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Resumo

CARDOSO, Taind F. Utilizacdo de Extrato de Propolis no Congelamento de
Sémen Suino. 2012. 63f. Trabalho de Conclusdo de Curso — Curso de
Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O congelamento de sémen suino ainda ndo é uma realidade em nivel comercial,
devido principalmente, as caracteristicas intrinsecas da célula espermética,
propensa ao ataque de radicais livres. Desta forma, uma alternativa seria a
incorporagdo de antioxidantes ao diluente de congelamento. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a atividade antioxidante de extrato de prépolis ho congelamento
de sémen suino, sobre qualidades celulares in vitro. Para isso, foram utilizados 20
ejaculados, coletados através da técnica de mao enluvada. Posteriormente, junto ao
diluente de refrigeracdo, a base de gema de ovo e lactose 11%, foi adicionado o
extrato de propolis (20 mg/mL) para concentracdes finais de 0,05; 0,1; 0,15 e 0,2%
(v/v). Tanto no sémen fresco, quanto no pés-descongelamento foram realizadas as
analises de motilidade, integridade de membrana e acrossoma, e funcionalidade
mitocondrial. No sémen descongelado foram realizadas ainda as andlises de
integridade de DNA, teste de penetracdo in vitro, nimero de espermatozoides por
odcitos, quantificacdo de espécies reativas de oxigénio e capacidade antioxidante
total. Todas as variaveis foram analisadas pelo teste Kruskal-Wallis no programa
Statistica 9.0. Ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos contendo
diferentes concentracdes de extrato de propolis e o controle para todas as variaveis
analisadas. Portanto ndo foi encontrada acao antioxidante do extrato de prépolis
pos-descongelamento de sémen suino, bem como ndo houve incremento nos
parametros de qualidade seminal analisados.

Palavras-Chave: Adjuvante. Antioxidante. Criopreservacgao.



Abstract

CARDOSO, Taind F. Utilizacdo de Extrato de Prépolis no Congelamento de
Sémen Suino. 2012. 63f. Trabalho de Conclusdo de Curso — Curso de
Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Freezing of boar semen is not yet a reality in commercial level, due mainly to the
intrinsic characteristics of the sperm cell, prone to attack by free radicals. Thus, an
alternative would be the incorporation of antioxidants to the diluent freezing. The aim
of this study was to evaluate the antioxidant activity of propolis in freezing boar
semen on in vitro cell qualities. For this, we used 20 ejaculates collected via the
gloved hand technique. Subsequently, with the thinner cooling, the base of egg yolk
and 11% lactose was added propolis extract (20 mg / mL) to final concentrations of
0.05, 0.1, 0.15 and 0.2 % (v / v). Both in fresh semen, as in posted-thaw were
conducted analyzes of motility, and acrosome membrane integrity and mitochondrial
function. In thawed semen were also performed analyzes of DNA integrity, in vitro
penetration test, number of spermatozoa per oocyte, quantification of reactive
oxygen species and total antioxidant capacity. All variables were analyzed using the
Kruskal-Wallis test in Statistica 9.0. There was no statistical difference between
treatments containing different concentrations of propolis extract and control for all
variables. So there was no antioxidant activity of propolis extract after thawing of
boar semen, and there was no increase in semen quality parameters analyzed.

Key Words: Adjuvant. Antioxidant. Cryopreservation.



Lista de Tabelas

Tabela 1: Concentracdo de compostos fendlicos presentes na amostra de propolis

utilizada.

Tabela 2: Motilidade esperméatica (MOT), integridade da membrana (MEM) e do
acrossoma (ACRO) e funcionalidade mitocondrial (MIT), a fresco e apds o
descongelamento de sémen suino com diluente incluindo diferentes concentracbes

de propolis (médias £ EPM)* — expresso em porcentagem...........cooovvvvvvvvvvnvnnnienann 51

Tabela 3: Integridade de DNA, taxa de penetracdo espermatica (TP) e numero de
espermatozoide por odcito (ESP), em porcentagem, apds o descongelamento de

sémen suino com diluente incluindo diferentes concentracdes de propolis (médias +

Tabela 4: Producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e capacidade
antioxidante total (TOSC) expressa pela area por unidade de fluorescéncia, apos o
descongelamento de sémen suino com diluente incluindo diferentes concentracdes

de propolis (MEAIAS £ EPM).......uiiiiiie it 52



Lista de Abreviaturas e Siglas

ABAP - 2,2’ —azobis (2-metilpropionamidina) dihidrocloreto
BTS - Solucéao de descongelamento BTS®

cm — Centimetros

DC - Diluente de Congelamento

DI- Doses Inseminantes

DMA - N,N Dimetilacetamida

DNA - Acido Desoxirribonucleico

DR - Diluente em Resfriamento

EROs - Espécies Reativas De Oxigénio

g — Gramas

h — Horas

H2DCF-DA - 2'7’Diacetato de Diclorofluoresceina
IA - Inseminacdes Artificiais

IP — lodeto de Propidio

m — Metros

min — Minuto



mL — Mililitro

nm — Nandmetro

PBS - Solucao salina tamponada

Rh123 — Rhodamina 123

s — Segundos

v — Volume

ML — Microlitros



Sumario

1. INTRODUGAO GERAL ....ooovveieieieeeeeeeeeeeeeeeee s s s s s en s st 14
2. ARTIGO 1 — REVISAO BIBLIOGRAFICA.........cooeevieeeeeeeeeeeen e 17
RESUMO ..ot ee ettt en s s s e en s s s esee sttt 18
ABSTRACT ...ttt e ettt et e et et s et et es et et e e s s st et ete s e e teneneens 19
INTRODUGAD ...ttt ettt ettt ettt e st s st e aeesteeaeeseesreesaneneas 19
CARACTERISTICAS DA CELULA ESPERMATICA SUINA .......ccocevviicieeecee, 21

