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RESUMO

O estudo teve como objetivo avaliar o efeito da inclusdo de 6leo de peixe associado
ao acido ascorbico no diluidor para criopreservacdo de sémen caprino. Foram
utilizados dois machos da raca Boer com idade de 18+1,19 meses, com
60,12+2,34Kg e condi¢gdo corporal de 3, criados em sistema semi-intensivo. As
coletas de sémen foram realizadas duas vezes por semana, pelo método de vagina
artificial. Apds a coleta, os ejaculados avaliados quantos aos aspectos fisicos e
morfologicos, segundo o Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal (CBRA, 2013).
Apoés avaliagdo, houve formagdo de um pool, seguindo-se do fracionado em cinco
grupos (G): G1 (controle): diluidor citrato-gema (Mies Filho, 1987) acrescido de
0,05% de acido ascoérbico (Synth®) e G2, G3, G4 e G5: diluidor citrato-gema
acrescido de 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0% de 6leo de peixe (Nature Made®) + 1% de lauril
sulfato de sodio e 0,05% de acido ascérbico, respectivamente. O sémen foi
criopreservado em maquina automatizada. Apds descongelamento, foram realizadas
avaliacoes fisicas do sémen pds-descongelamento e os testes complementares de
termorresisténcia lento (TTR), teste hiposmético (HO), integridade acrossomal e
compactacdo da cromatina espermatica. Os dados foram avaliados por Analise de
Regressédo a 5% de significancia. Houve comportamento linear crescente (P<0,05)
para motilidade pds-descongelamento. Nao houve diferenga (P>0,05) para vigor
pos-descongelamento, com média de 2,00+0,24. No TTR n&o houve diferenca
(P>0,05) entre os tratamentos para motilidade e vigor espermaticos entre os tempos
5 a 180 min, como médias inicial e final de 62,17£12,13 e 14,29+10,55, para
motilidade e 2,00+0,52 e 0,49+0,44, para vigor. Ndo houve diferenga (P>0,05) entre
os tratamentos no HO, com porcentagem meédia de espermatozoides reativos de
23,515,96%. Para integridade acrossomal houve diferenca entre os tratamentos
(P<0,05) para acrossoma integro e acrossoma irregular, com comportamento linear
crescente e decrescente, respectivamente. Nao houve diferengca (P>0,05) na
compactagdo da cromatina, com porcentagem de 97,06+1,17% de cromatina
integra. Desta forma, a inclusédo de até 4% de 6leo de peixe acrescido de 0,05% de
acido ascérbico no diluidor para criopreservagao de sémen caprino melhorou

motilidade e integridade de acrossoma apos a criopreservagao.

Palavras-chave: lipidios, membrana celular, viabilidade espermatica



ABSTRACT

The study aimed to evaluate the effect of fish oil inclusion associated with ascorbic
acid in the thinner for goat semen cryopreservation. They used two males Boer aged
18 £ 1.19 months and 60.12 + 2,34Kg and body condition of 3, raised in semi-
intensive system. Semen samples were taken twice a week, the artificial vagina
method. After collection, the evaluated ejaculates how the physical and
morphological aspects, according to the Brazilian College Animal Reproduction
(CBRA, 2013). After evaluation, the formation of a pool, followed by the split into five
groups (G): G1 (control): yolk-citrate extender (Mies Son, 1987) plus 0.05% ascorbic
acid (Synth®) and G2, G3, G4 and G5: yolk-citrate extender plus 1.0; 2.0; 3.0 and
4.0% fish oil (Nature Made®) + 1% sodium lauryl sulfate and 0.05% ascorbic acid,
respectively. The semen was cryopreserved in TK 3000® freezing machine using the
curve for goats. After thawing, they were conducted physical evaluations of post-
thaw semen and additional testing slow heat resistance (TTR), hiposmotic test (HO),
acrosome integrity and compression of sperm chromatin. Data were evaluated by
regression analysis at 5% significance. There was linear increase (P <0.05) for post-
thaw motility. There was no difference (P> 0.05) for post-thaw effect, with an average
of 2,00+0,24. The TTR there was no difference (P> 0.05) between treatments for
sperm motility and vigor between times 5-180 min as the initial and final means of
62,17+12,13 and 14,29+10,55, for motility and 2,00+0,52 and 0,49+0,44, to force.
There was no difference (P> 0.05) between treatments in HO, with an average
percentage of reactive sperm 23.5+5.96%. For acrosome integrity was no difference
between treatments (P <0.05) for intact acrosome and acrosome irregular, with
increasing and decreasing linear behaviors, respectively. There was no difference
(P> 0.05) in the compaction of chromatin, with percentage of 97.06 £ 1.17% of full
chromatin. Thus, the inclusion of up to 4% fish oil plus 0.05% ascorbic acid in diluter
for goat semen cryopreservation improved sperm viability after cryopreservation by

means of motility and acrosome integrity.

Keywords: polyunsaturated fatty acids, membranes, viability
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1 INTRODUCAO

A demanda dos sistemas de produgdo por animais geneticamente
melhorados vem impulsionando o aprimoramento das biotecnologias empregadas
a reproducao animal, visando uma maior aplicabilidade das mesmas, o que permite
condi¢des para o aumento da eficiéncia produtiva desses animais (FIGUEIREDO et
al., 2002).

Dentre essas biotecnologias, a inseminacao artificial (IA) é a que mais
contribuiu para o avango do melhoramento genético em um curto espago de tempo,
devido ao uso de reprodutores selecionados, gerando um numero elevado de doses
inseminantes e maior numero de descendente nascido por ano (BETINI et al., 1998;
NUNES et al., 2002; SIMPLICIO et al., 2005). Devido a isso, a tecnologia de sémen
tornou-se alvo de inumeras pesquisas, para maior eficiéncia dentro dos programas
reprodutivos nas diversas espécies domésticas (ANDRADE, M.M.J, 2002;
MOTAMEDI et al., 2014; KUCUK et al., 2014; GURLER et al., 2015).

O processo de criopreservagao seminal apresenta como principal vantagem
aumentar o tempo de utilizagdo de determinado ejaculado (SILVA e GUERRA, 2011).
Porém, esse processo apresenta entrave para a exploragdo do sémen
criopreservado, porque O processo criogénico leva a uma diminuicdo na
porcentagem de células vidaveis e na capacidade fecundante apdés o
descongelamento, assim como, lesdo na membrana plasmatica e ultraestrutura
celular (WATSON, 2000), com perdas de até 28% do colesterol presente nas
membranas (SAMPAIO et al., 2015).

Desta forma, estratégias vém sendo desenvolvidas para incrementar a
resisténcia das células espermaticas ao processo de criopreservacao. Dentre elas,
a inclusdo de acidos graxos poli-insaturados (AGPI) e antioxidantes no diluente
seminal, sendo uma alternativa em melhorar a fluidez de membrana e diminuir a
acao dos radicais livres sobre as células (BRINSKO et al., 2005; NASIRI et al.,
2012; TOWHIDI e PARKS, 2012; CASTILHO et al., 2009).

Algumas fontes de AGPI ja foram testadas como aditivos em meio de
congelamento e seus efeitos benéficos para o processo da criopreservagao seminal,
como acido linoleico (LA) (TAKAHASHI et al., 2012), alfa-linolénico (ALA) (KAKA et


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kaka%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25366298
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al., 2015), docosahexaenoico (DHA) (NASIRI, A.H. et al., 2012) e acido araquidénico
(AA) (EJAZ et al., 2014). Como o Oleo de peixe é rico em DHA e em acido
eicosapentaenoico (EPA), torna-se uma alternativa promissora como componente
em diluentes seminais (DEL VALLE et al., 2013).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nasiri%20AH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21951061
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2 OBJETIVO

Avaliar a inclusao de oleo de peixe associado ao acido ascoérbico no diluente

para criopreservagao do sémen caprino.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Caprinocultura no Brasil

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em 2014, o
efetivo de caprinos no Brasil foi de 8.851.879 cabecgas, com a Regido Nordeste
sendo detentora de 8.109.672 caprinos, destacando-se com o maior rebanho do
pais, e a Bahia, com um rebanho estimado em 2.360.683 caprinos, o maior da

Regido Nordeste.

