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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da inclusdo de 6leo de peixe associado ao acido
ascorbico no diluidor para criopreservacdo de sémen caprino. Dois machos da raga Boer foram
submetidos a coleta de sémen pelo método de vagina artificial, sendo os ejaculados avaliados quanto aos
aspectos fisicos e morfologicos. Apds avaliagéo, formou-se um pool, seguido do fracionamento em cinco
grupos: G1 — diluidor citrato-gema e G2, G3, G4 e G5 — diluidor citrato-gema acrescido de 1,0; 2,0; 3,0 e
4,0% de oleo de peixe e 0,05% de 4cido ascorbico, respectivamente. Apds descongelamento, foram
realizadas avalia¢Ges fisicas do sémen e os testes complementares de termorresisténcia lento (TTR),
hiposmético (HO), integridade acrossomal e compactagdo da cromatina espermatica. Houve
comportamento linear crescente (P<0,05) para motilidade pds-descongelamento. Nao houve diferenca
(P>0,05) para vigor pos-descongelamento (2,00+£0,24). No TTR ndo houve diferenga (P>0,05) para
motilidade e vigor espermaticos entre os tempos cinco ¢ 180min, com médias inicial e final de
62,17+12,13 e 14,29+10,55 para motilidade e de 2,00+0,52 ¢ 0,49+0,44 para vigor. Nao houve diferenga
(P>0,05) para o HO, com porcentagem média de espermatozoides reativos de 23,5+5,96%. Houve
comportamento linear crescente para acrossoma integro ¢ decrescente para acrossoma irregular (P<0,05).
Nao houve diferenca (P>0,05) na compactagdo da cromatina, com 97,06+1,17% de cromatina integra. A
inclusdo até 4% de oleo de peixe acrescido de 4cido ascorbico no diluidor melhorou motilidade e
integridade de acrossoma apds 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. Two male Boers underwent semen collection through the artificial vagina
method, ejaculates being then assessed for physical and morphological aspects. After evaluation, a pool
was formed, followed by the split into five groups: G1 - yolk-citrate extender and G2, G3, G4 and G5 -
yolk-citrate extender plus 1.0; 2.0; 3.0 and 4.0% fish oil and 0.05% ascorbic acid, respectively. After
thawing, physical evaluations of semen were assessed and additional testing slow heat resistance (TTR),
hiposmotic (HO), acrosome integrity and compression of sperm chromatin. There was linear increase
(P<0.05) post-thaw motility. No difference was obtained for post-thaw vigor and there was no influence
of the association of fish oil and ascorbic acid in TTR. Plasma membrane integrity, by hyposmotic test
(HO), presented a mean of reactive spermatozoa of 23.5+5.96% (P>0.05). There was linear increase for
intact acrosome and decreasing acrosome irregular (P<0.05). In the analysis of the chromatin
compaction, approximately 3% of damages (P>0.05) were observed. The inclusion of 4% fish oil plus
ascorbic acid in diluter improved motility and acrosome integrity after cryopreservation.
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INTRODUCAO

A demanda dos sistemas de producdo por
animais  geneticamente = melhorados  vem
impulsionando 0 aprimoramento das
biotecnologias empregadas a reproducdo animal
e, entre as biotecnologias, a inseminagdo
artificial ¢ a que mais contribuiu para o avango
do melhoramento genético em curto espago de
tempo, devido ao wuso de reprodutores
selecionados, o que gerou um nimero elevado de
doses inseminantes e maior numero de
descendentes nascidos por ano (Simplicio et al.,
2005).

O processo de criopreservacdo seminal apresenta
como principal vantagem o aumento no tempo de
utilizagdo do ejaculado (Silva e Guerra, 2011).
Porém, o processo criogénico leva a uma
diminui¢do na porcentagem de células viaveis e
na capacidade fecundante apos 0
descongelamento, como lesdo na membrana
plasmatica e na ultraestrutura celular, o que
apresenta entrave para a exploragcdo do sémen
criopreservado (Watson, 2000).

Estratégias vém sendo desenvolvidas para
aumentar a resisténcia das células espermaticas
ao processo de criopreservagdo, entre elas, a
inclusdo de acidos graxos poli-insaturados e
antioxidantes no diluente seminal, o que pode
melhorar a fluidez da membrana e reduzir a agao
dos radicais livres sobre as células (Nasiri et al.,
2012; Towhidi e Parks, 2012).

