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RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da adi¢do do extrato aquoso de folhas de
Moringa oleifera (MO) em diferentes diluidores de criopreservagédo de sémen caprino
(Leite desnatado e Tris-gema de ovo) sobre os parametros de cinética, viabilidade
espermatica e ultraestrutura espermatica por meio de microscopia eletronica de varredura,
po6s-descongelacdo. Seis pools de sémen, obtidos de quatro reprodutores caprinos, foram
congelados em diluidor & base de leite desnatado (LD) ou Tris-gema de ovo (TGO),
suplementados com diferentes concentracbes de MO (0, 1, 2 e 5 mg/mL). Apds a
descongelacdo, as amostras foram avaliadas quanto aos parametros cinéticos, de
viabilidade (integridade de membranas plasmatica e acrossomal) e ultraestruturas por
meio de microscopia eletrénica de varredura (MEV). A suplementagdo com extrato de
MO no diluidor de leite, na concentracdo de 5mg/mL influenciou nos parametros de
cinética espermatica (WOB e SRT), sendo esses valores obtidos menores (p < 0,05) do
que os dos grupos controle, grupos LD1 (1 mg/mL) e LD2 (2mg/mL). Observou-se que
os grupos LD1 (1 mg/mL), LD2 (2mg/mL) e LD5 (5 mg/mL) apresentaram menor (p
< 0,05) integridade de membrana, quando comparados ao LD (controle). Ja a
suplementacdo com extrato de MO no diluidor a base de TGO, o Gnico parametro cinético
influenciado foi 0o WOB, sendo os valores de TGO1 (1mg/mL), TGO2 (2mg/mL) e TGO5
(5mg/mL) menores (p < 0,05) que os valores do grupo controle (TG). De acordo com a
avaliacdo da ultraestrutura espermatica (MEV), o extrato de MO, independente do
diluidor utilizado, danificou as membranas das células espermaticas, de forma dose-
dependente. Conclui-se que o extrato aquoso de folhas de MO, em diluidor a base de leite
desnatado ou Tris-gema de ovo, nas concentracfes 1, 2e 5 mg/mL, afeta os parametros
de progressividade espermatica (WOB e STR), e provoca danos a membrana plasmatica,
de forma dose-dependente.

Palavras-chave: Antioxidantes, flavonoides, ROS, bode.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effects of the addition of the aqueous
extract of Moringa oleifera (MO) in different extenders of cryopreservation of goat semen
(Skimmed Milk and Tris Egg Yolk) on the parameters of kinetics and spermatic viability,
after thawing. Six semen pools, obtained from four goat breeders, were frozen in skimmed
milk (LD) or Tris-egg- yolk (TGO) extenders supplemented with different concentrations
of MO (0, 1, 2 and 5 mg/mL). After thawing, the samples were evaluatedfor Kinetic
parameters, viability (integrity of plasma and acrosome membranes) and ultrastructures
by scanning electron microscopy (SEM). Supplementation with MOextract in the milk
extender at the concentration of 5mg/mL influenced the parametersof spermatic kinetics
(WOB and SRT), and these values were obtained lower (p <0.05) than those of the control
groups, groups LD1 (1 mg/mL) and LD2 (2mg/mL). It was observed that groups LD1 (1
mg/mL), LD2 (2mg/mL) and LD5 (5 mg/mL) presented lower (p < 0.05) membrane
integrity when compared to LD (control). Also, the supplementation with MO extract in
the extender based on TGO, the only kineticparameter influenced was the WOB, and the
values of TGO1 (1mg/mL), TGO2 (2mg/mL) and TGO5 (5mg/mL) were lower than
the values of the control group (p <0.05). According to sperm ultrastructure evaluation
by SEM, the MO extract, regardless of the extender used, damaged the membrane of the
spermatic cells in a dose-dependent manner. It can be concluded that the aqueous extract
of MO leaves, in extender based on skimmed milk or Tris-egg yolk, at concentrations 1,
2 and 5 mg/mL, affected the parameters of spermatic progressivity (WOB and STR), and
caused damage to the plasma membrane, in a dose-dependent way.

Keywords: Antioxidants, flavonoids, ROS, goat.
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1 INTRODUCAO

A criacdo de caprinos é uma atividade bastante rentavel, com grande tradi¢do
cultural na regido Nordeste, chegando a movimentar R$ 290 milhdes no ano de 2017. O
crescimento e desenvolvimento desta atividade na regido esta ligado ao fécil processo
de adaptacdo destes animais ao clima e a disponibilidade de alimentos para eles
(EMBRAPA, 2018).

H& uma crescente demanda por produtos da espécie caprina nos grandes centros
populares, principalmente no que se diz respeito a carne desses animais (QUADROS,
2017). Entretanto, nessas regides sdo encontrados criatorios de subsisténcia familiar,
caracterizados por baixo desempenho produtivo, devido a entraves que impossibilitam o
criador de ampliar o perfil econdbmico na ovinocaprinocultura (LINS et al., 2016).
Segundo Costa (2009), ha necessidade de expansdo do processo tecnolégico na producao
dessa espécie, devendo ser identificados pontos especificos que, se melhorados, possam
aumentar sua produtividade.

Um dos pontos identificados para melhoria do processo técnico cientifico da
cadeia produtiva de caprinos € o uso de tecnologias que possam melhorar a qualidade
genetica dos rebanhos e a quantidade de animais, em um menor espaco de tempo
(MOLENTO et al., 2004). A selecdo de machos reprodutores tem sido considerada de
alta relevancia para melhoria da eficiéncia reprodutiva do rebanho, uma vez que esses
animais podem servir a um ndmero maior de fémeas ou até mesmo ser utilizados no
processo de criopreservacdo de sémen, objetivando o uso de biotécnicas da reproducédo
como a inseminacao artificial (BAJUK et al., 2018).

No intuito de se obter uma manutencdo da viabilidade espermatica, o processo
de congelacdo é bastante empregado e associado a inseminacdo artificial. Ha diversos
fatores que podem influenciar na fertilidade do sémen congelado, dentre eles a duragéo
do processamento, a temperatura de estocagem (-196 °C) e o diluente utilizado
(USTUNER et al., 2015). Além do cuidado com o tipo de diluidor utilizado no processo
de congelacdo, ha também outros fatores que podem influenciar negativamente a taxa
de fertilidade.

O estresse oxidativo (EO) tem sido demonstrado ser um dos principais desafios do

processo de criopreservacdo, ja que durante o EO h& reducdo da integridade de



membrana, como também da motilidade progressiva dos espermatozoides (SANTOS et
al., 2015). Embora a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) seja necessaria
para 0 processo de capacitacdo espermatica, o desequilibrio na producdo e utilizagdo
dessas moléculas pode levar a danos nas células espermaticas (SOUZA et al., 2017).

A adicdo de produtos com atividade antioxidante aos diluidores de sémen vem
se mostrando como uma alternativa viavel para criopreservacdo seminal , uma vez que
sua utilizacdo pode evitar lesdes decorrentes do processo de oxidacio (SANCHEZ-
RUBIO et al., 2018). Dentre asclasses de antioxidantes, destacam-se os flavonoides,
compostos que também podem ser utilizados em adicdo ao diluidor, auxiliando na
remocdo das ROS ou na minimizacao dos efeitos negativos destas (SILVA, 2010).

A Moringa oleifera Lam, planta arbdrea nativa da Asia, encontrada em regides
tropicais, € uma hortalica perene que apresenta baixo custo de producdo e boa adaptacédo
a periodos de estiagem (KARADI et al., 2006). A moringa € conhecida por apresentar
grande quantidade de minerais, vitaminas e proteinas, além de possui elevados teores de
antioxidantes (XU, CHEN, GUO, 2019), sendo a presenca de alguns constituintes
quimicos, como os &cidos fendlicos e flavonoides, responsaveis por tonar o extrato da
folha da moringa um composto com atividade antioxidante bastante relevante.

Embora existam evidéncias de que a Moringa oleifera apresente papel
antioxidante, auxiliando na protecdo espermatica durante o processo de congelacdo de
sémen caprino, quando adicionada ao diluidor a base de gema de ovo + CEP2
(WAHJUNINGSIH et al., 2018), ha a necessidade de investigacdo dos efeitos desse
composto aos diferentes diluidores comumente utilizados na congelacdo de sémen
caprino. Desta forma, objetivou-se avaliar os efeitos da adi¢ao do extrato aquoso da folha
da Moringa oleifera aos diluidores a base de leite desnatado (LD) ou Tris-gema deovo

(TGO) utilizados na congelacdo de sémen caprino.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Célula Espermética

O espermatozoide é o gameta masculino produzido nos testiculos a partir de
células primordiais durante o processo de espermatogénese. Estes gametas sdo maturados
no epididimo e liberados em associacdo as secre¢es das glandulas acessorias (HAFEZ;
HAFEZ, 2004). A producéo espermaética esté diretamente relacionada & massa testicular,
uma vez que testiculos que apresentam um maior volumepodem ser capazes de produzir
maior nimero de espermatozoides (SIQUEIRA; GUIMARAES; PINHO, 2013).

Os espermatozoides de mamiferos sdo altamente compartimentalizados e suas
duas maiores porcdes sdo a cabeca, a qual possui nucleo e granulos acrossomais, € 0
flagelo, compreendendo o axonema, mitocondrias e fibras densas (LEITE, 2012).

A célula espermatica é coberta por uma membrana plasmatica que € responsavel
por agrupar os componentes intracelulares e as organelas de forma semipermeavel,
mantendo seu gradiente quimico de ions (SILVA; GADELLA, 2006). A integridade desta
membrana é essencial para que se obtenham maiores indices de fertilizagdo, uma vez que,
desta forma, o espermatozoide pode sofrer a capacitacdo espermatica e reagdo
acrossdmica como esperado (ROLDAN, 2019).