No ano de 2011, o Brasil somou um total 2.534.000 abates de caprinos, com
producao de 5.068 toneladas de couro e com producédo de 148.149 litros de leite.
Com os maiores contingentes do rebanho caprino, a regido Nordeste tem como
foco a produgcao de carne, leite e pele, porém esse cenario vem mudando, e a
caprinocultura vem se solidificando em outras regides, com mostra a regiao
Sudeste, que se mostra estruturada e ranqueando o terceiro lugar na produgao de
leite de cabra do pais (FAO, 2012).

A caprinocultura de corte e de leite no Brasil ndo apresenta um crescimento
qualitativo (GOUVEIA, 2003). Segundo Pinheiro et al. (2000), a caprinocultura no
Nordeste é influenciada por fatores que acarretam a entraves no seu
desenvolvimento, como a alta ocorréncia de problemas sanitarios, somados a um
controle profilatico muitas vezes deficiente levando a ocorréncia de doengas, em
conjunto a uma deficiéncia nutricional ocasionada pelas condi¢gdes climaticas, que
nao favorece a disponibilidade de forragem de qualidade ao longo do ano,

refletindo no baixo desempenho produtivo e reprodutivo dos animais.

O baixo nivel tecnolégico, associado a criagdo dos caprinos durante muitos
anos, justifica-se em parte por se tratar de uma cultura muitas vezes de
subsisténcia, associada a agricultura familiar (COELHO et al., 2011). Essa imagem
vem sendo reformulada devido a criacdo de associacdes de produtores, onde tem
se buscado implementacdo de tecnologias e melhoria dos sistemas de produgao,
tornando-se uma alternativa para agdes extensionistas e melhoras progressivas da
caprinocultura (LEMOS et al., 2012).
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Essas mudangas impulsionaram a expansao da caprinocultura nos ultimos
anos, com emprego crescente de varias biotecnologias reprodutivas, contribuindo
para o sucesso dessa cultura, dentre elas destacam-se a inseminacao artificial (1A),
a transferéncia de embrides (TE) e mais recentemente, a produgéo in vitro de
embrides (PIV) (COGNIE et al., 2003; PAULA et al., 2008). Junto a isso, a tecnologia
do sémen desenvolve-se ao mesmo ritmo. Em 2014, o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) definiu os requisitos sanitarios para
processamento e comercializagdo de sémen caprino e ovino no territorio brasileiro,

mostrando um avango importante na tecnologia de sémen dessas espécies.
3.2 Caracteristica do ejaculado caprino

Os caprinos apresentam um ejaculado com volume variando de 0,2 até 2mL e
com valores médios de 0,8mL (SALVIANO et al., 2008; SOUZA, A.P, 2009). Essa
caracteristica é bastante variavel, pois, os métodos de coleta, espécie, raca, idade,
numero de coleta, tempo de excitacao, estacionalidade reprodutiva, dentre outros
fatores causam variacdo do volume final do ejaculado (SIMPLICIO, 1991;
CHEMINEAU et al., 2004; SANTOS, F.C.B, et al., 2005; SALVIANO, et al., 2008;
SOUZA, AP, et al., 2009).

Segundo o CBRA (2013) os ejaculados dos caprinos apresentam aspecto que
pode ser classificado em creme grosso, creme, creme fino, leite, turvo e claro, tendo
relacao direta com a concentragdo espermatica do ejaculado, sua coloragédo pode

ser classificada na cor branca ou amarelo-marfim em um ejaculado normal.

S6 o sémen dos ruminantes tem presente a caracteristica do movimento de
massa/turbilhonamento, existe uma alta relagao entre a intensidade do movimento
em massa e a motilidade, vigor e concentragcao espermatica do ejaculado. O mesmo
é classificado em uma escala de zero a cinco, de forma subjetiva, na espécie caprina
o0 ejaculado é considerado apto para processamento, quando os valores para

turbilhonamento sdo maiores ou iguais a quatro (CBRA, 2013).

Mies Filho (1987) relaciona a motilidade espermatica como a principal
caracteristica em um exame andrologico, pois, representa a populagdo de
espermatozoides dotados de movimento. Segundo o CBRA (2013), a motilidade

deve ser expressa em porcentagem, e para a especie caprina os ejaculados que
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apresentam valores iguais ou superiores a setenta por cento estdo classificados

aptos.

O vigor espermatico também apresenta uma classificagdo de zero a cinco e
representa a forca de movimento da célula espermatica. O zero representa a
auséncia de movimento ou movimento inexpressivo e o cinco representa um
movimento vigoroso celular (CHEMINEU et al., 1991). Os ejaculados de caprinos
devem apresentar valores de vigor espermatico iguais ou superiores a trés (CBRA,
2013).

Outra variavel analisada na espécie caprina de alta correlagdo com a
fertilidade € a concentracdo espermatica, esta pode ser expressa em milimetro
cubico (mm?®) ou centimetro cubico (cm?® = mL). Os padrdes exigidos pelo CBRA
(2013) para a espécie caprina para concentragao total de células por ejaculado de 3

a 5 bilhdes.

A avaliagdo da morfologia espermatica € um parametro de suma importancia
em todas as espécies. Para realizacdo desse, pode-se usar as técnicas de
esfregagco corado ou pela preparagdo umida, com avaliagdo em microscopio de
contraste ou de interferéncia diferencial de fases, os caprinos devem apresentar um
total de 80% de células normais em um ejaculado (CBRA, 2013). A classificacao das
anormalidades segue o padrdao descrito por varios autores (BLOM e
CHRISTENSEN, 1951; GARCIA, 1971; RAO, 1971 e BLOM, 1972).

O sémen ¢é formado pelo liquido seminal com espermatozoides em
suspensao, o plasma seminal tem, entre outras, a fungao de veiculo para as células
espermaticas, sendo um importante constituinte dessa solu¢dao (MILLER et al.,
1990). Existem varias pesquisas sobre o efeito do plasma seminal dos caprinos nos
fosfolipidios contidos em diluidores seminais e seu efeito deletério sobre a motilidade
e estrutura das células. A fosfoslipase A2 também apresenta papel importante no
processo de maturacdo espermatica, pois esta envolvida na ocorréncia de
modificagdes importantes dos fosfolipidios da membrana espermatica e faz parte do
processo de maturacdo dos espermatozoides epididimarios (UPRETI et al., 1999;
ARAUJO e CAMPOS, 2005).
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As glandulas bulbo uretrais nessa espécie secreta a fosfoslipase A2, essa
enzima promove hidrdlise nas lecitinas presentes na gema do ovo, componente
quase obrigatorio dos diluentes seminais, gerando lisolecitinas que tém efeito toxico
sobre as células espermaticas, com acao deletéria aos lipidios presentes nas
membranas celulares (NUNES, 1982, PELLICER-RUBIO et al.,1997, PURDY, 2006).
Essa acdo deletéria leva a fragilizagdo da célula ao processo de criopreservacgao,
induz reacdo acrossébmica e descondensacdao da cromatina (FERRARI JUNIOR,
2013).

