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RESUMO

Substancias de origem animal, como gema de ovo (GO) e leite desnatado, s&o
amplamente empregados na preservagdo do sémen, mas representam um risco
potencial na contaminagao do mesmo. O presente estudo teve como objetivo avaliar
o efeito do éleo de Moringa oleifera (MO) como crioprotetor de agao extracelular em
protocolos de criopreservagédo de sémen caprino em diluente a base de agua de coco
em po (ACP-101c). Todos os ejaculados utilizados no estudo foram provenientes de
reprodutores que apresentaram qualidade seminal dentro dos parametros
estabelecidos pelo CBRA em 2013 para sémen fresco. O diluente ACP-101c foi
preparado e fracionado em quatro aliquotas: T1 (controle: ACP-101c + 5% GO), T2
(ACP-101c + 0,5% MO), T3 (ACP-101c + 1,0% MO), e T4 (ACP-101c + 2,5% MO).
Apds cada coleta e pré-avaliagdo, os ejaculados foram reunidos em um pool,
homogeneizados, divididos em quatro aliquotas e diluidos nos tratamentos T1, T2, T3
e T4 acima. Em seguida, cada tratamento foi fracionado em duas aliquotas, e uma foi
mantida em banho Maria a 37 °C por duas horas para realizacdo do teste de
termorresisténcia (TTR) e a outra submetida a curva de refrigeragao (-0,35 °C/min.)
até atingir 4 °C. Ja para o protocolo de congelagado elaborou-se um meio-base
contendo ACP-101c + 7% glicerol + 0,8 mg/mL de antimicrobiano (MB), em seguida o
mesmo foi fracionado em cinco aliquotas e a estas foram adicionados os
crioprotetores externos segundo os tratamentos: T1 (controle — MB + 5,0% GO), T2
(MB + 0,5% MO), T3 (MB + 1,0% MO), T4 (MB + 2,5% MO), e T5 (MB + 5,0% MO).
Apds cada coleta e pré-avaliagdo, os ejaculados foram reunidos em um pool,
homogeneizados, divididos em cinco aliquotas e diluidos nos tratamentos T1 a TS
acima. Em seguida, as amostras foram refrigeradas até 4 °C (-0,35 °C/min),
envasadas em palhetas de 0,25 ml, congeladas em vapor de nitrogénio (- 60 °C) e
armazenadas em botijdes criogénicos -196 °C. O sémen fresco diluido foi avaliado
quanto a cinética espermatica e submetido ao teste de termorresisténcia (TTR). O
sémen refrigerado foi avaliado somente quanto a cinética espermatica. Ja o sémen
pos-descongelacao, foi avaliado quanto a cinética, a integridade de acrossoma, a
integridade de membrana espermatica, a atividade mitocondrial, € a morfologia
espermatica. Dos resultados obtidos no presente estudo pode-se concluir que o dleo
da M. oleifera adicionado ao meio de conservagao de sémen caprino a base de agua

de coco em p6 (ACP-101c) ndo apresenta toxicidade aos espermatozoides e preserva



a qualidade espermatica, em protocolos de refrigeracéo a 4 °C, dentro dos valores
preconizados para a espécie caprino. No entanto, o 6leo de moringa nao foi eficaz em
proteger a membrana espermatica durante o processo de congelagao-descongelagao,

tornando-se necessarios novos estudos para aprimorar o meio de criopreservacao.

Palavras-chave: Criopreservacdo. Caprino. Sémen. Agua de coco em poé.

Crioprotetores. Moringa oleifera.



ABSTRACT

Substances of animal origin, such as egg yolk (EY) and skimmed milk, are widely used
in the preservation of sperm, but represent a potential risk of contamination. The
present study aimed to evaluate the effect of Moringa oleifera (MO) oil as a
cryoprotectant of extracellular action in goat sperm cryopreservation protocols in
powdered coconut water diluent (ACP-101c). All ejaculates used in the study came
from breeders that showed seminal quality within the parameters established by CBRA
in 2013 for fresh sperm. The ACP-101c diluent was prepared and divided into four
aliquots: T1 (control: ACP-101c + 5% EY), T2 (ACP-101c + 0.5% MO), T3 (ACP-101c
+1.0% MO ), and T4 (ACP-101c + 2.5% MO). After each collection and pre-evaluation,
the ejaculates were pooled, homogenized, divided into four aliquots and diluted in the
T1 to T4 treatments above. Then, each treatment was divided into two aliquots, and
one was kept in a water bath at 37 ° C for two hours to perform the thermo-resistance
test (TRT) and the other submitted to a refrigeration curve (-0.35 ° C / min.) until it
reaches 4 ° C. As for the freezing protocol, a base medium was prepared containing
ACP-101c + 7% glycerol + 0.8 mg / mL of antimicrobial (BM), then it was divided into
five aliquots and cryoprotectants were added to these, according to treatments: T1
(control - BM + 5.0% EY), T2 (BM + 0.5% MO), T3 (BM + 1.0% MO), T4 (BM + 2.5%
MO), and T5 (BM + 5.0% MO). After each collection and pre-evaluation, the ejaculates
were pooled, homogenized, divided into five aliquots and diluted in treatments T1 to
T5 above. Then, the samples were refrigerated to 4 ° C (-0.35 ° C / min.), filled in 0.25
mL straws, frozen in nitrogen vapor (- 60 ° C) and stored in cryogenic cylinders -196
°C. Fresh diluted sperm was evaluated for kinetics parameters and subjected to TRT.
Cooled sperm was evaluated only for kinetics parameters. The post-thaw sperm was
evaluated for kinetics, acrosome integrity, sperm membrane integrity, mitochondrial
activity, and sperm morphology. From the results obtained in the present study, it can
be concluded that M. oleifera oil added to the goat preservation medium based on
powdered coconut water (ACP-101c) is not toxic to spermatozoa and preserves sperm
quality, in cooling protocols at 4 °C, within the values recommended for the goat
species. However, moringa oil was not effective in protecting the sperm membrane
during the freeze-thaw process, making further studies necessary to improve the

cryopreservation medium.



Keywords: Cryopreservation. Goat. Sperm. Coconut water powder. Cryoprotectants.

Moringa oleifera.
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1 INTRODUGAO

A inseminacao artificial (IA) em caprinos tem sido praticada em varios
paises, especialmente da Europa, onde a caprinocultura € uma atividade cultural.
Entretanto, existe grande variagado nos resultados, principalmente quando a utilizagao
de sémen congelado, o que permite questionamento acerca da metodologia aplicada
(ANDRADE; MARQUES; LEITE, 1999).

Desde que os primeiros espermatozoides caprinos foram congelados,
inlmeras pesquisas tém sido realizadas visando estabelecer protocolos de
refrigeragcdo e congelagao do sémen caprino (SMITH; POLGE, 1950), diferentes
meios de conservagao tém sido utilizadas como diluentes para o sémen, a maioria
dos quais sdo variagbes de diluentes pré-estabelecidos (HAFEZ; HAFEZ, 2004).
Acredita-se que o futuro da IA em caprinos depende do sucesso da congelagédo do
sémen, sendo necessarios mais estudos para melhorar os meios e as técnicas
utilizadas (MASCARENHAS, 1994).

O processo de refrigeragéo e reaquecimento afetam a integridade funcional
e fisica das células espermaticas. E necessario que o diluente forneca energia, proteja
aos espermatozoides contra danos relacionados as baixas temperaturas e mantenha
um ambiente adequado para sua sobrevivéncia (EVANS; MAXWELL, 1987).

A agua de coco, produto de origem vegetal, possui caracteristicas que a
classificam como um bom diluente, pois fornece os nutrientes necessarios para
manter a sobrevivéncia e viabilidade dos gametas masculinos (BLUME; MARQUES
JR., 1994; SANTOS et al., 2018).

Alguns componentes, que apresentam caracteristica de proteger os
espermatozoides, sdo incorporados aos diluentes, como a gema de ovo (crioprotetor
de acgao externa) ou glicerol (crioprotetor de agao interna). A principal fungdo da gema
de ovo é estabilizar as membranas biolégicas e minimizar os efeitos negativos do
choque térmico, principalmente com a reposicdo de fosfolipidios de membrana
(BISPO et al., 2011). Um dos fatores limitantes da gema de ovo corresponde ao risco
bioldgico, devido ao fato de ser um meio de cultura para agentes infectantes como
virus e bactéria (JORDAN; PATTISON, 1996). Logo, a supressao de substancias de
origem animal em meios de conservagdo de sémen tem sido sugerida, a fim de
garantir a seguranga sanitaria nos processos biolégicos (BOUSSEAU et al., 1998;
SAMPAIO NETO et al., 2002; MELO, 2010).
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Como alternativa para substancias de origem animal, recomenda-se o uso
de produtos de origem vegetal que tenham, em sua composi¢cdo, substancias
similares aos crioprotetores convencionais, que possuam simplicidade de
manipulagdo e sejam amplamente distribuidos na natureza, além de ndo causarem
danos irreversiveis a célula. Uma opg¢ao é a Moringa oleifera (MO), suas folhas e
sementes apresentam potencial nutricional e fornecem uma grande variedade e
quantidade de proteinas essenciais, vitaminas e minerais. Sendo uma rica fonte de
aminoacidos essenciais; entretanto, possui baixa quantidade de gorduras (FERREIRA
et al., 2008).

Tendo em vista o amplo uso da MO dentro da sociedade, diante dos seus
constituintes, de seu potencial antioxidante e visando a busca por novos crioprotetores
vegetais, se faz importante haver um estudo a respeito das caracteristicas
toxicolégicas do composto lipidico (6leo de MO) para utilizagdo na criopreservagao de

espermatozoides caprinos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caprinocultura

Os caprinos estao distribuidos por todos os continentes do planeta, no
entanto, percebe-se uma maior concentracdo nos paises em desenvolvimento. A
criacdo de caprinos e ovinos foi a primeira atividade zootécnica desenvolvida pelo
homem, uma vez que essas espécies foram as primeiras domesticadas. Os primeiros
registros em pinturas rupestres dao testemunho desse principio, ha aproximadamente
dez mil anos (ZEDER; HESSE, 2000; ZEUNER, 1963).

Desde entdo, esses pequenos e notaveis ruminantes estiveram presentes
nos momentos mais marcantes da historia e da evolugdo da humanidade. Como fonte
permanente de alimento (carne e leite) e protecéo (peles) eles deixaram suas origens
africanas e acompanharam o homem nas conquistas da Europa, Asia, Américas e
Oceania (FONSECA; BRUSCHI, 2009).

No Brasil, os caprinos foram introduzidos pelos colonizadores portugueses,
juntamente com os primeiros animais domésticos, por volta de 1535. A caprinocultura
se faz presente em todas as regides do pais. Porém, 89,8% do efetivo do rebanho
nacional esta distribuido na regido Nordeste, tendo como principais produtores os
Estados da Bahia, Piaui, Pernambuco e Ceara (FIGUEIREDO et al., 1987; FONSECA,
BRUSCHI, 2009; MAIA, 1994; SILVA NETO, 1950).

