratamento 3). ApGs as dilui¢bes finais, o
sémen foi envasado, resfriado e congeldgms sete dias, as partidas foram descongglada
em banho - Maria a 37°C para avaliacdo do sémen-pdsscongelamento (motilidade
espermatica progressiva retilinea, vigor espermatico, teste supra vital, fluorescéncia, e
morfologia espermética). Foi verificado diferenca (p<0,05) nas médias da motilidade
espermatica, entre os tratamento 1 (49,8+10,6%), tratamento 2 (50,2+12,1%) e o controle
(40,7+12,4%), enquanto que nao houve diferenca (p>0,05) nos valores médios do vigor, entre
os tratamentos 1 (3,5+£0,4), 2 (3,5+0,4) e o controle (3,4%0,5); houve diferenca (p<0,5) dos
valores médios entre os tratamentos 1 (3,5+0,4) e 2 (3,5+0,4), onde o tratamento 2 apresentou
um vigor espermatico melhor. No teste supra vital obseseodiferenca nos valores médios
da porcentagem de espermatozdides vivos entre os tratamentos 1 (44,8+10,7%), 2
(45,8+13,1%) e o controle (36,9+13,R%m relacdo ao teste hiposmotico os tratamentos 1
(51,3+10,3%) e tratamento 2 (49,2+12,01%), ndo apresentaram diferenca (p>0,05), porém
diferem (p<0,05) do controle (42,4+12,1%). Nos defeitos espermaticos todos os tratamentos
se mantiveram dentro dos parametros aceitaveis para defeitos maiores, menores e defeitos
totais. J& no teste de fluorescéncia o controle apresentou a maior porcentagem de
espermatozoides com baixa atividade mitocondrial e membrana integra (BAMI) ou membrana
lesada (BAML), respectivamente (25,2+14,9%) e (50,2+16,0%) do que os tratamentos; 1
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(11,3£11,2; 33,8+13,9%), 2 (15,3+11,5; 35,1+12,9%), 3 (17,6+11,7; 50,1+18,8%). Quanto
aos padroegle alta atividade mitocondrial membrana integra (AAMI), o grupo controle
(23,2+13,6%) obteve médias inferiores aos tratamentos 1 (51,3+18,6; 3,2+4,5%) e 2
(47,3+16,3; 2,3+4,3). Porém nos padrbes de alta atividade mitocondria e membrana lesada
(AAML) n&o houve diferenca (p>0,05) entre o controle (1,5+2,0%) e os tratamentos; 1
(3,2+4,5%), 2 (2,314,3%) e 3 (1,813,994 adicdo de antocianina proveniente do agai ao
diluente contribuiu para melhorar a preservacao da integridade das membranas na congelacéo

do sémen Caprino.



ABSTRACT

RAMOS, Priscilla do Carmo de Azevedo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2012.
Use of anthocyanin in goat seminal cryopreservatiorAdvisor: José Domingos Guimaraes.
Co-advisor Eduardo Paulino da Costa.

The aim of the study was to verify whether the anthocyanin has an effect on the plasma
membrane integrity of goats spermatozoa and investigate the potential use of antioxidants in
diluents goats semen cryopreservation. The semen from each collection was named after
player game, where at the end of the experiment were 10 frozen straws of 0.2%auh of
game totaling 400 frozen straws of each treatment and control. After dilution 1:1 (sperm X
diluent ) determined sperm concentration. Then, the fresh semen was diluted with tinner
Bovimix® (control); Bovimix® + 2.5% de antocinina (treatment 1); Bovimix® +2.5%
antocianina + 2.5% de ciclodextrina (treatment 2 ); Bovimix® +2.5% antocianina + 2.5% de
ciclodextrina (atomizado) (treatment 3). After the final dilution, the semen was submitted to
the filling, cooling and freezing. After seven datfge matches were thawed in a water bath -
Maria at 37 ° C for semen evaluation post - thawing (total sperm motility, progressive
straight, sperm vigor, supvital test, fluorescence, and morphology). has shown a significant
difference (p<0.05) between treatment 1 (49.8+10.6%), treatment 2 (50.23Ehd%ontrol
(40.7+12.4%), while there was no statistical differene(05) between the force of group 1
(3.2£0.4), 2 (3.4%£0.4), and control (3.3+xQ.3here was a difference between treatments
(3.2£0.4) and 2 (3.4+0.4), where treatment 2 showed a better effect. In thbaestveas

vital - difference in the percentage of live sperm between treatment 1 (44.8+10.7%), 2
(45.8+13.1% and control (36.9113.3%). Regarding testing a hypoosmotic treatment
(51.3£10.3) and treatment 2 (49.2+12.1%), not different (p<0.05), but differ (p>0.05) from
control (42,4+12.1%)jn sperm defects All treatments were maintained within acceptable
parameters for defects and total defects, since the fluorescent assay control had the highest
percentage of sperm with low mitochondrial activity and membrane includes (Bami)
damaged membrane (BAML), respectively (14.9+25.2%) and (50.2%) &f the treatments

1 (11.3+11.2 33.8+13.9% , 2 (15.3+11.5; 35.1+12.9%), 3 (17.6+11.7; 50.1+18.8%). The
standards mitochondrial membrane integrates high activity (AAMI), the control group
(23.2£13.6% averaged less than the first treatment (51.3£18.6; 3.2+4.5%) and 2 (47.31£16.3;
2.3+4.3%). But the standards high activity and mitochondrial membrane damaged (AAML)
was not different (p>0.05) between control (1.5+2,0%) and treatm&n{8.2+4.5%) 2

Xi



(2.314.3% and 3 (1.8+£3.%).The anthocyanins additions from acai to the diluent

improved the membrane integrity preservation in Caprino semen freezing.
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1. INTRODUCAO

Constantes mudancas ocorrem na caprinocultura brasileira, apesar da Regidao Nordeste
se destacar pelo desenvolvimento da producdo de caprinos, onde se encontra a quase
totalidade do rebanho nacional (91%) (ANUALPEC, 2011). Em outras regifes, o numero de
criatorios tem aumentado, devido a aptiddo desta espécie na producdo de carne ou leite. Além
disso, a pequena oferta de produtos oriundos dessa espécie e a crescente demanda tén

encorajado muitos pecuaristas a diversificarem suas atividades por meio da caprinocultura.

Devido a estacionalidade reprodutiva que ocorre nessa espécie, em algumas regioes do
Brasil, nem sempre € possivel obter bons resultados na distribuicdo de paricdes ao longo do
ano utilizando-se o estro natural. Sendo assim, os criadores podem recorrer a sincronizacao
artificial do estro, por meio da sua indugao com uso da terapia hormonal (MEDEIROS et al.,
1994), visto que, a Inseminacgao Artificial (I.A) pode ser programada e realizada em um
grande numero de fémeas em periodo pré - determinado, resultando na concentracdo da époce
de paricdo das fémeas, o que possibilita a melhor programacédo da oferta de produtos ao
mercado consumidor. (GONCALVES et al., 2001).

O desenvolvimento de técnicas adequadas para preservagdo de sémen € um dos passo
mais importantes no avanco da reproducdo animal nas diferentes espécies e vem sendo
alcancado pela aplicacdo de biotécnicas cada vez mais modernas (PAPA et al., 2002). A
criopreservacdo é uma biotécnica que permite o armazenamento de material genético por
tempo indefinido. No entanto, o processo de criopreservacado das células espermaticas resulta
em diminuicdo da fertilidade quando comparado com sémen fresco (GUTHRIE et al., 2002).
Com isto, é necessario que testes sejam realizados para avaliar as condigcbes do sémen
criopreservado, e predizer qual a capacidade de fertilizacdo do mesmo. Para canhecer
extensdo dos danos causados & célula espermética e aperfeicoar os métodos de
criopreservacao, € de grande importancia a andlise de parametros que nao sdo empregados n
rotina da avaliagdo seminal. Sendo importante estudar técnicas que possam mensurar a
extensdo dos danos a célula espermatica pela acdo deletéria, direta e/ou indiretamente,
causada pela criopreservagdo do sémen, buscando melhor acuracia na avaliacdo do sémer

criopreservado e aumentar as taxas de fertilidade.

Relatos sobre a resisténcia dos espermatozoides ao processo de congelamento datam
de 1776 por Spallazini, seguida por Ivanovi (1921924), porém foi somente a partir de
1



1949 quando os cientistas ingleses Polge, Smith e Parkers descobriram os efeitos
crioprotetores do glicerol que a criopreservacdo tornou-se uma biotécnica capaz de manter a
viabilidade espermatica de forma satisfatoria. Desde entéo, estudos vem sendo realizados em
busca de novos agentes crioprotetores, meio de diluicdo e protocolos de congelamento /
descongelamento. No entanto, ainda ha uma perda grande dos espermatozoéides submetidos ac
congelamento por danos ultra-estruturais, fisicos, bioquimicos ou funcionais nos diferentes

componentes da célula espermatica.