Como a gema do ovo € um componente muito usado nos diluentes dessa
espécie, garantindo protecdo para membrana plasmatica e acrossoma contra lesdes
relacionadas com a diminuicdo da temperatura, e é rica em fosfolipidios associados
com outros componentes, as células espermaticas terdo redu¢cao da composigcao de
seus fosfolipidios, pela hidrélise dos componentes da gema do ovo além de reduzir o
efeito protetor da mesma (SURAI et al., 2000).

A busca por diluentes de alta eficiéncia para a espécie caprina vem sendo
realizada ha um longo periodo, diante disse, os diluentes vém sendo incrementados
com uma série de substancias que de alguma forma confiram efeito protetor as
células espermaticas contra os efeitos deletérios da criopreservacdo (UYSAL e
BUCAK, 2007; MARA et al.,2007; ANSARI et al.,, 2012; SOUZA, R.S, 2012;
PENITENTE-FILHO et al., 2014; SILVA, M.S.F, 2015).

3.3 Oleo de peixe na reproducéo

Segundo a Food and Agriculture Organization (FAO) (2010), o consumo
mundial de pescado vem aumentando paulatinamente nessas ultimas décadas no
Brasil, com aumento de aproximadamente 8% no ano de 2010 (BRASIL, 2010),
gerando maiores niveis de residuos desse produto. As visceras, escamas e
esqueletos sdo destinados como matérias-primas para a fabricacdo das farinhas,
silagens e 6leos de peixe, comumente empregados na alimentagdo animal (LIMA.
2013).

Os subprodutos do pescado vém ganhando varias utilidades, em diversas
areas, tanto como constituintes da dieta humana, animal, suplementos e até

medicamentos alternativos para algumas doengas humanas. A produgédo a partir
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desses residuos mostra-se uma alternativa para reduzir o impacto dos mesmo ao
meio ambiente, sendo gerado produtos como: biodiesel, silagem de peixe e extragéo

de colageno, a partir da pele desses animais (NUTEC, 2010).

Devido ao alto valor protéico, sua utilidade para producdo animal vem
ganhando espaco, sendo a produgado de farinha de peixe um dos destinos desses
residuos, pois, o produto gerado tem cerca de 70% de proteina e baixo custo
(FELTES et al., 2010). O dleo de peixe € um outro subproduto obtido pela cocg¢do a
vapor, decantagao, filtracdo e centrifugagdo. Segundo o Regulamento Industrial de
Inspec¢do Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA), esse subproduto
apresenta niveis elevados de AGPI, principalmente os acidos EPA e DHA
(MARTINS, M.B, et al., 2008). Além desses acidos, destacam-se na composi¢gdo dos
Oleos de peixe, os acidos miristico, palmitico; estearico; oleico; vestigios para
eicosenoico; araquidonico; e docosapentaenoico (SAIFY et al., 2000; SUSENO et
al., 2014).

A composicao do d6leo de peixe tem sua determinacdo pelo perfil de acidos
graxos que o compde, esse por sua vez € diretamente influenciado por fatores
ambientais, tais como: a geografia local, temperatura da agua e estagdo do ano na
captura dos peixes (EFSA, 2010). Os peixes sao 0s animais que apresentam a maior
concentragdo de AGPI na sua composicdo de membrana, devido a essa
caracteristica esses animais apresentam alta capacidade de sobrevivéncia, frente a
grande variagao de temperatura imposta pelo ambiente, mantendo a fluidez de suas
membranas (AMORIM, 2008). Devido a isso, estudos vém sendo desenvolvidos com
uso de fontes ricas em AGPI, como o 6leo de peixe, 6leo de canola, dleo de linhaga,
dentre outras, e sua capacidade de incorporacado dessas fontes lipidicas exégenas
as membranas espermaticas, seja pela adi¢ao lipidica na dieta ou diretamente ao
diluente (BONGALHARDO et al., 2009, MOCE et al., 2010, MORAES et al., 2010
RATES, 2011 e SOUZA, R.S, 2012).

Dependendo das insaturagdes dos seus acidos graxos, o 6leo de peixe
apresenta uma alta susceptibilidade a processos oxidativos, que comprometem a
integridade das duplas ligagcbes, a concentracao e a funcionalidade principalmente
dos acidos graxos EPA e DHA (SHAHIDI, 1998; CASANOVA e MEDEIROS, 2011).
Os mesmos podem sofrer essas alteragées por outros processos, como: reacoes
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hidroliticas, oxidagdo enzimatica, fotoxidacado e autoxidacdo (RAMALHO e JORGE,
2006).

Os AGPI ja foram identificados ha varios anos como constituintes das
membranas celulares dentre as varias espécies de animais (POULQOS et al., 1986),
com importancia na manutencido celular, pois, além de serem constituintes das
membranas celulares, participam da resposta imunoldgica e inflamatéria (PERINI et
al., 2010). Os principais efeitos celulares estudados dos AGPI estdo descritos a

seqguir.

Acidos graxos das séries n-3 e n-6 sdo precursores da sintese de
prostaglandinas e leucotrienos, envolvidos em processos importantes como os de
coagulagao e inflamagao, enzimas atuam sobre esses acidos, por exemplo, o acido
linoleico é convertido a araquidénico sendo o precursor das prostaglandinas E»>
(PGE2), leucotrienos B4 (LTB4), os quais sao importantes eicosanoides pro-
inflamatérios, e a tromboxana A2 (TXA2), potente vasoconstritor e agregador
plaquetario, seguindo pela via das lipoxigenases, o EPA €& convertido em
prostaglandinas Es (PGEs), leucotrieno B5 (LTB5) e a tromboxana A3 (TXA3)
(LOTTENBERG, 2009).

Os AGPI apresentam caracteristicas importantes no desenvolvimento fetal e
no desenvolvimento cerebral (ELIAS e INNIS, 2001; INNIS, 2005). O cérebro
apresenta em sua constituicdo uma elevada quantidade de AGPI da série n-3 e n-6,
sendo estes relacionados com fungdes importantes, como o crescimento neuronal,
envolvidos na transducao de sinais e excitabilidade das membranas neurais, € na
expressao de genes que regulam a diferenciagao celular e o crescimento (UAUY e
DANGOUR, 2006). O DHA ¢é encontrado de forma representativa, tendo uma alta
relacdo com o sistema visual, pois, esta presente nos cones e bastonetes, isso vem
indicando um papel importante dos mesmos para funcionalidade do sistema visual e
neural (JENSEN et al., 2005, LIMA et al., 2004).

Outro fator importante é a fluidez das membranas, que é esperado em células
espermaticas, pode ser demostrado pela eficiéncia dos AGPI sobre as membranas
neuronais, pois, com o passar da idade os ataques das espécies reativas ao

oxigénio (ROS) levam a uma redugao dos niveis de AGPI, tendo um aumento da
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propor¢do de colesterol sobre os mesmos, resultante desse processo de inversao
tem-se uma rigidez das membranas cerebrais (JOSEPH et al., 1998, ANGELIE et al.,
2001).

O funcionamento fisiolégico normal da membrana neuronal é altamente
dependente de suas estruturas, e ao mesmo tempo, muitos fatores podem
influenciar na sua fluidez, um dos principais fatores € a composicéo lipidica da
membrana, onde o colesterol reduz a fluidez da membrana e os AGPI podem
aumenta-la (YEHUDA et al.,, 2002). Da mesma forma, a célula espermatica se
comporta frente a reducao de AGPI em sua composicdo e em relagao ao colesterol,
levando a reducdo da fluidez das membranas tronando mais susceptiveis a danos

causados pelo processo de criopreservagao (AMANN e GRAHAM, 1992).