No Nordeste, a caprinocultura é caracterizada em sua grande maioria pelo
sistema extensivo de manejo. O sistema de criagcdo adotado na regido é também
conhecido como sistema tradicional, apresenta-se geralmente em grandes areas cujo
rebanho € composto de animais sem raga definida ou por ragas nativas. Ha pouca
especializagao e produtividade (SANTOS, 2001). Contudo, a exploracéo de caprinos
tem elevada importancia social e econémica para a populagao rural e para a prépria
estrutura econbmica das regides onde é desenvolvida (NOGUEIRA FILHO;
KASPRZYKOWSKI, 2006).

Desta forma, com o fortalecimento do sistema agroindustrial da
caprinovinocultura nacional se faz necessario o aumento nos investimentos e avancos
tecnoldgicos para os seus diversos segmentos, ou seja, produgdo, processamento
dos seus produtos e comercializacdo. Dentre esses avancos, tém-se as diversas

biotecnologias disponiveis para a intensificagdo do manejo reprodutivo, preconizando-
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se a programacgao reprodutiva e distribuicdo dos cios e partos ao longo do ano,
alicergadas pelo uso racional da IA (SAKASHITA et al., 2012).

O uso das biotécnicas, como a |IA e a conservagao de sémen repercutem
no aumento da produgdo animal, uma vez que estdo diretamente relacionadas ao
melhoramento genético, permitindo a obtengcdo de um maior numero de animais de
alta genética e seus produtos (DANTAS; NEGRAO, 2010).

2.2 Inseminacao artificial

A |IA é a mais antiga biotécnica e que contribui mais rapidamente para o
melhoramento genético dos rebanhos, e a biotécnica da reprodugdo mais utilizada
atualmente em rebanhos de todo o mundo. Consiste no ato de introduzir, por meios
instrumentais, o0 sémen nas vias genitais da fémea em condi¢des tais que permitam
aos espermatozoides encontrar o 6vulo e fecunda-lo. Assim, a IA consta basicamente
de trés etapas: coleta do sémen, manipulacdo do sémen e deposicao da dose do
sémen no sistema genital feminino, visando a fecundagdo (MACHADO; SIMPLICIO,
1992).

As principais vantagens da |IA em caprinos sao: reduzir ou eliminar a
presenca de reprodutores na fazenda, barateando assim a custeio de manutencao do
rebanho e facilitando o manejo; permitir que um reprodutor seja usado em um numero
de fémeas muito maior do que quando em monta natural; proporcionar 0 uso de
reprodutores geneticamente superiores e de reconhecida fertilidade acelerando assim
o melhoramento genético dos rebanhos; permitir o uso de reprodutores caros, mesmo
para os pequenos criadores, que nao teriam poder aquisitivo para comprar ou manter
um animal de elite; reduzir ou prevenir a transmissao de doencgas venéreas; permitir o
uso do material genético de reprodutores que ja morreram ou que estejam
impossibilitados de monta ou que estejam a longas distancias. Além disso, permite a
adocao de outras biotécnicas reprodutivas referentes a indugao de estro e reproducao
fora da estagdo reprodutiva, permitindo a programacédo dos partos, facilitando o
manejo e oferecendo cabritos na melhor época ao mercado (MACHADO; SIMPLICIO,
1992; NEVES et al., 2008; TRALDI et al., 1994).

O sémen utilizado na técnica de IA pode ser de trés formas: fresco,

refrigerado ou congelado. O sémen fresco tem uma maior viabilidade ou longevidade
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quando comparado ao congelado-descongelado, e o sémen refrigerado apresenta
condigao intermediaria entre os dois métodos (FONSECA et al., 2014).

Na espécie caprina, muitas etapas devem ser respeitadas para o sucesso
da IA, que vai desde a infraestrutura basica da propriedade, sele¢ao do tipo de sémen
a ser utilizado, selegcdo das fémeas a serem inseminadas, até o diagnostico de
gestacdo (BEZERRA, 2010). Além disso, ainda existe uma grande variagcdo nos
resultados, principalmente quando a utilizacdo de sémen congelado, o que permite
questionamento acerca da metodologia aplicada (ANDRADE; MARQUES JR.; LEITE,
1999). Acredita-se que o sucesso da IA em caprinos possa estar relacionado a
congelacao do sémen, sendo necessarios mais estudos para melhorar os meios e as
técnicas utilizadas (MASCARENHAS, 1994).

2.3 Caracteristicas e avaliagdoes do sémen caprino

O sémen €& uma suspensao celular liquida contendo espermatozoides e
secregbes do trato genital masculino. Os espermatozoides s&o produzidos nos
testiculos e a porcao fluida (plasma seminal) desta suspensédo é produzida pelas
glandulas acessorias no momento da ejaculagéo. O plasma seminal € um componente
essencial na cobertura natural, que serve como carreador e protetor dos
espermatozoides (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

O sémen caprino apresenta particularidades que o diferencia do sémen de
outras espécies. A mais importante e caracteristico do sémen caprino € a sintese e
secrecdo de enzima pelas glandulas bulbouretrais, liberadas no plasma seminal
(SAKASHITA et al., 2012; SIMPLICIO; MACHADO, 1989).

O plasma seminal dos caprinos é rico em fosfolipase “A”, que ao interagir
com os fosfolipidios da maioria dos diluentes, catalisa a hidrélise de lecitina presente
na gema de ovo e liberam &cidos graxos e lisolecitinas, responsaveis pela agao
detergente sobre os lipidios da membrana plasmatica que s&o altamente toxicos para
os espermatozoides (AAMDAL; LYNGSET; FOSSUM, 1965; CORTEEL, 1974;
IRITANI; NISHIKAWA, 1961; ROY, 1957; SAKASHITA et al., 2012). A reagado de
hidrélise promove uma atividade fusogénica na membrana dos espermatozoides,
induzindo a reagédo acrossbmica e a descondensagdao da cromatina (CASTELO;
FROTA; SILVA, 2008; GIBBONS, 2002). Em fungdo dos efeitos deletérios, a

composi¢cdo enzimatica do sémen do bode e os diluentes assumem grande
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importancia no processo de conservagdao do sémen congelado ou refrigerado
(SIMPLICIO; MACHADO, 1989).

A colheita desse sémen € usualmente efetuada por meio de vagina artificial
(VA) um instrumento que simula as condi¢gdes de pressao e temperatura de uma
vagina natural. Para a coleta, € necessario utilizar uma cabra com estro induzido ou
natural como manequim, para que o macho realize o salto. O manipulador deve
desviar o pénis do animal, segurando pelo prepucio e em diregdo a VA. E de extrema
importancia a manutencao do sémen sob a protecio da luz solar e poeira, bem como
evitar agitagdes bruscas (GRANADOS; DIAS; SALES, 2006).

Apods a coleta, 0 sémen caprino deve ser avaliado conforme as normas do
Colégio Brasileiro de Reprodu¢cdo Animal (CBRA). Os ejaculados sdo avaliados
quanto ao volume (0,5 a 2,0 ml), cor (branca a acinzentada), aspecto (cremoso, leitoso
ou aquoso), turbilhonamento (0-5), vigor (0-5), motilidade total (0-100%), viabilidade,
morfologia e a concentragao espermatica, sendo esta, mensurada em camara de
Neubauer (espermatozoides/mm?) (Quadro 1-3) (MANUAL..., 2013).

Quadro 1 - Caracteristicas do ejaculado de caprinos coletados por vagina artificial

Caracteristicas Valores

Volume 0,5-1,5ml

Cor Branca ou amarelo-marfim
Odor “sui generis”

Movimento de massa 24

Motilidade espermatica 80 (70-90%)

Vigor 23

Concentragao espermatica 2-5x10°/ ml

N° total espermatozoides/ejaculado 3-5x10°

Espermatozoides morfologicamente normais 2 80%

Fonte: Adaptado de CBRA (MANUAL..., 2013).

Quadro 2 - Caracteristicas desejaveis para a dose de espermatozoides refrigerados

Caracteristicas Valores

Motilidade espermatica 2 60%

Vigor 23

Dose inseminante convencional 150x10°¢ sptz moéveis
Volume da dose 0,025 - 0,050 ml
Espermatozoides normais 2 80%

Defeitos maiores <£10%

Fonte: Adaptado de CBRA (MANUAL..., 2013). Sptz = espermatozoides.
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Quadro 3 - Caracteristicas desejaveis para dose de espermatozoides congelados

Caracteristicas Valores
Motilidade espermatica 2 30%

Vigor 22

N° sptz por palheta (0,25 e 0,50) 40x10° méveis
Espermatozoides normais 2 80%
Defeitos maiores <10%

Fonte: Adaptado de CBRA (MANUAL..., 2013). Sptz = espermatozoides.

2.3.1 Sistema de analise de sémen auxiliado por computador (CASA)

A avaliagao da cinética espermatica € essencial na analise da qualidade do
sémen (MATOS et al., 2008). Com intuito de amenizar a variabilidade devido a
subjetividade, foram desenvolvidos varios sistemas de Analise de Sémen Auxiliada
por Computador (CASA — Computer-assisted Sperm Analyser), definida como um
sistema automatizado para visualizar, digitalizar e analisar imagens sucessivas dos
espermatozoides, fornecendo informagdo acurada, precisa e significativa do
movimento individual de cada espermatozoide (AMANN; KATZ, 2004).

O CASA permite uma mensuragao objetiva de diferentes caracteristicas da
cinética espermatica, mostrando alto nivel de precisdo e segurancga, sendo atualmente
utilizado como uma ferramenta para melhorar o nosso conhecimento e habilidade para
manipular espermatozoides. Esse sistema tem demonstrado ser uma ferramenta util
no monitoramento da qualidade espermatica de amostras submetidas a diferentes
tratamentos experimentais (FARREL et al., 1996), na pesquisa de novos diluentes
seminais, crioprotetores ou outros tipos de processamento (AMANN; KATZ, 2004).
Como também, tem sido valioso na quantificagdo da hiperativacdo, no
estabelecimento da relacdo entre qualidade do sémen do doador e a verdadeira
fertilidade da amostra e nas avaliagdes gerais da conveniéncia do uso de machos para
reprodugcdo (FARREL et al., 1996; MATOS et al., 2008; VERSTEGEN; IGUER-
OUADA; ONCLIN, 2002).

Os parametros cinéticos comumente obtidos através de analisadores de
sémen computadorizados s&o: motilidade total (MT, motilidade progressiva (MP),
velocidade curvilinear (VCL), velocidade média da trajetoria (VAP), velocidade linear
(VSL), linearidade (LIN), index de oscilagdo ou retilinearidade (STR), amplitude do
deslocamento lateral da cabega (ALH), e frequéncia do batimento cruzado (BCF)
(Quadro 4; ARRUDA et al., 2011; VERSTEGEN; IGUER-OUADA; ONCLIN, 2002).
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Os trés parametros de velocidade (VCL, VAP, VSL) sdo comumente
utilizados para a descrigdo geral do movimento do espermatozoide, entretanto, para
uma avaliagdo adicional, foram estabelecidos os parametros LIN e STR, que tratam

das relagbes entre estas velocidades (Figura 1).