Embora imprescindiveis para a sobrevivéncia dos espermatozoides no processo de
congelacédo, os crioprotetores possuem efeitos téxicos para o espermatozoéide, tornando
algumas substancias utilizadas na criopreservacéo de outros tipos celulares improprias para a
célula espermética (WATSON, 2000). Em elevadas concentracdes, 0s crioprotetores podem
reduzir a capacidade fertilizante deste gameta devido a lesdo por danos osmoticos
(GRAHAM, 1996).

Existem relatos referentes a ejaculados que apresentaram elevados indices de
viabilidade espermatica, tanto antes quanto apds o congelamento, os quais possuiam elevada
atividade de antioxidantes enzimaticos, como SOD e glutationa peroxidase dependente de
selénio (GSHRe Se), assim como de antioxidantes ndo enziméaticos, como glutationa reduzida
e vitamina E. A elaboracdo de protocolos de congelamento o deve considerar a quantificacao
de ROS geradas e a identificacdo das substancias que possam atuar na protecdo das célula
espermaticas aos efeitos oxidativos ocorridos na criopreservacdo do sémen (VALENCA &
GUERRA, 2007).

Devido a esses fatores, a antocianina, por ser um potente antioxidante pode melhorar a
viabilidade do espermatozoide quando adicionada ao diluente no processo de criopreservacao.

O objetivo com este experimento é verificar o efeito do uso da antocianina sobre a
viabilidade da célula esperméatica de caprinos durante o processo de criopreservacao,
analisando os parametros quali-quantitativos do sémen de caprino com uso da antocianina em
pasta ou atomizada no diluente durante a fase de pdsgelamento e avaliar a integridade
do acrossoma e da membrana espermatica por meio de testes complementares (HOST, supre
vital e sondas fluorescenteslodeto de propideo e diacetato de carboxifluoresceina, e pelo

teste de termo resisténcia.



2. .REVISAO DE LITERATURA

2.1 Criopreservagéo de Sémen

A utilizacdo das biotecnologias aplicadas a reproduc@o permite maximizar genéticas
superiores para obtencéo de produtos de elevado ganho de peso e boa qualidade de carcacge
Neste contexto, o processo de criopreservacdo de sémen tem contribuicdo importante no
incremento da produgdo em rebanhos comerciais, nos quais a lucratividade depende da alta

eficiéncia reprodutiva.

A utilizagdo de sémen criopreservado maximiza o uso de outras biotecnologias da

reproducdo como a inseminacao artificial (IA) e a produt&dro de embrides (PIV).

Apesar de inUmeras técnicas de criopreservacdo, a inseminacdo artificial € uma
biotecnologia reprodutiva de custos mais acessiveis e serve como uma ferramenta para o
melhoramento genético dos rebanhos. Todavia, para sua aplicacdo ampla é indispensavel o
uso de sémen congelado. Adicionalmente, permite disponibilizar, em curto espaco de tempo,

uma grande quantidade de reprodutores com patriménio genético avaliado (ASBIA, 2006).

A temperatura do sémen no momento da ejaculacao € de aproximadamente 37,5 °C. A
exposicdo do sémen a temperaturas superiores a essa aumenta o ritmo metabdlico e esgote
suas reservas energeéticas, ocorrendo decréscimo da viabilidade média do espermatozoide. Por
outro lado, a diminuicdo da temperatura contribui para a redugdo do metabolismo
espermatico, além disso, a diminuicdo dessa temperatura de forma abrupta produzird a perda
da viabilidade celular (WATSON, 1981). Produtos do metabolismo como o acido lactico e,

ou, gas carbbnico podem aumentar a acidez do sémen, desencadeando danos celulares
irreversiveis (MCKINNON, 1996). A peroxidacéo dos lipidios da membrana leva a perda de

sua integridade, o que prejudica a funcéo celular e, consequentemente, diminui a motilidade

do espermatozdide (AURICH et al., 1996). Quando os espermatozoides sdo armazenados a
5 °C, as necessidades metabdlicas decrescem a aproximadamente 10 % daquela que terian
se estivessem a temperatura de 37 °C. Em conseqiéncia, a producéo de catabdlitos serd menao

e a peroxidacdo da membrana plasmatica sera mais lenta, de modo que o desdasie da cé

nao ocorra de forma tao rapidaGKINNON, 1996).

7z

Para o sucesso na preservacdo dos espermatozoides pelo resfriamento, € necessaria

seguir uma série de passos que mise reducdo nos danos causados as células e que
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assegurem longevidada vitro e in vivo, a saber: taxa da diluicdo adequada, diluentes,
substéancias protetoras, taxas adequadas de resfriamento (FASTAD, 1996) e manutencdo em
temperaturas especificas que reduzam o metabolismo, minimizem os danos na membrana e

nao desencadeiem prematuramente a capacitacao e a reacao acrossomica (LOOMIS, 1992).

2.2Capacitacdo Espermatica

A capacitacao espermatica é de fundamental importancia para que os espermatozoéides
tornem-se aptos para fecundarvivo. Esse processo ocorre no trato genital feminino pela
remocao de componentes decapacitantes, sem modificacdes morfoldgicas, mas bioquimicas,
que resultam em desestabilizacdo (fluidez) da membrana plasmética e hiperativacao
espermatica, essenciais para que ocorram a reacdo do acrossomo e a penetracdo dc

espermatozoide no ovacito (IRITANL al, 1977).

Algumas glicosaminoglicanas presentes no trato genital feminino séo
responsabilizadas por induzirem a capacitacdo espernmatiéao. Nos processof vitro,
uma glicosaminoglicana, a heparina, tem sido utilizada para capacitar espermatozdides em
bovinos. O mecanismo pelo qual a heparina atua na capacitacdo espermatica ndo é
completamente conhecido, todavia, parece estar envolvido no desencadeamento de mudancas
bioquimicas na membrana plasmatica do espermatozoéide. Sua ligacdo com o espermatozdide
€ mediada, provavelmente, por proteinas, como a proteina carreadora de heparina (HBP)
presentes no plasma seminal de touros (MONTAGNER et al.,1999).

A remocao do plasma seminal por centrifugacdo ou migracdo espontanea € uma
condicdo semelhante para o processo de capacitécdiro”. Contudo, a capacitacéo pode
ser revertida, ressuspendendo o espermatozoéide capacitado no plasma seminal ou nos
diluidores de sémen. Dessa maneira, este se torna decapacitado e requer tempo adicional pare
capacitacdo antes de reaver sua fertilidade (DELPECH E THIBAULT, 1993; SENGER,
2003).

Mudancgas nos componentes da membrana espermatica seguem-se progressivamente:
perda de proteinas ou redugdo de seu peso molecular, reducdo da proporcédo de colesterol:
fosfolipidio, aumento da mobilidade lateral de lipidios e proteinas (DELPECH E
THIBAULT, 1993; GADELLA et al., 2001). As proporc¢des de colesterol: fosfolipidios na
membrana plasmatica e na membrana acrossémica externa diminuem, aumentando sua fluidez
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(DELPECH E THIBAULT, 1993). O fluxo de colesterol ocorre devido sua transferéncia para
albuminas e lipoproteinas de alta densidade da tuba uterina (AMANN E GRAHAM, 1993;
DELPECH E THIBAULT, 1993; GADELLA et al., 2001). O colesterol tem uma importante
funcdo na estabilizacdo de membranas. A desestabilizacdo da membrana provocada pela
remocao do colesterol promove a reorganizagcdo dos componentes da bicamada, incluindo
redistribuicdo de proteinas integrais (AMANN E GRAHAM, 1992; GADELLA et al., 2001;
GADELLA E COLENBRANDER, 2003).

Ha evidéncias de que o bicarbonato também facilite a desorganizagdo da membrana
(COLENBRANDER et al., 2002; GADELLA et al., 2001), principalmente na regido apical da
cabeca do espermatozoide (GADELLA E COLENBRANDER, 2003). Consequentemente, foi
sugerido que a capacitagdo das células espermaticas dos mamiferos “in vivo” fosse
dependente de bicarbonato, supostamente presente em niveis maiores na tuba uterina (20 mM)
do que no fluido espermético (<1 mM) (FLESCH E GADELLA, 2000; COLENBRANDER
et al.,, 2002; GADELLA E COLENBRANDER, 2003). As respostas induzidas pelo
bicarbonato podem diferir de acordo com as regiées da célula espermatica, como cabeca e
cauda (VISCONTI E KOPF, 1998; GADELLA E COLENBRANDER, 2003). O bicarbonato
estimula uma forma sollvel de adenilciclase (AC), abundante nos espermatozoides,
resultando no aumento dos niveis de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) que ativa uma
proteina quinase A (PKA) que, por sua vez, induz a fosforilacdo de tirosina de varios
substratos (VISCONTI E KOPF, 1998; FLESCH E GADELLA, 2000; GADELLA E
COLENBRANDER, 2003).