Algumas fontes de acidos graxos poli-
insaturados foram testadas como aditivos em
meio de congelamento e seus efeitos benéficos
para o processo da criopreservacdo seminal,
como acido linoleico (Takahashi et al., 2012),
alfalinolénico (Kaka et al., 2015),
docosahexaenoico (DHA) (Nasiri et al., 2012) e
acido araquidénico (Ejaz et al., 2014). Como o
6leo de peixe € rico em DHA e em acido
eicosapentaenoico, torna-se uma alternativa
promissora como componente em diluentes
seminais (Del Valle et al., 2013).

Objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito
da inclus@o de o6leo de peixe associado ao acido
ascorbico no diluidor para criopreservagdo de
sémen caprino.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Setor de
Caprinocultura da Universidade Federal do
Reconcavo da Bahia (UFRB), em Cruz das
Almas — BA, situada a 12° 40’ 12” de latitude sul
e 39° 06' 07" de longitude oeste de Greenwich,
com clima tropical quente e umido, segundo a
classificagdo de Koppen, com pluviosidade
média anual de 1,224mm. A umidade relativa do
ar ¢ de aproximadamente 80% e a temperatura
média anual, de 24,5°C (Instituto..., 2015).

Foram utilizados dois machos caprinos,
clinicamente sadios e sexualmente maduros, da
raca Boer, com idade média de 18+0,35 meses e
peso vivo de 60,12+2.34kg, com escore de
condigdo corporal 3,0. Realizou-se previamente
nos animais o exame andrologico, seguindo as
normas do Colégio Brasileiro de Reprodugio
Animal (Manual..., 2013).

Para manejo dos animais, foi utilizado o sistema
semi-intensivo de produgdo, considerando-se o
consumo médio de matéria seca de 3% do peso
corporal, com fornecimento de concentrado
formulado segundo o NRC (Nutrient..., 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 propor¢io de
volumoso:concentrado de 50:50, e¢ agua ad
libitum.

As coletas seminais foram realizadas pelo
método de vagina artificial, duas vezes por
semana, totalizando 12 coletas. Apos avaliagdo
fisica do sémen, foi formado um pool, com
retirada das amostras para patologia e
determinagdo da concentragdo espermatica
(Manual..., 2013), ¢ do pool foram retiradas
aliquotas de 0,5mL para compor os grupos
experimentais.

Formaram-se cinco grupos experimentais, sendo:
grupo 1 (G1): diluidor citrato-gema (Mies Filho,
1987), acrescido de 0,05% de acido ascérbico
(Synth®) (controle); G2, G3, G4 e G5: diluidor
citrato-gema com inclusdo 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
ascorbico, respectivamente. As amostras foram
envasadas em palhetas de 0,25mL. A fonte de
60leo de peixe utilizada apresenta em sua
composicdo 2.000mg de dleo de peixe, com total
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de 600mg de omega da sériec n-3 e acidos
gordurosos, sendo 500mg de EPA e¢ DHA e
100mg de outros acidos da série n-3.

Apds diluicdo final para obtencdo da
concentragdo de 100x10° espermatozoides por
dose, o sémen foi criopreservado em maquina de
criopreservagdo (TK 3000") em duas etapas,
sendo a primeira referente a curva positiva
(resfriamento a 0,25°C/min até alcangar +5°C
iniciando em 32°C) e a segunda 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 ao 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 avaliagdio da integridade de

membrana  plasmatica  espermatica  pos-
descongelamento, foi empregado o teste
hiposmotico (HO) utilizando-se um tubo

contendo 1mL de solugdo hiposmética a base de
frutose (100mOsmol/kg), acrescida de 10uL de
sémen e incubada por 30 minutos em banho-
maria a 37°C.

A quantificagdo do HO foi realizada de acordo
com a metodologia descrita no CBRA
(Manual..., 2013) e o nimero de espermatozoides
reativos ao HO foi calculado pela formula: HO%
= (% de alteragdes na regido da cauda apds o
HO) - (% de alteracdes na regido da cauda antes
do HO).