Quadro 4 - Parametros de motilidade espermatica obtidos através do software Sperm
Class Analyzer (SCA®, Microptics, S.L., Barcelona, Espanha

Parametro Descrigao

Motilidade total MT % Percentual de espermatozoides moveis
Motilidade progressiva MP % Percentual de espermatozoides progressivos
Velocidade curvilinear VCL um/s Velocidade da trajetdria real do espermatozoide
Velocidade média da trajetodria VAP um/s Velocidade da trajetéria média do espermatozoide
Velocidade linear VSL um/s Velocidade em fungdo da linha reta estabelecida

entre o primeiro e o Ultimo ponto da trajetdria do
espermatozoide

Linearidade LIN % Relagdo percentual entre VSL e VCL

Index de oscilagdo ou STR % Relagdo percentual entre VAP e VCL

retilinearidade

Amplitude do deslocamento ALH um/s Deslocamento médio da cabeca do espermatozoide

lateral da cabeca em sua trajetdria real em relagdo a trajetéria média
ou linear

Frequéncia do batimento cruzado BCF um/s Frequéncia que a cabeca do espermatozoide

atravessa a trajetoria média

Fonte: Adaptado de Mortimer (2000).

Figura 1 — Representacao grafica da analise de velocidades e amplitude de
deslocamento lateral da cabeca através do software Sperm Class Analyzer (SCA®,
Microptics, S.L., Barcelona, Espanha)

Fonte: Adaptado de Mortimer (2000).
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2.3.2 Morfologia espermatica

A analise morfologica deve ser realizada sob imersao (aumento de 1000x)
onde as primeiras 200 células observadas sao classificadas quanto aos defeitos de
forma e estrutura. A estrutura do espermatozoide é formada por cabecga, colo, peca
intermediaria e flagelo, sendo este ultimo subdividido em pega principal e peca
terminal (BARTH; OKO, 1989; RICARTE; SILVA, 2010). A cabeca do espermatozoide
é formada principalmente pelo nucleo. Entre a membrana plasmatica e a porgéo
anterior do nucleo existe o acrossoma, uma estrutura de dupla camada de membranas
que contém enzimas (hialuronidase e acrosina) responsaveis pela destruicdo do
cumulus oophorus e da zona pelucida do odécito durante a fecundagdo (BEARDEN,;
FUQUAY, 1997; RICARTE; SILVA, 2010).

Como o espermatozoide € uma célula translucida, sua visualizacdo sob
microscopia optica comum nao é muito nitida para avaliagado do contorno celular; por
isso, quando se dispde somente de microscopia optica comum deve-se fazer uso da
técnica de esfregaco corado. De forma geral, as caracteristicas morfologicas
espermaticas sdo analisadas usualmente utilizando-se esfregagos corados como
Rosa de Bengala, Giemsa, eosina-nigrosina, azul de bromofenol e outros (MANUAL...,
2013).

A alta frequéncia de espermatozoides morfologicamente anormais ou a alta
incidéncia de um unico defeito podem reduzir a fertilidade. As anormalidades
morfoldgicas sao classificadas de diversas formas, sendo que algumas classificagdes
dividem as alteragbes de acordo com a regido: cabega, pega intermediaria e cauda,
ou em primarios e secundarios, ou defeitos maiores e menores (HOWARD; PACE,
1988).

As anormalidades sao expressas em porcentagem, sendo nomeadas em
classificagdo de Blom e Christensen (1951 apud MANUAL..., 2013), que s&o
subclassificadas em defeitos primarios, quando apresentam as seguintes
anormalidades: cabeca piriforme, cabegca em raquete, macrocefalia, microcefalia
picnose, cabeg¢a anormal solta, forma abortiva, cauda enrolada na cabeca, forma
dupla, insercdo abaxial, defeito na peca intermediaria ou defeito do acrossoma
(knobbed). E em defeitos secundarios, quando apresentam as seguintes
anormalidades: cabega anormal solta, gota proximal, gota distal, bent tail ou

acrossoma.
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Em classificacdo de Blom (1972 apud MANUAL..., 2013), sendo
subclassificada em defeitos maiores, apresentando anormalidade na regido da cabeca
e acrossoma, essas imperfeicoes sao classificada em: acrossoma, acrossomas
subdesenvolvidos, cabeca isolada anormal, contorno anormal, cabega estreita na
base, cabecga piriforme, pequena anormal ou pouch formation, ainda levando em
consideragcao os defeitos maiores onde a anormalidade encontrasse na peca
intermediaria podemos classificar em: gota proximal, pec¢a intermediaria rudimentar ou
outros (fibrilagdo, edema, pseudogota), anormalidade na pega principal (cauda
fortemente dobrada) ou formas teratolégicas. Os defeitos menores sao classificados
em: cabeca (delgada, gigante, curta larga e pequena normal), cabeca isolada normal,
defeitos de implantagc&o, cauda dobrada (bent-tail), gota distal ou cauda enrolada na
porcao terminal. E por fim em classificagdo de Garcia e Rao (1971 apud MANUAL...,
2013), sendo considerado anormalidade de cabega, acrossoma, pecga intermediaria,
gota citoplasmatica (proximal ou distal), peca principal ou cabeca isolada.

Para a avaliagdo da morfologia espermatica na espécie caprina é
recomendado que € o percentual de espermatozoides normais seja igual ou superior
a 80% e que o percentual de espermatozoides com defeitos maiores seja igual ou
inferior a 10% (MANUAL..., 2013).

2.3.3 Microscopia de fluorescéncia

As sondas fluorescentes sao utilizadas na avaliagdo da integridade e
funcionalidade da célula espermatica, avaliando estruturas e compartimentos
especificos destes (HALANGY; FRANK; BOHNEENSACK, 1984; PETERSON;
SILVERSTEIN; FEUND, 1974).

O desenvolvimento de técnicas de coloragdo usando fluorocromos tem
fornecido novas ferramentas para avaliar as células espermaticas. Isoladas ou em
combinagdo, as sondas fluorescentes podem ser usadas para determinar a
integridade das membranas a serem visualizados simultanea ou separadamente,
usando diferentes filtros (ARRUDA et al., 2010; GILLAN et al., 2005).

Novas combinacdes de fluorocromos vém sendo validadas e analisam
diferentes estruturas espermaticas tanto sob o aspecto estrutural quanto funcional
(CELEGHINI et al., 2007).
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2.3.3.1 Integridade do acrossoma

O acrossoma € uma organela encontrada na cabega dos espermatozoides,
cuja fungao esta relacionada a reproducado. A avaliagdo da integridade do acrossoma
€ um importante aspecto da estimativa da fertilidade potencial do macho, ja que possui
enzimas que participam ativamente no processo de fertilizagdo. A ocorréncia de uma
certa propor¢ao de acrossomas anormais no ejaculado indica que uma consideravel
parcela da populacédo espermatica, além daqueles que, através do microscopio o6tico
apresentam o defeito, devem ter alteragdes quantitativas e/ou qualitativas de suas
enzimas, com uma correspondente redugao nos indices de fertilidade (FERNANDES;
PIMENTEL, 1997; HANCOCK; TREVAN, 1957; HURTGEN; JOHNSON, 1982;
SAACKE; AMANN; MARSHALL, 1968).

A principal forma de avaliacdo da integridade do acrossoma € com o uso
de aglutinina de amendoim conjugada com isotiocianato de fluoresceina (FITC-PSA)
como descrito por Mendoza et al. (1992).

O status do acrossoma pode ser examinado em microscépio com contraste
de fase e optica de epi fluorescéncia sob filtro FITC/azul. O acrossoma integro é
observado com forte fluorescéncia verde, j4 os acrossomas danificados, estes
apresentam nenhuma ou baixa fluorescéncia na regido acrossomal indicando danos,

perda de acrossoma ou acrossoma reagido (Figura 2).

Figura 2 - Avaliagao do acrossoma espermatico utilizando a sonda fluorescente FITC-
PSA

Fonte: Adaptado de Reddy et al. (2018). A fluorescéncia brilhante na parte anterior dos
espermatozoides indica acrossoma intacto (seta amarela) e nenhuma fluorescéncia indica acrossoma
reagido (seta vermelha).
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2.3.3.2 Integridade da membrana plasmatica

A membrana plasmatica atua como uma barreira entre 0os meios
intra/extracelulares, sendo responsavel pelo equilibrio osmaético da célula. Portanto, a
integridade da membrana é de fundamental importancia para a sobrevivéncia do
espermatozoide no trato genital da fémea e capacidade fertilizante (CELEGHINI et al.,
2010; PARKS; GRAHAM, 1992).

Para avaliar a integridade da membrana plasmatica de espermatozoides
utilizam-se corantes ou sondas fluorescentes. Estas sondas n&o penetram a
membrana intacta, uma vez permeabilizada a membrana, estes corantes entram na
célula e se ligam ao DNA, quando intercalado a dupla hélice do DNA, a emissao de
sua fluorescéncia aumenta onze vezes. O lodeto de Propidio (Pl), € um exemplo de
marcador fluorescente impermeavel a membrana celular que tem afinidade com
receptores no DNA, emite fluorescéncia vermelha (CELEGHINI et al., 2010) e é
incapaz de penetrar a membrana integra (ARRUDA et al., 2003; MAXWELL; WELCH,;
JOHNSON, 1997). A sonda Hoechst 33342 (H33342) também possui afinidade pelo
DNA, cora o nucleo de azul, sendo capaz de atravessar a membrana intacta
(CELEGHINI, 2005).

2.3.3.3 Atividade mitocondrial

A mitocéndria € a principal fonte de energia para a motilidade e a
homeostase espermatica. Durante a fosforilagcdo oxidativa sao produzidos
metabdlitos, denominados espécies reativas de oxigénio (EROs), as quais
desempenham papel fundamental nos processos fisioldgicos. No entanto, disfungdes
mitocondriais podem causar desequilibrio entre a producdo de EROs e os
mecanismos antioxidantes, provocando o estresse oxidativo, letal para a célula
espermatica. Assim, como essa organela esta envolvida tanto nos processos
fisiologicos quanto nos patolégicos dos espermatozoides, fica clara a importancia de
se avaliar sua funcionalidade (ANGRIMANI et al., 2015).

A mitocéndria possui papel central na viabilidade e na morte celular,
estando relacionada com a funcionalidade da célula espermatica, principal fonte de
energia para motilidade e homeostase celular (ANGRIMANI et al., 2015; ST. JOHN,

2002). Na células espermaticas, as mitocdndrias estdo localizadas na pega
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intermediaria e o trifosfato de adenosina (ATP), produzido pela mitocéndria, serve
como suplemento energético para a movimentagédo dos espermatozoides (COSSON,
1996; CELEGHINI et al., 2010).

O corante mais utilizado para avaliar a fungdo mitocondrial, ou seja, a
capacidade desta organela em produzir ATP, € o iodeto de 5,5, 6,6’ tetracloro 1,1,3,3’
tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1), capaz de identificar a diferenga de
potencial mitocondrial através de codigos de cor. Sua cor € alterada de verde para
laranja ou vermelho, com o aumento do potencial de atividade mitocondrial. Esta
sonda fluorescente € metacromatica, mitocondrias com baixo potencial da atividade
mitocondrial emitem fluorescéncia verde devido a formacdo de monémeros de
carbocianinas, apresentando excitacdo e emissao no maximas de 510 e 527 nm,
respectivamente, enquanto em alto potencial, esses mondmeros se agregam,
formando multimeros, também chamados de J-agregados, com excitagdo e emissao
maximas de 485 e 585 nm, respectivamente, que emitem fluorescéncia
vermelha/laranja (CELEGHINI et al., 2010).