A cabeca do espermatozoide contém o acrossoma, que € composto por um grande
complexo de Golgi, responsavel pela secrecdo de enzimas hidroliticas (SILVA, 2010).
Sua importancia se da pela relacéo direta com o processo de ligacao do espermatozoide a
zona pelucida, sendo necessario que haja a liberacdo e ativacdo dessasenzimas. O
acrossoma deve-se manter intacto até o momento de contato com a zona pellcida.
Entretanto, durante os processos de refrigeracdo, congelacdo e armazenamento
espermatico, pode ocorrer a quebra dessa integridade, danificando assim o
espermatozoide e, consequentemente, prejudicando sua capacidade fertilizante (HONDA,;
SIRUNTAWINETI; BABA, 2002).

O nucleo espermatico, por sua vez, € responsavel por manter a cromatina
condensada, a qual possui todas as informac6es genéticas. Caso hajam danos a cromatina,
torna-se improvavel o processo de desenvolvimento embrionario (PESCH;
BERGMANN, 2006). Portanto, o estado da cromatina espermatica € tido como um

parametro indicativo de potencial fertilizante espermatico (SIMOES et al., 2014).



A peca intermediaria é encontrada na cauda dos espermatozoides e é responsavel
pela geracdo de energia para movimentagdo e sobrevivéncia espermética (SINGH et al.,
2006).

As mitocondrias encontradas na peca intermediaria sdo responsaveis pela
producédo de ATP, producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), apoptose e equilibrio
transmembrana do célcio (RAMALHO-SANTO; AMARAL, 2013). A energia
necessaria para diversas fungdes espermaticas é proveniente da fosforilagdo oxidativa,
como também da glicolise. O processo de fosforilacdo oxidativa, também conhecido
como respiracdo celular, se da por meio da atividade das mitocondrias e alguns autores
afirmam que a quantidade de mitocondrias com alto potencial pode estar relacionada a
uma maior competicao espermatica (TOURMENTE; ROLDAN, 2015).

2.2 Diluidores de Sémen Caprino

2.2.1 Diluidor a base de leite desnatado

Os diluidores a base de leite séo considerados meios com baixo custo de producéo,
de facil preparo e que apresentam uma boa conservacdo espermatica (AURICH, 2008).
O leite desnatado contém proteinas, dentre elas a caseina, que se destaca por sua agédo
tamponante, sendo responsavel pela diminuigcdo de danos causados a célula espermatica
durante o processo de congelacdo como também pela melhoria nos parametros de cinética
espermatica (SALOMON; MAXWELL, 2000). Ha outras particulas encontradas no leite
que sdo benéficas a célula espermatica, como a lactose, que apresenta funcdo energética
(CUNHA, 2002).

Uma grande variedade de diluentes, combinando varios componentes como
solucdes tampdes, eletrolitos acucares, gema de ovo e leite, tém sido desenvolvidos para
melhorar a qualidade espermatica ap6s o processo de congelacdo/descongelacdo do
sémen de pequenos ruminantes (MAIA et al., 2005). Para alguns pesquisadores odiluidor
a base de leite desnatado € o mais indicado na criopreservacdo de sémen caprino
(PURDY, 2006).

Apesar de o leite apresentar 6timas caracteristicas como diluidor, o sémen caprino

apresenta algumas particularidades que limitam seu uso, principalmente devido



a presenca de grande quantidade de fosfolipideos (LEBOEUF et al., 2000).

De acordo com LEBOEUF et al. (2000), ha uma proteina produzida a partir da
glandula bulbouretral de caprinos que € responsavel por hidrolisar os triglicerideos
encontrados no leite desnatado, resultando, consequentemente, em uma grande
quantidade de compostos toxicos para a célula espermatica. No entanto, para que esse
processo seja evitado, ha indicacdo de aquecimento do diluidor a 90 °C / 10 min,
objetivando a inativacdo dos fosfolipidios presentes em grandes quantidades no leite
(TREJO et al., 1987).

Segundo Evans e Maxwell (1987), o diluidor a base de leite desnatado mantém a
viabilidade espermatica por até 12 horas em refrigeracdo a 5 °C e, segundo Dorado et al
(2007), este tipo de diluidor (a base de leite desnatado) promove maior taxa de gestacao
em ovinos, quando comparado aos diluidores a base de Tris-gema de ovo.

Nos estudos realizados por Kasimanickam et al. (2011), diluidores a base de Tris-
gema de ovo e leite desnatado foram comparados e nao apresentaram diferenca
significativa, quando avaliados o potencial de membrana mitocondrial e a motilidade

progressiva dos espermatozoides.

2.2.2 Diluidor a Base de Gema de Ovo

Diluidores a base de gema de ovo sao difusamente conhecidos ao redor do mundo,
desde que seu uso para conservacdo espermatica foi citado por Phillips e Lardy (1940),
provando seu beneficio durante os protocolos de criopreservacéo de sémen bovino.

Segundo Lima et al. (2019), a utilizacdo de diluente a base de gema de ovo
adicionada de agucares, durante o processo de criopreservacao, melhora a qualidade dos
parametros espermaticos pos-descongelacdo e reduz o nimero de células espermaticas
danificadas, uma vez que a gema de ovo € responsavel por proteger estas células contra
o choque de temperatura. De acordo com Holt (2000) a gema de ovo age protegendo a
membrana plasmatica por meio da protecdo contra efeitos negativos da mudanca de
temperatura durante o processo de criopreservagao.

Mesmo sendo um diluidor de bancada bastante utilizado, o mecanismo de acao e
a funcdo desempenhada pela gema de ovo no diluidor de sémen ainda ndo foi totalmente
elucidada (SILVA e GUERRA, 2011). Sabe-se que a gema possui propriedades nutritivas
e protetoras & membrana espermatica (CAMARA et al., 2018).

A gema de ovo é geralmente utilizada na concentracdo de 20% e, segundo
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Bergeron e Majunath (2006), a associacdo das lipoproteinas de baixa densidade com a
membrana espermaética, promove protecdo a membrana, devido a sua estabilizacéo.
Acredita-se  que ocorra perda de fosfolipidios durante o processo de
congelacdo/descongelacdo e a presenca das lipoproteinas de baixa densidade s&o
responsaveis por aderir & membrana espermatica, alterando sua composicdo de forma
momentéanea, evitando, assim, os efeitos deletérios da congelagdo, como a ruptura da
membrana (FARSTARD, 1996).

Carvalho et al. (2008) estudaram o efeito dos diluentes Tris-gema de ovo (TG),
Leite-gema de ovo (LG) e Tris-Gema-Leite (TGL) sobre a dilui¢do e a criopreservagédo
de sémen ovino. Estes autores observaram que no diluente TG, os espermatozoides
apresentaram motilidade progressiva (46,5%) superior aquelas células preservadas com
os diluentes LG (26,1%) e TGL (32,1%), apds descongelacéo.

Em estudo realizado por Paulenz et al. (2003), foi observado que diluidores a base
de gema de ovo apresentaram maior capacidade de protecédo a célula espermatica, quando
comparados aos diluidores a base de leite, apos 30 horas de armazenamento.

2.3 Processo de Criopreservacao de Sémen

A exigéncia cada vez maior de sémen proveniente de animais de alto valor
genetico, encontrados em diversas partes do mundo, tem sido um grande incentivo para
a busca de biotécnicas da reproducdo que assegurem um armazenamento de qualidade,
objetivando uma maior criosobrevivéncia e culminando em menores danos espermaticos
durante o processo de criopreservacdo a baixas temperaturas (VISHWANATH;
SHANNON, 2000).

A criopreservacdo espermatica € uma biotécnica responsavel por trazer diversos
beneficios a reproducdo animal, podendo ser destinada a animais de producdo, como
também a conservacdo de espécies ameacadas de extincdo (WATSON, 2000). A
criopreservacdo pode ser empregada por meio de refrigeracdo de sémen, no intuito de
utilizacdo por, no maximo, 72 horas, como também empregando-se o0 meio de congelacao
seminal, o qual permite um armazenamento a baixas temperaturas em nitrogénio liquido,
por tempo indeterminado (YOSHIDA, 2000).

O processo de refrigeracdo do sémen caprino ocorre nas faixas que variam de 2 a
15 °C (LEBOEUF, RESTALL; SALAMON, 2000). Durante esse processo, hd uma



reducdo da atividade espermatica, resultando em diminui¢cdo da motilidade e da atividade
metabdlica celular (MACHADO; SIMPLICIO 1995). J& o processo de congelacao,
permite que os espermatozoides atinjam uma curva de congelacdo negativa,chegando a -
196 °C.

O choque térmico que ocorre durante o processo de criopreservacao é considerado
inevitavel, uma vez que o0s espermatozoides sdo submetidos a uma reducdo de
temperatura bastante significativa. Os efeitos deletérios do processo culminam em danos
a membrana plasmatica, aumento do processo de peroxidacdo lipidica, além de
diminuigdo do potencial mitocondrial e lesbes no acrossoma causado por estresse

osmético e oxidativo, durante acongelacdo/descongelacdo (SOARES; GUERRA, 2009).

Os danos a membrana, associados ao processo de criopreservacao, podem ocorrer
devido as alteracbes na composicdo da membrana espermatica, a qual é rica em
fosfolipidios, como a fosfatidilcolina, esfingomielina e alguns &cidos graxos poli-
insaturados (SILVA et al., 2009). Para que sejam reduzidos os danos da criopreservacao,
€ necessario que este processo seja realizado de forma cautelosa, uma vez que tais lesées

sdo irreversiveis e levam a diminuicao do seu potencial fertilizante (WATSON, 2000).

2.4 Producédo de ROS e Estresse Oxidativo

Os agentes oxidantes/espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo produzidos
normalmente por organismos bioldgicos aerdbicos durante o processo de respiracao.
Entretanto, os metabolitos produzidos oriundos desse processo podem ser responsaveis
por modificar ou danificar as células. A producdo de ROS ocorre a partir do oxigénio
utilizado, gerando o radical anion superdxido (0O2), além do perdéxido de hidrogénio e o
grupamento hidroxila (RIVLIN et al., 2004).