Para determinacdo da integridade acrossomal
espermatica pos-criopreservagdo, foi empregada
a técnica vermelho congo e violeta genciana a
0,5% (Manual..., 2013). Para a determinagdo da
integridade de cromatina, utilizou-se o protocolo
de Beletti et al. (2004).

O sémen foi avaliado pelo TTR nos tempos zero,
cinco, 60, 120, 180 minutos quanto aos
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parametros de motilidade espermatica
progressiva (0 a 100%) e de vigor espermatico (0
a 5), por meio de montagem de ldmina e
laminula, em microscopia de contraste de fase,
usando-se a objetiva de 40 vezes (Manual...,
2013).

Foi utilizado um delineamento inteiramente ao
acaso (DIC). Os dados foram avaliados quanto a
normalidade por meio do teste de Shapiro-Wilk.
Para as variaveis que apresentaram distribuicao
normal, foi utilizada a analise de varidncia
(ANOVA), o teste de regressdo e a correlagao de
Pearson, adotando-se uma significancia de 5%.
Para as variaveis ndo paramétricas (vigor 0, 5, 60
e motilidade 60), foi aplicado o teste Kruskal-
Wallis e a correlagdo de Spearman a 5% de
significancia.

O projeto foi executado de acordo com os
regulamentos aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais da UFRB (Protocolo n°
23007.006635/2014-60).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve comportamento linear crescente para
motilidade  espermatica  progressiva  pos-
descongelamento (P<0,05) (Fig. 1 e Tab. 1). Esse
resultado demonstra que a adigdo de até 4% de
6leo de peixe apresenta um efeito benéfico na
motilidade espermatica progressiva em relagdo
ao processo de criopreservacao e,
consequentemente, na qualidade seminal pods-
descongelamento.

Resultado semelhante também foi encontrado
por Ansari et al. (2012), com a adigdo de uma
fonte de acido graxo da série n-3 ao diluidor
seminal para caprinos, obtendo-se melhores
valores de motilidade espermatica pos-
descongelamento devido a incorporagdo do DHA
as membranas das células espermaticas,
principalmente na regido da cauda, o que
resultou em uma melhor fluidez e flexibilidade,
com melhora na motilidade progressiva. Ceylan
e Serin (2007) relataram que a peroxidagdo dos
lipidios da membrana dos espermatozoides ¢
uma das causas para a perda de motilidade e de
capacidade fertilizante nos mamiferos.

133



Machado et al.

20.00 -
00 - R
g 70.00 . — *
3,;, 5 60.00 /
£ = 50.00 ¢
>
gg 1000
S gso.oo 1
§ 20,00 - §*=4,583x+52,332
2 10.00 - R2=0,7366
0.00 1 T T 1
D 1 2 3 4
Nivelde élex de pdxe (%)

Figura 1. Motilidade espermatica progressiva do sémen de caprinos apds o processo de criopreservagiao
utilizando-se 0,0; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0% de dleo de peixe no diluente.

Nao houve diferenca (P>0,05) para vigor
espermatico pos-descongelamento, com média
geral para os tratamentos de 2,00+0,24 (Tab. 1),
resultado que atendeu aos requisitos minimos

exigidos pelo CBRA (Manual..., 2013), o qual
sugere que o sémen caprino apdés o
descongelamento deve permanecer com o valor
minimo de dois de vigor.

Tabela 1. Teste de termorresisténcia do sémen caprino criopreservado com niveis de 6leo de peixe no

diluidor
A Niveis de 6leo de peixe (%)
Parametros 0(0) 1 2 3 2
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+0,83
TTR Vig 5'(*) 2,00+0,50 2,00+0,25 2,25+0,50 2,50+0,63 2,50+0,75
TTR Vig 60'(*) 1,50+0,50 2,00+0,63 2,00+0,63 2,00+0,13 2,00+0,75
TTR Vig 120’ 1,17+£0,41 1,08+0,49 1,58+0,97 1,17+0,26 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 regressdo a 5% de significancia. Os dados referem-se as médias + desvio-padrio, ¢

(*) refere-se a mediana e amplitude interquartil.