2.4 Diluentes seminais

A maioria dos ejaculados dos animais domésticos contém mais
espermatozoides que o necessario para uma fecundacdo. Sendo assim, este sémen
sendo diluido, pode ser utilizado para varias inseminagoes. A elevada concentragao
espermatica determina uma intensa atividade metabdlica com rapido acumulo de
catabdlitos no plasma seminal, extremamente prejudicial a célula espermatica. A
diminuicdo da concentragdo, até certos limites, resultaria numa maior proporgao
diluente/espermatozoide, o que significa maior prote¢cdo celular (NEVES; BLAYA,
TEIXEIRA, 1983). Elevadas diluicbes, porém, ndo levam a uma congelabilidade
adequada (AZEVEDO et al., 2000). De acordo com Azevedo et al. (2000) um
parametro de eficiéncia a ser considerado na criopreservacdo do sémen € 0 numero
minimo de espermatozoides moveis que devera conter a dose inseminante, tornando
muito mais efetivo o aproveitamento do ejaculado.

Segundo Watson (1979) as principais caracteristicas de um diluente séo: a
extensao do volume, a fim de aumentar a quantidade de doses inseminantes e
consequentemente o numero de animais inseminados; efeito tamponante, ja que os

espermatozoides possuem fraca resisténcia a alteracbes de pH; manutengdo da
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pressao osmotica, mantendo o diluente o mais préximo possivel da presséao do plasma
seminal (285 mOsm/L), através da adigdo de substancias como agucares; substrato
energético, sendo também os agucares que provém energia para espermatozoides, e
por ultimo, atividade antimicrobiana, que consiste na adicdo de antibiéticos, a fim de
reduzir a transmissao de bactérias patogénicas e a carga de bactérias nao
patogénicas que contaminam o sémen. Além disso, um diluente ideal deve possuir
substéncias estabilizadoras de membrana, nutritivas e crioprotetoras para assegurar
a sobrevivéncia dos espermatozoides e ser de facil preparo e de baixo custo (AMANN;
PICKETT, 1987).

Os diluentes permitem o aumento do volume total do ejaculado, facilitando
sua divisdo em doses inseminantes e proporcionando um meio favoravel para a
sobrevivéncia dos espermatozoides in vitro (DERIVAUX, 1980). Diversos diluentes
tem sido testados e utilizado. Os mais comuns sao a base de glicina-gema, glicina-
gema-leite (GONZALEZ et al., 1999), agua de coco (NUNES, 1998), citrato-agucar-
gema, leite ou leite desnatado, lactose, sacarose, rafinose e os formulados com TRIS-
gema de ovo (SALAMON; MAXWELL, 2000).

2.4.1 Agua de coco em pd

Estudos mostram que a agua de coco em p6 (ACP) pode ser utilizada como
diluente para o sémen caprino com sucesso, sendo considerada uma solugao de facil
preparo e de baixo custo, estéril, contendo sais, proteinas, acucares, vitaminas,
minerais, fatores de crescimento e gorduras neutras, além de indutores da divisao
celular e eletrdlitos diversos, que lhes confere densidade e pH compativeis com o
sémen, fornecendo, desta forma, os nutrientes necessarios para manter a
sobrevivéncia dos gametas masculinos criopreservados.

Dentre diversos substancias presentes na agua de coco, tem-se também o
acido 3-indol-acético (IAA), um fitormbnio que estimula o crescimento dos vegetais, o
qual foi isolado primeiramente por Nunes e Combarnous (1995), sugerindo que esta
substancia promove incremento na motilidade do espermatozoide. Pesquisas
realizadas por Campos (1999) para verificar a viabilidade deste diluente para a
congelagdo do sémen caprino, constatou que a agua de coco se comportou como

diluente eficaz para o sémen caprino, possibilitando seu uso em regiées onde inexista
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0 coqueiro, bem como facilitando o armazenamento, conservagao e transporte desta
solucao.

A agua de coco foi utilizada inicialmente in natura (NUNES, 1998); na
sequéncia, foi padronizado o estagio de maturagao ideal do fruto para sua utilizagéo
biotecnolégica e em 2002 o produto foi estabilizado na forma liofilizada —ACP (Figura
3). A 4agua de coco em po tem sido utilizada na biotecnologia da reprodugédo animal
obtendo-se bons resultados na preservacdo do sémen de animais domésticos de
varias espécies como caprinos (CAMARA, 2019; CAMPOS et al., 2003), ovinos
(BRITO et al., 2019), peixes (CARVALHO; NUNES; GONDIM, 2002; LINHARES et al.,
2017; VIVEIROS et al., 2008), humanos (FAUSTINO, 2007), equinos (SOBREIRA
NETO, 2008) e caes (CARDOSO; SILVA,; SILVA, 2006).

Figura 3 — Agua de coco em p6 especifica para criopreservagio de sémen de caprinos
e ovinos (ACP-101/102c)

Fonte: ACP Biotecnologia (2020).

2.5 Crioprotetores

A criopreservagao do sémen altera as caracteristicas das membranas dos
espermatozoides e com isso interfere na sua capacidade fertilizante. Durante as fases
de congelagao-descongelagao, ocorrem flutuagdes no volume celular, que contribuem
para o dano celular quando os limites de tolerancia das membranas sao ultrapassados
(BECKER-SILVA, 2004). Quando os espermatozoides sdo submetidos as rapidas
taxas de refrigeragao, sofrem injurias e morte, devido a formagéao de cristais de gelo

no seu interior; e quando taxas lentas de refrigeracdo s&o usadas ocorre o



31

desenvolvimento de regides com elevada concentracao de soluto, que desidratam a
célula (AZEVEDO et al., 2000).

Objetivando minimizar os danos causados as células durante o processo de
criopreservacgao, diversas substancias foram estudadas e mostraram-se uteis como
agentes crioprotetores. Os crioprotetores mais utilizados nos diluentes de sémen séo
macromoléculas, como a caseina do leite, as proteinas da gema de ovo, glicerol
(EVANS; MAXWELL, 1987) e agucares como lactose, rafinose, manose, sacarose
(CARNEIRO, 2002). De acordo com os estudos de Gil et al. (2003), o uso de aditivos
de origem animal, como gema de ovo e leite, na diluigdo, pode implicar em riscos
sanitarios, ndo apenas pela inclusdao de agentes microbiolégicos, mas também por
contaminantes que podem comprometer a qualidade do produto.

Segundo Gonzalez (2004), os crioprotetores podem ser classificados em
nao-penetrantes, cuja atividade de crioprotecdo ocorre fora da célula ou na sua
superficie, aumentando a osmolaridade do meio extracelular, e sdo responsaveis pela
passagem da agua do interior da célula espermatica para o meio extracelular,
impedindo assim, a formagdo de cristais de gelo em seu interior durante a
criopreservacgao; e em agentes crioprotetores penetrantes, quando exercem sua agao
crioprotetora dentro da célula, os quais sdo substancias ou farmacos que diminuem
as lesdes de origem quimica ou mecanica que a criopreservagao causa sobre a célula.
As caracteristicas fisico-quimicas ideais que eles devem possuir sdo: baixo peso

molecular; alta solubilidade em meio aquoso e baixa toxicidade celular.

2.5.1 Glicerol

O glicerol é considerado um alcool, sendo o principal crioprotetor utilizado
para espermatozoides (GONZALEZ, 2004) e classificado como um crioprotetor
espermatico de acgéo interna largamente utilizado para a congelacdo de sémen
caprino, cuja concentragdo usada em diferentes estudos varia de 3 a 9%, com
melhores resultados entre 4 e 7% no diluente utilizado (LEBOEUF; RESTALL;
SALAMON, 2000).

Tem a capacidade de penetrar na célula espermatica através de difusdo
passiva, permanecendo na membrana e no citoplasma, isso faz com que o meio fique
hiperténico, e promove a desidratagao da célula, prevenindo a formacgao de cristais de

gelo dentro da célula (PURDY, 2006). O glicerol interage com as cabecas polares dos
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fosfolipidios da membrana, baixando a temperatura de transicdo de fase dos lipidios
da membrana e diminuindo a adesao entre as células (KUNDU et al., 2000). O efeito
crioprotetor do glicerol parece se estabelecer em menos de cinco minutos apds sua
adicao (BECKER-SILVA, 2004).

Embora o glicerol seja considerado um crioprotetor, o mesmo possui efeitos
toxicos aos espermatozoides que se manifestam em temperaturas superiores a 20 °C
(WATSON, 1979). Sendo assim, a gliceroliza¢ao (adig&do de glicerol) pode ser feita em
dois momentos: na diluicdo inicial (one step), que consiste em diluir o sémen fresco
com o diluente contendo o crioprotetor (glicerol) a temperatura de 37 °C ou em (two
steps) apods a diluigdo inicial, 0 sémen deve ser refrigerado até atingir a marca de 4 °C
(NEVES et al., 2008) e apds adiciona-se o diluente contendo o glicerol (BRITO, 2017;
SILVA; GUERRA, 2011).

2.5.2 Gema de ovo

A gema de ovo (GO) de galinha & considerada um crioprotetor nao-
penetrante, agindo no compartimento extracelular, sendo largamente utilizada como
crioprotetor da membrana plasmatica do espermatozoide em diversas espécies
(WATSON, 1995). A GO protege a membrana plasmatica da célula espermatica
restaurando fosfolipidios perdidos durante o choque térmico oriundo da mudancga de
temperatura que ocorre durante a refrigeracdo do sémen (HAMMERSTED; GRAHAM,;
NOLAN, 1990). Acredita-se que essa protegcao possa ser devido a presenga de uma
lipoproteina chamada fosfatidilcolina. Durante o choque térmico, essas lipoproteinas
interagem com a estrutura lipidica da membrana plasmatica das células espermaticas
€ propiciam a protecao.

A GO previne também a liberagdao da enzima hialuronidase pela célula
espermatica (FOULKES, 1977). Visto que a mesma também tem capacidade de
tampao, sua quantidade no meio varia de acordo com a capacidade tamponante dos
outros componentes do diluente. Segundo Aboagla e Terada (2004), a adicdo de GO
aos diluentes para o sémen caprino significativamente aumenta a proporgéo de
espermatozoides méveis recuperados pds-descongelagao.

