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Diluente Tris suplementado com 6leo de Mauritia flexuoxa sobre a
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Tris diluent supplemented with Mauritia flexuoxa oil on the quality of goat
semen after cryopreservation
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Resumo

Objetivou-se verificar os efeitos, nos parametros espermaticos, na integridade mitocondrial, acrossomal e de membrana em células
espermaticas, desencadeados pelo uso do Tris (Tris hidroximetil aminometano) suplementado com 6leo de Mauritia flexuoxa
como diluente para criopreservagao de sémen caprino. Quatro caprinos clinicamente saudaveis foram utilizados. Os animais eram
alimentados diariamente com volumoso (Pennisetum purpureum, Schum.), concentrado (ragao peletizada com teor de 20% proteina,
300 g/animal/dia) e sal mineral especifico para Caprinos (Caprinofés®), a vontade. Dois ensaios foram realizados: | — Teste de
toxicidade; Il — Criopreservagdo do sémen com concentragdes ideais. No teste de toxicidade as concentragdes avaliadas foram:
5%, 10%, 15% e 20% de diluente a base de dleo de Mauritia flexuoxa. Apos o teste de toxicidade, foi escolhido a concentragédo
que apresentou o melhor resultado (5%). Logo apds, foram realizadas mais 32 coletas, que foram diluidas em Tris-gema-glicerol
(grupo controle) ou diluente contendo 6leo vegetal (Mauritia flexuoxa). As amostras foram criopreservadas com auxilio do aparelho
Tk3000®. Apds o periodo minimo de uma semana as palhetas foram descongeladas em banho-maria a 37 °C por 30 segundos,
acondicionadas em microtubos de centrifugagdo e homogeneizadas para a analise imediata de motilidade, vigor espermatico e
morfologia. Em seguida, por meio de sondas fluorescentes foram avaliadas a integridade de acrossomo, membrana plasmatica
(Diacetato de Carboxifluresceina e lodeto de Propideo) e fungdo mitocondrial sob microscopia de epifluorescéncia. Quanto a
motilidade e vigor, integridade mitocondrial e acrossomal, o grupo buriti foi inferior ao grupo controle. O Tris suplementado com
6leo de Mauritia flexuoxa na concentracéo de 5% néo influenciou significativamente a qualidade espermatica, porém, observou-
se morfologia e integridade de membrana favoraveis. Dessa forma, sendo uma alternativa para substituicdo de diluentes a base
de produtos de origem animal.

Palavras chave: bode, buriti, espermatozoides.

Abstract

The objective was to verify the effects, sperm parameters, mitochondrial, acrosomal and membrane integrity in sperm cells, triggered
by the use of Tris (Tris hydroxymethyl aminomethane) supplemented with Mauritia flexuoxa oil as a diluent for cryopreservation
of goat semen. Four goats clinically healthy were used. The animals were fed daily with bulky (Pennisetum purpureum, Schum.),
concentrate (pelleted feed with 20% protein content, 300 g / animal / day) and mineral salt Specific for Goats (Caprinofés®), ad
libitum. Two tests were carried out: | - Toxicity test; Il - Semen cryopreservation with ideal concentrations. In the toxicity test as
selected were: 5%, 10%, 15% and 20% of Mauiritia flexuoxa oil-based diluent. After the toxicity test, the concentration that showed
the best result (5%) was chosen. Soon after, a further 32 samples were obtained, which were diluted in Tris-glycerol (control
group) or diluent containing vegetable oil (Mauritia flexuoxa). The samples were cryopreserved using the Tk3000® machine. After
a minimum of one week, the samples were thawed in a 37 ° C water bath for 30 seconds, packed in centrifugation microtubes
and homogenized for immediate analysis of motility, sperm vigor and morphology. Then, by means of fluorescent probes, the
integrity of the acrosome, plasma membrane (Carboxyflurescein diacetate and Propidium lodide) and mitochondrial function under
epifluorescence microscopy were evaluated. As for motility and vigor, mitochondrial and acrosomal integrity, the buriti group was
inferior to the control group. Tris supplemented with Mauritia flexuoxa oil at a concentration of 5% did not significantly influence
sperm quality, however, favorable motility, morphology and membrane integrity were observed. Thus, being an alternative to replace
diluents based on products of animal origin.
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Introdugao