Em consequéncia, as proteinas da membrana plasmatica, relacionadas com a ligacéo
na zona peldcida se tornam ativadas. Além disso, a fosfolipase C (PLC) do citosol é
fosforilada e translocada para a membrana plasmética (FLESCH E GADELLA, 2000;
GADELLA et al., 2001). Estudos de COLENBRANDER et al. (2002) e FLESCH et al.
(2001) demonstraram a presenca de colesterol na superficie da cabeca do espermatozoide ne
auséncia de bicarbonato e nas regides apical, equatorial e pés-acrossomal, em sua presenca. A
desestabilizacdo afeta a porcéo lipidica da membrana, alterando a permeabilidade i6nica,
particularmente do calcio, e as propriedades da capacidade de fusdo da membrana, as quais
sao importantes para a reacao acrossdomica (AMANN E GRAHAM, 1993).



2.3 Problemas Associados ao Sémen

Os processos de refrigeracdo, congelamento e descongelamento causam danos a
membrana plasmatica e acrossomal, motilidade espermatica progressiva e metabolismo
espermatico para producédo de energia, prejudicando o tempo de sobrevivéncia e a capacidade
fecundante dos espermatozoides nos orgaos genitais femininos (WATSON, 2000). Uma das
injurias ocasionadas aos espermatozoides é a oxidacao lipidica das membranas (JONES E
MANN, 1977) causada pelo estresse oxidativo devido a producao excessiva de radicais livres,
0s quais estdo associados com o declinio da fertilidade do sémen apds o periodo de estocagen
(MAXWELL E WATSON, 1996).

Segundo Nunes (2001), a secrecéo de grandes quantidades de fosfolipase A contida no
plasma seminal tem efeito deletério nos processos de preservacdo do sémen, agindo sobre os
fosfolipidios dos diluentes. O mesmo autor, demonstrou que o congelamento do sémen
caprino diluido em leite, contendo acima de 10 mg de fosfolipidios causa a morte de todos os

espermatozoides.

2.3.1 Oxigénio Espécie Reativo (ROS) e o0 sémen

A infertilidade € uma sindrome multifatorial que abrange uma grande variedade de
desordens, que podem ser congénitas ou adquiridas. As causas podem ser deficiéncia de
gonadotropinas, aberragdes cromossdmicas, desordens genéticas, drogas, infecgdes genitais ¢
doencas autoimunes, entre outras (AITKEN, 1997). Acredita-se que alguns destes defeitos
possam ser causados por uma excessiva producdo de oxigénio espécie reativa (ROS) no
plasma seminal, levando a um estresse oxidativo. Este fato resulta em sérios danos aos
espermatozoides como diminuicdo da motilidade e viabilidade espermatica, comprometendo a

capacitacao e reacao acrossdomica (YANAGIMACHI, 1994).

A capacidade de fertilizacdo dos espermatozoéides é dependente, entre outros fatores,
da sua motilidade e da integridade de sua membrana. As substancias oxidativas, quando
produzidas em excesso no organismo, em particular no liqguido seminal comprometem a
motilidade do espermatozoide e a sua viabilidade em promover a fertilizacdo (CARVALHO
et al., 2002 ).



Segundo Gadella e Colenbrander (2003) o bicarbonato agiria na cauda espermatica
levando a fosforilacdo da tirosina, induzindo a hipermotilidade. Esta se caracteriza por
aumento da amplitude do batimento flagelar, devido a maior flexibilidade principalmente na
peca intermediaria, e mudanca do movimento progressivo que se torna circular, devido a nédo
rotacdo da cabeca do espermatozéide (DELPECH E THIBAULT, 1993; BEDFORD, 2003).
Os processos de hiperativagdo e capacitacdo espermética envolvem mecanismos distintos
(AMANN E GRAHAM, 1993; DELPECH E THIBAULT, 1993; BEDFORD, 2003;). A
liberacdo de colesterol e a redistribuicdo de proteinas da membrana plasméatica permitem a

abertura dos canais de calcio e, consequentemente, o0 aumento do calcio intracelular.

Contudo, ha evidéncias de que a hiperativacdo esteja mais diretamente relacionada aos
niveis de AMPc do que com o influxo de calcio. Um aumento progressivo nos niveis de
AMPc, o qual é célcio dependente, precede o inicio da motilidade hiperativada (DELPECH E
THIBAULT, 1993). BEDFORD (2003) sugeriu que a hiperativacdo maximiza a chance de
contato dos poucos espermatozoides presentes ha ampola com o ovdcito e ajuda no transporte

espermatico do istmo para a ampola, facilitando a penetracdo no ovaocito.

O uso do oxigénio pelas células é essencial para manutencao das fun¢des vitais, porém
reativas de oxigénio (ROS) que, em concentracbes adequadas, contribuem para o bom
funcionamento celular e quando em excesso produzem danos importantes. Especificamente,
no caso dos espermatozoides, concentracées normais de ROS estimulam a capacitacao, reaca
acrossbmica e fusdo com o ovdcito enquanto que concentracdes aumentadas diminuem a
motilidade e causam dano ao DNA celular (ZINI et al., 1995; AGARWAL E SALEH, 2002).

Um dos agentes oxidantes capazes de promover estes efeitos € o 6xido nitrico (ON-),
responsavel pela mediacdo em varios processos fisiolégicos (CARVALHO et al., 2002). O
uso de terapias antioxidantes no tratamento de alguns tipos de infertilidade deve ser feito com
cautela, pois uma inibicdo muito severa poderd comprometer as taxas de ON e,
consequentemente, ird influenciar outros mecanismos fisiol6gicos dependentes de sua
concentracdo (CARVALHO et al., 2002).



2.40s Antioxidantes

Substéancias antioxidantes tém sido utilizadas para prevenir a produgao ou os efeitos
deletérios do estresse oxidativo causado pela excessiva quantidade de oxidantes.arodavia,
acao dos antioxidantes depende do tipo e da concentracdo de ROS produzidas (AGARWAL et
al., 2004), além do tempo de incubacdo da célula espermatica pos descongelamento
(WATSON, 2000).

Os alimentos contém compostos oxidantes, 0os quais podem ocorrer naturalmente ou
ser introduzidos durante o processamento para o consumo. Por outro lado, os alimentos,
principalmente as frutas, verduras e legumes, também contém agentes antioxidantes, tais
como as vitaminas C, E e A, a clorofilina, os flavonoides, carotendides, curcumina e outros
gue sdo capazes de restringir a propagacao das reacdes em cadeia e as lesdes induzidas pelc
radicais livres (McDOWELL, 2000). No século passado, a partir dos anos 80, deu-se o inicio
as pesquisas com antioxidantes naturais visando a substituicdo total ou parcial dos
antioxidantes sintéticos, aos quais se atribuem efeitos deletérios ao organismo animal quando
utilizados em doses elevadas (McDOWELL, 2000). Além dos possiveis riscos que 0 uso
irregular e/ou indiscriminado dos antioxidantes sintéticos pode acarretar ao animal, soma-se a

rejeicdo generalizada dos aditivos alimentares sintéticos.

Enfase tem sido dada a identificac&o e purificacdo de novos compostos com atividade
antioxidante, oriundos de fontes naturais, que possam agir sozinhos ou sinergicamente com
outros aditivos, como uma forma de prevenir a deterioracdo oxidativa e restringir a utilizacao
dos antioxidantes sintéticos (LEHNINGER et al.,2005). Os antioxidantes sintéticos mais
empregados sdo o butil-hidroxi-tolueno (BHT), butil-hidroxi-anisol (BHA) e
butilhidroquinonas terciarias e em alguns casos a acdo sinérgica do &cido citrico é
indispensavel. Estes agentes antioxidantes tendem a estabilizar os acidos graxos por meio da
reacao com radicais livres, quelando ions metalicos e interrompendo a fase de propagacédo da

oxidacéo lipidica.

Os antioxidantes naturais ou artificiais apresentam funcdes similares, sendo que vem
sendo questionada a salubridade de alguns antioxidantes comerciais, visto que alguns estudos
tém demonstrado que os mesmos podem favorecer efeitos mutagénicos e carcinogénicos,
também como o aumento da formacédo de peroxido de hidrogésy) (Rbs microssomos,

gue ocasiona alteracdo das funcdes hepaticas e adenomas e carcinomas em celulas hepatica
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(BAKER et al., 1996). Frente a estas evidéncias, desenvolveu-se a pesquisa sobre o0s
antioxidantes de origem natural, com a perspectiva de sua utilizagdo como aditivos celulares,
como também pelas evidéncias de que estes compostos podem atuar em beneficio da saude
(BAKER et al., 1996).

O interesse pelos antioxidantes naturais teve inicio diante da comprovacao de efeitos
maléficos causados por doses elevadas de BHT, BHA e t-BHQ (t-butil hidroquinona) sobre o
peso do figado e marcada proliferacdo do reticulo endoplasmético, entre outras. Numerosos
antioxidantes possuem beneficios provados no tratamento da infertilidade em machos, como a
Vitamina C, Vitamina E, Glutationa e a Coenzima Q10 - 11(SINCLAIR, 2000).
Antioxidantes podem proteger os espermatozoéides contra os efeitos danosos de ROS
(BAKER et al., 1996).