Nao houve diferenga (P>0,05) no teste de
termorresisténcia lento (TTR) para as variaveis
avaliadas de motilidade espermatica progressiva
e vigor espermatico nos tempos de avaliagdo
(Tab. 1). E valido ressaltar que apenas as
amostras dos diluentes que continham o6leo de
peixe permaneceram com valores de vigor
espermatico no tempo 60 minutos. A queda da
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qualidade seminal apdés o processo de
criopreservacdo estd também atribuida aos danos
ocasionados s membranas, como alteracdes na
sua organizagdo, na fluidez, na permeabilidade,
na composi¢do lipidica ou na sua ruptura total
(Amann e Graham, 1992). A perda significativa
dos AGPI presentes na membrana plasmatica
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tem correlagdo negativa com a motilidade
espermatica (Chakrabarty et al., 2007).

Nao houve diferenga (P>0,05) entre os grupos
para a integridade da membrana plasmatica (Tab.
2). Os resultados obtidos por meio do teste HO

mostram que a porcentagem média de células
reativas foi de 23,54+5,96%; ou seja, menos de
30% dos espermatozoides de todos os grupos
apresentaram membranas plasmaticas integras
apos criopreservagao.

Tabela 2. Teste hiposmotico do s€émen caprino criopreservado com niveis de 6leo peixe no diluidor

Niveis de 6leo de peixe (%)

HO (%) 0(C) 1 2 3 4
Reativos 21,50+5,25 22,50+3,16 25,08+8,70 23,75+7,02 24,67+5,69
Nio reativos 78,50+5,25 77,5043,16 73,25+7,22 76,25+7,03 75,33+5,69

C= controle; HO= teste hiposmotico. Os dados foram analisados por analise de regressdo a 5% de probabilidade.

Neste estudo, obteve-se correlagdo positiva entre
células reativas no teste HO e vigor espermatico
no tempo zero minuto e motilidade no tempo de
cinco minutos (R=0,67) e (R=0,61),
respectivamente. As correlagdes em outros
estudos apresentam resultados controversos,
como demonstrado por Oliveira et al. (2013) e
Santos et al. (2006), que ndo encontraram
correlagdo entre as caracteristicas seminais de
caprinos ¢ o teste HO.

O estresse oxidativo contribui para baixa
qualidade seminal poés-descongelamento. O
processo de criopreservagio origina
modificagbes na membrana plasmatica do

Integridade acrossomal (%o

espermatozoide, que resultam em progressiva
diminuicdo do potencial fecundante dessas
células; isso € refletido na reducdo da motilidade
e da viabilidade espermatica, em danos na
integridade de membrana e nas fungdes
espermaticas (Bucak et al., 2010).

Para integridade acrossomal, houve diferenga
entre os tratamentos (P<0,05) no ntmero de
acrossomas integro (Fig. 2) e irregular (Fig. 3)
com comportamento linear crescente e linear
decrescente, respectivamente (Tab. 3). Isso
demonstra que o diluente testado foi eficaz em
preservar a integridade acrossomal das amostras.

-2
[N
—

Nivel de oleo de peixe (%)

Figura 2. Porcentagem de acrossomas integros de espermatozoides caprinos ap6s o processo de

criopreservagao.
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Figura 3. Acrossoma irregular de espermatozoides caprinos apos o processo de criopreservagao.

Os grupos que tiveram a adigdo de oleo de peixe
foram superiores ao grupo controle para a
porcentagem de acrossomas integro e irregular.
Os niveis de 1% e 4% foram os que mais tiveram
a populacdo de células espermaticas com
acrossoma integro e menor numero de células
com acrossoma irregular. O resultado indica que
o DHA presente no o6leo de peixe pode ter se
incorporado & membrana acrossomal, conferindo
maior resisténcia ao processo de criopreservagao.

A capacidade de incorporagio do DHA as
membranas ocorre pela alta afinidade com
proteinas estruturais delas. A molécula de DHA ¢
composta por um grupamento de 22 atomos de
carbono apresentando seis duplas liga¢des; isso
facilita sua incorporagdo nas membranas
celulares, resultando em aumento de sua fluidez
pela formagdo de dominio mutavel de formas
(Wassall e Stillwell, 2009).