A criopreservagao de sémen promove um melhor aproveitamento
genético de animais de grandes valores econdmicos e zootécnicos
(Oliveira et al., 2013). A utilizagdo dessa biotecnologia tem
permitido significativos avangos na preservagao e multiplicagao
de varias espécies. No entanto, o processo apresenta distintas
limitagdes, sendo necessarias a evolugado e a adaptagao de
diferentes protocolos de criopreservacdo de gametas de acordo
com as caracteristicas de cada espécie (Sousa et al., 2014).

A fim de que ocorra a fertilizagdo do ovécito, &€ extremamente
necessario que ocorra a manutengcao da membrana plasmatica,
que pode ser lesada durante o processo de criopreservagao,
mudando sua fluidez, permitindo a entrada de moléculas que
normalmente ndo entrariam, levando, assim, a morte celular
(Oliveira et al., 2013).

O estudo sobre as modificagdes ocorridas no espermatozoide
e em suas membranas, durante a redugdo da temperatura,
elucida possiveis lesbes e diminuigdo da capacidade fertilizante
deste gameta masculino. Além disso, possibilita a elaboragéo
de estratégias para reduzir tais injurias, como a selegéo e/ou
associacao de crioprotetores mais eficazes para determinada
espécie, assim como a adicao de componentes que podem
fornecer substrato ou remover os causadores de lesbes
celulares, como, por exemplo, as espécies reativas ao oxigénio
(Silva e Guerra, 2011).

Nos ultimos anos, tem-se observado ampla aplicagdo de
potenciais substancias adicionadas ao diluente no processo
de criopreservacéo de sémen em animais domeésticos (Sousa
et al.,, 2014). Nesse contexto, diluidores alternativos a base
de substratos de origem vegetal, como, por exemplo, a agua
de coco em pé (ACP), lecitina de soja, 6leo de coco e dleo de
palma possibilitam um maior controle sanitario do produto,
especialmente quando se pretende introduzir o material biolégico
em diferentes rebanhos dentro do Pais ou exporta-lo (Bittencourt
et al., 2013; Cavalcante et al., 2014; Camara et al., 2018).

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar
a eficiéncia do diluente Tris suplementado com o6leo de
Mauritia flexuosa sobre a qualidade do sémen caprino apds a
criopreservacao.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Setor de Reprodugédo Animal
do Hospital Veterinario Universitario da Universidade Federal do
Piaui, Campus Ministro Petronio Portela, Cidade de Teresina,
Estado do Piaui, Brasil, situado as coordenadas geograficas 5°
03’ 23,1” de Latitude Sul e 42° 47’ 27,9” de Longitude Oeste,
com altitude média de 72,7 metros, e aprovado pela Comissao
de ética no uso de animais (CEUA/UFPI) sob o n° 105/15.