Os espermatozoides produzem quantidades controladas de ROS, as quais, em
condicdes fisioldgicas, sdo responsaveis por induzir o processo de capacitacdo
espermatica, auxiliar na reacdo acrossémica e causar hiperativacdo dos espermatozoides
(BURNAUGH et al., 2010). Segundo Guerra et al. (2004), quando ha producéo excessiva
de ROS, ocorre uma reducao da motilidade espermatica, como também o aumento da
peroxidacdo lipidica, afetando, consequentemente, a capacidade fertilizante da célula
espermatica (AURICH, 2008; MAIA; BICUDO, 2009).



O processo de manipulacdo seminal, sendo ele a refrigeracdo ou a congelagéo, é
responsavel por induzir uma maior producdo de ROS, por meio de choque térmico,
exposicao ao proprio oxigénio atmosférico ou remocédo de plasma seminal (WATSON,
2000). Além disso, a diluicdo espermatica age diminuindo os niveis de antioxidantes
naturais encontrados no plasma seminal, culminando, assim, em um desequilibrio entre
a producdo de ROS e a presenca de antioxidantes (NASCIMENTO et al., 2015).

O aumento das reacdes oxidativas causam danos a proteinas, lipidios, acidos
nucleicos (RNA e DNA) , em virtude disso, resultando em peroxidacdo lipidica e danos
as membranas plasmatica, acrossomal, DNA e RNA (COMHAIRE et al., 1999;
GUTHIRIE; WELCH, 2012), ao potencial de atividade mitocondrial e a capacidade
fertilizante dos espermatozoides (AITKEN et al., 2010).

O processo de criopreservacdo seminal requer a diluicdo espermatica, como
também a remocdo do plasma seminal de algumas espécies, sendo esses processos
responsaveis pelo desequilibrio entre as concentragGes de oxidantes e antioxidantes, uma
vez que a remocdao de plasma requer o processo de centrifugacao da amostra, a qual pode
levar a danos estruturais espermaticos (BILODEAU et al., 2000).

Diante disso, 0 uso de aprimoramentos das biotécnicas da reproducdo, como a
adicdo de antioxidantes ao diluidor seminal, objetivando a diminuicao dos niveis de ROS,
é considerada uma alternativa viavel na tentativa de melhorar a qualidade seminal, pos

descongelacéo.

2.5 Antioxidantes

Os antioxidantes sdo compostos encontrados no plasma seminal que podem
auxiliar retardando ou inibindo a oxidacdo de moléculas biologicas. No entanto, diversos
estudos realizados em bovinos, ovinos e equinos demonstram que ha grande producdo de
ROS durante o processo de congelacdo e descongelacdo, sendo muitas vezes necessaria
uma suplementacdo com antioxidantes (MATA-CAMPUZANO et al., 2014).

O sémen possui antioxidantes como a glutationa peroxidase, catalase e superéxido
dismutase, as quais podem auxiliar na protecdo espermatica, melhorandosua motilidade
e viabilidade, protegendo, assim, contra os efeitos da peroxidacéo lipidica (ROLDAN et
al., 2019). Diversos grupos de pesquisa tém buscado testar o efeito da adicdo de
antioxidantes, tanto na dieta quanto diretamente no diluidor, durante o processo de
criopreservacdo de sémen em diversas especies, objetivando uma melhor qualidade
seminal (SOARES; GUERRA, 2009).



Segundo Silva et al., (2016), o uso de quercitina em altas concentragdes
adicionado a sémen de caprino, melhorou os pardmetros de cinética espermatica apos o
processo de descongelagdo. J& Soares et al. (2010), afirmam que a adi¢do dos
antioxidantes Trolox - GSH ao diluidor a base de Tris- gema apresentou um efeito
crioprotetor durante o processo de congelagdo de sémen ovino. Os antioxidantes extraidos
de plantas tem ganhado cada vez mais espago emdiluidores utilizados para conservagao
espermatica, uma vez que se trata de um composto natural e com diversas outras
funcionalidades.

Dentre os fitoquimicos utilizados, destacam-se os flavonoides. Composto
antioxidante capaz de desempenhar seu papel sequestrando radicais livres, regulando a
producdo desses radicais, eliminando precursores dos radicais, quelando metais ou
elevando os niveis de antioxidantes enddgenos (XU, CHEN; GU, 2019).

A classe dos flavonoides é caracterizada como compostos polifendlicos
produzidos a partir da via dos fenilpropanoides e do acetato, percussores de varios grupos
de substancias, como &cidos graxos, terpenos e alguns aminoacidos (MANN, 1987).

S&o normalmente encontrados em frutas, vegetais, sementes, folhas e flores e
apresentam grande quantidade de radicais hidroxila, fazendo de sua composi¢do um
potente antioxidante (MORETTI et al., 2012). Apresentam funcdo antioxidante pela sua
capacidade de sequestrar radicais livres e quelar ions metalicos como também agem
estabilizando a membrana espermatica (GALATI et al., 2002).

Os flavonoides diferem entre si por sua estrutura quimica e caracteristicas
particulares e seu poder antioxidante pode ser determinado por fatores como: agente
doador de H e elétrons, estabilidade do radical flavanoil formado; reatividade perante
outros antioxidantes; capacidade de quelar metais de transicdo, interacdo com a
membrana plasmatica (BARREIROS et al., 2006)

2.5.1 Moringa oleifera

A Moringa oleifera Lam. é uma planta da familia das Moringaceaes, que apresenta

tamanho mediano e desenvolve-se bastante em regides de clima tropical. Suas



folhas s@o conhecidas por apresentarem altos niveis de proteinas, minerais e vitaminas,
além de serem uma grande fonte de antioxidantes (SIDDIQ et al., 2005).

A moringa é conhecida como arvore da vida, devido as suas propriedades
presentes tanto na folha quanto no caule e na semente. Dentre 0s seus componentes
encontrados, ha também, segundo Xu, Chen e Guo (2019), a presenca de flavonoides em
todas as suas partes, porém a maior quantidade é encontrada nas folhas da moringa, sendo
considerada uma melhor fonte de antioxidantes e antinflamatérios.

Alem de sua caracteristica antioxidante, a moringa apresenta acdo hipotensiva,
antiespasmodica, antiulcerativa, antinflamatdria, atividade hipoglicemica e também
apresenta bons resultados quando utilizada como agente antimicrobiano (XU; CHEN;
GUO, 2019).

Com a busca por componentes naturais que possam ser adicionados a diluidores
de sémen, com o objetivo de reduzir os danos causados pelo processo de congelagéo, a
Moringa oleifera surge como uma opc¢do vidvel, de facil acesso e que apresenta
caracteristicas de um potente antioxidante.

A presenca dos flavonoides encontrados na folha da M. oleifera apresenta um
mecanismo responsavel por sequestrar diretamente os oxidantes formados durante o
processo de congelagéo, regulando sua producéo, eliminando precursores dos radicais e
quelando metais (SIDDIQ et al., 2005).

Alguns estudos com a Moringa oleifera demonstraram que 0 uso do extrato
etanolico apresentou capacidade de melhorar a libido dos animais e a qualidade
espermatica (PRABSTTRO et al., 2015). Segundo Wahjuningsih et al. (2019), a adicdo
de 5% de extrato de Moringa oleifera ao diluidor CEP-2 + gema de ovo, preservou a
qualidade do sémen de caprinos durante o processo de criopreservacao.

Dentre os compostos antioxidantes da Moringa oleifera, sdo encontrados diversos
flavonoides, como a rutina e a vitexina. Além da presenca dos antioxidantes, sua acdo
pode ser potencializada pela presenca de compostos como betacaroteno, vitamina C,
vitamina E e polifenois. Esta combinacéo torna sua atividade antioxidante superior a de
outros antioxidantes naturais (KIM et al., 2012).

Recentemente, tem se realizada uma maior busca por antioxidantes naturais, e a
vitexina e a rutina tem ganhado espaco nesse meio, devido a suas capacidades
antioxidantes (BABAEI, 2020).
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A rutina (Figura 1) e a vitexina (Figura 2) s&o flavonas C- glicolisadas, ligadas a
posicdo 3 do anel pirano, amplamente distribuidas no reino vegetal. Estas substancias séo
consideradas antioxidantes potentes, capazes de doar elétrons e agir como bons
eliminadores de radicais livres. Apds reacGes com espécies reativas de oxigénio, 0s
radicais mais estaveis foram reportados em 4’- OH, 7 -OH e 5- OH, respectivamente
(PRAVEENA; SADASIVAM; KUMARESAN, 2013). A afinidade desses glicosideos
pela membrana das células exerce um importante papel na absorcdo de compostos
lipofilicos (BECHO et al., 2009).

HO

Ho\\\\\“

HO

Figura 2. Estrutura quimica da vitexina (BABAEI et al., 2020).
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2.6 Métodos de Avaliacdo Espermatica

2.6.1 Sistema Automatico de Analise Seminal (CASA)

A avaliagéo para deteccao da qualidade seminal tém sido realizada principalmente
por meio do estudo da morfologia e da motilidade espermatica, sendo essas avaliagfes
muitas vezes realizada de forma subjetiva. Entretanto, visando a diminuicdo da
subjetividade, sistemas automaticos de analise seminal (CASA) tem sido utilizados de
forma mais frequente, apresentando maior confiabilidade e padronizagdo das anélises
(MATOS et al., 2008).

O CASA é um sistema automatizado utilizado para visualizar, digitalizar eanalisar
imagens, e, por meio dessas analises, é capaz de fornecer informacdes precisas sobre a
cinética celular individual e de grupos espermaticos (AMANN; KATZ, 2004), além de
fornecer valores estatisticos da populacéo analisada (MATOS et al., 2008).

Entretanto, para que a analise seja realizada de forma efetiva, é necessario muito
cuidado no preparo das amostras e no ajuste do equipamento, uma vez que as variaveis
se alteram de acordo com a identificacao da espécie (VERSTEGEN et al., 2002). Mesmo
diante de um equipamento com grande potencial, ainda ha alguns entraves devido ao alto
custo para obtencdo, como também ao controle de qualidade das amostras. Alem disso, €
necessaria a padronizacdo das configuracfes para uso do sistema, uma vez que quanto
mais padronizado, maior a facilidade em se comparar dados (AMANN; KATZ, 2004).