Sabe-se que 0 sémen caprino apresenta particularidades que o diferenciam
do de outras espécies, sendo a mais importante a sintese e secrecdo de enzimas

pelas glandulas bulbouretrais liberadas no plasma seminal (SIMPLICIO; MACHADO,
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1989). Segundo Iritani e Nishikawa (1961), essas enzimas possuem atividade
fosfolipase e hidrolisam a lecitina presente na GO em lisolecitinas e acidos graxos
altamente toxicos para os espermatozoides. A lecitina € o fosfolipidio mais abundante
nas membranas plasmaticas dos espermatozoides e também presente na GO, a
composi¢cdo enzimatica do sémen dos caprinos e dos diluentes assume grande
importancia no processo de conservagao do sémen, congelado ou refrigerado
(SIMPLICIO; MACHADO, 1989). Essa lisolecitina é toxica devido a sua agéo
detergente sobre os lipidios da membrana plasmatica (NUNES et al., 1982). Portanto,
a concentracédo recomenda de GO ¢é de 2,5% ao volume total do diluente de sémen
de caprinos, a fim de evitar a acao da fosfolipase “A2” sobre os componentes lipidicos
da GO, promovendo a formacéao por hidrdlise de lisofosfatidilcolinas, que sao tdxicas
aos espermatozoides (BISPO et al., 2011; EVANS; MAXWELL,1987; PELLICER-
RUBIO; MAGALLON; COMBARNOUS, 1997).

A uniformidade na preparacdo dos diluentes de sémen contendo GO é
dificil de ser atingida devido as suas caracteristicas individuais, como idade do ovo,
tipo de alimentacdo das aves, a variacdo na composi¢do da GO, dependendo da
linhagem da ave e a variagdo sazonal na concentragdo da enzima coaguladora da GO
no plasma seminal (CORTEEL, 1974; ROCA et al., 1997; SAKASHITA et al., 2012).

2.5.3 Moringa

A moringa (Moringa oleifera - MO), também conhecida como lirio-branco,
quiabo-de-quina e cedro, pertence a familia Moringaceae, que € composta apenas de
um género (Moringa) e quatorze espécies. E um arbusto ou arvore de pequeno porte,
de crescimento répido podendo atingir uma altura de 12 m (RANGEL, 2003). E uma
arvore do Sul da Asia, que cresce perto das montanhas do Himalaia, do noroeste do
Paquistdo para o norte da india (FERREIRA et al., 2008; ROBERTA; PETER;
GOPALAKRISHNAN, 1980). Foi introduzido em muitas partes do mundo, como
Afeganistao, Bangladesh, Sri Lanka, Africa, Asia Ocidental e nas Américas, do México
ao Peru, llhas do Caribe, Paraguai e Brasil (FERREIRA et al., 2008; JAHN; MUSNAD;
BURGSTALLER, 1986; MORTON, 1991). Espécie de planta perene, que se adapta
tanto as condi¢des irrigadas quanto as de seca, pouco exigente em solos e
fertilizantes, encontra-se disseminada na regido nordeste, particularmente no Ceara
(BEZERRA et al., 2004).
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O cultivo da moringa € influenciado pelo grande potencial que a planta
apresenta e em sua multiplicidade de usos — alimentar, agricola, medicinal e industrial
(CORREA, 1984; LORENZI; MATOS, 2002; MATOS; ABREU, 1998;
RAMACHANDRAN; PETER; GOPALAKRISHNAN, 1980; SILVA; KERR, 1999). Além
de apresentar baixo custo na sua produgdo, uma vez que € uma planta de facil
adaptacao (SILVA et al., 2009).

As sementes sao ricas em proteinas (33,9%) e lipidios (37,2%)
(MACHADO; CARNEIRO, 2000). O ¢leo extraido das sementes de MO apresenta alta
resisténcia a oxidagcdo, pela presenga de elevados teores de acidos graxos
insaturados, especialmente o oleico (71,6%), sendo o palmitico e o behénico (ambos
com 6,4%) os acidos graxos saturados dominantes (Quadro 5; LALAS; TSAKNIS,
2000).

Quadro 5 — Acidos graxos presentes na Moringa oleifera
Substancia Férmula %

Acido oleico C1gH340> 71,6
Acido palmitico C16H3202 6,40
Acido behénico C22H4402 6,40
Acido palmitoleico C16H3002 5,07
Acido vacénico C1sH3402 4,41
Acido araquidico C20H400: 2,69

Fonte: Adaptado de Lalas e Tsakins (2002).

As folhas e sementes da MO apresentam potencial nutricional e fornecem
uma grande variedade e quantidade de proteinas essenciais, vitaminas, minerais e &
uma rica fonte de aminoacidos essenciais. Ela também contém uma quantidade
significativa de vitaminas, tais como: vitamina A, vitamina B1 (tiamina), B2
(riboflavina), B3 (niacina), B6, acido félico e acido ascérbico (vitamina C). A riqueza
mineral da MO inclui calcio, potassio, ferro, magnésio, fosforo e zinco. Além disso,
contém uma baixa quantidade de gorduras e n&o oferece colesterol nocivo
(FERREIRA et al., 2008).

As folhas e sementes de MO s&o excelentes fontes de antioxidantes. Seu
extrato exerce efeitos protetores diminuindo os perdxidos lipidicos do figado e
aumentando os antioxidantes (ASMA et al, 2005; LALA; TSAKNIS, 2002).
Antioxidante pode ser definido como qualquer substancia que, quando presente em

baixas concentracbes comparadas aquela do substrato oxidavel, retarda ou previne
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significativamente, a oxidagdo daquele substrato. A adigcdo de antioxidantes ao
diluente tem sido avaliada quanto a sua capacidade de proteger o espermatozoide do
efeito toxico dos radicais livres (MAIA, 2006).

Os niveis de antioxidantes presentes normalmente no sémen ainda sao
parcialmente reduzidos com a diluicio do sémen, o que pode diminuir
consideravelmente o efeito benéfico do antioxidante natural. Assim, a adicdo destes
agentes, mesmo em pequenas concentragdes, pode melhorar a fungdo espermatica
do sémen manipulado (MAIA, 2006).

Estudos realizados em ratos criptorquidicos, utilizaram o extrato metandélico
das folhas de MO, com intuito de diminuir o estresse oxidativo proveniente do testiculo
presente na cavidade abdominal e foi observado uma melhora na perda de células
germinativas e na diminuigdo do estresse oxidativo associados ao criptorquidismo
(AFOLABI; ADEROJU; ALAGBONSI, 2013; SANTOS et al., 2018).

Em coelhos, quando o extrato em p6 de MO foi administrado via oral por
um periodo de 21 dias, houve melhoria na atividade antioxidante do trato reprodutivo
masculino, sendo indicado essa dieta como manejo nutricional para melhorar a
producao espermatica (EL-HARAIRY et al., 2016; SANTOS et al., 2018).

2.6 Conservagao seminal

O sémen caprino pode ser utilizado de trés formas: fresco, refrigerado e
congelado. O sémen fresco é preferido quando o reprodutor esta presente no rebanho,
e se tem um grande numero de fémeas em estro, natural ou sincronizado,
inviabilizando a monta natural. A utilizagdo de sémen refrigerado € uma estratégia
comum nos casos em que um reprodutor em particular € compartilhado por um grupo
de criadores localizados dentro de uma area relativamente pequena. Em tais casos, o
sémen é armazenado a 4 °C e pode ser utilizado até 24 horas a partir da coleta. Por
fim, o sémen é congelado para a preservagao em longo prazo, permitindo que ele seja
distribuido por uma &rea mais ampla e usado por tempo indeterminado
(BALDASSARRE; KARATZAS, 2004; MAIA, 2014).
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2.6.1 Refrigeragao

Na preservacdo do sémen pelo método da refrigeracdo os
espermatozoides sdo armazenados a temperaturas baixas o suficiente para deprimir
0 seu metabolismo, prolongando assim a sua vida fértil. Para promover essa queda
na temperatura, recomenda-se o0 uso de equipamentos convencionais como
refrigerador, garrafas térmicas ou caixas isotérmicas com gelo, ou ainda,
equipamentos automatizados (CAMARA; GUERRA, 2011).

A mudanca rapida de temperatura, induz estresse na membrana plasmatica
e acrossomal, repercutindo na motilidade espermatica e na capacidade fecundante do
espermatozoide. Este efeito pode ser parcialmente superado pelo refrigeragdo gradual
do sémen da temperatura ambiente a temperatura de armazenamento e pela
suplementagao do diluente com alguns aditivos, como os crioprotetores (HOLT, 2000;
SALAMON; MAXWELL, 2000; WATSON, 2000).

Roca et al. (2000) relataram que o sémen caprino tem sido conservado em
temperaturas variando entre 4 e 5 °C. O ritmo de refrigeragdo do sémen desta espécie
apos diluicdo deve estar compreendido entre -0,25 e 0,35 °C/ min. até que seja
atingida a temperatura de 5 °C, mantendo-se desta forma a motilidade dos
espermatozoides em baixos niveis por alguns dias (MACHADO; SIMPLICIO, 1992).
Segundo Evans e Maxwell (1987), o periodo maximo de conservagao do sémen a 5
°C para obtencao de um grau aceitavel de fertilidade através da IA, é de 24 horas para

ovinos e de 48 horas para caprinos.

2.6.2 Congelagao

O sucesso da criopreservagao de sémen € apenas parcial, uma vez que
aproximadamente metade dos espermatozoides podem ser danificados pela
congelagdo-descongelagdo. Isso ocorre porque durante o processo de
criopreservacao a célula passa por uma série de alteracdes estruturais, causadas pelo
gradiente osmotico, gerado entre 0 meio intra e extracelular, resultando em danos a
membrana plasmatica e acrossomal, bem como a outras estruturas espermaticas
(MAIA, 2014; MAZUR, 1984; WATSON, 1995).

Apos a diluigao e refrigeracéo, o sémen pode ser congelado em palhetas
(0,25 ou 0,50 ml) ou na forma de pellets (CHEMINEAU et al., 1991; MAIA, 2014,
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PURDY, 2006). A congelacdo em palhetas pode ser realizada usando uma maquina
de congelagao automatica ou sobre o vapor de nitrogénio liquido (-60 a 196 °C), em
que pode ter sua estrutura e funcionalidade conservadas, mantendo-os inativos e
viaveis por tempo indeterminado (BAKHACH, 2009). Congeladores automaticos tem
a vantagem de permitir a congelagao de grandes quantidades de palhetas por vez e
o controle da curva de congelagédo (CHEMINEAU et al., 1991; MAIA, 2014; PURDY,
2006). Tradicionalmente, as palhetas s&o descongeladas em banho Maria (37 °C) por
30 segundos.
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3 JUSTIFICATIVA

Os diluentes seminais para caprinos contém em suas composi¢coes
substéncias de origem animal como a gema de ovo e/ou o leite desnatado, o que
implica em limitagdes como reagdes com o plasma seminal e risco bioldgico potencial.
No caso da gema de ovo, o risco de contaminagao € maior, pelo fato da casca do ovo
ser porosa e passivel de permitir a passagem de patdégenos, como Escherichia coli e
Salmonella sp.

Além disso, tem que ser levado em consideragao o fato de ocorrer uma
falta de padronizagdao dos constituintes da gema de ovo e do leite em pé utilizado,
podendo também apresentar resultados diferentes entre os protocolos utilizados. O
sémen n&o é estéril e ja vem com uma certa carga de contaminantes. Comprometendo
assim, a qualidade do mesmo e o comércio internacional, ocasionando uma redugao
na difusdo de material genético de alto valor.