Foram utilizados quatro caprinos, com idade média de quatro
anos, clinicamente saudaveis e com escore de condigéo corporal
3,5, numa escala de (0-5). Os animais foram alimentados
diariamente com volumoso (Pennisetum purpureum, Schum.),
concentrado (ragéo peletizada com teor de 20% proteina, 300 g/
animal/dia) e sal mineral especifico para Caprinos (Caprinofos®)
ad libitum. Foram totalizados 64 ejaculados dos quatro bodes
utilizados.
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A coleta do sémen foi realizada com o auxilio de vagina artificial
especifica para pequenos ruminantes, pré-aquecida a uma
temperatura média de 39 °C e acoplada a um tubo coletor
graduado (CBRA, 2013). Foram realizadas coletas em duas
etapas. Primeiro foi realizado um teste de toxicidade no total
de trinta e duas coletas, sendo oito ejaculados de cada animal,
os ejaculados foram avaliados com a adigdo de 5%, 10%,
15% e 20% de diluente a base de dleo de Mauritia flexuoxa
extra virgem de origem comercial (Gran Oils, Sdo Paulo),
para se verificar qual melhor concentragédo. As concentragbes
para o teste de toxicidade foram estabelecidas com base nas
concentracdes ja utilizadas para a gema de ovo. No teste
de toxicidade, as amostras de sémen foram submetidas as
diferentes concentragdes do 6leo e, entdo, analisadas quanto
aos danos de membrana plasmatica, motilidade espermatica
e vigor espermatico. A concentragdo que apresentou o melhor
resultado, no teste de toxicidade, foi a de 5%. Logo apos,
foram realizadas mais trinta e duas coletas, e os ejaculados
foram diluidos em Tris-gema-glicerol (grupo controle) GC ou
em diluente contendo 6leo vegetal a base de Mauritia flexuoxa
(grupo buriti) GB, sendo neste definido a concentracdo de 5%.
Adicionalmente aos dois grupos citados (GC e GB), foi realizada
avaliagdo antes do processo de criopreservagao (avaliagio pré-
congelamento), caracterizando o grupo pré-congelamento (GP).

As amostras foram criopreservadas com auxilio do aparelho
(TK3000%®, TK Tec. Congel. LTDA, Uberaba, MG, Brasil).
Posteriormente, as palhetas foram imersas em nitrogénio
liquido (-196 °C) e armazenadas em botijdes criogénicos.
Apéds o periodo minimo de uma semana, as amostras foram
descongeladas em banho-maria a 37 °C por 30 segundos,
acondicionadas em microtubos e homogeneizadas para a
analise imediata de motilidade, vigor espermatico e morfologia,
sob microscopia 6ptica. As avaliagdes foram realizadas de
maneira individual (média por animal) e também de forma
geral (média global). Foi avaliada a integridade da membrana
espermatica com o uso de sondas fluorescentes, conforme
descrito por Harrison e Vickers (1990), onde aliquotas de
50 pL de sémen, descongeladas a 37° C por 30 segundos e
acondicionados em microtubos, foram diluidas em 150 uL de
TRIS contendo 5 pL de Diacetato de Carboxifluoresceina (DCF;
Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA) e 20 pL de lodeto de
Propidio (IP; Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA), e incubadas
por 10 minutos a 37 °C para posterior avaliagdo. A andlise deu-
se pela contagem de 100 espermatozoides em microscopio de
epifluorescéncia (Olympus optical Co., Ltda., Téquio, Japdo) em
aumento de 1000 vezes, sob 6leo de imerséo. As células que
apresentaram fluorescéncia verde foram consideradas integras,
enquanto aquelas apresentando fluorescéncia vermelha foram
consideradas danificadas.

A atividade mitocondrial foi determinada pela utilizagdo de um
fluorocromo catioénico lipofilico JC-1 (Guthrie e Welch, 2006).
Para tanto, aliquotas de 50 pL de sémen pds-descongelado foram
diluidas em 150 pL de Tris contendo 5 uL de JC-1 e incubadas por
10 minutos a 37 °C. Um total de 200 espermatozoides foi avaliado
em microscopio de epifluorescéncia (Olympus optical Co., Ltda.,
Toquio, Japao), com aumento de 1000x, sob 6leo de imersdo. As
células coradas em laranja foram classificadas com alto potencial
de membrana mitocondrial, enquanto aquelas coradas em verde
foram classificadas com baixo potencial de membrana.