Em trabalhos recentes, Kaeoket et al. (2010) demostraram aumento da
motilidade progressiva e da integridade de membrana plasmatica com o uso de
niveis de 6leo de peixe ao diluente de suinos, assim como Del Valle et al. (2013),
usando uma fonte de 6leo vegetal (6leo de coco) no sémen ovino, obtiveram melhor
porcentagem de células com acrossoma integros. Isso por uma possivel

incorporagao dos AGPI presentes nesses 6leos a membrana espermatica.
3.4 Lipidios na reproducéao

O uso de acidos graxos, como uma alternativa em melhorar a qualidade
espermatica, € demonstrado em varios estudos, comprovando a influéncia da
inclusdo de lipidios sobre a qualidade dos espermatozoides de diversas espécies,
seja por meio da inclusdo diretamente na dieta dos animais, como descrito para
frangos (ZANINE et al., 2003; RODENAS et al., 2005), suinos (STRZEZEK et al.,
2004, OLIVEIRA, S.R et al., 2006), bovinos (MORAES et al., 2010), ovinos (MOCE
et al., 2010) e caprinos (DOLATPANAH et al., 2008), ou com a adi¢gao no diluidor
seminal, como demonstrado para asinino (RATES et al., 2011), bovinos (PURDY e
GRAHAM, 2004; AMORIM et al., 2009; MORAES et al., 2010), equinos (SIPIZZIRI et
al., 2010), ovinos (MOCE et al., 2010) e caprinos (ANSARI et al., 2012; SILVA,
M.S.F, 2015).

3.4.1 Lipidios na alimentagao



32

Dolatpanah et al. (2008) trabalharam com suplementagdo de caprinos com
oleo de peixe na dieta, encontrando aumento da quantidade de AGPI nas células
espermaticas e melhoria na qualidade seminal com a adigao de 2,5% de d6leo na
matéria seca e 0,30g por kg/MS de vitamina E. Da mesma forma, Oliveira, R.S et al.
(2006), ao trabalhar com suinos, verificaram uma melhora na qualidade do sémen in
natura no grupo tratado com suplementagéo de 6leo comercial PUFA® na dieta, em
relagdo ao grupo controle, nos aspectos como volume do ejaculado e na
concentragdo espermatica, sendo justificado pela correlagio do maior
desenvolvimento dos didmetro dos tubulos seminiferos, podendo ser um dos
contribuintes para esse resultado. Resultados semelhantes foram encontrados em
frangos, com suplementacéo de diferentes fontes de 6leo na dieta (6leo de girassol,
soja, canola, linhaga, soja e peixe), sendo observado o0 aumento no volume seminal
com a suplementagdo com o6leo de soja (ZANINI et al., 2003). Corroborando com
esses achados, Souza, R.S (2012) utilizou niveis de semente de linhaga 0%, 4%, 8%
e 12% na dieta de caprinos e encontrou diferenca para os parametros de volume
seminal, vigor, motilidade progressiva e concentracdo espermaticas, em relacéo ao

grupo controle, sendo 12% o melhor nivel de inclusdo na dieta.

A incorporagao de AGPI a dieta animal, tanto de origem animal ou vegetal,
apresenta um fator importante para elevacido das concentracbes do colesterol,
lipoproteina de baixa densidade (LDL), lipoproteina de alta densidade (HDL),
horménio do crescimento, insulina, triglicerideos e progesterona, eles sao fatores
responsaveis por influenciar processos reprodutivos em animais (CAVALIERI et al.,
2005). Correlaciona-se a suplementagao em dietas ricas de lipidios em machos
reprodutores a aumento da concentragéo celular no ejaculado, isso por que o aporte
dos AGPI tem acao nas concentragdes dos eicosanoides e reflete diretamente sobre

a espermatogénese, além de regular a expressao génica (SURAI et al., 2000).

Além disso, o fornecimento de acidos graxos da série n-3 tem efeito sobre as
membranas celulares levando a alteragdes estruturais e funcionais. Isso reflete em
uma maior fluidez da membrana celular, ocorrendo diretamente uma maior
mobilidade das proteinas com maior troca de sinais de transducdo, interacao
horménio-receptor e transporte de substratos entre os meios intracelular e
extracelular (PIMENTEL et al., 2005).
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3.4.2 Lipidios nos diluidores

A adicdo de fontes de lipidios aos diluidores seminais € outra forma de
utilizacdo, que vem sendo realizada com o intuito de promover a incorporagao
desses a membrana espermatica, melhorando a resisténcia celular frente ao
processo de criopreservagao e descongelamento (ANSARI et al., 2012; TOWHIDI et
al., 2013; EJAZ et al., 2014; KAKA et al., 2015).

Ejaculados de diversas espécies vem sendo diluidos com meios diluidores
com adicao de fontes de lipidios, resultando em melhor qualidade das células
espermaticas pds-descongelamento em bovinos (TOWHIDI e PARKS; 2012; KAKA
et al., 2015), ovinos (TOWHIDI et al., 2013; ABDI-BENEMAR et al., 2015) e caprinos
(ANSARI et al., 2012)

Essa incorporagao de 6leo de peixe ao diluidor foi demostrada por Kaeoket et
al. (2010) e encontraram células espermaticas de suinos mais resistentes ao
processo de criopreservacgao, resultante de maior motilidade progressiva, numero de
células com acrossoma integro, tornando assim, esses espermatozoides mais

resistentes as etapas de processamento.

Mesmo apresentando efeitos benéficos, concentracbes elevadas de AGPI
dentro das fragdes lipidicas dos espermatozoides, torna os mesmos altamente
susceptiveis a peroxidagdo, com consequente risco de danos na estrutura celular
(NIKI et al., 1993). Portanto, ha necessidade de se utilizar um sistema antioxidante
juntamente com fontes de lipidios, para protecdo contra danos peroxidativos (CECIL
e BAKST, 1993; AITKEN, 1994). A relacdo entre AGPI e antioxidantes vem se
mostrando uma alternativa viavel para aumentar a fluidez da membrana plasmatica,
com a concomitante protecdo ao ataque das ROS as duplas ligacdes desses lipidios

e melhores resultados ao processo de criopreservacao (SAMPAIO, 2015).

As ROS incluem todos os radicais derivados do metabolismo do oxigénio e
sao encontrados em todos os sistemas biologicos, as mais estudadas sao o radical
anion superoxido (O2-), hidroperoxila (HO2), hidroxila (OH"), peroxido de hidrogénio
(H202) e 6xido nitrico (NO") (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999; MAIA e BICUDO,
2009).
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As ROS tém sua ocorréncia pela ndo compensagao de compostos com efeito
antioxidantes, sobre a producao dos radicais livres ou simplesmente capacidade de
neutralizagdo dos mesmos (BARBOSA et al., 2010). Elas entram em contato com as
membranas das células e organelas e promovem uma reagédo sobre o EPA, nessa
reacao tem liberagdo de um hidrogénio processo de peroxidacgao lipidica que gera as
ROS (SILVA, R.O.C, 2011).

Como a célula espermatica dos mamiferos possui em suas membranas uma
grande proporgao de AGPI, isso os torna alvos do processo de lipoperoxidagéo
(KOTHARI et al., 2010; LOPES et al., 2011). Como citado por Aitken (1997); Maia e
Bicudo (2009), essa reagédo leva a danos em fungbes vitais das membranas
plasmaticas, que resultam em células espermaticas com reduzido vigor espermatico,
viabilidade e aumento de defeitos de peca intermediaria, que prejudicam a

capacitacao espermatica e reagao acrossOmica.

A inibicdo ou reducdo dos danos causados pelas ROS sdo suprimidas ou
minimizadas pelo sistema de defesa antioxidante. Varios mecanismos sio ativados
para impedir a formagdo, neutralizar e reparar estruturas bioldgicas lesadas
(RODRIGUES, 2009; BARBOSA et al., 2010).