Diante disso, a busca por diluentes livre de produtos de origem animal tém
se intensificado. O presente trabalho se justifica pela necessidade de novos estudos
de substancias de origem vegetal adicionada ao diluente ACP-101c como meio de
criopreservagao de sémen caprino. Nesse aspecto, a utilizagcdo do éleo da Moringa
oleifera surge como um substituto provavel aos crioprotetores externos de membrana
de origem animal para os meios de conservagao, pois a moringa € considerada um
excelente antioxidante e apresenta um elevador teor de acidos graxos insaturados,
acreditando-se, assim, que os antioxidantes presentes no o6leo de moringa
acrescentado ao diluente serdo capazes de proteger o espermatozoide do efeito

toxico dos radicais livres.
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4 HIPOTESE CIENTIFICA

O dleo da Moringa oleifera adicionado ao meio de conservacao a base de
agua de coco em po para sémen caprinos (ACP-101c) n&o apresenta toxicidade aos
espermatozoides.

O meio de criopreservagao seminal ACP-101c adicionado 6leo de Moringa
oleifera € um substituto a gema de ovo como crioprotetor de acédo extracelular,
preservando a qualidade espermatica do sémen caprino refrigerado ou pos-

descongelado.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do 6éleo de Moringa oleifera como crioprotetor de acao

extracelular em protocolos de criopreservacado de sémen caprino em diluente a base

de agua de coco em po (ACP-101c).

5.2 Objetivos especificos

X/
L X4

Avaliar a citotoxicidade do 6leo de M. oleifera sobre os espermatozoides
de caprinos em diluente ACP-101c através do teste de
termorresisténcia;

Avaliar a eficiéncia do oleo da M. oleifera como crioprotetor da
membrana espermatica de acao extracelular em protocolos de
refrigeracao do sémen caprino a 4 °C em diluente ACP-101c através da
avaliacdo da cinética espermatica;

Avaliar a eficiéncia do o6leo da M. oleifera como crioprotetor da
membrana espermatica de acao extracelular em protocolos de
congelagcao-descongelagcao do sémen caprino em diluente ACP-101c
através da avaliag&o da cinética, morfologia e integridade de membrana

espermatica, bem como da atividade mitocondrial.
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6 MATERIAL E METODOS

O projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica para Uso de
Animais da UECE sob o protocolo n° 4244862/2018. O sémen caprino foi preservado
em meio a base de agua de coco em pé (ACP-101c) (ACP Biotecnologia, Fortaleza,
Cearda, Brasil) e submetido a trés etapas de avaliagdo: a fresco diluido, pos-
refrigeragdo a 4 °C, e pos-descongelagédo. Todos os ejaculados utilizados no estudo
foram provenientes de reprodutores que apresentaram qualidade seminal dentro dos
parametros estabelecidos pelo CBRA (MANUAL..., 2013) para sémen fresco. Todas
as avaliagbes foram executadas no Laboratério de Tecnologia do Sémen Caprino e
Ovino (LTSCO), inserido no Nucleo Integrado de Biotecnologia (NIB) da UECE,
localizado a 3° de latitude sul e 38° de longitude oeste, Fortaleza-CE.

6.1 Animais experimentais

Para os protocolos de preservagdo do sémen fresco e refrigerado foram
utilizados cinco reprodutores das racas Alpina Britanica e SPRD pertencentes e
alojados na LTSCO que tiveram o sémen coletado 2x/semana no durante o més de
agosto de 2018. Ja para o de congelagao, foram utilizados trés reprodutores das ragas
Anglo Nubiana e Saanen pertencentes e alojados na Estagdo Experimental do
Instituto de Pesquisas Agronémicas de Pernambuco (IPA), localizado a 8° de latitude
sul e 37° de longitude oeste, Sertania-PE, que tiveram o sémen coletado 2x/semana

durante o més de julho de 2019.

6.2 Diluentes para sémen fresco e refrigerado

O diluente ACP-101c foi preparado segundo a recomendacéao do fabricante
e, em seguida, fracionado em quatro aliquotas: T1 (controle: ACP-101c + 5% GO), T2
(ACP-101c + 0,5% MO), T3 (ACP-101c + 1,0% MO), T4 (ACP-101c + 2,5% MO). O
MO utilizado no experimento foi um dleo comercial, extraido das sementes da planta

M. oleifera (Unido Vegetal Industria de Produtos Alimenticios, Eusébio, Ceara).
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6.3 Protocolo para sémen fresco e refrigerado

Apoés cada coleta e pré-avaliacédo, os ejaculados dos cinco reprodutores
foram reunidos em um mesmo recipiente na forma de pool, homogeneizados,
divididos em quatro aliquotas e diluidos nos tratamentos T1, T2, T3 e T4, obtendo-se
uma concentragdo final de 200x10° sptz/ml. Em seguida, cada tratamento foi
fracionado em duas aliquotas, e uma foi mantida em banho Maria a 37 °C por duas
horas para realizagao do teste de termorresisténcia (TTR) e a outra submetida a curva
de refrigeracgao (-0,35 °C/min.) até atingir 4 °C.

6.4 Diluentes para sémen congelado

Ja para o protocolo de congelacdo elaborou-se um meio-base (MB)
contendo ACP-101c + 7% glicerol + 0,8 mg/ml de antimicrobiano, em seguida o
mesmo foi fracionado em cinco aliquotas e a estas foram adicionados os
crioprotetores externos segundo os tratamentos: T1 (controle — MB + 5,0% GO), T2
(MB + 0,5% MO), T3 (MB + 1,0% MO), T4 (MB + 2,5% MO), e T5 (MB + 5,0% MO).

6.5 Protocolo para sémen congelado

Apoés cada coleta e pré-avaliagdo, os ejaculados dos trés reprodutores
foram reunidos em um mesmo recipiente na forma de pool, homogeneizados,
divididos em cinco aliquotas e diluidos nos tratamentos T1 a T5, obtendo-se uma
concentragao final de 400x10° sptz/ml. Em seguida, as amostras foram refrigeradas
até 4 °C em 60 min., a um decréscimo de 0,35 °C/min. Ao atingir 4 °C, as amostras
foram mantidas por mais 30 min. de estabilizagcdo. Apds este periodo, foram
envasadas em palhetas de 0,25 ml e congeladas em vapor de nitrogénio (- 60 °C) por
15 min., a uma altura de 5 cm do nitrogénio liquido, e entdo imersas em nitrogénio

liquido a -196 °C e armazenadas em botijées criogénicos.

6.6 Avaliagoes espermaticas

O sémen fresco diluido foi avaliado quanto a cinética espermatica e

submetido ao TTR. O sémen refrigerado foi avaliado somente quanto a cinética
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espermatica. JA o sémen pods-descongelacdo, foi avaliado quanto a cinética, a
integridade de acrossoma, a integridade de membrana espermatica, a funcionalidade
mitocondrial, e @ morfologia espermatica.

A cinética espermatica foi avaliada em Sistema de Analise de Sémen
Auxiliado por Computador (CASA), com uso do programa Sperm Class Analyser®
(SCA®, Microptic S.L., Barcelona, Espanha) que processa imagens obtidas em
microscopio de contraste de fase acoplado a uma camera digital. Para a avaliagéao, o
sémen foi re-diluido em ACP-101c, até a concentragdo de 40 x 10% sptz/ml. Dez
microlitros desta diluicdo foi colocada em camara de Makler (Sefi Medical Instruments
Ltda., Haifa, Israel), pré-aquecida a 37 °C, para se determinar as variaveis: percentual
de espermatozoides moéveis totais (MT), progressivos (MP), velocidade curvilinear
(VCL - um/s), velocidade linear (VSL - ym/s), velocidade média da trajetoria (VAP -
pm/s) e linearidade (LIN - %).

No TTR o sémen foi mantido em banho Maria a 37 °C por duas horas e a
MT foi avaliada com 0 h, 1 h e 2 h de incubag¢ao no sistema CASA acima descrito.

Para avaliacdo da integridade e viabilidade espermatica foram utilizadas
sondas fluorescentes para avaliar, simultaneamente, integridade de acrossoma,
integridade de membrana espermatica e fungdo mitocondrial. Foi adotada a
associagao das sondas fluorescentes (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) iodeto de
propidio (IP, P4170), isotiocianato de fluoresceina conjugada a aglutinina do Pisum
sativum (FITC-PSA, LO0770), iodeto de 5,5,6,6-tetracloro-1,1',3,3-tetraetil-
benzimidazolilcarbocianina (JC-1, T4069 e Hoechst 33342). Aliquotas de 150 ul de
sémen descongelado foram diluidas em tampéo fosfato-salino (PBS) para se obter 50
x 10° sptz/ml, adicionado de 6 pl de IP (0,5 mg/ml em PBS), 12 ul de JC-1 (153 uM
em dimetilsulféxido), 50 pl de FITC-PSA (100 ug/ml em PBS) e 3 ul de Hoechst 33342
em microtubo e incubado a 37 °C por 8 min. em escuro. Apds incubacao, uma aliquota
foi colocada em Iamina de microscopia pré-aquecida (37 °C), coberta com laminula e
imediatamente avaliada em microscopio de fluorescéncia (Nikon Eclipse Ci, Téquio,
Japao) em um aumento de 400x.

Duzentos espermatozoides por |lamina foram contados e o percentual de
espermatozoides avaliados em relagao a integridade do acrossoma, integridade da
membrana plasmatica e atividade mitocondrial. Quanto a integridade do acrossoma,
foi classificado em integro, quando apresentou o acrossoma completo; ou reagido,

quando apresentou o acrossoma destacado. Quanto a integridade da membrana



44

plasmatica, foi classificada em integra quando apresentou coloragdo azul, ou
danificada quando apresentou coloracao vermelha. E quanto a atividade mitocondrial,
foi classificada em baixa, quando apresentou coloracdo verde; ou alta, quando
apresentou coloragao laranja.

A morfologia espermatica foi avaliada através do corante vital eosina-
nigrosina em esfregago confeccionado com 5 pl do corante com 5 pl de sémen em
lamina previamente aquecida (37 °C) e contado 200 células em microscopio
convencional com aumento de 400x, e classificados quanto a espermatozoides
normais (NOR), defeitos de acrossoma (ACR), cabega (CAB), peca intermediaria (Pl),
cauda (CAU) e gota citoplasmatica (GC).

6.7 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram expressos em média e erro padrao e analisados
através do software estatistico GraphPad Prism versdao 5.0. Os dados foram
submetidos ao teste de homocedasticidade Bartlett’'s e ao teste de normalidade
Shapiro Wilk. As proporgdes encontradas para os parametros espermaticos foram
submetidas a ANOVA seguidas pelo teste de Tukey quando paramétricos, e ao teste
de Kruskal-Wallis seguidos pelo teste de Dunn quando nao-paramétricos para
comparagao entre os tratamentos. Os resultados foram considerados significativos
quando P < 0,05.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

A motilidade espermatica é comumente apontada como uma das mais
importantes caracteristicas associadas com a habilidade fertilizante do
espermatozoide (COX et al., 2006). O Computer-assisted Sperm Analysis (CASA),
comumente utilizado para avaliar a cinética espermatica, € um sistema que tem
demonstrado ser uma ferramenta util no monitoramento da qualidade espermatica de
amostras submetidas a diferentes tratamentos experimentais (FARREL et al., 1996).