Para analise da integridade acrossomal foi utilizado o isocianato
de fluoresceina conjugado (FITC-PNA; Sigma-Aldrich®, St
Louis, MO, USA), de acordo com a técnica descrita por Roth et
al. (1998), em que uma aliquota de 20 pL da solugdo estoque
de FITC-PNA foi descongelada e adicionada a 480 pL de
solugéo de fosfato tamponada (PBS). Aliquotas de 20 uL dessa
solugéo foram colocadas sobre esfregacos de laminas contendo
espermatozoides, as quais foram incubadas por 20 minutos
em camara Umida a 4 °C, na auséncia de luz. Apés incubagéo,
as laminas foram enxaguadas em PBS refrigerado (4 °C) e
colocadas para secagem na auséncia de luz. Imediatamente
antes da avaliagéo, 5 yL de meio de montagem UCD foi colocado
sobre ldmina e coberta com laminula. Foram avaliados 200
espermatozoides, em aumento de 1000x sob éleo de imerséo,
usando microscopia de epifluorescéncia (Olympus optical
Co., Ltda., Téquio, Japao). As células espermaticas foram
classificadas como portadoras de acrossomas intactos (Al),
quando a regiao acrossomal apresentou fluorescéncia verde
intensa. Foram considerados acrossomas lesionados quando
as células espermaticas nao apresentaram coloragao verde ou
a fluorescéncia verde se restringiu apenas a regido equatorial
da cabecga espermatica.

A andlise de variancia (ANOVA) foi realizada por meio do
software SAS 9.0, e para comparagao de médias foi utilizado o
teste de Tukey a 5%.

Resultados e Discussao

De acordo com o teste de toxicidade (do 6leo vegetal de Mauritia
flexuosa), obteve-se melhor resultado na concentragao de 5%,
ou seja, essa concentracao foi a menos tdxica para as células
espermaticas. Ao passo que, as demais concentragdes (10%,
15% e 20%) foram toxicas para as células espermaticas, e desta
forma nao foram utilizadas neste estudo.

As caracteristicas microscopicas do sémen pds-descongelamento
acrescidos ou nao de Oleo de Mauritia flexuosa estao descritos
na tabela 1.

Na tabela 1 verifica-se que os parametros motilidade e vigor
do grupo controle (GC) foram superiores aos observados no
grupo buriti (GB5%), apresentando diferenga significativa no
teste de Tukey a 5% de probabilidade. Em relagéo ao parametro
morfologia ambos os grupos ndo apresentaram diferenca
significativa.

Os resultados referentes as analises através de sondas
fluorescentes estido descritas na tabela 2.

Neste estudo, ndo houve diferenga entre os grupos testados
quanto a avaliacdo da integridade da membrana plasmatica
através do uso de sondas florescentes (Tabela 2) (Figura 1).
Isso é bastante satisfatério, uma vez que, para uma boa taxa
de fertilidade, a membrana espermatica deve estar integra
para que a fecundacado seja possivel. Quanto a integridade
mitocondrial e acrossomal, o grupo controle foi superior ao
grupo buriti (Tabela 2).

Observou-se que os parametros motilidade e vigor do grupo buiriti
(animal 1), foram inferiores aos encontrados no grupo controle.
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Tabela 1: Caracteristicas seminais (Médias + Desvio padrao)
no pré-congelamento e pdés-descongelamento do
sémen de bodes acrescidos ou ndo de Oleo de
Mauritia flexuosa (5%)

Parametros GP GC GB5%
Motilidade 63,75+19,18° 36,25 £8,94° 18,15+13,63¢
Vigor 2,53 +0,51° 2,34 +0,48° 1,74 £1,24°
Morfologia 96,09 +1,332 96,03 +£1,35° 96,03+1,332

*Médias seguidas de mesma letra nas linhas nao diferem entre si pelo Teste
de Tukey a 5% de probabilidade. GP: Grupo pré-congelamento; GC: Grupo
Controle; GB5%: Grupo Buriti, concentragédo 5%.

Tabela 2: Caracteristicas seminais (Médias + Desvio padrao)
para integridade de membrana plasmatica, integridade
mitocondrial e integridade do acrossoma, pés-descongela-
mento de espermatozoides caprinos acrescidos ou nao
de Oleo de Mauritia flexuosa

Parametros GC GB5%
Membrana plasmatica (%) 49,72+ 21,962 37,84+ 26,672
Mitocondrias (%) 34,28+ 27,50° 13,31+ 20,94
Acrossoma (%) 39,25+19,292 26,15+18,76°

*Médias seguidas de mesma letra nas linhas ndo diferem entre si pelo Teste
de Tukey a 5% de probabilidade. GC: Grupo Controle; GB5%: Grupo Buriti,
concentracéo 5%.