Dentre as avaliacOes realizadas pelo sistema CASA, a motilidade espermatica é
avaliada mediante um sistema estroboscopico de precisdo controlada pelo computador. Ja
a analise sequencial do movimento espermatico é realizado por meio devideomicrografia
(MORTIMER, 2000; AMANN; KATZ, 2004).

Sabe-se que o movimento de flagelo € responsavel por originar a motilidade
espermatica. Entretanto, os sistemas automaticos tem por objetivo avaliar também o
movimento de cabeca espermatica, pois a mesma ndo se move tao rapidamente quanto a
cauda, possibilitando uma captura de imagem mais acurada (MORTIMER, 2000;
AMANN; KATZ, 2004). Como o espermatozoide muitas vezes estd em meio de
congelacdo, sdo observadas algumas particulas na imagem capturada. Por isso, o sistema

CASA utiliza um padrdo para o tamanho de cabeca, a fim de que o computador
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possa reconhecer objetos que ndo se enquadrem no tamanho de cabeca espermaética
daquela espécie estudada (MORTIMER, 2000).

H& uma série de pardmetros analisados pelo sistema CASA e cada um deles
apresenta a descricdo de uma funcionalidade. A motilidade total (%) é observada pela
populacdo de células que estdo se movendo com uma velocidade minima. A Motilidade
progressiva (%) é tida como a porcentagem de células que se movem progressivamente.
A velocidade curvilinea (VCL; um/s) é a velocidade da trajetoria real do espermatozoide,
sendo um dos elementos utilizados para calcular a linearidade. Ja a velocidade linear
progressiva (VSL; um/s) é tida como a velocidade média, em funcdo da linha reta
estabelecida entre o primeiro e o ultimo ponto da trajetoria do espermatozoide, sempre a
mais baixa das trés velocidades. Velocidade média da trajetoria (VAP; um/s) consiste na
velocidade da trajetéria media ininterrupta do espermatozoide. A amplitude de
deslocamento lateral da cabeca (ALH; um) corresponde a amplitude do deslocamento
médio da cabeca do espermatozoide, em sua trajetdria real. A Frequéncia de batimento
flagelar cruzado (BCF; Hz) é calculada pelo nimero de vezes que a cabega do
espermatozoide cruza a direcdo do movimento, move-se para tras e para frente durante o
trajeto percorrido. A retilinearidade (STR; %) compreende o valor médio entre VSL e
VAP, e estima a proximidade do percurso da célula a uma linha reta. A linearidade (LIN;
%) refere-se ao valor médio da proporcao entre VSL e VCL (VERSTEGEN et al., 2002).

O sistema CASA permite a avaliacdo de caracteristicas celulares de forma precisa,
sendo utilizada em pesquisas de monitoramento da qualidade espermatica,pesquisa de
novos diluidores, além de auxiliar no conhecimento e na habilidade de manipulagéo

espermatica, ofertando cada vez mais dados fidedignos (MATOS et al., 2008).

2.6.2 Microscopia de Epifluorescéncia

Cada vez mais 0 uso de novos equipamentos para analise seminal tem sido
utilizados, uma vez que é essencial um conjunto de avaliacBes para a predicdo da
fertilidade espermatica. Diversas técnicas tem sido utilizadas, entretanto até o momento
nenhuma de forma isolada foi suficiente para atestar a fertilidade dos gametas
(BERGSTEIN; BICUDO, 2014).

13



As sondas fluorescentes tem sido bastante utilizadas em conjunto com os dados
do sistema CASA, uma vez que atestar uma boa motilidade ndo garante integridade de
membrana acrossomal e espermaética, 0s quais SA0 essenciais para 0 processo de
fecundacdo (GARCIA et al, 2007).

A utilizacdo de um microscopio de fluorescéncia com sondas fluorescentes
especificas permite a avaliagdo e a identificacdo de danos espermaticos, facilitando,
assim, os estudos de fertilidade (SILVA; GUERRA, 2012).

Para a andlise da integridade da membrana plasméatica podem ser utilizadas sonda
fluorescentes ndo penetrantes nas membranas integras (AURICH, 2005; SILVA,;
GADELLA, 2006). Dentre elas, se destaca o lodeto de propidio (IP), o qual possui
afinidade pelo DNA, penetrando na célula se a membrana espermatica estiver danificada,
com emissao da cor vermelha. H&4 também a possibilidade do uso de corantes penetrantes,
isolados ou em associagdo, como o Diacetato de carboxifluoresceina (DCF) + IP. O DCF
€ um éster polar que penetra na membrana plasmatica intacta, florescendo em verde
(MEDINA et al., 2000; AURICH, 2005; SILVA; GADELLA, 2006).

O potencial de membrana mitocondrial (PMM), por sua vez, visa avaliar o risco
apoptotico da célula, uma vez que baixos PMM podem estar relacionados a sinal de
estresse causado pelo aumento da producdo de ROS (GUERRA et al., 2012). Para
avaliacdo do PMM, uma sonda fluorescente denominada JC-1 é utilizada (ARRUDA et
al., 2007, agindo de forma a polarizar a membrana mitocondrial interna (SILVA;
GADELLA, 2006). Quando o corante penetra nesta organela, ocorre a emissao de
fluorescéncia vermelha ou verde, sendo vermelha naquela portadora de alto potencial
mitocondrial e verde nas que possuem baixo potencial mitocondrial (ARRUDA et al.,
2007).

Uma outra andlise realizada mediante o uso da microscopia de fluorescéncia é a
avaliacdo da integridade acrossomal, podendo ser utilizadas lecitinas, os anticorpos
capazes de detectar antigenos internos ao acrossomo, como também as clortetraciclinas
e 0s anticorpos contra antigenos acrossomais externos (GARCIA et al, 2007).

As lecitinas conjugadas as sondas fluorescentes, agem interagindo com
glicoconjugados localizados no acrossoma (ARRUDA, 2007). As lecitinas utilizadas
durante o processo pode ser o FITC-PNA e o FITC- PSA , possuem especificidade a
glicoproteinas da membrana acrossomal, apresentando afinidade para as terminacdes
Alfa- D- glicosil e residuos de Alfa- D- manosil de glicoproteinas, se ligando

especificamente ao agucar alfa- manosidase encontrado no conteddo acrossomal. Essa

14



aglutinina quando conjugada a isocianato de fluoresceina (FITC), marca com sucesso o
acrossoma espermatico em verde, facilita a visualizacdo e identifica acrossomas lesados,
(GRAHAM, 2001).

2.6.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O MEV é tido como um instrumento bastante utilizado em diversas areas,
apresentando uma 6tima opgdo para analises microestruturais de materiais solidos. Apesar
de apresentar um mecanismo mais especifico de preparo de material, a imagem obtida
normalmente apresenta uma facil interpretacdo (MANNHEIMER, 2002).

O MEV foi desenvolvimento a partir do Microscopio Eletrénico de Transmisséo
(MET). Entretanto 0o MEV apresenta uma resolugdo de imagem mais alta, correspondendo
a, aproximadamente, de 2 a 5 nm, enquanto que na microscopia otica essa resolucéo é de
0,5 um (HENRIQUES, 2019).

Dentre todas as caracteristicas do MEV, a elevada acuidade do foco, como
também a possibilidade de combinar as analises (microestrutural e microanalise), faz do
equipamento algo unico e de grande importancia técnico- cientifica. Sua funcionalidade
se da por um feixe de elétrons, ultrapassando toda superficie da amostra analisada, sendo
transmitido para uma tela em que a varredura se encontra sincronizada com o feixe de
elétrons. O sinal é entdo captado e modulado para o monitor, sendo possivel a observacao
das caracteristicas do material (DEADIVID et al., 2007).

Visando o preparo da amostra a ser analisada, é necessaria a realizacdo de um
esfregaco do material analisado em lamina de vidro e imers&o em solucdo de glutaraldeido
(2,5%), uma vez que a amostra deve ser fixada. Durante o processo, a amostra sofre uma
série de lavagens e fixacGes em diferentes concentracdes de PBS e tetroxido de 6smio
(1%) e por fim é desidratada em concentracdes crescentes de etanol.

Para garantir a visualizacdo do material, as laminas sdo submetidas ao processo de
secagem em ponto critico e metalizadas com uma camada de ouro (JONES, 2012).

Por permitir a avaliacdo e a caracterizacdo das ultraestruturas de forma bem clara,
a utilizacdo do MEV se mostra como uma ferramenta valiosa para avaliacdo seminal,
sendo possivel também observar, comprovar e comparar 0s danos sofridos durante o
processo de criopreservacdo com o0s resultados de avaliagbes como integridade de
membrana (BEZERRA, 2018).
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O uso das avaliagdes do MEV sdo de grande importancia na acuidade dos danos
ocasionados na célula, podendo esses dados serem correlacionados a outras avaliagdes,
como motilidade espermatica, visto que para uma célula ser considerada viavel, €
necessario que a mesma apresente ndo s6 uma boa motilidade espermética, mas também
integridade de membrana (ARRUDA et al., 2018).
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Resumo

Objetivou-se determinar o efeito da suplementacéo de diferentes concentragdes do extrato
aquoso de folhas de Moringa oleifera (MO) em diluidores de criopreservagdo dosémen
caprino, sobre os parametros de cinética e viabilidade espermaética, pds- descongelacéo.
Seis pools de sémen, obtidos de quatro reprodutores caprinos, foram congelados em
diluidor a base de leite desnatado (LD) ou Tris-gema de ovo (TGO), suplementados com
diferentes concentra¢des de MO (0, 1, 2 e 5 mg/mL). Ap6s a descongelacdo, as amostras
foram avaliadas quanto aos parametros cinéticos, de viabilidade (integridade de
membranas plasmatica e acrossomal) e ultraestruturas por meio de microscopia eletrénica
de varredura (MEV). A suplementacdo com extrato de MO no diluidor de leite, na
concentracdo de 5mg/mL influenciou nos parametros de cinética espermética (WOB e
SRT), sendo esses valores obtidos menores (p < 0.05) do que os dos grupos controle,
grupos LD1 (1 mg/mL) e LD2 (2mg/mL). Observou-se que os grupos LD1 (1 mg/mL),
LD2 (2mg/mL) e LD5 (5mg/mL) apresentaram menor (p < 0.05) integridade de
membrana, quando comparados ao LD (controle). J& a suplementacdo com extrato de MO
no diluidor a base de TGO, o Unico parametro cinético influenciado foi o WOB, sendo 0s
valores de TGO1 (Img/mL), TGO2 (2mg/mL) e TGO5 (5mg/mL) menores que os valores
do grupo controle (p<0.05). De acordo com a avaliagdo da ultraestrutura espermatica por
MEV, o extrato de MO, independente do diluidor utilizado, danificou a membrana das
células espermaticas de forma dose-dependente. Conclui-se que o extrato aquoso de
folhas de MO, em diluidora base de leite desnatado ou Tris-gema de ovo, nas
concentragbes 1, 2 e 5 mg/mL,afeta os parametros de progressividade espermatica
(WOB e STR), e prova danos a membrana plasmatica, de forma dose-dependente.