Segundo Donnelly et al. (1999) o acido ascorbico atua como inibidor de uma grande
variedade de ROS e possui habilidade de contrapor ao efeitgGdabs danos causados ao

DNA espermatico.

Estudos tém mostradaigja vitamina E (a-tocoferol) € capaz de interagir diretamente
com radicais oxidantes (JONES et al.,, 1997) interrompendo a reacdo em cadeia da
peroxidacdo lipidica em biomembranas e lipoproteinas (DIEBER-ROTHENEDER et al.,
1991), protegendo as células de estresse oxidativo (KAGAN et al., 1992), de danos nas
membranas plasméatica e acrossomal, bem como do DNA (SIKKA, 2004). O trolox (6-
hydroxy-2,5,7,8 tetramethylchromane2eboxylic acid) ¢ um analogo hidrossoluvel do o-
tocoferol que, devido a sua solubilidade em agua, apresenta potente propriedade antioxidante
(WU et al., 1991), inibindo as reagfes oxidativas e neutralizando os efeitos deletérios dos
radicais peroxilas (SILVA et al., 2007).

Tem sido relatado também que o acido ascorbico ¢ o a - tocoferol agem
sinergicamente para evitar a peroxidacao lipidica da célula por meio da reducédo da producéo
de ROS induzida pelo 2, (DONNELLY et al., 1999). Acidos graxos poli-insaturados s&o
necessarios para eventos de fusdo da membrana associados a fertilizagdo. No entanto, a
presenca deles acarreta uma vulnerabilidade para os danos peroxidativos. Sob varias
condi¢des de tensdo oxidativa, o inicio da cascata da peroxidacgao lipidica resulta em perda da

fluidez e prejuizo da fungdo espermatica.



Por serem hidrofobicos, os tocoferdis associam-se com as membranas celulares,
depdsitos lipidicos e lipoproteinas sanguineas. Os tocoferdis sdo antioxidantes biolégicos, o
anel aromatico reage e destr6i a maioria das formas reativas de oxigénio e outros radicais
livres, protegendo os acidos graxos insaturados da oxidac&do e prevenindo o dano oxidativo

das membranas lipidicas que pode causar fragilidade celular (LEHNINGER et al., 2005).

Ha evidencias de que os tocoferdis tém uma funcdo especifica nas membranas
celulares. Os tocoferdis podem interagir intimamente com o acido araquidénico e com outros
acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa em membranas, levando a estabilizacdo da
estrutura da membrana e também a protecdo dos acidos graxos contra danos oxidativos
(BENDER, 2003).

Os radicais livres podem causar danos ndo somente na célula em que se originaram,
mas podem migrar e causar danos em células adjacentes, nas quais mais radicais livres serac
formados em uma cadeia de reacdes que leva a destruicdo tecidual. A vitamina E interrompe a

producao de radicais livres no estagio inicial (McDOWELL, 2000).

A funcado antioxidante da vitamina E esta estritamente relacionada ao mineral Selénio
(Se), segundo Marin-guzman et al. 1989; citado por Mcdowell, 2000, a suplementagcéo de

vitamina E e Se aumentou a qualidade do sémen de javalis.

A membrana plasmatica dos espermatozéides é rica em acidos graxos poliinsaturados
sendo vulneravel ao processo de peroxidacéo lipidica, o que pode prejudicar a estrutura
celular, motilidade, sobrevivéncia e funcdes metabdlicas do espermatozoéide. O estresse
oxidativo pode induzir dano ao DNA espermatico, podendo ser responsavel pela aceleracdo
do processo de apoptose da célula germinativa, levando a diminuicdo da concentracdo de
espermatozoides e a aparente deterioracdo da qualidade seminal em Caprinos (LUCCHESE et
al., 2009).

2.5 O Acai (EUTERPE OREACEAE)

O Acai Euterpe oreacegeé um fruto bacaceo roxo oriundo de uma palmeira
conhecida como agcaizeiro (figura 01). E uma espécie nativa das varzeas da regido gmazonica
especificamente na Venezuela, Coldmbia, Equador, Guianas, e Brasil (estados do Amazonas,

Amapa, Para, MaranhaBRondobniae Acre), assim como em Trinidad e Tobago e nas bacias
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do Pacifico na Colémbia e no Equador (EMBRAPA, 2005). E um alimento muito importante

na dieta dos habitantes do Pard, onde seu consumo remonta aos tempos pré-colombianos.
Hoje em dia € cultivado ndo s6 na Regido Amazodnica, mas em diversos outros estados
brasileiros, sendo introduzido no resto do mercado nacional durante os anos oitetata
(EMBRAPA, 2005).

O fruto do acaizeiro € considerado alimento de alto valor calérico, com elevado
percentual de Proteinas (13, 0 g/100gq), Lipidios totais (48,0 g/100g), Acucares totais (1,5
0/100g), Acucares redutores (1,5 g/100g), Frutose (0,0 g/100g), Glicose (1,5 g/ 100gq),
Sacarose (0,0 g/100g), Fibras Brutas (34,0 g/100g), Energia (66,3 Kcal/100g), Cinzas (3,50
g/100 g), Sodio (56,40 mg/100 g), Potassio (932,0 mg/100 g), Calcio (286,00), Magnésio
(174,00 mg/100 g), Ferro (1,50 mg/100 g), Cobre (1,70 mg/100 g), Zinco (7,00 mg/100 g),
Fosforo (124,00 mg/100 g), Vitamina B1(0,25 mg/100 g), a-Tocoferol (vitamina E) (45,0
mg/100 g) e antocianinas (0,73 a 1,60 g/100 g) (EMBRAPA, 2005).

Figura 1: Palmeira conhecida como acaizeiro.

2.5.1 Bioatividade do acai (antocianina)

Além de sua histérica importancia na alimentagédo dos amazo6nidas, mais recentemente
foi demonstrado que o acai (antocianina) possui uma das maiores atividades antioxidantes da
natureza, sendo utilizado em varias biotecnologias, obtendo-se resultados satisfatérios
(SPADA et al., 2008).
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O acai (antocianina) foi empregado com sucesso em células cerebrais do hipocampo e
cerebelo de ratos, diminuindo os danos causados pelos peroxidos nos lipidios e proteinas
destes tecidos, aumentando a atividade das enzimas antioxidantes (superéxido dismutase e
catalase), tendo uma contribuicdo positiva na reducdo do desenvolvimento de doencas
degenerativas ocasionadas pela idade (SPADA et al., 2008). SCHAUSS et al., (2006)
demonstraram que os antioxidantes do acai sdo capazes de entrar em células humanas de um
forma totalmente funcional e realizar uma funcéo de resfriamento de oxigénio em doses muito
baixas.

A fruta acai (antocianina) foi analisada também com relacdo ao seu efeito
antimutagénico contra o peroxido de hidrogénio e esse efeito foi positivamente correlacionado
com a atividade da catalase, sugerindo que o acai contribui para prevencdo de danos
bioldgicos (SPADA et al., 2008). Além de atenuar a reacdo ao stress inflamatorio nas células

microgliais BV-2 (neurdnios hipocampais primarios) de ratos. (POULOSE et al., 2012).

Pozo — innfran et al., (2006) relataram o potencial beneficio do uso do acai
(antocianina) na saude, quando comprovaram que o antioxidante induzia a apoptose das
células HL-60, causadoras da leucemia; reduzindo a proliferacdo celular e aumeatando

ativacao da caspase-3 (apoptose).

Hatani et al., (2011) promoveram um pré-tratamento de ratos sensibilizado ao IgE em
cultura de células de mastdocitos com acai (antocianina), onde encontraram que o antioxidante
promove uma draméatica supressdo do antigeno que promove a degranulacdo, similarmente
suprime a IgE que media a degranulacao e a transcricdo de genes das citocinas a partir de ume
linha de células de mastdcitos cutivadas da leucemia basofilica de ratos (RBL)-2H3, estes
pesquisadores demosntraram que 0 acai (antocianina) é um potente inibidor da ativacao

mediada por IgE nos mastdcitos.

A utilidade medicinal e nutracéutica do acai ocorre por sua propriedade antioxidante e
no combate a formacédo de radicais livres no organismo humano que sédo importantes contra o
acumulo de deposito de colesterol nos vasos sanguineos, aterosclerose (SATUE-GRACIA et
al., 1997), prevencdo da oxidacdo de EDpor atividade de agregacdo antiplaquetaria
(DUTHIE et al, 2000), ou inibi¢ao direta da oxidacao das LDL’s (HEINONEIN et al., 1998).

Os resultados da pesquisa de Sampaio (2006) demonstraram que o acai a 14% de matéria sec.