Em contrapartida, nos animais 2, 3 e 4, apenas o parametro
motilidade do grupo buriti foi inferior ao grupo controle (Tabela
3). Semelhante ao que foi descrito no trabalho de Del Valle et
al. (2013), onde adicionaram ao diluidor, éleo de coco e 6leo de
palma, para seguir ao processo de criopreservagao do sémen e
verificaram que os resultados foram inferiores aos encontrados
no sémen congelado com 20% de gema de ovo no diluidor.

O grupo buriti (animais 1, 2, 3 e 4) apresentou membrana
plasmatica integra apds o processo de congelamento. A
integridade mitocondrial do grupo buriti (animais 1, 2 e 3) foi
inferior ao grupo controle. A integridade acrossomal do grupo
buriti (animais 2 e 3) foi inferior ao grupo controle (Tabela 3).

Os parametros observados no grupo controle estao de acordo com
as caracteristicas minimas preconizadas pelo Colégio Brasileiro
de Reprodugéao Animal para o sémen caprino congelado (CBRA,
2013). Para se obter esses parametros fisiologicos adequados e
bons resultados ap6s a criopreservagéo, Silva e Guerra (2011)
relatam que faz se necessaria a padronizagao de protocolos de
criopreservacgao para cada espécie animal.

Autores como Oliveira et al. (2013) e Medina et al. (2000) relatam
que alguns animais possuem algumas particularidades em
seus ejaculados o que pode torna-los mais resistentes quando
comparados a outros animais. Em vista disso no presente
trabalho também foi avaliado cada animal individualmente, tabela
3, para se determinar se existia alguma variagédo entre animais.
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Figura 1: Avaliagao da Integridade mitocondrial em A: Alto potencial (seta curta) e baixo potencial
(seta longa) da membrana mitocondrial com uso de sonda fluorescente JC-1. Integridade de
membrana em B: Células portadoras de acrossomas intactos (seta curta) e lesionados (seta
longa), através do uso das sondas florescentes DCF + IP. Aumento 1000x.

Tabela 3: Avaliagdo dos parametros espermaticos por animal (Médias +

Desvio padrdo) e avaliagdo da integridade dos

espermatozoides através do uso de sondas fluorescentes

Animais
Parametros 1 3 4
GC GB5% GC GB5% GC GB5% GC GB5%
Motilidade 40,01 +7,52 19,37 £15,69° 32,5+7,92 18,1 £11,70° 37,01 +9,358 15,12+ 13,55* 35,01 £ 9,012 20 £ 12,74°
Vigor 2,64 +0,482 1,62 +1,11° 2,25+0,43° 1,75 £ 1,082 2,25+0,42 1,75 £ 1,082 2,37 £ 0,442 1,87 £ 1,162
Morfologia 95,62+ 1,212 9555+ 1,000 96,37 +£1,31° 96,25 +1,192 95,87 +1,45° 95,62+ 1,212 96,25+ 1,292 96,75 + 1,472
Membrana plasmatica (%) 45,516,472  48,2+30,82° 51,75+25,22  43,8426,40° 50+22,7° 31,6+£19,512 51,63+25,32 27,63+25,6¢
Mitocondrias 22,50+20,8? 4,25+3,67° 31,8422,32 8,87+13,0° 64,2+30,32 7,25+9,79*  35,375+29,12  32,8+30,5°
Acrossoma (%) 29,12+21,37°  36,6+21,64° 40,5+18,42 19,0+10,9° 50,8+10,0° 25,1+18,0° 36,5+21,52 23,8+21,32

*Médias seguidas de mesma letra nas linhas néo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. GC: Grupo Controle; GB5%: Grupo Buriti,

concentracéo 5%.
*Integridade dos espermatozoides (Normais).