Palavras- chave: antioxidante; ROS; extrato natural; tris-gema-de-ovo; leite desnatado.
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1 INTRODUCAO

A criopreservagdo de sémen, associada & inseminagdo artificial, tem sido
responsavel por grandes avancos na producdo pecudria. Portanto, a manutencdo da
viabilidade espermaética é um dos fatores fundamentais para o sucesso do emprego dessas
tecnologias (SALMON et al., 2017).

O processo de congelacdo por si s ja é considerado um entrave a manutencao
da qualidade espermatica, uma vez que a grande variacdo de temperatura pode provocar
alteracOes fisicas e bioquimicas, tanto em nivel de célula espermética quanto de ambiente,
como reducdo da integridade de membrana e da motilidade progressiva dos
espermatozoides (SANTOS et al., 2015). Dentre as alteracGes bioquimicas, a elevada
producdo das espécies reativas ao oxigénio (ROS) tem sido considerada como um dos
principais agentes de comprometimento a qualidade de amostras de sémen congelado
(SOUZA et al., 2017).

Com o intuito de minimizar os danos ocasionados pelas elevadas concentracdes
de ROS, diversas moléculas com potencial antioxidante tém sido adicionadas aos
diluidores para congelacdo de sémen e muitas delas tem se mostrado efetivas em evitar
0s danos decorrentes do processo de oxidacdo observados apOs a criopreservacao
(SANCHEZ-RUBIO et al., 2020). Dentre as classes de antioxidantes, os flavonoides
como quercetina e fenois tem apresentado alto poder antioxidante, quando adicionados
ao diluidor de sémen de caprinos (WAHJUNINGSIG et al., 2019).

Apesar dos efeitos positivos, as moléculas antioxidantes disponiveis
comercialmente tém custo elevado e precisam de complexos processos para sua obtencéo.
Por outro lado, folhas e sementes de plantas sdo fontes riquissimas de moléculas
conhecidas como antioxidantes naturais, e 0s extratos (aquoso ou etanolico) dessas
plantas podem consistir em potenciais fontes de aditivos antioxidantes de baixo custo
(OLIVEIRA et al., 2009)

A Moringa oleifera Lam, planta arborea nativa da Asia, encontrada em regides
tropicais, € uma hortalica perene que apresenta baixo custo de producédo e boa adaptacédo
a periodos de estiagem (KARADI et al., 2006). Além disso, é conhecida por apresentar
grandes quantidades de minerais, vitaminas e proteinas, além de altos teores de
antioxidantes, como os acidos fenolicos e flavonoides, responsaveis por tornar o extrato
da folha de moringa uma substancia antioxidante bastante relevante (XU; CHEN; GUO,

2019). Khatun et al. (2009) relataram que folhas de M. oleifera contém lectinas, proteinas
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capazes de se ligar a carboidratos. Lectinas sdo capazes de interagir com glicoconjugados
presentes em superficies de diferentes tipos celulares, causando alteragdes no
funcionamento e na morfologia (ALMEIDA et al., 2020; CARNEIRO et al., 2022).

Portanto, o presente estudo investigou o efeito do extrato aquoso das folhas de
Moringa oleifera Lam, adicionado aos diluentes a base de leite desnatado ou Tris- gema
de ovo, na qualidade de espermatozoides caprinos, pos-congelacgéo.

2 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (CEUA/UFRPE) com licencga 123/2019.

2.1 Reagentes
Todos os reagentes usados neste estudo foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA).

2.2 Local do experimento

As folhas de Moringa oleifera (MO) foram colhidas no campus da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE, Recife, PE, Brasil), com autorizacdo do Instituto Chico
Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (38690), vinculado ao Ministério do Meio
Ambiente do Brasil. A preparacdo e caracterizacdo do extrato aquoso de MO foram
realizadas no Laboratorio de Bioquimica de Proteinas do Departamento de Biogquimica
da UFPE. A congelacdo do sémen e as analises pos-descongelacdo (analise
computadorizada da cinética espermatica e a microscopia de epifluorescéncia) foram
realizadas no Laboratério de Andrologia da UFRPE. Enquanto a analise da ultraestrutura
espermatica por microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi realizada no Laboratério
Aggeu Magalhdes (LIKA, Recife, PE, Brasil).

2.3 Preparacdo do extrato aquoso de Moringa oleifera Lam

Inicialmente, as folhas secas de MO foram trituradas e 10 gramas do po foi
misturado com agua destilada (100 mL), sob agitagdo constante (4h a 25 °C). Em seguida,
a mistura foi filtrada e centrifugada (9000 g, 15 min, 25 °C). O sobrenadante colhido

correspondeu ao extrato aquoso das folhas, o qual foi acondicionado em microtubos e
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congelado (-6 °C), sendo descongelado (37 "C) no momento da incorporagdo ao diluidor
de congelagéo de sémen caprino.

2.3.1 Analise fitoquimica do extrato de Moringa oleifera Lam.

Para determinacdo de metabdlitos secundarios molecular, o extrato aquoso das folhas
da MO foi liofilizado e 5 mg foi solubilizado em etanol 50% (v/v). Por fim, foram filtrados
para vials, utilizando filtros de PVDF (0,45 um). A analise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) foi realizada num sistema de cromatografia liquida de alta performance -
HPLC Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, EUA), acoplado a um detector de arranjo de
fotodiodo (DAD; Thermo Fisher Scientific) e equipado com bomba binaria (HPG-3x00RS,
Thermo Fisher Scientific), desgaseificador e amostrador automatico equipado com um loop
de 20 pL (ACC-3000, Thermo Fisher Scientific). O comprimento de onda foi fixado em 270
nm. As separa¢Oes cromatograficas foram obtidas com uma coluna C18 (250 mm x 4,6 mm

d.i., 5 um; Phenomenex®), equipada com pré-coluna (C18 de 4 mm x 3,9 m; Phenomenex®).

As separagOes foram efetuadas a temperatura de 25 °C. A fase movel foi constituida por agua
ultrapura (A) acidificada com &cido trifluoroacetico a 0,05%, e fluxo ajustado a 0,7 mL/min.
Um programa de gradiente foi aplicado como segue: 0-5 min, 20-25% de B; 5-10 min, 25-
40% de B; 10-20 min, 40-80% de B; 20-25 min, 80-85% de B; 25-30 min, 85-40% de B;
30-32 min, 40-20% de B; 32-34 min, 20% de B. Os dados foram analisados, apds a
injecdo emtriplicata, e processados usando o software Chromeleon 6.8 (Dionex/Thermo

FisherScientific, EUA). O teor foi calculado segundo a equacéo da reta dos padrdes utilizados.

2.3.2. Ensaio de atividade hemaglutinante

Para avaliar a presenca de lectinas no extrato, foi realizado o ensaio de atividade
hemaglutinante (AH). Foi utilizada uma suspensdo 2,5% (v/v) de eritrocitos de coelho
tratados com glutaraldeido. Os eritrécitos foram coletados por meio de protocolo aprovado
pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da UFPE (processo 23076.033782/2015-
70). No ensaio de AH, a amostra (50 pL) foi diluida serialmente (até 1:2048) em NaCl 0,15
M em microplacas de 96 pocos. Em seguida, 50 pL da suspensdo de eritrocitos foram
adicionados a cada poco. Eritrocitos incubados com NaCl 0,15 M foram usados como

controles. Apds 45 min, foi observada a ocorréncia de hemaglutinacao.
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2.4 Animais, colheita, avaliacdo do sémen fresco e congelacéo

Foram utilizados quatro reprodutores da raca Saanen, adultos, higidos, mantidos
sob sistema de confinamento na UFRPE e alimentados com feno de capim tifton, racdo
peletizada comercial (400g/dia) e 4gua ad libitum.

Os reprodutores foram previamente aprovados em exame clinico-androldgico e o0s
ejaculados foram colhidos em dias alternados, com auxilio de vagina artificial e de uma
fémea em estro como manequim. Foram obtidos 6 ejaculados de cada reprodutor,
totalizando 24 ejaculados.

Imediatamente ap6s a colheita de sémen foram avaliados a motilidade e o
turbilnonamento por meio de microscopia Gptica de contraste de fase (Olympus 100 X,
Tokyo, Japdo). Apenas os ejaculados com turbilhonamento > 3 e motilidade total > 70%
foram utilizados para formacao de pool seminal.

Cada pool de amostras de sémen foi centrifugado (600g por 10 minutos) duas
vezes, para retirada do plasma seminal, utilizando o meio Tris tampdo (3,605 g Tris; 2,024
g acido citrico; 1,488 g frutose, 100 mL de &gua ultrapura, pH 6.8), conforme descrito por
Silva et al. (2021). Apos a centrifugacéo, foi realizada a avaliacdo da concentracao
espermatica utilizando camera de Neubauer.