3.5 Antioxidante acido ascorbico na reprodugéao

Os antioxidantes séo classificados em enzimaticos e ndo enzimaticos, sendo
os enzimaticos, com funcdo de quebrar e remover as ROS. As enzimas sado as
constituintes desse sistema e simplificam produtos oxidativos em peréxido de
hidrogénio (H 2 O 2) e, em seguida, a agua, em um processo multi-passo, na
presenca de co-fatores, tais como o cobre, zinco, manganés e ferro. Antioxidantes
nao enzimaticos tem acao de interromper as reagdes em cadeia para formagao das
ROS (SHAHIDI e ZHONG, 2010).

Os componentes desses sistemas enzimaticos e nao enzimaticos sao,
respectivamente: acido ascorbico, acido urico, albumina e outras proteinas; e
catalase, SOD, glutationa e outros tiois, taurina, hipotaurina e vitamina E
(OVERVELD et al., 2000; ZINI et al., 2000; NICHI, 2003).
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Os antioxidantes ndo enzimaticos sdo substancias de baixo peso molecular,
na reproducdo os que apresentam maior numero de pesquisa e discursdo sobre
seus efeitos sobre células espermaticas sdo a vitamina C, o alfa-tocoferol e
glutationa (ANDRADE, E.R, et al., 2010; CAROCHO e FERREIRA, 2013).

O acido ascérbico (CsHeOs) € um antioxidante soluvel em agua, presente nos
fluidos corporais, apresentando uma elevada concentragdo no plasma seminal em
relagdo aos demais fluidos (SONG et al., 2006). O acido ascorbico tem a capacidade
de reduz o a-tocoferol, peréxidos e ROS, e atua também impedindo a formacgao de
hidroperoxido de lipidios nas lipoproteinas plasmaticas, e com isso gera uma
protecdo as células (NORDBERG e ARNER, 2001).

O uso do acido ascérbico vem sendo empregando na biotecnologia voltada ao
sémen de diversas espécies: bovinos (BORGES, 2008; HU et al., 2010; SOHAIL et
al., 2015), caprinos (CASTILHO et al., 2009; MEMON et al., 2013, ovinos (PEIXOTO
et al., 2008); equinos (AURICH et al., 1997); Javali (YOSHIMOTO, et al., 2008),

entre outras espécies.

Castilho et al. (2009), em experimento com caprinos da raga Alpina,
verificaram que a suplementacédo no diluente com 0,25 e 0,50% de acido ascoérbico
preservou a qualidade da membrana plasmatica dos espermatozoides frente ao
processo de criopreservagao. Corroborando com esses achados, Memon et al.
(2013) trabalharam com a adigédo de 2,5; 4,5; 6,5; e 8,5mg/mL acido ascoérbico ao
diluente para criopreservagcdo e obtiveram valores superiores nos parametros de
morfologia espermatica, integridade da membrana, integridade acrossomal e
viabilidade pos-descongelamento de espermatozoides caprinos, em comparagao ao

grupo controle.

Os resultados encontrados se comportam de forma semelhante entre as
varias espécies. HU et al. (2010) avaliaram a adigao de 2,5, 4,5, 6,5 e 8,5 mg/mL de
acido ascoérbico ao meio de diluicdo, e encontraram melhores parametros de
motilidade, integridade acrossomal e de membrana plasmatica no grupo tratado com

acido ascorbico em comparagdo com o grupo controle.

Esses resultados podem ser atribuidos a capacidade do acido ascérbico

como um agente antioxidante com baixa toxidade e muito eficiente em sequestrar as
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ROS, capacidade de regeneracdo de antioxidante, além de atuar sinergicamente
com agentes complexantes ou na redugdo de produtos indesejaveis da oxidagao,
que sao subprodutos toxicos que promovem os danos celulares (DAWSON et al.,
1992; RAMALHO e JORGE, 2006; HU et al., 2010).
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no periodo compreendido entre os meses de junho
e julho de 2015, no Setor de Caprinocultura do Centro de Ciéncias Agrarias,
Ambientais e Biologicas (CCAAB) da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia
(UFRB), na cidade de Cruz das Almas — Bahia, situada a 12° 40’ 12” de Latitude Sul e
39° 06' 07" de Longitude Oeste de Greenwich, a uma altitude de 200m acima do

nivel do mar, segundo o Instituto Nacional de Meteorologia (INMET, 2015).

O municipio apresenta clima tropical quente e umido, segundo a classificagao
de Koppen com pluviosidade média anual de 1,224mm e maior incidéncia de chuvas
no periodo compreendido entre margo e junho. A umidade relativa do ar é de

aproximadamente 80% e a temperatura média anual, de 24,5°C (INMET, 2015).

Foram utilizados dois machos caprinos, clinicamente sadios e sexualmente
maduros, da raga Boer, com idade média de 18+0,35 meses e peso vivo de
60,12+2,34Kg, com escore de condi¢gao corporal (ECC) de 3,0; segundo Morand-
Fehr e Hervieur (1999). Os animais foram avaliados previamente por meio de
exame androlégico, seguindo as normas do Colégio Brasileiro de Reprodugao
Animal (CBRA, 2013).

Para manejo dos animais, foi utilizado o sistema semi-intensivo de producao,
considerando o consumo meédio de matéria seca de 3% do peso corporal, com
fornecimento de concentrado formulado segundo o NRC (2007), contendo 85% de
farelo de milho, 11% de farelo de soja, 2% de ureia e 2% de mistura mineral e
capim in natura, na proporgao de volumoso:concentrado de 50:50 e agua ad libitum.
Antes do inicio experimental foi realizado controle sanitario, com administracéo de

anti-helmintico.

As coletas seminais foram realizadas pelo método de vagina artificial com
uma cabra em estro como manequim, na frequéncia de duas vezes por semana,
totalizando 12 coletas |I. Apds as coletas, os ejaculados foram encaminhados ao
Laboratério de Reprodugao Animal da UFRB, em caixa isotérmica na temperatura de

37°C e acondicionada em banho maria a 37°C.
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Apos avaliagdo fisica do sémen foi formado um pool, com retirada das
amostras para patologia e determinagdo da concentragdo espermatica, segundo o
CBRA (2013). A concentracao espermatica foi determinada com o uso da camara de
Neubauer sob microscopia éptica com aumento de 400 vezes. O exame morfoldgico
foi realizado por meio de confecgao umida, entre lamina e laminula, corada com rosa
bengala a 5%, sob microscopia éptica com aumento de 1.000 vezes sob imersdo. Do
pool formado foram retiradas aliquotas de 0,5mL para compor 0s grupos
experimentais, com diluicdo em citrato-gema (MIES FILHO, 1987), inicialmente em

uma proporcao de 1:1 de sémen e diluente.

Os grupos experimentais foram: grupo 1 (G1) - Controle, diluidor citrato-gema
(Mies Filho, 1987) acrescido de 0,05% de acido ascérbico (Synth®); G2, G3, G4 e
G5: diluidor citrato-gema com inclusdo de 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0% de dOleo de peixe
(Nature Made®) mais 0,05% de acido ascorbico, respectivamente. As amostras

foram envasadas em palhetas de 0,25mL.

A fonte de 6leo de peixe utilizada apresenta em sua composigéo 2.000mg de
Oleo de peixe concentrado no conteudo de duas capsulas, com total de 600mg de
Omega da série n-3 e acidos gordurosos, sendo 500mg de EPA e DHA e 100mg de

outros acidos da série n- 3.