! Lipoproteina de baixa densidade relacionada ao armazenamento de lipidios (ESCOTT-STUMP, 2003).
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para consumoapresenta boa atividade antioxidante das LDL’s em plasma humano de

individuos susceptiveis.

Assim, as alteracdes ocasionadas pelo acai, as células, devido sua atividade
antioxidante, as analises e o0s estudos voltados a esse assunto envolvem a otimizacdo pars
tecnologias aplicadas ao melhoramento do potencial reprodutivo, da qualidade do sémen
congelado, a baixos custos, viabilizando interesses comerciais e industriais. Além disso, 0s
estudos de caracterizacdo estédo voltados ao acai (antocianina) sob forma de extrato pastoso ¢
atomizado, onde esses extratos tem sua atividade oxidante mais prolongada se armazenados

de forma ideal, ao abrigo de luz.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local do Experimento e Animais

O estudo foi conduzido no Laboratério de Reproducdo Animal do Departamento de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Vigcosa, municipio de Vicosa, regido da
Zona da Mata do estado de Minas Gerais, Brasil. O municipio esta localizado a uma altitude
de 649 m e tem como coordenadas geogréficas o paralelo de 20°45°14"", latitude sul, e 0
meridiano de 42°52°54"", longitude oeste. A temperatura média anual € de 18,5 °C e o clima
da regido €, segundo a classificacdo de Koppen, do tipo Cwa - clima tropical de altitude com

inverno seco e verao chuvoso.

Foram utilizados quatro reprodutores caprinos da raca Alpina (figura 02), com boa
condicdo corporal, aproximadamente dois anos de idade, avaliados e aprovados para
reproducdo por meio de exame androlégico de acordo com os padrdes de qualidade de sémen
in natura e in vitro preconizados pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Anim@BRA
(1998). A alimentacao foi ofertada duas vezes ao dia sendo composta por silagem de feno e
concentrado protéico (550 g/dia). Agua e sal mineral foram forneatlbbitum O manejo
sanitario empregado foi eficiente, com os animais mostrando-se vacinados contra clostridioses

e vermifugados periodicamente para endo e ectoparasitas.

Figura 2: Caprino da raca Alpina em utilizado durante o periodo experimental.
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3.2. Etapas de Execucao da Criopreservacdo de Sémen Caprino e Analise de Dados.

Etapa 1:

4 reprodutores

v

10 ejaculados
¥ de cada ™
reprodutor Bovimix
(controle)

Bovimix suplementado
com ACYS (T, Ty, Tg) AW Y

Equilibrio 3h (5 °C)
v

Vapor de nitrogénio 15” (5 °C - -174 °C)
v

Nitrogénio liquido (-196 °C)

Etapa 2:

Descongelamento (37 °€30”")

|

TTR (0,30, 60°,90°, 120’ ¢ 180°)

Avaliacao da motilidade e vigor
espermatico

,

Teste Hiposmatico

;

Teste Supra Vital.

’

Avaliacdo com Sondas Fluorescente
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3.3.

3.4.

Extracdo da antocianina.

A extracdo da antocianina ocorreu no Laboratorio de Pigmentos Naturais e Secagem
do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigcosa,MG.
Brasil. A extracdo do pigmento foi realizada de acordo com Silva (1996), onde quinhentos
gramas de polpa de Acai congelada foram utilizadas, foram adicionados 80 mL de
Solvente extrator (Etanol-Agua (70:30)) e HCI suficiente para ajustar o pH do meio para
2,0. O material foi, entdo, deixado em repouso por 24 horas a 5°C, ao abrigo daaluz, par
extracdo. Findado o periodo, o material foi prensado manualmente em filtro de tecido,
com o fim de reter o residuo, e o extrato transferido para baldo volumétrico de 100 mL
(VEc), tendo seu volume completado com o solvente extrator, formando o Extrato
Concentrado (EC).

O conteudo do baldo foi centrifugado a uma forgca gravitacional de 3 G ), por 10
minutos. O sobrenadante foi filtrado, posteriormente, em papel Whatman n°® 1. Apés a
filtracdo, o extrato foi purificado, extraindo-se (trés extragdes sucessivas). O método de
pH Unico consistiu da transferéncia quantitativa de uma aliquota (VAlq) do Extrato
Concentrado para baldo volumétrico (VEd) de 10 mL , tendo o volume completado com
solucdo Etanol 95% HCI 1,5N (85/15), formando, dessa maneira, o Extrato Diluido
(ED). Os valores de absorvéancia (DO) foram contrastados com os valores dos brancos
(Solucao Etanol- HCL 1,5N (85:15)). O calculo do teor de Antocianinas Totais (AntT) por
100 gramas da frac&o avaliada foi efetuado obters#a concentracdo de antocianinas e

posteriormente a atividade antioxidante da antocianina utilizada no experimento

Diluidor utilizado.

O diluidor base utilizado em todo o experimento foi o Bovih(iXutricell Nutrientes

Celulares Ltda) a base TRIS UNIVERSAL ([2,2-Bis(hydroxymetRy)-2’’-nitriloethanol;

Bis

(2-hydroxyethyl) amino-tris (hydroxymethyl) methane;2-Bis (2-hydroxyethyl) amino-2-

(hydroxymethyl) -1,3-propanediol], contendo gema de ovo, estreptomicina, leite desnatado,

penicilina, glicerol, de acordo como descrito por GUNZEL (1979), e mostrado na tabela 01.

suplementado com antocianina (ACYS) e ciclodextina (CCC) em diferentes concentracoes

formando os tratamentos experimentais: Control)0 % Bovimix; Tratamentol - ACYS
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2,5 %: Tratamento 2 - ACYS 2,5 % + CCC 2,5% e Tratamento 3 - ACYS 2,5% + CCC 2,5%
atomizada (a).

Tabela + Composicdo Quimica do diluente base (BOVIMIX®)

COMPONENTES QUANTIDADE
Tris 36,25mL
Leite desnatado 36,25mL
Gema de ovo 20mL
Penicilina 10UIl/mL
Estreptomicina 0,02mg/mL
GliceroL 7 mL

Tabela 2- Composi¢ao dos diluentes dos tratamentos 1,2, 3 e controle:

TRATAMENTOS COMPOSICAO DOS DILUENTES
Tratamento 1 BOVIMIX + ACYS 2,5%,

Tratamento 2 BOVIMIX + ACYS 2,5% + CCC 2,5%

Tratamento 3 BOVIMIX + ACYS 2,5% + CCC 2,5% (atomizado)
Controle BOVIMIX

3.5. Coleta do Sémen

Os ejaculados foram obtidos com a utilizacdo de manequim vivo (figura 03),
respeitando-se o intervalo de dois dias para coleta seguinte do mesmo animal (duas coletas
semanais de cada animal) para ndo levar a uma queda qualitativa e quantitativa (concentracéo
e volume) do ejaculado. O ejaculado de cada reprodutor apés coleta foi denominado partida,
onde ao final do experimento todas as palhetas congeladas (10 palhetas de 0,25mL de cada
partida) totalizaram 400 (40 x 10 ejaculados x 10 palhetas / ejaculado = 400 doses /
tratamento) palhetas de cada tratamento e controle ou 40 partidas / tratamento. Os ejaculados
foram coletados em tubos graduados ao abrigo de luz solar (figura 04
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Figura 4 Vagina artificial com tubo graduado para coleta de sémen.

3.5.1 Avaliagdo do sémen in natura

ApOs a coleta, o sémen foi avaliado e apos a diluicdo na propor¢cédo de 1:1 (sémen x

diluente) determinou-se a concentragdo espermatica.

Uma aliquota do sémen foi acondicionada em formol salino tamponado (HANCOK,
1959) para avaliacdo dos defeitos espermaticos em microscopia de contraste de fase com
aumento de 1000x, e Oleo de imersdo. Apoés realizadas as avaliagfes iniciais e célculo da

concentracdo espermatica, os sémens foram adicionados aos diluidores contendo ou nao a
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antocianina, posteriormente reavaliados poés-diluicdo quanto as mesmas caracteristicas

seminais.
3.5.2 Avaliacdo do sémen resfriado e congelado

Ap6s a diluicdo, o sémen ja envasado (2xéspermatozoides / mL) foi submetido ao
processo de resfriamento e congelamento; onde o processo de resfriamento se deu a partir de
uma curva de regressao a 0,1°C/min até alcancar a temperatura de equilibrio de 5°C em
geladeira propria para resfriamento de sémen, permanecendo durante trés horas nessa
temperatura. Posteriormente, o sémen foi colocado em contato com o vapor de nitrogénio a 5
cm da altura da lamina de nitrogénio liquido, em uma rampa de armazenamento de sémen
inserida em uma caixa isotérmica (isopor) de 50x50 cm contendo nitrogénio, por um periodo
de quinze minutos, e em seguida submerso em nitrogénio ligtl®6 °C, as palhetas foram

raqueadas e devidamente estocadas em bancos de sémen.