No presente experimento, inicialmente, o sémen fresco de caprino foi
diluidoem ACP-101c + 5% GO (T1 — controle), e nos tratamentos experimentais: ACP-
101c + 0,5% MO (T2), ACP-101c + 1,0% MO (T3), ACP-101c + 2,5% MO (T4), e
avaliados quanto aos parametros cinéticos através do sistema CASA utilizando o
software SCA®.

Os parametros cinéticos avaliados (MT, MP, VCL, VAP, VSL, LIN) nao
apresentaram diferengas entre os tratamentos (P > 0.05; Tabela 1). Esse teste inicial
mostrou que o oleo de moringa, em concentragdes até 2,5%, n&o era toxico aos
espermatozoides e mantinha os parametros de cinética espermatica dentro do valores
preconizados pelo CBRA (MANUAL..., 2013), quer seja, entre 70-90% de MT.

Tabela 1 — Parametros cinéticos do sémen caprino fresco diluido em meio a base de
agua de coco em pé (ACP-101c) sem e com a adicido de 6leo de moringa

Tratamentos
T1 - controle T2 T3 T4

Parametros (ACP +5,0%GO) (ACP+0,5%MO) (ACP+1,0%MO) (ACP+2,5%MQ)
MT (%) 96,2 £ 0,42 72,9+ 13,72 90,0 £ 2,02 87,0 £ 3,42
MP (%) 76,9 £ 6,82 60,8 + 14,22 72,2 + 6,22 68,9+ 5,72
VCL (pm/s) 131,4 £ 15,02 114,7 £ 9,62 112,8 £ 8,42 115,2 £ 13,32
VSL (um/s) 76,7 £ 9,82 74,2+ 922 73,0+£6,32 75,4 £ 9,02
VAP (um/s) 108,0 + 12,92 98,9+ 9,22 98,0 £ 8,02 99,3+ 11,32
LIN (%) 58,1 £ 2,42 64,6 £ 5,52 64,7 + 2,62 65,56+ 2,72

Os dados foram distribuidos normalmente e os valores sdo apresentados como média + erro padrgo.
Né&o foram observadas diferengas significativas entre os tratamentos (P > 0,05).

T1=ACP-101c + 5,0% gema de ovo, T2 = ACP-101c + 0,5% 6leo de moringa; T3 = ACP-101¢c + 1,0%
Oleo de moringa; T4 = ACP-101c + 2,5% dleo de moringa;, MT = motilidade total; MP = motilidade
progressiva; VCL = velocidade curvilinear; VSL = velocidade linear; VAP = velocidade média da
trajetoria; LIN = linearidade.

Visando simular as condi¢gdes pelas quais os espermatozoide é submetido

dentro do trato genital da fémea quando em protocolos de inseminagao artificial por
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via vaginal, foi utilizado o teste de termorresisténcia onde os sémen permanecer por
duas horas a 37 °C.

Os resultados desse teste mostraram que nao foram observadas diferencas
nos valores de cinética espermatica entre os tratamentos dentro de um mesmo tempo
de avaliagdo (0Oh, 1h e 2h). No entanto, quando avaliado cada tratamento,
individualmente, entre os diferentes tempos, observou-se que no T1, apds 2h de
incubagéo a 37 °C, os resultados foram inferiores aos demais tempos (Oh e 1h) (P <
0,05; Tabela 2).

Tabela 2 - Percentagem de motilidade total do sémen caprino fresco diluido em meio a
base de agua de coco em p6 (ACP-101c) adicionado de diferentes concentragées de
oleo de moringa e submetido ao teste de termorresisténcia a 37 °C por duas horas

Tempos de avaliagao

Tratamentos Oh 1h 2h
T1 (ACP+5,0%GO0) 96,2 + 0,4°A 78,1+ 7,398 55,8 + 10,82
T2 (ACP+0,5%MO) 72,9 £ 13,727 70,8 £ 14,92A 69,7 £ 12,5%A
T3 (ACP+1,0%MO) 90,0 £ 2,07 78,4 £ 10,0%A 67,3 £ 11,4%A
T4 (ACP+2,5%MO) 87,0 £ 3,4%A 76,4 £ 8,2%A 74,0 £ 11,32A

Os dados foram distribuidos normalmente e os valores sdo apresentados como média + erro padréo.
Médias seguidas por diferentes letras minusculas dentro da mesma coluna diferem significativamente
(P < 0.05) entre tratamentos em um mesmo tempo de avaliagdo. Médias seguidas por diferentes letras
maiusculas dentro da mesma linha diferem significativamente (P > 0,05) entre os tempos de avaliacdo
em um mesmo tratamento.

T1=ACP-101c + 5,0% gema de ovo; T2 = ACP-101c + 0,5% 6leo de moringa; T3 = ACP-101c + 1,0%
Oleo de moringa; T4 = ACP-101c + 2,5% dleo de moringa;, MT = motilidade total; MP = motilidade
progressiva; VCL = velocidade curvilinear; VSL = velocidade linear; VAP = velocidade média da
trajetéria; LIN = linearidade.

Observa-se que mesmo apos duas horas de incubagao, no grupo controle
(T1) e nos demais tratamentos, mais de 50% dos espermatozoides se mantiveram
aptos a fecundacéo e, consequentemente, a serem utilizados em protocolos de |A por
via cervical.

Assim, sabendo-se que os Oleos das sementes de M. oleifera sao
excelentes fontes de antioxidantes (ASMA et al., 2005; LALA; TSAKNIS, 2002) e que
a adicao de antioxidantes ao diluente tem sido avaliada quanto a sua capacidade de
proteger o espermatozoide do efeito toxico dos radicais livres (MAIA, 2006), acredita-
se que o Oleo de moringa tenha como uma de suas agdes o efeito antioxidante,
minimizando os efeitos das espécies reativas de oxigénio (EROs) e,
consequentemente, evitando o estresse oxidativo, garantindo assim a viabilidade dos

espermatozoides.
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Dando prosseguimento aos protocolos de preservagao, foi realizada a
etapa de refrigeracdo do sémen, utilizando o mesmo grupo controle e os mesmos
tratamentos experimentais da etapa anterior.

Os parametros cinéticos foram avaliados pelo sistema CASA (SCA®) e
foram observados valores de MT que nao diferiram entre os tratamentos teste (T2, T3
e T4) e entre T3, T4 e o controle (T1) (P > 0.05); apenas o T2 apresentou valores
estatisticamente inferiores ao T1 (P < 0.05). Quanto a MP, o T3 néo diferiu
estatisticamente do T1 (controle) (P > 0.05); ja entre os tratamentos testes (T2, T3 e
T4), ndo foram observadas diferengas (P > 0;05). Na VCL o T2 e T3 nao diferiu do
controle (T1; P > 0.05) e apresentou os menores valores no T4. Com relagao a VSL,
VAP e LIN, n&o houve diferenga entre os tratamentos e nem entre estes e o grupo
controle (P > 0.05; Tabela 3).

O CBRA (MANUAL..., 2013) preconiza que, para sémen refrigerado
caprino, a MT seja > 60%; nos tratamentos experimentais (T4 e T4) os valores médios
foram muito préximos a 60% e nao diferiram estatisticamente do grupo controle (P >
0.05). Ja os demais parametros cinéticos (VCL, VSL, VAP e LIN) parecem n&o ter
sofrido interferéncias pela adicao do 6leo de moringa. Tais variagbes nas amostras
podem ter sido decorrentes de dificuldades quando da preparagao do meio na fase de
homogeneizagao do 6leo de moringa no mesmo. Futuramente, esse problema podera

ser minimizado ou contornado com a adi¢g&o de algum agente emulsificante ao meio.

Tabela 3 — Parametros cinéticos de sémen caprino diluido em meio a base de agua de
coco em po (ACP-101c) sem ou com a adigao de 6leo de moringa e refrigerado a 4 °C

Tratamentos
Parametros 1 controle T2 T3 T4
(ACP+5,0%G0O) (ACP+0,5%MO) (ACP+1,0%MOQO) (ACP+2,5%MO)

MT (%) 85,2 +7 42 456 £ 7,7° 55,2 + 5,3ab 51,3+ 11,32
MP (%) 69,0 £+ 7,22 32,1+ 10,4° 42,6 + 10,12b 29,9+ 6,7°
VCL (upm/s) 128,5 + 6,52 101,2 + 7,920 104,0 + 10,120 81,8 + 8,6°
VSL (um/s) 82,7 +7,12 71,5 + 8,42 83,6 + 9,52 60,8 + 9,57
VAP (um/s) 109,1 £ 6,72 90,4 + 8,22 96,7 + 10,12 71,7 £ 10,92
LIN (%) 64,3 £ 4,22 70,1+ 4,22 80,1 2,12 73,0 £ 5,02

Os dados foram distribuidos normalmente e os valores sdo apresentados como média + erro padrgo.
Médias seguidas por diferentes letras dentro de uma mesma linha diferem significativamente entre
tratamentos (P < 0,05).

T1=ACP-101c + 5,0% gema de ovo; T2 = ACP-101c + 0,5% 6leo de moringa; T3 = ACP-101c + 1,0%
6leo de moringa; T4 = ACP-101c + 2,5% 6leo de moringa; MT = motilidade total; MP = motilidade
progressiva; VCL = velocidade curvilinear; VSL = velocidade linear; VAP = velocidade média da
trajetoria; LIN = linearidade.
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Finalizada a etapa de refrigeracdo, partiu-se para o estudo do
comportamento dos espermatozoides frente ao processo de congelagao-
descongelacdo. Para tal fim, foi elaborado um meio-base contendo ACP-101c, glicerol
e antimicrobiano e a este foram adicionados os crioprotetores externos segundo o
tratamentos (controle — gema de ovo de galinha, ou 6leo de moringa). Nessa ultima
etapa, foi incluido mais um tratamento experimental com adi¢ao de 5,0% de dleo de
moringa.

O processo de criopreservagcdo ocasiona modificagcdes na membrana
espermatica que resulta em diminuicdo de seu potencial fecundante, causando
reducdo na motilidade e na viabilidade espermatica, danos na integridade de
membrana e nas fungdes espermaticas (BUCAK et al., 2010).

Seguindo o mesmo protocolo de avaliacdo das etapas anteriores, as
amostras de sémen foram novamente avaliadas quanto aos parametros cinéticos
(Tabela 4), onde nao foram observadas diferengas com relagao ao percentual de éleo
de moringa adicionado ao meio-base nos grupos tratamento (T2-T5) (P > 0,05).
Somente no T5, no item LIN, foi observado resultado similar ao controle (T1) (P >
0,05); sendo este um fator que apresenta alta correlagdo com a fertilidade
(RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2005; ZHANG et al., 1999). O meio-base contendo ACP-
101c + 7% dglicerol + 0,8 mg/ml de antimicrobiano foi o que mostrou os melhores
resultados pos-descongelacédo (P < 0,05), com valores compativeis aqueles

preconizados pelo CBRA (MANUAL..., 2013), ou seja, MT > 30%.