Apds diluigdo final para obtengcdo da concentragdo de 100x10°
espermatozoides por dose, o sémen foi criopreservado em maquina de
criopreservagao (TK 3000®) em duas etapas, sendo a primeira etapa referente a
curva positiva (resfriamento a 0,25°C/min até alcangar +5°C iniciando em 32°C) e a
segunda etapa referente a curva negativa, dividida em duas fases: congelamento a
partir de +5°C, em uma velocidade de 10°C/min e 5°C/min até atingir -120°C. Com o
fim do processo de congelamento as palhetas foram submersas em nitrogénio

liquido, acondicionadas em raques e armazenadas em botijao criogénico.

Apos descongelamento o sémen foi avaliado quanto a motilidade e vigor
espermaticos e foram realizados os testes complementares para avaliagdo da:
integridade de membrana plasmatica, integridade acrossomal, integridade de
cromatina e teste de termorresisténcia lento (TTR). Para a avaliacdo da integridade

de membrana plasmatica espermatica pés-descongelamento foi empregado o Teste
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Hiposmotico (HO) utilizando-se um tubo contendo 1mL de solug&o hiposmética a
base de frutose (100mOsmol/Kg), acrescida de 10uL de sémen e incubada por 30

minutos em banho maria a 37°C.

Para quantificagdo do HO, 200 células espermaticas foram classificadas em
microscopia de contraste de fase com aumento de 1.000 vezes, os espermatozoides
que apresentaram uma cauda dobrada e edemaciada foram considerados células
portadoras de uma membrana plasmatica funcional (CBRA, 2013). O calculo do
numero de espermatozoides reativos ao HO foi realizado por intermédio da formula
citada por Melo e Henry (1999). HO% = (% de alteragbes na regido da cauda apos o

HO) — (% de alteracdes na regido da cauda antes do HO).

A determinagdo da integridade acrossomal espermatica pds-criopreservagao
foi empregada a técnica vermelho congo e violenta genciana a 0,5%, segundo o
CBRA (2013). Duzentas células foram contadas e classificadas como: acrossoma
integro; acrossoma irregular; desprendimento parcial do acrossoma e

desprendimento total do acrossoma.

Para a determinagao da integridade de cromatina utilizou-se o protocolo de
Beletti e Mello (2004). Foram confeccionados esfregacos delgados secos ao ar e
fixados em solugcdo Carnoys durante 1 minuto e, em seguida, em etanol 70%,
durante 3 minutos. Para realizagao da hidrélise, foi utilizado um acido cloridrico na
concentragdo 4N por um tempo de 15 minutos, as laminas passaram por uma
lavagem em agua destilada e seca ao ar. Foi empregado uma solugéo do corante
Azul de Toluidina a 0,025% em tampdo Mc llvaine, pH 4,0, para coloracédo dos
esfregacos, o mesmo foi depositado entre lamina e laminula (MELLO, 1982).
Quinhentas células foram avaliadas em microscopia de luz, usando a objetiva de
imersdao de 100 vezes, e classificadas quanto a caracteristica da cromatina, em:
cromatina compacta (regido da cabeca corada em azul claro) ou descompactagao da

cromatina (regido da cabeca corada em azul escuro ou violeta).

O sémen foi avaliado pelo TTR por um tempo de 180 minutos. Uma palheta
de cada tratamento foi descongelada a 37°C e o seu conteudo total foi transferido
para microtubos de polietileno, que ja se encontravam aquecido em banho maria na

mesma temperatura. As amostras foram mantidas em banho-maria a 37°C pelo
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tempo determinado na analise, sendo cobertas por uma camada fina de éleo mineral
previamente aquecido, e avaliadas nos tempos 0, 5, 60, 120, 180 minutos quanto
aos parametros de motilidade espermatica progressiva (0 a 100%) e vigor
espermatico (0 a 5) por meio de montagem de lamina e laminula e avaliados em

microscopia de contraste de fase, usando a objetiva de 40 vezes (CBRA, 2013).

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado (DIC). Os dados
foram avaliados quanto a normalidade por meio do teste de Shapiro-Wilk. Para as
variaveis que apresentaram distribuicdo normal foi utilizado a Analise de Variancia
(ANOVA), Teste de Regressdao e a correlacdo de Pearson, adotando uma
significancia de 5%. Para as variaveis nédo-paramétricas (Vigor 0, 5, 60 e motilidade
60) foi aplicado o teste Kruskal-Wallis e a correlagdo de Spearman a 5% de

significancia. Foi utilizado o programa SPSS versao 21 (1989 — 2015).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve comportamento linear crescente para motilidade espermatica
progressiva pos-descongelamento (P<0,05) (Figura 1 e Tabela 1). Esse resultado
demostra que a adicao de até 4% de 6leo de peixe apresenta um efeito benéfico na
motilidade espermatica progressiva frente ao processo de criopreservagao e

consequentemente na qualidade seminal pos-descongelamento.

Figura 1 — Motilidade espermatica progressiva do sémen de caprinos apds o

processo de criopreservacao utilizando niveis de 6leo de peixe no diluente.
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Dados de motilidade progressiva pds descongelamento contendo 0,0; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0% de dleo de
peixe mais 0,05% de acido ascorbico ao diluente. Os dados foram avaliados por meio de Analise
Regressao a 5% de probabilidade.

Resultados semelhantes também foram encontrados por Ansari et al. (2012),
com a adigdo de 10ng.mL™' de uma fonte de acido graxo da série n-3 ao meio
diluidor seminal para caprinos, obtendo melhores valores de motilidade espermatica
pos-descongelamento com a inclusao da fonte de lipidio, devido a incorporacéo do
DHA as membranas das células espermaticas, principalmente na regido da cauda,
resultando em uma melhor fluidez e flexibilidade, com melhora na motilidade

progressiva.
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Tabela 1 - Motilidade espermatica progressiva e vigor espermatico no Teste de
Termorresisténcia do sémen caprino criopreservado com niveis de 6leo de peixe no

diluidor.

Niveis de 6leo de peixe (%)

Parametros

0(C) 1 2 3 4
Motilidade (%)
Mot pos-desc. 50,83+7,35 54,17+£12,81 69,16+12,00 65,00+£17,32 68,33+10,32
TTR Mot 5’ 55,00+8,94 57,50+£10,84 70,00+12,65 64,17+16,25 64,17+12,01
TTR Mot 60'(*) 55,00+£17,50 45,00+25,00 62,50+32,50 60,00+£18,75 57,50+22,50
TTR Mot 120' 35,00+13,78 25,83+15,62 37,50+26,22 32,50+£14,75 28,33+13,66
TTR Mot 180' 16,83+11,84 12,67+10,13 13,67+13,64 16,00+8,83 12,33%8,33
Vigor (0 a 5)
Vig pos-desc.(*) 2,00£0,13 2,00+0,00 2,00£0,13 2,00£0,13 2,00+40,83
TTR Vig 5'(*) 2,00+0,50 2,00+0,25 2,25+0,50 2,50+0,63 2,5040,75
TTR Vig 60'(*) 1,5040,50 2,00+0,63 2,00+0,63 2,00£0,13 2,0040,75
TTR Vig 120' 1,1710,41 1,08+0,49 1,58+0,97 1,1710,26 1,08+0,58
TTR Vig 180' 0,60+0,35 0,45+0,33 0,63+0,76 0,53+0,40 0,38+0,36

C= Controle;TTR = Teste de Termorresisténcia; Mot = Motilidade espermatica; Vig= Vigor espermatico. Os dados foram
analisados por Andlise de Regresséao a 5% de significancia. Os dados referem-se as médiastdesvio padrao e (*) refere-se a
mediana e Amplitude interquartil.