Apés sete dias, as partidas foram descongeladas em banho - Maria a 37°C durante
trinta segundos, e foram colocadas em laminas encobertas por laminulas para avaliagdo do
sémen pos descongelamento (motilidade espermatica progressiva retilinea e vigor

espermatico).

Posteriormente, as amostras de sémen foram submetidas ao teste de termo resisténcia
(TTR), sendo que a motilidade espermatica progressiva retilinea foi avaliada com o tempo de
0, 30, 60, 90, 120 e 180 minutos de incubagdo em banho-maria a 38°C (VOGLER et al.,
1991). Conforme descrito pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA) o sémen
descongelado também foi avaliado em preparacdo umida, analisando o percentual de defeitos
espermaticos presentes em 100 células, utilizars#oa microscopia em contraste de fase, em
aumento de 1000x, sendo classificados em defeitos maiores, menores e totais, como
preconizado por BLOM (1973). As amostras foram classificadas como aprovadas quando
apresentaram valores minimos de 30% e 3 para motilidade e vigor espermaético,

respectivamente, como preconizado pelo CBRA (1998) para sémen congelado/descongelado.
3.5.3 Testes Complementares

Foi avaliada a integridade da membrana espermatica com a utilizagdo dos seguintes

testes complementares:
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3.5.3.1. Teste Hiposmético (HOST)

Uma amostra de 20 pL de sémen poés-congelamento foi incubada com 1 mL de
solucéo hiposmatica (1000 mL de agua deionizada, 9 g de frutose e 4,9 g de citrato trissédico)
com osmolaridade de 100 mOsmol (REVELL e MRODE, 1994) em banho-Maria a 37°C por
30 minutos, em seguida, uma amostra de 20 pL foi colocada entre lamina/laminula e avaliada
em microscopia de contraste de fase em aumento de 1000x, um total de 100 células foram
analisadas, e o numero de células espermaticas com edema e dobramento de cauda, foramn
avaliados (Figura 5) (REVELL e MRODE, 1994). Posteriormente foi calculado o percentual
de células reativas ao teste, empregando a férmula preconizada por Melo e Henry (1999)
subtraindo o total de caudas dobradas apds o teste hiposmatico.
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Figura 5: diferentes formas de dobramento da cauda dos espermatozéides caprinos
submetidos ao teste hiposmoético (microscépio de contraste de fases, 1000x). (A) indica
espermatozoide sem dobramento de cauda (lesado), (B-J) espermatozéides com a cauda
dobrada (integro) €K-W) espermatozoides com a cauda fortemente dobrada (integro).
Adaptado de Fonseca et al. (2005).

3.5.3.2 Supra Vital

Uma amostra de sémen congelado/descongelado de cada partida foi submetida a
avaliacdo da integridade estrutural da membrana plasmatica da cabeca dos espermatozoides

empregando-se eosina-nigrosina na propor¢ao 1:1 (sémen:corante), classificando-os em vivos
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(n&o-corados) e mortos (corados de resavermelhados) (Figura 6) (SMITH E MURRY,
1997) apdés 60 segundos de confeccdo da lamina (MAYER et al.,, 1951; SWANSON E
BEARDEN, 1951).

Figura 6: células espermaticas de caprinos coradas de rosa(mortos)

3.5.3.3 Sondas Fluorescentes

Utilizou-se uma solucéo de lodeto de propideo (IP) (Sigma®, St. Louis, Mo, USA),
diacetato de 6-carboxifluoresceina (DIC) (Molecular probes®, Inc., Eugene, Or, USA),
5,5°,6,6’- tetrachloro 1,1°,3,3” tetraethyl benzimidazolyl carbocy anineiodide (JC-1) de
acordo com o método descrito por Harrison e Vickers (1990), 20 uL de sémen pos
descongelamento foram adicionados em 20 pL de DIG-* + IP (Figura 07) e incubado
em banho-Maria &4 37°C por 8 minutos, aliquotas de 10 puL do sémen corado foram
depositados entre lamina/laminula e observados sob microscopio epifluorescente (Fluorvet,
Leitz, Germany) com aumento de 600x, as células espermaticas que se coraram em verde
(DIC) ao longo de seu comprimento foram consideradas intactas, enquanto as outras, com

diversos graus e /ou partes coradas foram classificadas como danificadas.

Os espermatozéides que se coraram em vermelho (IP) foram considerados lesados em

sua membrana plasmatica.
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A utilizacdo da sonda (JC-1) que permite a distin¢cdo entre espermatozoéides com baixa
e alta atividade mitocondrial (GADELA E HARRISON, 2002) € uma sonda fluorescente
carboxcianina lipofilica catibnica que é internalizada pelo funcionamento das mitocéndrias.
Quando em baixa funcdo mitocondrial (baixo potencial de membrana mitocondrial) fluoresce

em verde. Quando em alta funcdo mitocondrial a concentracdo de JC-1 dentro das

mitocondrias aumenta e a coloragéo forma agregados que fluorescem em laranja (GILLIAN et
al., 2005).

Figura 7- Classificacdo de células esperméticas apos o teste de fluorescénc
utilizacdo de sondas DIC + IP + JC- 1: A - espermatozoide integro, B- espermat

semi- integro, C - espermatozoide sefintegro, D - espermatozoide lesado.

4. ANALISE ESTATISTICA

Para realizacdo das andlises estatisticas foi utilizado o programa SAS 9.1. Os dados de
motilidade e vigor espermatico, testes Hiposmotico, Supraital e Fluorescéncia foram
gerados pela Analise de variancia (ANOVA), e as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Os valores obtidos foram previamente submetidos aos testes de
normalidade dos dados e homocidacidade das variancias dos tratamentos pelos testes de
Lillierfors e Bartllet, respectivamente, como premissa da ANOVA.
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliacdo de Motilidade e Vigor nos Tratamentos pos descongelamento

Os resultados de motilidade (MOT) e vigor espermatico (VIG), respectivamente, estao
representados na tabela 03 e tabela 04, onde houve uma diferenca (p<0,05) entre os
tratamento 1 (49,8+10,6%), 2 (50,2+12,1%) e o controle (40,7+12,4%), enquanto que nao
houve diferenca (p>0,05) entoevigor, dos tratamentos 1 (3,5+0,4), 2 (3,5+0,4), e o controle
(3,4+0,5); houve diferenca entre os tratamentos 1 (3,51£0,4) e 2 (3,520,4), onde o tratamento 2
apresentou vigor espermatico melhor; essa melhora ocorreu pelo fato do tratamento 2 ser
adicionado de ciclodextrina, um acgucar circular, capaz de incorporar lipideo (colesterol) no
centro de sua estrutura. O colesterol é carreado em um formato que permite prontamente a sua
incorporacdo a membrana plasmatica do espermatozoide; é um preciso e conveniente método
para alterar o seu contetdo na célula (OHVO et al., 1997; ATGER et al., 1997), e assim, com
0 antioxidante agindo paralelamente & acao da ciclodextrina, € possivel inferir que enquanto a
ciclodextrina carreava colesterol para a célula a antocianina agia contra a peroxidagao

lipidica.

Os valores de vigor espermatico variaram de 3,2 a 3,5 bem superiores com a adi¢do da
antocianina aos resultados dos trabalhos relatados com adi¢cdo de antioxidante, onde Santos ef
al. (2006) observaram em caprinos da raca Saanen valores de vigor espermatico, no momento
do descongelamento e ao final do teste de termorresisténcia de duas horas (vigor 2,8 e 2,1,

respectivamente).

A adicdo de antocianina, afetou positivamente a motilidade do sémen pés
descongelamento, porém n&o causou nenhuma alteracdo na qualidade dos movimentos dos
espermatozoides. No tratamento 2, entretanto, a adicdo da ciclodextrina (2,5%) ao diluente
suplementado com antocianina levou a uma melhora da movimentacdo dos espermatozéides
submetidos ao teste de termo resisténcia (0, 30, 60, 90, 120 e 180 minutos) em relacdo aos
demais tratamentos (p©5), mas sem diferenca (p>0,05) em relagdo aos valores médios do
controle. A avaliacdo do sémen descongelado envolve a determinagdo da motilidade
progressiva retilinea e do vigor espermatico. Para que taxas de prenhes satisfatdrias seja
obtidas, € recomendavel que o sémen apresente uma motilidade minima de poés
descongelamento de 30% (HENRY E NEVER, 1998). A motilidade é a mais importante
caracteristica de viabilidade espermatica e capacidade fecundante do ejaculado
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(JANUSKAUSKAS et al.,, 1999); o vigor espermatico é um parametro, normalmente,
avaliado em conjunto com a motilidade e é definido como a intensidade ou velocidade do

movimento exibido pelos espermatozoides mouEsINSTON et al., 2001).