Para criopreservacdo, o pellet resultante do processo de centrifugacdo foi
ressuspendido em diluidor a base de leite desnatado (LD: 10 g leite em p6 desnatado;

0,0194 g glicose; 100 mL de agua ultrapura; 5% glicerol, pH 6,8), que correspondeu ao
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experimento |. Para o experimento 11, foi utilizado Tris-gema de ovo (TGO: 3,786 g de
Tris; 2,172 g de &cido citrico; 0,625 g de frutose; 20% de gema de ovo; 100 mL de &gua
ultrapura; 5% de glicerol, pH 6,8). Em ambos os experimentos, utilizou-se a concentragéo
final de 200x10° espermatozoides/mL. Apos diluicdo, as amostras desémen foram
suplementadas com diferentes concentragdes de extrato aquoso de MO de acordo com 0
grupo experimental: LD (controle, sem adigdo de MO), LD1 (1mg/mL), LD2 (2mg/mL)
e LD5 (5mg/mL) e TGO (controle, sem adicdo de MO), TGOl (Img/mL), TGO2
(2mg/mL) e TGOS (5mg/mL).

2.5 Congelacdo do sémen

Apos a diluicdo, as amostras foram envasadas em palhetas (0,25 mL) e congeladas
em sistema automatizado de congelagédo de sémen (TK Tecnologia em congelagdo LTDA,
Uberaba, Brasil), utilizando curva de refrigeracéo de -0,25 °C/ min, até atingir 5 °C. Entao
as amostras permaneceram em estabilizacdo por mais 120 min a5 °C. Em seguida, foi
iniciada a curva de congelagdo (-20 °C/ min), até atingir -120 °C, quando as palhetas
foram imersas e em seguida armazenadas em nitrogénio liquido (- 196 °C), até a

realizacdo das analises.

2.6 Descongelacdo e avaliacdo do sémen

Para realizacao das analises, duas palhetas de sémen de cada grupo experimental
foram descongeladas (37 °C/30 s). Imediatamente apds a descongelacéo, o conteudo das
palhetas foi agrupado e as amostras foram submetidas as seguintes avaliacOes:

A avaliacdo da cinética espermatica foi realizada no sistema computadorizado de
analise espermatica (CASA, SCA™: Microptics, S.L., Versdo 5.1, Barcelona, Espanha).
Uma aliquota (2,5 uL) de cada amostra foi colocada em lamina pré-aquecida (37 °C),
coberta com laminula e avaliada em microscopia de contraste de fase (Eclipse 50i, Nikon,
Japdo). As imagens foram capturadas usando uma camera de video (Basler Vision
Tecnologie™ A312FC, Ahrensburg, Alemanha), com magnificacio de 100x. Para cada
amostra, cinco campos aleatérios e ndo consecutivos foram registrados. As seguintes
variaveis foram avaliadas: motilidade total (MT; %), motilidade progressiva (MP; %),
velocidade curvilinear (VCL; um/s), velocidade em linha reta (VSL; um/s) e velocidade
média do percurso (VAP; um/s), linearidade (LIN; %), retilinearidade (STR;
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%), wobble (WOB), amplitude lateral da cabega (ALH), frequéncia de batimento de cauda
(BCF) e a porcentagem de espermatozoides rapidos (RAP; %).

As variaveis do sistema CASA foram mensuradas usando as seguintes
configuracdes: temperatura (37 °C), ampliacdo (100x), quadros por segundo (25), area da
cabeca (20-70 um?), VAP (lento ;10 pm / s, médio <45 pum / s, rapida <75 um / s),
progressividade (80% STR) e linearidade (50% LIN).

As analises de integridade de membrana plasmatica (iMP) e integridade de
acrossoma (iAC) foram realizadas por meio de microscopia de epifluorescéncia (x400;
Carl Zeiss, Gottingen, Germany). A iMP foi avaliada pelo método de dupla coloracéo,
utilizando os fluorocromos diacetato de carboxifluoresceina (CFDA; 0,46 mg/mL em
DMSO) e iodeto de propidio (IP; 0,5 mg/mL em PBS). Para cada tratamento, uma aliquota
(30 pL) da amostra foi corada com 5,0 uL de CFDA ¢ 5,0 uL IP, incubada por 10 min (25
°C). Um total de 200 espermatozoides foram avaliados usando filtro de excitacdo DBP
485/20 nm e filtro de emissdo de 580-630 nm. O DCF é um éster ndo polar que, quando
em contato com a célula integra, fluoresce de verde. Ja o iodeto de propidio penetra na
membrana plasmatica quando ha algum dano e, por sua composicéo ter afinidade pelo
DNA da célula, cora a célula de vermelho (SILVA et al., 2009).

A avaliacdo da integridade de membrana acrossomal (iIAC) foi realizada
utilizando o fluorocromo isotiocianato de fluoresceina conjugado a Peanut aglutinin
(FITC-PNA; 100 pg/mL em PBS). Para cada tratamento, uma aliquota (10 puL) da amostra
foi utilizada para confecgdo de estiraco, que, apos seco ao ar, foi corado com 20uL de
FITC-PNA e incubado em cémara Umida (4 °C) por 20 minutos, no escuro.
Posteriormente, as laminas foram imersas em TRIS tampdo, duas vezes, e secas
naturalmente. Imediatamente antes da avaliacdo, 5,0 pL do meio de montagem (4,5 mL
de glicerol, 0,5 mL PBS e 5,0 mg de p-fenilediamine) foram colocados na lamina e
cobertos com laminula. Ao todo, 200 espermatozoides por lamina foram avaliados sob
imersdo, utilizando filtro de emissdo LP 515 nm e filtro de excitacdo BP 450-490 nm.
Com a utilizacdo do FITC-PNA, a integridade acrossomal é avaliada segundo a coloracdo
observada em microscopia (Silva e Guerra, 2012). Os espermatozoides com acrossoma
intacto sdo marcados de uma coloracdo verde brilhante, ja 0s espermatozoides com
acrossoma reagidos, sdo corados de verde em toda extensdo da cabeca (ROTH et al.,
1998).
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2.7 Microscopia eletronica de varredura

Para andlise ultraestrutural, os espermatozoides das diferentes amostras de sémen
caprino congeladas em diluente a base de leite desnatado (LD, LD1, LD2, LD5) ou Tris-
gema de ovo (TGO, TGO1, TGO2 e TGOS) foram lavadas 3 vezes em tampdo fosfato
salino (PBS; pH 7,2) e fixadas por 2h a 25 °C em solucao contendo 2,5% de glutaraldeido,
4% de paraformaldeido em tampé&o cacodilato a 0,1 M (solucdo de Karnovsky; pH 7,2).
Em seguida, as células foram lavadas 3 vezes em PBS e p6s- fixadas por 1h em solucéao
a 1% de tetroxido de dsmio a 0,8%, ferricianeto de potassio a5 mM e CaCl.em 0,1 M de
tampdo cacodilato, por 30 minutos, no escuro. As células foram lavadas mais 3 vezes em
PBS, aderidas com poli-L-lisina em laminulas, desidratadas gradativamente em solucao
de etanol (etanol a 7, 15, 30, 50, 70, 90 e 100%), submetidas ao ponto critico no aparelho
HCP-2 Critical Point Dryer (Hitachi, Tokyo, Japan) e metalizadas com uma camada de
ouro de, aproximadamente, 20 nm. Asimagens foram geradas pelo microscépio eletronico
de varredura JEOL JSM-.5600LV (JEOL, Tokyo, Japan). Foi realizada uma avaliagéo
descritiva das estruturas espermaticas. Na cabeca, 0 acrossoma e a membrana plasmatica

foram analisados. Na cauda, foram observadas a peca intermediaria e o flagelo.

2.8 Analise estatistica

Os grupos experimentais foram testados para a normalidade usando o Teste
Shapiro-Wilk. Em seguida, as varidveis parametricas foram submetidas a analise de
variancia (ANOVA) unilateral, seguida do teste de Tukey. As variaveis naoparamétricas
foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis. Os dados foram expressos como média +
DP (desvio padrdo) e foram considerados significativos se p < 0,05. As analises

estatisticas foram realizadas utilizando-se a versdo GraphPad Prism8 (Version 8.0.1).

3 RESULTADOS

Segundo os espectros de varredura (Figura 1), foipossivel identificar a presenca
de derivados flavonoidicos semelhantes a rutina e vitexina, de acordo com a comparagao
entre 0 espectro de UV de cada pico e o espectro de UV de padrdes utilizados
sendo observado: rutina (maximos 250 e 355 nm) e vitexina (maximos 270 e 330 nm). Os
teores de rutina e vitexina calculados foram de 0,29 e 0,02 g%, respectivamente. O extrato

ndo foi capaz de promover a aglutinacdo de eritrécitos, ou seja, ndo foi detectada a
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presenca de lectinas.
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Figura 1: Cromatograma obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Fonte:
Laboratorio de Farmacognosia- UFPE, 2019.

3.1 Experimento 1: Efeito da congelacdo de sémen caprino em diluidor a base de leite

desnatado suplementado com extrato aquoso de folhas de M. oleifera (MO)

3.1.1 Avaliacéo da cinética e integridade espermatica

A suplementacdo do diluidor a base de leite desnatado com o extrato aquoso de
MO néo afetou (p > 0,05) as variaveis de MT, MP, RAP, VCL, VSL, VAP, LIN, ALH e
BCF (Tabela 1) do sémen caprino congelado e descongelado. No entanto, o grupo LD5
apresentou menores valores (p < 0,05) de STR, quando comparado aos grupos LD, LD1
e LD2. O STR do grupo LD2 foi menor que no grupo LD1 (p < 0,05). Ja na variavel
WOB, o grupo LD5 foi inferior (p < 0,05) aos demais grupos.