Abaixa fertilidade do sémen descongelado ¢ atribuida, em grande
parte, as alteragdes por que passam as membranas espermaticas
(Plasmaticas, acrossomais e mitocondriais) durante os processos
de congelagéo e descongelagédo (Medina et al., 2000). Neste
contexto as analises através de sondas fluorescentes tornam-se
essenciais para verificar se ha ou néo alteracdes que possam
tornar os espermatozoides inaptos a fertilizagao.

De acordo com Snoeck et al. (2007), os espermatozoides
devem possuir membrana e organelas integras e funcionais
e um genoma haploide intacto para obtencdo de sucesso na
concepgao.

Medina et al. (2000), utilizando sondas fluorescentes para a
avaliagao da integridade da membrana de espermatozoides ovinos
verificaram que o nimero de membranas integras aumentaram
na medida que se aumentava os niveis de testosterona.

Em relagao avaliagéo da viabilidade do acrossoma os resultados
desse trabalho sédo semelhantes ao encontrados por Medina et
al. (2000), onde os autores afirmam que o principal motivo de
acrossoma danificado seria a influéncia dos danos causados
pela criopreservagao.

De acordo com Oliveira et al. (2013), cada animal possui uma
pequena variagao na composicdo da membrana plasmatica
0 que pode torna-lo mais resistente ou ndo ao processo de
criopreservagdo. Porém, no presente trabalho ndo houve diferenga
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entre os animais na avaliagdo da membrana plasmatica, mito-
cbndria e acrossoma.

Em relacéo a analise morfoldgica do acrossoma, Medina et al.
(2000) observaram diferengas entre animais e entre tratamentos
e também destacaram a influéncia da técnica de criopreservagao
sobre a incidéncia de acrossoma danificados.

O dleo de buriti (Mauritia flexuosa) pode ser utilizado em
tecnologias aplicadas ao sémen animal, pois é rico em esterais,
fosfatideos, vitaminas lipossoluveis (lal, 2005), acidos graxos
saturados e polisaturados (Costa et al., 2011), além dos macro
e micro minerais como calcio, potassio, zinco e fésforo (Darnet,
et al., 2011), no entanto, sdo necessarios mais estudos para
otimizar seu uso. Vale ressaltar que um dos requisitos para o
sucesso de sua aplicagao como diluidor e crioprotetor € manter
a viabilidade da célula espermatica e prevenir as crioinjurias
durante a congelagédo e descongelacdo seminal (Salmito
Vanderley et al., 2012).

Neste trabalho, os resultados mostraram que a adigéo do 6leo
de buriti ao diluente e crioprotetor seminal, apesar dos baixos
resultados, fomentam a realizacdo de mais estudos a fim de
efetivar a substituicdo da gema de ovo como crioprotetor. O
uso de diluente de origem vegetal influencia positivamente na
questao sanitéria, uma vez que o grande gargalo da utilizacédo
da gema de ovo é a auséncia de controle sanitario por se tratar
de um produto de origem animal.



Gil et al. (2003) relatam que apesar da gema de ovo beneficiar
os espermatozoides na criopreservagao, por ser um produto de
origem animal pode apresentar risco ao potencial das células,
por conter agentes microbiolégicos especificos, comprometendo
assim a qualidade espermatica. Relatam também a substituicdo
da gema de ovo por produtos de origem vegetal como a lecitina
de soja onde varios autores como Khalifa et al. (2013), obtiveram
bons indices de fertilidade (77%) e observaram a sua interagéo
com a idade do animal, bem como Fukui et al. (2008) que
obtiveram resultados semelhantes de indices de fertilidade, na
substituicdo do produto de origem animal (58%) pelo de origem
vegetal (56%), além de destacar a importancia da lecitina de
soja para minimizar os riscos sanitarios.

Corroborando com os resultados deste estudo, Cavalcante et al.
(2014) utilizando um produto vegetal a base de Agua de Coco
em P6 (ACP-102®), verificaram que o uso desse produto conferiu
uma menor protecéo aos espermatozoides de ovinos quando
comparado ao grupo controle contendo o Tris. Porém, os autores
também afirmam que seu uso pode se tornar uma alternativa
viavel desde que haja um aprimoramento de sua férmula.
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