Tabela 3. Teste de integridade acrossomal do s€émen caprino criopreservado com niveis de 6leo peixe no

diluidor

Niveis de 6leo de peixe (%)

Acrossoma (%)

0(0) 2 3 4
Integro 79,08+9,86  91,83+2,84 86,00+5,46 88,17+6,34  91,67+2,16
Irregular 7,33+£5,89 2,33+£1,99 3,5843,05 2,91+2,85 2,25+1,72
Desprendimento parcial 4,50+£2,96 1,16+1,12 3,16£1,91 2,91+£2,03 1,83+1,47
Desprendimento total 7,42+4,63 5,58+2,82 7,25+£2,79 6,08+2,58 4,17+1,63

C= controle. Os dados foram analisados por analise de regressdo a 5% de probabilidade.

Dolatpanah et al. (2008) demonstraram que o0s
AGPI s@o um dos responsaveis pela maior
capacidade em manter a integridade do
acrossoma, cuja caracteristica, de acordo com
Bernardi (2008) ¢ de suma importancia, pois ¢é
atributo essencial para garantir bom potencial de
fertilidade dos espermatozoides,
independentemente da espécie. Os trabalhos de
suplementagdo com fontes de lipidios aos meios
de dilui¢do apresentam resultados variados,
revelando sucesso em determinados estudos ou
nenhuma influéncia quando utilizados em outros,
e essa variag@o pode ser devido a fonte de AGPI
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utilizada, variando o perfil de acidos graxos
encontrado nelas.

Del Valle et al. (2013) utilizaram 6leo de coco
no diluente para ovinos e ndo conseguiram
melhorar a qualidade acrossomal das amostras
apés o processo de criopreservagdo. Esses
resultados também sdo relatados por Towhidi e
Parks (2012), que trabalharam com sémen de
bovinos suplementados com fontes purificadas
de DHA.
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Nao houve diferenca (P>0,05) para a integridade
da compactacdo da cromatina (Tab. 4). Os
resultados obtidos por meio do teste de
metacromasia mostraram que a porcentagem

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.

média de células com cromatina integra foi de

Tabela 4. Compactacdo da cromatina espermatica do s€émen caprino criopreservado com niveis de 6leo de
eixe no diluidor

Niveis de 6leo de peixe (%)

Cromatina (%)

0(C) 1 2 3 4
fntegra 96,73£1,02  98,63£0,70  96,73+1,46  96,66+1,30  96,56+1,37
Fragmentada 326+1,02  146£0,53  326£146 333130  3.43+137

C= controle. Os dados foram analisados por analise de regressdo a 5% de probabilidade. Os dados referem-se as

médias + desvio-padrio.

Kamimura et al. (2010) afirmaram que, no
s€émen fresco de caprinos, a porcentagem média
de espermatozoides exibindo fragmentagdo da
cromatina foi de até 2,40+0,20. Isso demonstra
que o diluente testado manteve a integridade de
cromatina nos espermatozoides apds o processo
de criopreservagdo, apresentando um ntimero
significativo de células com sua cromatina
integra.

A integridade da cromatina exerce papel
importante para o desenvolvimento embrionario,
pois nela estdo contidas as informag¢des paternas.
Alguns estudos demonstram a existéncia de uma
correlagdo entre a presenga de danos na
cromatina ¢ os resultados de fecundagdo e
desenvolvimento embrionarios (Morrell et al.,
2008).

O 6leo de peixe, entre as possiveis fontes de
aditivos para diluentes, apresenta grande
potencial pela quantidade de AGPI que tem em
sua composicdo. Neste estudo, o dleo de peixe
pode ter sido responsavel por uma incorporagdo
do DHA nas membranas espermaticas, conferiu
maior resisténcia em relacdo ao processo de
criopreservacdo ¢ melhorou alguns parametros
seminais importantes, como a motilidade
progressiva pos-descongelamento. Poucos sdo os
estudos com adig@o de 6leo de peixe diretamente
ao diluidor de sémen caprino, sendo necessaria
realizagdo de outros estudos para avaliar
concentragdes maiores ou associagdo com outras
substancias.
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CONCLUSAO

A inclusédo de até 4% de o6leo de peixe acrescido
de 0,05% de acido ascorbico no diluidor citrato-
gema ndo promoveu maior criotolerancia da
membrana plasmatica dos espermatozoides
caprinos em relagdo ao processo de
criopreservagdo, porém houve manutengdo in
vitro da motilidade pds-descongelamento e
preservagdo da integridade acrossomal.
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