Tabela 4 — Parametros cinéticos do sémen caprino diluido em meio-base (ACP-101c +
7% glicerol + 0,8 mg/ml antimicrobiano) sem e com a adi¢cado de é6leo de moringa e
avaliados apds congelacao-descongelacao

Tratamentos

Parametros T1 - controle T2 T3 T4 T5

(MB+5,0%G0O)  (MB+0,5%MO)  (MB+1,0%MO)  (MB+2,5%MO) (MB+5,0%MO)
MT (%) 45,14 + 4,982 6,88 + 1,76° 7,32 +2,01° 8,40 + 2,14b 4,64 +1,05°
MP (%) 29,66 + 3,622 2,32 +0,61° 1,59 + 0,60P 2,55 + 0,60° 1,03 £0,17°
VCL (ums) 93,52 + 4,412 46,31 + 2,380 40,85 +2,51° 47,92 +2,03°  44,35+2,67°
VSL (umis) 72,88 + 4,162 30,94 + 2,80P 25,49 + 2,97° 32,90+ 1,53° 31,42 +2,54b
VAP (um/s) 82,33 + 4,722 35,96 + 2,91P 30,34 + 2,84P 37,18+ 1,52° 3511 +2,48b
LIN (%) 77,62 + 1,03 65,70 + 2,08P 61,37 + 4,04° 68,64 +1,40° 70,29 + 2,152

Os dados foram distribuidos normalmente e os valores sdo apresentados como média + erro padréo.
Médias seguidas por diferentes letras dentro de uma mesma linha diferem significativamente entre
tratamentos (P < 0,05).

T1 = meio-base + 5,0% gema de ovo, T2 = meio-base + 0,5% 6leo de moringa; T3 = meio-base + 1,0%
6leo de moringa; T4 = meio-base + 2,6% 6leo de moringa; T5 = meio-base + 5,0% 6leo de moringa;
MT = motilidade total;, MP = motilidade progressiva; VCL = velocidade curvilinear; VSL = velocidade
linear; VAP = velocidade média da trajetéria; LIN = linearidade.
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Na criopreservagdo com o 6leo da moringa, os resultados nao foram de
acordo com o esperado. No entanto, foi observado uma possivel agao crioprotetora,
que pode estar relacionada aos antioxidantes, como também as vitaminas
lipossoluveis (Vit. A, acido folico e Vit. C), além da presenga de minerais como calcio,
potassio, zinco e fosforo (FERREIRA et al., 2008). Estudos ja comprovaram que o
acido ascoérbico (Vit. C) adicionado ao diluente promove protegédo contra os danos no
acrossoma dos espermatozoides de carneiros durante o processo de criopreservagao
(COSTA et al., 2015). Como os constituintes predominantes do 6leo de moringa sao
os acidos graxos, devem ser eles que agem estabilizando a membrana espermatica
durante o processo de congelagao-descongelagao (SILVA et al. 2018).

Além da cinética espermatica, os corantes fluorescentes também sao
utilizados para predizer o potencial de fertilidade, estes podem ser utilizados na
identificacdo de condicdes subcelulares, sendo possivel a identificacdo de alteragdes
estruturais ou metabdlicas no interior da célula (SOUSA et al., 2012).

Através da microscopia de fluorescéncia, p6de-se avaliar os parametros de
integridade do acrossoma, de integridade da membrana espermatica e a
funcionalidade das mitocéndrias dos espermatozoides do sémen congelado-
descongelado caprino diluido em meio-base (ACP-101c + 7% glicerol + 0,8 mg/ml
antimicrobiano) de acordo com o grupo controle (adigédo de 5% de gema de ovo) e os
grupos experimentais (adi¢do de 6leo de moringa) (Tabela 5).

Apos a analise dos resultados, pode-se observar que o grupo controle (T1)
apresentou valores superiores, ou seja, manteve melhor a integridade e
funcionalidade dos espermatozoides durante o processo de congelagao-
descongelagédo com relagao aos tratamentos onde houve a adi¢ado do éleo de moringa
em detrimento a gema de ovo (P < 0,05). Somente no parametro de alta atividade

mitocondrial o T3 obteve valores estatisticamente similares ao T1 (P > 0,05).
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Tabela 5 — Parametros do sémen caprino diluido em meio-base (ACP-101¢c + 7%
glicerol + 0,8 mg/ml antimicrobiano) sem e com a adi¢gao de 6leo de moringa e
avaliados apés congelagao-descongelacao através de microscopia de fluorescéncia

Tratamentos
T1 - controle T2 T3 T4 T5
Parametros  (MB+5,0%GO) (MB+0,5%MO) (MB+1,0%MO) (MB+2,5%MOQO) (MB+5,0%MO)
Al 71,80 £ 1,512 65,60 + 1,45P 61,55 + 1,3 57,30 £ 0,95¢ 56,40 £ 1,42°¢
MPI 77,50 £ 2,082 63,35 + 1,81° 61,45 + 1,63° 60,50 +1,77° 65,25 + 2,62°
AM alta 64,30 + 1,002 57,65+ 1,21° 59,75 + 1,842 57,20 +1,37° 56,70 + 0,88
AM baixa 33,43 £0,982 42,35+ 1,21° 40,25 + 1,84 42,80 + 1,37° 43,30 + 0,88

Os dados foram distribuidos normalmente e os valores sdo apresentados como média + erro padréo.
Médias seguidas por diferentes letras dentro de uma mesma linha diferem significativamente entre
tratamentos (P < 0,05).

T1 = meio-base + 5,0% gema de ovo, T2 = meio-base + 0,5% oleo de moringa; T3 = meio-base + 1,0%
Oleo de moringa; T4 = meio-base + 2,5% 6leo de moringa; T5 = meio-base + 5,0% o6leo de moringa; Al
= acrossoma integro; MPl = membrana plasmatica integra; AM alta = atividade mitocondrial alta; AM
baixa = atividade mitocondrial baixa.

Apesar da reducdo dos parametros cinéticos e da diferenca entre os
tratamentos testes e o controle, observou-se que o 6leo de moringa apresentou um
percentual de espermatozoides com acrossoma e membrana intactas, bem como
células com alta atividade mitocondrial superior a 50%, sendo considerado valores
aceitaveis para sémen submetidos ao processo de congelagédo-descongelagéao.

Ainda em relacdo a avaliacdo do sémen criopreservado, na avaliagao da
morfologia espermatica, observou-se que quanto ao percentual de espermatozoides
normais, o controle (T1) e o T4 foram semelhantes ao fresco (P > 0,05), ja entre 0 T2,
T3, T4 e TS5 n&o foram observadas diferengas (P > 0,05) e foram semelhantes ao
controle (T1).

Em relagdo ao acrossoma, o fresco diferiu apenas do T3 (P < 0,05); no
entanto, o T3 foi semelhante ao controle (T1; P > 0,05). Quanto aos defeitos de
cabeca, nao foi observada diferenga entre o fresco e os tratamentos contendo moringa
(P > 0,05), como também nao foi observada diferenga entre o controle e os demais
tratamentos (P > 0,01); entretanto, o controle (T1) mais defeitos de cabec¢a do que o
fresco (P < 0,05). Quanto aos defeitos de peca intermediaria, os menores valores
foram observados no fresco e no T5, ndo diferindo dos valores encontrados em T1,
T2 e T4 (P > 0,05). Em relagdo aos defeitos de cauda e a presenca de gota
citoplasmatica, ndo foram observadas diferencas entre o fresco, o controle e os

demais tratamentos (P > 0,05; Tabela 6).
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Tabela 6 — Analise morfolégica do sémen caprino diluido em meio-base (ACP-101¢ +
7% glicerol + 0,8 mg/ml antimicrobiano) sem e com a adi¢ao de 6leo de moringa e
avaliados a fresco e apés congelacdo-descongelacao

Tratamentos

Parametros Fresee T1 - controle T2 T3 T4 T5

(%) (MB+5,0%G0O)  (MB+0,5%MO) (MB+1,0%MO) (MB+2,5%MO) (MB+5,0%MO)
NOR 94,25+0,712 90,650,772 89,55+0,88> 88,00+1,14°> 90,75+0,80% 89,85+0,85P
ACR 0,00+0,002  0,50+0,15%®  0,15+0,112  0,70+0,11*  0,25+0,112®  0,45+0,16%°
CAB 0,10+0,102 1,05+0,20> 0,950,272 1,00+0,28%> 0,60+0,18%  0,65+0,25%
PI 1,20+0,362  2,4040,2123>  3,3510,59% 4,15+0,40° 2,90+0,36%* 2,300,272
CAU 4,450,352 5,20+0,462 6,10+0,54  6,10+0,79° 5,350,452 6,50+0,69°2
GC 0,00+0,002  0,20+0,082  0,25+0,152  0,10+0,072  0,15+0,082  0,25+0,082

Os dados foram distribuidos normalmente e os valores sdo apresentados como média + erro padrgo.
Médias seguidas por diferentes letras dentro de uma mesma linha diferem significativamente entre
tratamentos (P < 0,05).

T1 = meio-base + 5,0% gema de ovo, T2 = meio-base + 0,5% 6leo de moringa; T3 = meio-base + 1,0%
6leo de moringa; T4 = meio-base + 2,5% 6leo de moringa; T5 = meio-base + 5,0% 6leo de moringa;
NOR = espermatozoides normais; ACR = espermatozoides com acrossoma danificado;, CAB =
espermatozoides com defeito(s) na cabega;, Pl = espermatozoides com alteracbes na peca
intermediaria; CAU = espermatozoides com alteragbes na cauda/flagelo; GC = espermatozoides com
presenca de gota citoplasmatica.

Nos dados obtidos com a avaliagdo morfolégica de espermatozoides
caprinos diluidos e congelados, os valores médios para espermatozoides normais
foram superiores a 80% em todos os tratamentos, como recomendo para a espécie
(MANUAL..., 2013). Isso demonstra que o 6leo de moringa preservou a estrutura dos
espermatozoides.

Logo, diante de todos os resultados obtidos, sugere-se que o dleo de
moringa é capaz de proteger as membranas espermaticas. No entanto, devido a ser
um oleo, pode estar impedindo a movimentagao dessas células. Assim, considerando
que esse estudo é pioneiro no uso do 6leo de moringa como crioprotetor externo em
meio de criopreservacao seminal, sdo necessarias novas pesquisas com o meio-base
ACP-101c associado ao 6leo de moringa para definicdo de protocolos e obtencao de
melhores resultados, principalmente para

espermatozoides  congelados-

descongelados.
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8 CONCLUSAO

Os crioprotetores de origem vegetal proporcionam um maior controle
sanitario do produto, uma vez que nao sofrem contaminagao por virus ou bactérias,
podendo oferecer material biolégico de melhor qualidade para ser introduzido em
diferentes rebanhos no ambito nacional ou internacional.

O 6leo da M. oleifera adicionado ao meio de conservagao de sémen caprino
a base de agua de coco em po (ACP-101c) ndo apresenta toxicidade aos
espermatozoides e preserva a qualidade espermatica, em protocolos de refrigeragéo
a 4 °C, dentro dos valores preconizados para a espécie caprina. No entanto, o dleo
de moringa nao foi eficaz em proteger a membrana espermatica durante o processo
de congelagdo-descongelagdo, tornando-se necessarios novos estudos para

aprimorar o meio de criopreservacao.
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origem vegetal com agao crioprotetora da membrana espermatica™ registraco sob 0 numero
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