Corroborando com esses resultados, Nasiri et al. (2012) também utilizaram
10ng.mL™" de uma fonte de acido graxo da série n-3 e obtiveram valores superiores
de motilidade espermatica progressiva no sémen de bovinos com a inclusao da fonte
de 6mega. Divergindo desses resultados, Silva, M.S.F (2015) usou 6leo de linhaca,
como uma fonte de AGPI nas concentragcbées de 0,13; 0,29 e 0,45g no meio de
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criopreservagao de sémen caprino e nao obteve melhoras nos valores de motilidade

espermatica progressiva apos 0 processo criogénico.

Ceylan e Serin (2007) relataram que a peroxidagéo dos lipidios da membrana
dos espermatozoides € uma das principais causas para a perda de motilidade e

capacidade fertilizante nos mamiferos.

Nao houve diferenga (P>0,05) entre os grupos para vigor espermatico pés-
descongelamento, com média geral para os tratamentos de 2,00+0,24 (Tabela 1).,
atendendo os requisitos minimos exigidos pelo CBRA (2013) de 2 para vigor pos-
descongelamento Este resultado é semelhante ao encontrado por Silva, M.S.F
(2015), que ao suplementar o meio de criopreservagao de caprinos com niveis de
oleo de linhaga ndo encontraram nenhuma diferenga entre os grupos tratados e o

controle.

N&o houve diferenca (P>0,05) no Teste de Termorresisténcia lento (TTR) para
as variaveis avaliadas de motilidade espermatica progressiva e vigor espermatico
em todos os tempos de avaliacao (5, 60, 120 e 180 minutos) (Tabela 1). Mesmo néo
apresentando diferenca, as amostras dos diluentes que continham Oleo de peixe
foram as Unicas que permaneceram com valores de vigor espermatico no temo 60
minutos, o CBRA (2013) informa que o sémen caprino ap0s o descongelamento

deve permanecer com o valor minimo de dois de vigor.

A queda da qualidade seminal apdés o processo de criopreservacdo esta
atribuido em grande parte aos danos ocasionados as membranas, podendo ocorrer
de diversas formas, como alteragbes na sua organizacdo, na fluidez, na
permeabilidade, na composic¢dao lipidica ou na sua ruptura total (AMANN e GRAHAM,
1993). A perda significativa dos AGPI presentes na membrana plasmatica tem
correlacdo negativa com a motilidade espermatica (CHAKRABARTY et al., 2007).
Outro fator que interfere diretamente na qualidade seminal sdo os processos de

formacédo de ROS pelo processo de criopreservacao (WATSON, 1995).

A criopreservacao gera um declinio esperado da motilidade espermatica, a
sobrevivéncia de uma populacdo de células € determinada pelo protocolo de
criopreservacgao, sensibilidade das células ao estresse osmoético durante a adi¢éo e

remocgao dos crioprotetores e durante o resfriamento e o reaquecimento (WATSON,
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2000). Em estudos, Forero-Gonzalez (2004) verificou que somente 15% dos
espermatozoides permaneceram intactos ap0s 0 processo de criopreservacgao.
Resultado semelhante foi obtido por Celeghini (2005), que encontrou percentuais
variando de 18 a 28% de células integras ap6s a criopreservacdo, utilizando
Bioxcell® e Botu-Bov® como diluentes.

Takahashi et al. (2012) observaram que a suplementacdo de diluentes com
fontes de AGPI para bovinos que ja apresentavam uma crioresisténcia reduzida,
resultou em uma melhor motilidade progressiva apdés o descongelamento.
Resultados semelhantes foram descrito por Santos, B.M.B (2013), que fez a adi¢cao
de 6leo de coco em um diluidor & base de agua de coco em p6 (ACP-101c), obtendo
melhores resultados de motilidade espermatica progressiva espermatica pos-

descongelamento.

N&do houve diferenca (P>0,05) entre os grupos para a integridade da
membrana plasmatica (Tabela 2) (Figura 2). Os resultados obtidos por meio do
Teste HO mostram que a porcentagem média de células reativas foi de 23,5+5,96%,
ou seja, menos de 30% dos espermatozoides de todos 0s grupos apresentaram

membranas plasmaticas integras apoés criopreservacao.

Tabela 2. Teste Hiposmoético do sémen caprino criopreservado com niveis de oleo

peixe no diluidor.

Niveis de 6leo de peixe (%)

HO (%)

0(C) 1 2 3 4
Reativos 21,5045,25  22,5043,16  25,0848,70  23,75:7,02  24,67+5,69
Nao reativos 78,5045,25  77,503,16  73,25¢7,22  76,25¢7,03  75,33%5,69

C= Controle; HO=Teste de Hiposméico. Os dados foram analisados por Analise de Regress&o a 5% de probabilidade.

Nesse estudo ocorreu uma correlagao positiva média entre células reativas no
teste de HO e vigor espermatico no tempo zero minuto e motilidade no tempo de
cinco minutos (r=0,67) e (r=0,61), respectivamente. As correlagbes dentro dos

estudos desenvolvidos apresentam resultados controversos, como demostrado por
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Oliveira, I.R.S et al. (2013) que ndo acharam correlagédo entre o teste de HO para
nenhuma caracteristica seminal em caprinos. Corroborando com esses resultados,
Santos, A.D.F, et al. (2006) também ndo encontraram nenhuma correlagédo entre as
caracteristicas seminais de caprinos e o teste de HO (NUR et al., 2005; CASTILHO
et al., 2009).

Figura 2 - Espermatozoides caprinos em teste de integridade de membrana

plasmatica (Hiposmético — HO).

Fonte: Arquivo Pessoal. 1. células regentes ao teste de HO, 2. célula ndo reagente ao teste de HO.

Um dos principais fatores que contribuem para baixa qualidade seminal pods-
descongelamento € o estresse oxidativo. O processo de criopreservagao origina
grandes modificagbes na membrana plasmatica do espermatozoide, as quais
resultam em uma progressiva diminuicao do potencial fecundante dessas células,
isso é refletido com uma reducao da motilidade e viabilidade espermatica, danos na

integridade de membrana e fung¢des espermaticas (BUCAK et al., 2010).

Para integridade acrossomal houve diferenga entre os tratamentos (P<0,05),
para numero de acrossoma integros (Figura 3) e irregular (Figura 4) com
comportamento linear crescente e linear decrescente, respectivamente (Tabela 3).
Isso demostra que o diluente testado foi eficaz em preservar a integridade

acrossomal das amostras (Figura 5).
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Figura 3 — Porcentagem de acrossomas integros de espermatozoides caprinos apos

0 processo de criopreservacgao utilizando niveis de éleo de peixe no diluente.
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Porcentagem de acrossomas integros de sémen de caprinos apds o processo de criopreservagao,
contendo 0,0; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0% de 6leo de peixe mais 0,05% de acido ascérbico ao diluente. Os
dados foram avaliados por meio de Analise Regressao a 5% de probabilidade.

Figura 4 - Acrossoma irregular de espermatozoides caprinos apds o processo de

criopreservacgao utilizando niveis de 6leo de peixe no diluente.
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Dados de acrossoma irregular de sémen de caprinos apds o processo de criopreservagao, contendo 0,0; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0%
de 6leo de peixe mais 0,05% de acido ascdrbico ao diluente. Os dados foram avaliados por meio de Analise Regressao a 5%
de probabilidade.

by

O DHA presente no 6leo de peixe pode ter incorporado a membrana
acrossomal, conferindo uma maior resisténcia ao processo de criopreservacao,

todos os grupos que tiveram a adigcdo de 6leo peixe foram superiores ao grupo
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controle para a porcentagem de acrossomas integro e irregular. Os niveis de 1% e
4% foram os que mais tiveram a populagao de células espermaticas com acrossoma
integro e menor numero de células com acrossoma irregular. Mesmo sem diferencga
significativa, os dados de desprendimento parcial de acrossoma se comportaram da

mesma forma.