Mo
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Tabela 1. Valores médios dos parametros cinéticos de espermatozoides caprinos, apds
congelacdo em diluente & base de leite desnatado, adicionado de diferentes concentracoes
(Img/mL, 2mg/mL ou 5mg/mL) de extrato aquoso de folhas de Moringa oleifera

Grupos Experimentais

Variaveis LD LD1 LD2 LD5
MT (%) 45.23+7.99 47.63+9.62 43.30+10.65 31.68+7.43
MP (%) 20.24+4.83  22.55+5.77 18.68+ 7.64 7.02+ 8.03
RAP (%) 23.45+7.17 19.73+9.59 18.23+7.32 7.03%3.23
VCL (um/s) 97.92+20.92  84.33+19.37  95.08+22.10  91.67+26.61
VSL (um/s) 58.88+10.16  57.32+13.77 49.98+3.28 31.28+10.66
VAP (umis) 75.47+14.78  68.62+16.98 65.759.41 50.80+7.22
LIN (%) 61.10+7.97 67.88+6.39 56.95+15.28  38.53+22.74
STR (%) 78.55+5.93”B  83.62+3.66°  79.02+8.328  61.87+20.61C
WOB (%) 77.50+4.72"  81.05+4.60°  71.10+11.60  58.37+14.76°
ALH (um/s) 3.10+0.61 2.67+0.35 3.53+1.14 3.90+1.24
BCF (Hz) 11.23+1.00 10.02+1.01 12.27+1.78 9.27+3.00

LD = Leite desnatado, sem adi¢cdo de MO; LD1 = Leite desnatado acrescido de 1mg/mLde MO;
LD2 = Leite desnatado acrescido de 2mg/mL de MO; LD5 = Leite desnhatado acrescido de
5mg/mL de MO. MT: motilidade total; MP: motilidade progressiva; RAP: células rapidas; VCL.:
velocidade curvilinear; VSL: velocidade em linha reta; VAP: velocidade média do percurso; LIN:
linearidade; STR: retilinearidade; WOB: wobble; ALH: amplitude lateral da cabeca; BCF:
frequéncia de batimento de cauda. #B: Letras distintas na mesma linha demonstram diferenca
significativa entre os grupos (p < 0,05).
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O percentual de espermatozoides com membrana plasmaética integra foi menor
no grupo LD2 e LD5 do que no grupo LD (p < 0,05). N&o foram observados quaisquer
efeitos do extrato aquoso da MO suplementado em diluidor & base de leite desnatado sobre

a IAC pos-descongelacdo do sémen caprino (p > 0,05).

Tabela 2. Percentuais de espermatozoides caprinos portadores de membrana plasmatica
(iMP) e membrana acrossomal (iAC) integras, apés congelacdo em diluente a base de
leite desnatado, adicionado de diferentes concentragdes (1mg/mL, 2mg/mL ou 5mg/mL)
de extrato aquoso de folhas de Moringa oleifera e avaliados em microscopia de
epifluorescéncia

Grupos Experimentais

Variaveis

LD LD1 LD2 LD5
IMP (%) 45.00+8.20"  39.67+12.04"B  27.33+15.79B  28.67+16.598
IAC (%) 28.25+4.66 28.00+8.77 24.25+8.55 31.76+8.81

LD = Leite desnatado, sem adicdo de MO; LD1 = Leite desnatado acrescido de 1mg/mLde MO;
LD2 = Leite desnatado acrescido de 2mg/mL de MO; LD5 = Leite deshatado acrescido de
5mg/mL de MO. Dados estdo expressos em média + desvio padrdo. *B: Letras distintas na mesma
linha demonstram diferenga significativa entre os grupos (p < 0,05).

3.1.2 Avaliacéo da ultraestrutura por microscopia eletronica de varredura

A analise de microscopia eletronica de varredura comprovou por meio de imagens,
danos extensos a membrana plasmatica, tanto na regido da cabeca quanto do colo, dos
espermatozoides caprinos congelados em diluidor a base de leite desnatado,
suplementado com diferentes concentracBes do extrato aquoso das folhas a MO (Figura
2). A analise dos espermatozoides do grupo controle (LD; Figuras 2A e 2B) evidenciou a
membrana plasmatica intacta, enquanto nas amostras dos grupos tratados (Figuras 2C, 2E
e 2G, respectivamente) com diferentes concentra¢des (1mg/mL, 2mg/mL ou 5mg/mL) de
extrato aquoso de folhas de (Figuras 2C,2D, 2E, 2G e 2H, respectivamente) MO
observaram-se danos erosivos na membrana plasmatica localizada na cabeca dos
espermatozoides e danos localizados na regido do colo, em espermatozoides do grupo
LD2 (Figura 2F). A ferramenta do MEV foi capaz de auxiliar na confirmagéo das lesoes

encontradas em cada grupo experimental, comprovando os danos estatisticos observados
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em integridade de membrana plasmatica e acrossomal encontradas no presente estudo.
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Figura 2. Espermatozoides caprinos, ap6s congelacdo em diluente a base de Leite Desnatado,
adicionado de diferentes concentracdes de extrato aquoso de folhas deMoringa oleifera, obtidas
em microscépio eletrénico de varredura. A e B) grupo controle apresentando membranas
plasmaticas integras; C) e D) grupo LD1 apresentando lesdo na membrana plasmatica (seta); E e
F) grupo LD2 apresentando perda de integridade de membrana (seta) e alteracdes na regido do
colo espermatico (cabeca de seta); G e H) grupo LD5 apresentando lesdo intensa de membrana
espermatica (seta) e alteracBes na regido do colo espermatico (cabeca de seta).
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3.2 Experimento 2: Efeito da congelacdo de sémen caprino em diluidor a base de
Tris-Gema de ovo suplementado com extrato aquoso de folhas de Moringa oleifera
(MO)

3.2.1 Avaliacéo dos parametros de cinética e integridade espermatica

Os parametros de cinética espermatica de amostras de sémen caprinosubmetidas
a congelacdo utilizando diluidor a base de Tris-Gema de ovo suplementado com MO
estdo expressos na Tabela 3. A excecdo do WOB, as demais variaveis cinéticas nao
apresentaram diferenca (p > 0,05) entre os grupos tratados (TGO1, TGO2 e TGO5), em
relacdo ao grupo controle (TGO). Observou-se que o WOB foi menor (p
< 0,05) no grupo TGO5, em comparagdo ao grupo TGO (controle). No entanto, ndo
diferiu (p > 0,05) dos demais tratamentos (TGO1 e TGO?2).

Quanto aos parametros de integridade espermatica (Tabela 4), avaliados em
microscopio de epifluorescéncia, ndo foi observado qualquer efeito da suplementacéo
com o extrato aquoso das folhas da MO, ao diluidor TGO, sobre os porcentuais de
espermatozoides portadores de membranas plasmatica (iMP) e acrossomal (iAC)

integras.
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Tabela 3. Valores médios dos parametros cinéticos de espermatozoides caprinos, apds
congelacdo em diluente & base de Tris-Gema de ovo, adicionado de diferentes
concentragdes (Img/mL, 2mg/mL ou 5mg/mL) de extrato aquoso de folhas de Moringa
oleifera

Grupos Experimentais

Variaveis TGO TGO1 TGO?2 TGO5
MT (%) 50.43+12.89 50.22+11.10 49.75+9.960  47.38+8.35
MP (%) 27.9948.51 27.68+3.43  28.37+7.01  20.90+10.35
RAP (%) 10.96+5.3  8.40#551  1528+9.21  6.33+7.02
VCL (um/s) 66.26+9.20  64.45+10.68 72.05+10.50  71.87+15.43
VSL (um/s) 47.97+6.76 43.95+11.21  50.87+9.53  39.65+8.54
VAP (%) 55.11+5.09  50.72+10.15 58.43+9.76  49.68+10.47
LIN (%) 73.70+13.96  68.02+9.93  70.58+7.37  56.43+13.71
STR (%) 86.97+7.83  86.15+5.26  86.83+3.80  79.93+8.52
WOB (%) 84.03+9.73" 78.65+6.78"% 83.18+2.54"® 69.82+10.26°
ALH (%) 1.90+0.57 2.25+0.37 2.30+0.34 2.53+0.6
ALH (%) 1.90+0.57 2.25+0.37 2.30+0.34 2.53+0.6
BCF (%) 9.41#0.57  10.67+0.70  10.48+1.21  12.22+2.01

TGO = Tris-Gema de ovo, sem adi¢do de Moringa oleifera; TGO1 = Tris-Gema de ovoacrescido
de 1mg/mL de Moringa oleifera; TGO2 = Tris-Gema de ovo acrescido de 2mg/mL de Moringa
oleifera; TGO5 = Tris-Gema de ovo acrescido de 5mg/mL de Moringa oleifera. MT: motilidade
total; MP: motilidade progressiva; RAP: células rapidas; VCL: velocidade curvilinear, VSL:
velocidade em linha reta; VAP: velocidade média do percurso; LIN: linearidade; STR:
retilinearidade; WOB: wobble; ALH: amplitude lateral da cabega; BCF: frequéncia de batimento
de cauda. *B: Letras diferentes na mesma linha demonstram diferenca significativa entre os
tratamentos (p < 0,05).
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Tabela 4. Percentuais de espermatozoides caprinos portadores de membrana plasmética
(iMP) e membrana acrossomal (iAC) integras ap6s congelacéo em diluente a base de Tris-
Gema de ovo, adicionado de diferentes concentragdes (Img/mL, 2mg/mL ou 5mg/mL)
de extrato aquoso de folhas de Moringa oleifera e avaliados em microscopia de
epifluorescéncia

Grupos Experimentais

Variaveis

TGO TGO 1 TGO 2 TGO 5
IMP (%) 37.17+4.31 45.50+8.22 48.58+16.42 41.33+14.77
iIMA (%) 23.00+7.64 26.93+10.24 27.57+7.39 26.07+8.78

TGO = Tris-Gema de ovo, sem adigdo de MO; TGO1 = Tris-Gema de ovo acrescido de 1mg/mL
de MO; TGO2 = Tris-Gema de ovo acrescido de 2mg/mL de MO; TGO5 = Tris-Gema de

ovo acrescido de 5mg/mL de MO. Dados estdo expressos em média + desvio padréo.

AB: Letras diferentes na mesma linha demonstram diferenca significativaentre os grupos (p < 0,05).

3.2.2 Avaliacéo da ultraestrutura por microscopia eletronica de varredura

A analise de microscopia eletrénica de varredura evidenciou efeito deletério sobre
a membrana plasmatica dos espermatozoides caprinos congelados em diluidor a base de
Tris-gema de ovo, suplementado com o extrato aquoso das folhas da MO. Foi ainda
observado que o efeito deletério dessa suplementacdo ocorreu de forma dose- dependente.