O movimento espermatico pode ser influenciado por fatores como: temperatura de
analise, processamento do sémen, concentracdo espermatica e defeitos quanto a sua
morfologia (GRAVANCE et al., 1998). A motilidade progressiva € importante, pois fornece
uma avaliacdo aproximada da vitalidade do sémen (BALL E PETERS, 2006), podendo ser
correlacionada positivamente com a fertilidade (CORTELL, 1981).

Tabela 3 Motilidade espermatica progressiva retilinea de sémen caprino dikiido

congelado/descongelado em diferentes meios de criopreservacao (Média + erro-padréo):

Tempo em segundo

TRATAMENTO TTRO TTR 30 TTR 60 TTR 90 TTR120 TTR 180 TOTAL

1-BOVIMIX + ACYS
57,1+8,0 53,5+9,° 52,3+9,%  48,3+10,3 45,0+9,3 425+9,4a 49,8+10,6

2-BOVIMIX + ACYS 2,5% + CCC

2,5% 56,1#12,2 55,0+12,4 51,1#11,0 49,9+115 459+10,4 43,0+9,7a 50,2+12,%
3- BOVIMIX + ACYS 2,5%+ CCC

2,5% atomizdo 49,6+10,8 47,5+11,%° 42,4+108 40,6+11,8 36,6+11,8 33,8+11,8 41,8+12,3
Controle - BOVIMIX 47,8+12,86 456+11,8 41,8+10,8 40,1+11,2 36,4+11,8 32,6+10,8 40,7+124

Médias seguidas pela mesma letra subscritas, na mesma coluna néo diferéestpetie tukey a 5% d
probabilidade
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Tabela 4: Vigor esperméticde sémen caprino diluido e congelado/descongelado em
diferentes meios de criopreservacado (Média * erro-padrao):

Tempo em segndo

TRATAMENTO TTRO TTR 30 TTR 60 TTR 90 TTR120 TTR 180 TOTAL

1-BOVIMIX + ACYS
3,5+0,38°  3,3+0,3%3° 3,340,358 3,2+0,46ab  3,1+0,47ab  3,0+0,50" 3,540,427

2-BOVIMIX + ACYS 3,5 +0,3% 3,510,338 3,410,34 3,410,33 3,310,4% 3,240,42 3,510,368
2,5% + CCC 2,5%

3-BOVIMIX + ACYS 3,2+0,58 3,240,598 3,2+0,58 3,1+0,6F 2,9+0,6F 2,9+0,64 3,240,59
2,5%+ CCC 2,5%
atomizado

3,4+0,47° 3,4+0,47° 3,3+0,57 3,3+0,53° 3,2+0,56° 3,1+0,60° 3,4+0,53°
Controle - BOVIMIX

Médias seguidas pela mesma letra subscritas, na mesma coluna néo difer¢estpetle tukey a 5% d
probabilidade .

5.2. Porcentagens de Espermatozoides Viaveis (teste supra vital)

Os valores do teste supra vital estdo apresentados na tabela 05. Os valores obtidos no
teste supravital pégescongelamento foram semelhantes aos observados por BISPO (2009) e
muito proximos aos valores de motilidade espermética no sémen descongelado, o que reflete
acurdcia do teste da avaliagdo espermatica (que € um teste subjetivo), confirmando os estudos
de Mayer et al. (19519 Swanson e Bearden (1951), assim como na motilidade espermética,
observou-se maior porcentagem de espermatozdides vivos entre os tratamentos 1
(44,8+10,7%), 2 (45,8+13,1p%& o controle (36,9+13,3%), porém observa-se na tabela 5 que
os valores médios do grupo controle (36,9+13,3%) e o tratamento 3 (39,2+12,8% ) nao
diferem entre si, sendo que o tratamento 3 ainda apresenta valores superiores em numero
absoluto em relacdo ao controle. Ressaiaainda que tal melhoria ndo foi observada no
tratamento 3 (39,2+12,8%), pois se utilizou antocianina atomizada, fato esse que se explica
pela atividade antioxidante da antocianina atomizada de reduzir mais rapido (69,2 Nyl 100g
do que a atividade antioxidante da antocianina em pasta (89,1 M&!)168#pzindo assim a

acao antimutagénica da antocianina contra o peréxido de hidrogénio.
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Tabela 5- Percentagem de células espermaticas de caprinos reativas ao Teste supra vital (SV)
ap6s diluidas e congeladas/descongeladas em diferentes meios de criopreservagéo

(Médiazterro-padrao):

TRATAMENTO SV
1-BOVIMIX + ACYS 44,8 +10,7
2- BOVIMIX + ACYS 2,5% + CCC 2,5% 458 +13 1
3-BOVIMIX + ACYS 2,5%+ CCC 2,5% atomizado 392+12.8

36,9 +13,8

Controle - BOVIMIX

Médias seguidas pela mesma letra subscritas, na mesma coluna ndo diferdestpelie tukey a 5% d
probabilidade .

5.3. Integridade Funcional da Membrana Plasmética de Espermatozoides (teste hiposmotico)

Na tabela 06, estdo apresentadas os valores médios de células esperméticas poés
descongelamento reativas ao teste hiposmético (HOST) obtidas no presente estudo. O HOST
tem por principio avaliar a integridade funcional da membrana bioldgica (transporte seletivo
de moléculas), que apenas ocorre de maneira eficiente em células com membrana plasmatica
integra (JEYENDRAN et al., 1984). A membrana celular intacta deve ser vista como requisito
essencial minimo para os espermatozoides, quando se considera que, em contraste com outra:
células os mesmos néo sao capazes de restaurar a membrana plasmatica lesionada, visto que
a fluidez da membrana é baixa e o0s espermatozodides possuem quantidade minima de
citoplasma com organelas ausentes, tornando falha essa capacidade de sintese. Jeyendran ¢
al. (1984) descrevem que o influxo de 4gua ocorre quando os espermatozoides sdo submetidos
ao estresse osmotico, € mais facilmente observado na regido da cauda que na cabeca, iSSc

porque a membrana plasmatica que envolve a cauda € mais maleavel que ao redor da cabeca.

Segundo Watson (2000), a permeabilidade da membrana plasmatica varia de acordo
com a regiao dos espermatozoides e o maior transporte de agua € feito por meio da membrana
da cauda dos espermatozoides, sendo essa membrana mais susceptivel as alteracdes. Observ
se pelos valores médios obtidos nos tratamentos 1 (51,3+10,3%) e tratamento 2 (49,2+12,1%)

que ndo ha diferenca entre(pb0,05), porém diferem (p<0,05) do controle (42,4+12,1%).
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Entdo € possivel inferir pelo teste hiposmético que a suplementacdo do diluente com
antocianina melhora a integridade estrutural da membrana espermética e que a baixa resposta
ao HOST apo0s a criopreservacao, provavelmente foi em decorréncia dos danos sofridos pela
cauda dos espermatozoéides durante o processo de congelamento/descongelamento, 0 que
diminui a capacidade dos espermatozodides reagirem com o aumento do volume celular, em
resposta a baixa osmolaridade (HOSSAIN et al., 1998). Além disso, o proprio meio de
congelamento pode acarretar ruptura da membrana, pois o0 estresse osmotico pode induzir,
além de alteracGes nas estruturas das membranas , mudancas na microestruturas tubulares d
cauda (CORREA E ZAVOS , 1994). No entanto, os valores médios obtidos no teste
hiposmético sdo bem préximos aos valores da motilidade e do teste supra vital, confirmando a

acuracia das analises complementares quanto a viabilidade espermatica.

Tabela 6 Percentagem de espermatozoides reativos ao teste hiposmético (HOST) do sémen
caprino diluido e congelado/descongelado em diferentes meios de criopreservacdo (Média +

erro-padrao):

TRATAMENTO HOST
1- BOVIMIX + ACYS 51,3+10,3
2 - BOVIMIX + ACYS 2,5% + CCC 2,5% 492 +12 %
3-BOVIMIX + ACYS 2,5%+ CCC 2,5% atomizado 44,4 +11.8
42,4 +12 %

Controle - BOVIMIX

Médias seguidas pela mesma letra subscritas, ha mesma coluna ndo diferem pielduiesyea 5% de
probabilidade .

5.4 Defeitos esperméticos

As caracteristicas morfolégicas do sémen pos descongelamento (defeitos maiores,
menores e totais) sdo apresentadas na tabela 07. Segundo o CBRA (1998) o sémen caprino
descongelado ndo deve ultrapassar 10 % dos defeitos maiores e 20 % dos defeitos totais.
Todos os tratamentos se mantiveram dentro dos parametros aceitaveis para defeitos maiores €
defeitos totais sendo, respectivameritatamento 1 (4,2+4,7; 15,3+13,0%); tratamento 2
(4,2+4,9; 17,6+15,2%); tratamento 3 (3,5+2,8; 19,4+13,1%) e controle (3,4%2,5;
19,0+18,2%), apresentando meédias dentro dos valores preconizados. Segundo BORGES
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(2003) muitos trabalhos ndo relataram diferencas na morfologia espermatica entre os
tratamentos no sémen criopreservado. Sendo somente uma confirmacdo da aptiddo dos

animais a reproducao no inicio do ensaio.