A capacidade de incorporagdao do DHA as membranas se dar pela alta
afinidade com proteinas estruturais das mesmas. A molécula de DHA é composta
por um grupamento de 22 atomos de carbono apresentando seis duplas ligagdes,
isso facilita sua incorporagdo nas membranas celulares, resultando em aumento de
sua fluidez pela formacdo de dominios mutavel de formas (GARWRISCH et al.,
2003; WASSALL e STILLWELL, 2009). Devido a isso, é possivel modificar o perfil
lipoproteico da membrana plasmatica, o que modifica a temperatura da transi¢cao de

fase, permeabilidade e fusédo entre membranas (SAMPAIO, 2015).

Tabela 3. Teste de integridade acrossomal do sémen caprino criopreservado com
niveis de 6leo peixe no diluidor.

Niveis de dleo de peixe (%)
Acrossoma (%)

0(C) 1 2 3 4
integro 79,08:0.86  91,83+2,84 86,00+5,46 88,17+6,34 91,67+2,16
Irregular 7,3345,89 2,33+1,99 3,5843,05 2,91£2,85 2,25¢1,72
E:Ii?;?ndimento 4,50+2,96 1,1641,12 3,16+1,91 2,91£2,03 1,83+1,47
Desprendimento ;465 5,58+2,82 7,2542,79 6,08+2,58 4,17+1,63

total

C= Controle. Os dados foram analisados por Analise de Regressao a 5% de probabilidade.

Dolatpanah et al. (2008) demostraram que os AGPI sdo um dos responsaveis

pela maior capacidade em manter a integridade do acrossoma. A destruicdo do
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acrossoma e suas lesdes podem ser decorrentes por varios fatores: envelhecimento
celular, choque térmico, manipulacao indevida do sémen durante o processamento
de criopreservagao (SOUZA, R.S, et al., 2012).

Figura 5 - Espermatozoides caprinos corados pelo método do Vermelho Congo e

violeta Genciana para classificacédo da integridade acrossomal.

Fonte: Arquivo pessoal. 1- acrossoma integro, 2 — sem acrossoma, 3 — acrossoma irregular, 4 —
desprendimento parcial do acrossoma.

A Integridade acrossomal é de suma importancia, pois, € um atributo
essencial para garantir um bom potencial de fertilidade dos espermatozoides,
independente da espécie (LUZ et al., 2000, GIL et al., 2003, BERNARDI, 2008 e
SOARES e GUERRA, 2009). Martins, C.F, et al. (2007) fizeram uma correlagao entre
a integridade acrossomal de espermatozoides de touros post-mortem com maior
numero de acrossoma integros com fertilizacdo, e obtiveram maior niumero de

blastocitos nos dias 2 e 7.

Os trabalhos de suplementagcdo com fontes de lipidios aos meios de diluicao
apresentam resultados variados, apresentando sucesso em determinados estudos
ou nenhuma influéncia quando utilizados em outros. Como demostrando em seu
estudo SILVA, M.S.F (2015), nao obteve nenhuma melhora na integridade
acrossomal de sémen de caprinos com a adi¢ao de 6leo de linhaga ao meio citrato-
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gema. Essa variagdo pode ser devido a fonte de AGPI utilizada, variando o perfil de

acidos graxos encontrado nas mesmas.

Da mesma forma, Del Valle et al. (2013) utilizaram éleo de coco no diluente
para ovinos e ndao conseguiram melhorar a qualidade acrossomal das amostras apoés
0 processo de criopreservacao, esses resultados também sido encontrados em
sémen de bovinos suplementados por fontes purificadas de DHA (TOWHIDI e
PARKS, 2012). Kaeoket, et al. (2010) utilizaram uma fonte de DHA (6leo de peixe) ao
diluidor para criopreservacédo de sémen suino e obtiveram maior integridade das
membranas e aumento da motilidade progressiva na avaliagdo pods-criopreservagao
pela possivel incorporagao desses AGPIl as membranas, nota-se que foi a testada a
mesma fonte de acidos graxos do presente estudo. Em outro estudo, Andreeva et al.
(2008) avaliaram o efeito dos lipidios na criopreservagao de sémen de truta sobre a
formacédo de cristais de gelos, observaram maior resisténcia das membranas as

formagdes dos cristais durante o processo.

Nao houve diferenca (P>0,05) entre os grupos para a integridade da
compactagao da cromatina (Tabela 4 e Figura 6). Os resultados obtidos por meio do
teste de metacromasia mostraram que a porcentagem média de células com
cromatina integra foi de 97,06£1,17% e 2,94+2,97,83% de células com
fragmentagdo de cromatina, isso mostra uma baixa ocorréncia de células

apresentando danos ao DNA apds o processo de criopreservagao.

Kamimura et al. (2010) afirmaram que no sémen fresco de caprinos a
porcentagem média de espermatozoides exibindo fragmentagcdo da cromatina foi de
até 2,40+0,20. Isso demostra que o diluente testado manteve a integridade de
cromatina nos espermatozoides apos o processo de criopreservagao, apresentando

um numero significativo de células com sua cromatina integra.
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Tabela 4. Compactagado da cromatina espermatica do sémen caprino criopreservado
com niveis de 6leo de peixe no diluidor.
Niveis de 6leo de peixe (%)
Cromatina (%)
0 (C) 1 2 3 4
integra 96,73+1,02 98,63+0,70  96,73+1,46 96,66+1,30 96,56+1,37
Fragmentada 3,26+1,02 1,46+0,53 3,26+1,46 3,33%1,30 3,43%1,37

C= Controle. Os dados foram analisados por Analise de Regressao a 5% de probabilidade. Os dados

referem-se as médias + desvio padrao.

A integridade da cromatina tem um papel importante para o desenvolvimento

embrionario, pois, nela esta contida as informacbdes paternas. Varios estudos

demonstram a existéncia de uma correlacdo entre a presenca

cromatina e os

de danos na

resultados de fecundacdo e desenvolvimento embrionarios

(BOCHENEK et al., 2001; MORRELL et al., 2008; SOUZA, A.P., et al., 2009).

Figura 6 - Espermatozoides caprinos corados com azul de toluidina.

~
~

Fonte: Arquivo pessoal. Espermatozoides caprinos de coloragdo clara (cromatina integra); de

coloracao azul escura ou violeta (cromatina fragmentada).
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Na literatura ndo foram encontrados trabalhos correlacionando o uso de AGPI
e sua agao sobre a integridade de DNA das células espermaticas frente aos

processos criogénicos e seu mecanismo de agao.

O d6leo de peixe, dentre as possiveis fontes de aditivos para diluentes,
apresenta grande potencial pela grande quantidade de AGPI que tem em sua
composicao. Nesse estudo oOleo de peixe foi responsavel talvez por uma
incorporagdo do DHA nas membranas espermaticas, conferindo maior resisténcia
frente ao processo de criopreservagao e melhorando alguns parametros seminais
importantes, como a motilidade progressiva pds-descongelamento. Contudo,
esperava-se uma melhor integridade da membrana plasmatica, talvez ndo sendo
eficientes os niveis testados nesse estudo para tal parametro. Poucos sido os
estudos com adicao de dleo de peixe diretamente ao diluidor de sémen caprino,
sendo necessaria realizagao de outros estudos para avaliar concentragcdo maiores
ou associagdo com outras substancias e com isso obter resultados superiores ao

desta pesquisa.
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6 - CONCLUSAO

Ainclusdo de até 4%de oleo de peixe acrescido de 0,05% de acido ascorbico
no diluidor para criopreservagdo de sémen caprino melhorou a viabilidade
espermatica apos a criopreservagao, por meio da motilidade pos-descongelamento e

integridade de acrossoma.
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