A andlise dos espermatozoides do grupo controle (TGO; Figuras 3A e 3B)
evidenciou a membrana plasmatica intacta, enquanto nas amostras dos grupos tratados
com diferentes concentragBes (1mg/mL, 2mg/mL ou 5mg/mL) de extrato aquoso de
folhas de (Figuras 3C, 3E e 3G, respectivamente) MO observaram-se danos erosivos na
membrana plasmatica localizada na cabeca dos espermatozoides e danos localizados na
regido do colo, em espermatozoides do grupo TGO2 (Figura 3F). Também foi observada
célula integra no grupo TGO1.

A ferramenta do MEV foi capaz de auxiliar na confirmacéo das lesdes encontradas em
cada grupo experimental, comprovando os danos estatisticos observados em integridade de

membrana plasmatica e acrossomal encontradas no presente estudo.
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Figura 3. Espermatozoides caprinos, apos congelacdo em diluente a base de Tris-Gema de ovo,
adicionado de diferentes concentragdes de extrato aquoso de folhas de Moringa oleifera, obtidas
em microscopio eletrénico de varredura. A e B) grupo TGO (controle) apresentando membranas
plasmaticas integras; C) grupo TGOL1 apresentando lesdo (seta) na membrana plasmatica; D)
grupo TGO1 apresentando membrana plasmaética integra (*); E) grupo TGO2 apresentando
descamacao (seta) da membrana plasmaética; F) grupo TGO2 apresentando fragmentac&o no colo
espermatico (cabeca de seta); G e H) grupo TGOS5 apresentando membranas plasmaticas
danificadas (seta) e membrana plasmatica integra (*).
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4 DISCUSSAO

Neste estudo investigamos o efeito da adicdo de extrato aquoso da folha de
Moringa oleifera aos diluidores a base de leite desnatado e Tris-gema de ovo para
congelacdo de sémen de caprinos. O extrato utilizado foi caracterizado, onde se observou
que em sua composicdo haviam apenas os compostos flavonoides, rutina e vitexina,
considerados potentes agentes antioxidantes (MATA-CAMPUZANO et al.,, 2012;
BABAEI et al., 2020).

A vitexina (apigenina-8-C-glucosideo) é uma flavona e glicosideo derivado da
apigenina encontrado em alimentos e plantas medicinais. Essa substancia apresenta uma
variedade de efeitos farmacoldgicos, incluindo antioxidante (BABAEI et al., 2020). A
rutina € um fitoquimico da classe flavonoidal, possuindo um esqueleto basico de 3,4,5,7-
terahidroxiflurona-3-D-rutinosideo, sendo amplamente distribuida na natureza em varios
vegetais e frutas (YANG et al., 2006). Além disso, a rutina também possui uma variedade
de atividades farmacologicas (HORVATH,2005), incluindo atividade antioxidante
(VERBEEK et al., 2004; HUGHES et al., 2008).

Muitas pesquisas tém sido realizadas utilizando diferentes compostos flavonoides
adicionados a diluentes de criopreservacdo de sémen em diversas espécies eobtiveram
resultados variados (MATA-CAMPUZANO et al., 2012; MORETTI et al., 2012; SILVA
et al., 2012; SILVA et al., 2016; ARRUDA et al., 2018; SILVA et al.,

2019). No entanto, os trabalhos com vitexina e rutina sdo escassos.

No presente estudo, a adi¢do do extrato aquoso de MO, contendo exclusivamente
rutina e vitexina, aos diluentes de congelacdo de sémen de bode provocaram mudancas
no padrdo de cinética e de integridade de membrana plasmatica dos espermatozoides,
apos a descongelacdo. Observou-se que a adicdo do extrato aquoso de MO afetou
negativamente os parametros de STR e WOB no LD (Exp 1) e 0 WOB no TGO (Exp 2),
sendo essa reducdo dependente da concentragdo utilizada. Estes achados estdo de acordo
com estudo realizado por Moretti et al. (2012), que adicionaram diferentes concentracfes
de rutina ao sémen humano e observaram reducdodose-dependente da progressividade
das células espermaticas. Pesquisa realizada por Silva et al. (2016) evidenciou que, ao
adicionarem flavonoides (resveratrol e quercetina)ao diluente de congelacdo de sémen de

bodes, & base de leite desnatado, observaram reducgdo nos valores de WOB.
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Estes efeitos inibitdrios sobre 0 STR e WOB podem impactar sobre a fertilidade
dos espermatozoides, ja que o WOB ¢é descrito como sendo inversamente proporcional a
STR (PERUMAL et al., 2014), parametro positivamente correlacionado com a taxa de
fertilidade (MATOS et al., 2008). Assim, € possivel que a reducdo desses parametros
possa estar relacionada ao inicio de um processo oxidativo das células, ja que a atividade
antioxidante ou a pro-oxidante de flavonoides dependem de sua estrutura, da
concentragdo e da fonte de radicais livres (KESSLER et al., 2003; BARREIROS et al.,
2006; PROCHAZKOVA et al., 2011) e o extrato de MO era composto de dois potentes
antioxidantes e os efeitos foram dependentes da dose.

De acordo com Mata-Campuzano et al. (2012), durante a avaliagdo do estresse
oxidativo de sémen ovino mantido em temperatura ambiente, observou-se que a
diminuicdo da motilidade espermatica pode estar mais relacionada a eliminagéo excessiva
de ROS pela rutina do que pelo efeito toxico direto. Quanto a vitexina, ela agecomo
antioxidante, promovendo a atividade da glutationa peroxidase a qual resulta na
diminuicdo da descarga de ROS (ABDULAI et al., 2021). No entanto, nesta pesquisa, 0
efeito parece ter sido pré-oxidante, possivelmente devido ao excesso e/ou pela associacao
com outro potente antioxidante, como a rutina.

Além das alteracdes na cinética espermatica, o extrato de MO provocou danos
estruturais na membrana plasmatica das células, observada tanto por microscopia de
epifluorescéncia quanto por microscopia eletrdnica de varredura. A cinematica
(MORTIMER, 2000) e a integridade de membrana plasmatica e acrossomal (SILVA e
GADELLA, 2006) sdo essenciais para a fertilidade do espermatozoide, portanto, os danos
ocasionados podem comprometer a fertilidade.

A reducéo no percentual de células com membranas viaveis também foi observada
por Mata-Campuzano et al. (2012), apds incubarem (37 °C por até 4h) espermatozoides
de carneiros, descongelados em meio suplementado com Rutina. O mesmo foi observado
por Moretti et al. (2012) ao adicionarem rutina ao sémen humano.Danos nas membranas
plasmaticas de espermatozoides, ocasionados por flavonoides, sdo frequentemente
associadas por diversos autores ao efeito pro-oxidante, dependente da concentracdo, que
desencadeiam a peroxidacdo lipidica das membranas (WAHJUNINGSIH et al., 2018;
EL-KHAWAGAH et al.,, 2020; RAMCHANDRA et al., 2021). A atividade pro-
oxidante do flavonoide esta ligada ao total de grupamentoshidroxilas encontradas em
uma molécula (CAO et al., 1997).
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N&o hé relatos na literatura sobre a adicdo de vitexina adicionada ao diluidor de
sémen de qualquer espécie, ou da associacdo de vitexina e rutina. Desta forma, devido a
escassez de estudos anteriores relacionados com as agdes desses compostos sobre a
funcdo espermética in vitro, os resultados dos seus efeitos ndo sdo intensamente
discutidos.

Apesar de alguns estudos (WAHJUNINGSIH et al., 2019; MOICHELA et al.,
2020) terem demonstrado a adicao de extratos etanolico /aquoso de MO, respectivamente,
em amostras de sémen, ndo ha caracterizacdo do extrato utilizado nessas pesquisas.
Assim, uma vez que a quantidade de antioxidante e outros componentes presentes em
cada estrutura da planta, como também o tipo de antioxidante encontrado pode variar de
acordo com o ambiente em que esse material foi coletado (XU et al., 2019), os resultados
do presente artigo e estudos citados ndo podem ser comparados entre si.

No trabalho de Wahjuningsih et al. (2019), avaliou-se o efeito do extrato alcoolico
da folha de MO na descongelacdo de sémen caprino e observou-se um efeito negativo
com a suplementacdo de 7% de MO e os autores relacionaram o fato, possivelmente, a
quantidade excessiva de antioxidantes que promoveram um efeito pro- oxidante,
resultado semelhante aos encontrados na presente pesquisa.

Quando se trata da suplementacéo oral com extratos da folha de MO, demonstrou-
se que a mesma pode ter um efeito benéfico na performance de ratos, apos disfuncgdes
sexuais ocasionadas por estresse. Entretanto, ndo foi possivel definir seu real mecanismo
de acdo (PRABSTTROO et al., 2015). No entanto, segundo Obembe e Raji (2018), o
extrato da semente de MO pode ser considerado toxico para o sistema reprodutor
masculino, apresentando efeitos deletérios em androgenos testiculares, proteina total
testicular e variaveis espermaticas, devido a inducdo do estresse oxidativo.

Lectinas tém sido descritas como capazes de promover alteracdes na morfologia e
funcionamento de diferentes tipos celulares, tais como bactérias, fungos, protozoarios,
células digestivas de insetos e células cancerosas (LIMA et al., 2017; ARANDA-SOUZA
et al., 2018; SILVA et al., 2018, 2019; PATRIOTA et al., 2019). Apesar do relato da
presenca de lectinas nas folhas de M. oleifera, ndo foram detectadas essas proteinas no
extrato aquoso avaliado no presente estudo, o que descarta a possibilidade do

envolvimento nas alteracdes observadas nos espermatozoides.
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5 CONCLUSAO

Conclui-se que a suplementacdo dos diluidores, a base de leite desnatado ou Tris-
gema de ovo, para congelacdo de sémen caprino com o extrato aquoso de M. oleifera, nas
concentracdes de 1, 2 e 5 mg/mL, afeta os parametros de progressividade espermatica
(SRT e WOB) e prova danos a membrana plasmatica, de forma dose- dependente.
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