Tabela # Caracteristicas morfolégicas (defeitos menores, maiores e totais) do sémen

congelado/descongelado de caprino da raca A(piealia + Erro-padréo):

TRATAMENTO DMA DMEN DEFT

1-BOVIMIX + ACYS 42+47 11,1+11,9 15,3+13,0

2-BOVIMIX + ACYS 2,5% + CCC 2,5% 42 +4.9 13,4 + 15,1 17,6 £15,2
3528 16,0+ 13,2 19,4 +13,1

3-BOVIMIX + ACYS 2,5%+ CCC 2,5% atomizado

34+258 15,7 £17,2 19,0 £18,2
Controle - BOVIMIX

DMA: defeito maior; DMEN: defeito menor; DEFT: defeitos tot@iz0,05 pelo teste de Tukey.

5.5 Integridades funcionais da membrana plasmética de espermatozoides (teste de
fluorescéncia).

Os resultados obtidos encontram-se na tabela 08. Dos quatro padrdes gerados a partir
da coloracdo simultanea das membranas, houve diferenca para trés padrbes, entre 0s
tratamentos e o grupo controle (p<0,08h controle se observa a maior porcentagem de
espermatozoides com baixa atividade mitocondrial e membrana integra (BAMI) ou membrana
lesada (BAML), respectivamente (25,2+14,9%) e (50,2+16,1%) do que os tratamentos; 1
(11,3+11,2; 33,8+13,9%), 2 (15,3+11,5; 35,1+12,9%), 3 (17,6+11,7; 50,1+18,8%). Quanto
aos padrdoes de alta atividade mitocondrial membrana integra (AAMI), o grupo controle
(23,2+13,6%) obteve médias inferiores aos tratamentos 1 (51,3+18,6; 3,2+4,5%) e 2
(47,3+16,3; 2,3+4,3%). Porém nos padrdesilta atividade mitocondrial e membrana lesada
(AAML) n&o houve diferenca (p>0,05) entre o controle (1,5+2,0) e os tratamentos; 1
(3,244,5), 2 (2,3+4,3) e 3 (1,8+3,9

A categoria que apresenta fluorescéncia verde ao longo de toda célula e que indica
integridade das membranas estd fundamentada nos achados de GARNER et al. (1986),
guando propuseram o mecanismo de agao dos corantes fluorescentes, DIC e IP. Esses autore:

salientaram que o DIC, por ser um éster polar, ndo fluorescente, atravessa a membrana
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plasmatica e, dentro da célula, é hidrolisado por esterases inespecificas, resultando na
formagdo de um composto impermeavel a membrana plasmética que fluoresce em verde,
denominado de 6-carboxifluoresceina. Ao contrario, o IP possui forte afinidade pelos acidos
nucléicos, mostrando-se impermeavel a membrana plasmatica, fluorescendo em vermelho
somente em células com membranas danificadas. A iluminagdo, com luz ultravioleta e
utilizacdo do filtro para fluoresceina, revelou espermatozoéides fluorescentes de cor verde,

indicando que o IP ndo atravessa a membrana integra.

Na segunda categoria, que apresentou fluorescéncia vermelha na cabeca e peca
intermediaria, segundo as observacdes do mecanismo de acdo dos corantes semelhantes ao
citados anteriormente, e considerando que a cabeca e a peca intermediaria do gameta
masculino contém DNA, espera-se a colora¢do vermelha. Les6es na membrana mitocondrial
também sdo referidas como as principais injurias induzidas pelo processamento de
congelamentoe pelo choque térmico causados as células durante a preparacdo para a
inseminacdo. Se a célula espermatica caprina for dependente do metabolismo respiratorio
durante a passagem cervical, esta injuria a membrana mitocondrial pode representar um fator
de limitacdo da fertilidade em sémen descongelado, como afirmam Windsor e White (1995) e
Maxwell & Watson (1996).

A interpretacdo da terceira categoria, indicando espermatozoides que apresentavam
fluorescéncia verde na peca intermediaria, acimulo de DIC, foi que as membranas das
mitocondrias estavam integras, resultado da atividade das esterases dentro das organelas. C
acumulo de IP na cabeca dos espermatozéides é indicativo da penetracdo do corante nas
membranas plasmatica e nuclear danificadas, o qual, unindo-se ao DNA do nucleo, produz
uma fluorescéncia de coloracdo vermelha, revelada pela incidéncia da luz ultravioleta. Holt e
North (1984 e 1986) relataram a ocorréncia de alteracdes na organizacdo liaislica
membranas no decorrer de diferentes fases térmicas, com modificacdo de sua permeabilidade.
Fato semelhante foi constatado no presente experimento, utilizando sondas fluorescentes.
Apos a diluicdo do sémen em cada tratamento (1 2, 3) e no grupo controle e os procedimentos
de criopreservacdo, aos quais as ceélulas espermaticas foram expostas, foi observado um
incremento de células com lesbes nas membranas plasmaticas principalmente no grupo
controle (50,2+16,1%), além do efeito que o processo de congelamento exerce sobre as

células espermaticas, aumentando a incidéncia de acrossomos danificados (KOVACS E
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FOOTE, 1992), e mesmo aqueles espermatozéides morfologicamente considerados normais
podem apresentar-se com a membrana plasmatica lesada (HARRISON E VICKERS, 1990).

A melhor preservacdo das membranas espermaticas, verificada nas células
criopreservadas com antocianina, pode ser explicada pela sua maior velocidade de penetracéo
celular, diminuindo a concentracdo de sais no interior dos espermatozoides, atenuando os
efeitos deletérios das estruturas espermaticas (MORAES, 1996). Meryman et al. (1977)
destacam que a antocianina possui a propriedade de conferir maior estabilidade as estruturas
lipidicas das membranas espermaticas, protegendo as células das alteracdes pralocadas p

estresse oxidativo.

Os baixos indices de fertiizacdo via transcervical com sémen
congelado/descongelado, obtidos em caprinos, podem ser em consequéncia de alteracdes
provocadas nas células espermaticas durante o congelamento do sémen. Nesse experimento
foi constatado que o sémen congelado com antocianina apresentou aumento na motilidade
progressiva nos testes de termorresisténcia, considerado por Molinia et al. (1994) como sendo
consequéncia de um aumento no metabolismo celular de espermatozoides submetidos ao
congelament@ em decorréncia da hiperatividade espermatica. Houve também incremento no
percentual de membranas espermaticas integras quando o sémen foi congelado na presenca d
antocianina em relacdo ao BOVIMIX (controle), possivelmente ocorrido devido ao grande
potencial antioxidante que essa molécula possui, e por sua acao antimutagénica contra o
peroxido de hidrogénio (), diminuindo o processo de peroxidagéo lipidica nas células

espermaticas.

N&o ha estudos relatados, utilizando a antocianina como componente e aditivo do
diluidor seminal dificultando a comparacdo destes resultados com outros estudos em
criopreservacdo de sémen caprino, porém, com os resultados satisfatérios da antocinina no
sémen verificados no presente estudo e por ser uma didseag seguimentos, na mesma
linha, porém com novos delineamentos, novas pesquisas serdo realizadas para avaliar o

potencial oxidativo da antocianina no espermatozoide.
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Tabela 8 Integridade da membrana plasmatica (%) de espermatozoide caprino apos
congelamento/descongelamento por meio do teste de fluorescéncia com a utilizagdo das
sondas DIC+IP+JC-1 (Média * Erro-padréo):

TRATAMENTO AAMI AAML BAMI BAML

1-BOVIMIX + ACYS 51,3 +186° 324458 11,3+11,2 33,8 +13,9

2-BOVIMIX + ACYS

2,5% + CCC 2,5% 473+16,8 23+4,3 153+11,8 35,1+12,8
3-BOVIMIX + ACYS

> 5%+ COC 2.5% 29,3+17,0 1,8+3,9 17,6 £11,7 50,1 + 18,8
atomizado

Controle - BOVIMIX 232+138 15+2,0 252 +14,9 50,2 + 16,1

AAMI: alta atividade mitocondrial, membrana integra; AAML: alta atadd mitocondrial, membrana lesada; BAMI: baixa
atividade mitocondrial, membrana integra; BAML: baixa atividade mitddal, membrana lesada; Médias seguidas pela
mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de %dkalegprobabilidade.
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6.CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos, a adicdo de antocianina proveniente do acai ao
diluente contribuiu para melhorar a preservacao da integridade das membranas na congelacéo
do sémen Caprino. Sua associacdo com a ciclodextrina em pasta foi bastante benéfica, pois
ajudou a manter a integridade da membrana, porém sua associacdo com ciclodextrina
atomizada nao alcancou o efeito esperado, pois 0 processo de atomizazidicaratividade
antioxidante da antocianin®s resultados obtidos no presente estudo demonstram que a

antocianina pode ser adicionada ao diluente de criopreservacao.
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