............................................................................................................................... 23
DILUENTES PARA RESFRIAMENTO E CONGELAMENTO ......coiiiiiiiiieiiiiieeeeeee, 25
ANTIOXIDANTES ...t e e et e e e et e e e e eab e e e e eeann e aaeees 28
CONCLUSOES E PERSPECTIVAS ...ttt 29
REFERENCIAS ...ttt ettt ettt 30
3. OBJIETIVO GERAL ...t e e e e e e e e eeees 39
4. OBJIETIVOS ESPECIFICOS ..ottt 39
5. MATERIAIS E METODOS ... .ot eeean e e eees 39
5.1 Preparo do extrato de propoliS VErde ..............eeeiieieiiiiiieiiieeeee e, 39

STV 040 [=] - Wo [o3-1=] £ 11 o I UTE T TR T ORI 40



5.3 Processamento do ejaculado e CriopresServacao..........cccccvveeiieeeeeeeeeenvnnnnnnn 41

5.4 Avaliacdes in vitro de qualidade eSpermatica ..........ccccccevveveveeeeiiieeeeieeeneenen, 43
5.4.1 Motilidade eSPermMALICaA: ..........uiiiiiieeeieeeeic e 43
5.4.2 Integridade de membrana plasmatiCa...........ccccceevviiiiiiiiiiiiiiee e 44
5.4.3 Integridade de aCrOSSOMA: .......ciiiiieeiiieeiiiiiie e e e e e e 44
5.4.4 Integridade de DINA: .. ..o i 45
5.4.5 Funcionalidade mitocondrial: .................euuuiiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiies 46
5.4.6 Teste de penetracao OOCITANIA: .........coevvvrruiiiee e 46

5.5 AvaliagOes DIOQUIMICAS .....ccieiiiiiiiiiiieii et 48
5.5.1 Teste de CINtiCa ERO: ..........ooiiiiiiiiiiiee e 48
5.5.2 Capacidade antioxidante total (TOSC): ........uuuuuiuimimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeees 48

5.6  ANAlISE EStAtISHCA .......uvveeiiiiieiiiiiie e 49

6. RESULTADOS ...ttt e e e e et s e e e e et e e e e eeban e aaees 50
7. DISCUSSAD.....ouiiiiiiiieieieiete ettt 52
8. CONGCLUSAO ..ottt e s 56

9. REFERENCIAS ..ottt 56



1. INTRODUCAO GERAL

O uso de inseminacfes artificiais (IAs) sdo predominante em matrizes do
plantel tecnificado em granjas de producéo de suinos (BORTOLOZZO et al., 2005).
Atualmente a técnica é conduzida principalmente através da utilizacdo de doses
inseminantes (DI) resfriadas, a temperatura de 15-18 °C, acondicionadas em
diluente padrdo (solucdo de descongelamento BTS®) por, no maximo, cinco dias

(JOHNSON et al., 2000).

O uso de doses congeladas é altamente desejavel para a suinocultura,
sobretudo para a internacionalizacdo de mercados da espécie, por contribuir para a
manutencdo de germoplasma, preservacdo e dispersao da diversidade genética e

controle da transmissao de patdgenos (BAILEY et al., 2008).

Atualmente a utilizacdo de sémen congelado € restrita a programas de
melhoramento, formacdo de bancos genéticos e pesquisas cientificas (HOFMO &
GRELVE, 2000). Pois para uma IA utilizando sémen congelado se faz necessario

uma DI com numero de espermatozoides de duas a trés vezes maiores do que com
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as doses tradicionais (JOHNSON et al., 2000). Além de apresentar indices
reprodutivos insatisfatorios e inconsistentes, reduzindo a taxa de paricdo e tamanho
da leitegada por parto (HOFMO & GRELVE, 2000; JOHNSON et al., 2000), o que

inviabiliza economicamente sua utilizacdo em larga escala.

A técnica de criopreservacdo de sémen suino ainda ndo atingiu uma
padronizacdo, como ocorre na espécie bovina (WATSON, 2000), principalmente
devido as caracteristicas intrinsecas da célula espermatica suina quando comparada
a de outros mamiferos, uma vez que estas sd0 mais suscetiveis a alteracdes
estruturais e funcionais — fato que diminui sua capacidade fertilizante (BUHR et al.,

1994; WATSON, 2000).

A grande concentracdo de &acidos graxos insaturados nos fosfolipidios
presentes na membrana plasmatica do espermatozoide suino, com poucas ligacdes
duplas do tipo cis (CEROLINI et al., 2000), faz com que durante o processo de
criopreservacdo aumente significativamente a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) ndo contrabalanceada em nivel celular dada a baixa concentracdo
de antioxidantes presentes no plasma seminal suino (BREZEZINSKA-
SLEVBODZINSKA et al., 1995).

EROs tém efeito duplo sobre a funcdo do espermatozoide, em concentracdes

baixas, induz a capacitacdo espermética (FORD, 2004), a hiperativagdo (DE
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LAMIRANDE & GAGNON, 1993), inibe a reagédo acrossomal prematura (AITKEN et
al., 1995), e auxilia na fusdo do espermatozoide-odcito (AITKEN et al., 1989).
Contudo em quantidades excessivas, diminui a motilidade dos espermatozoides
(GUTHRIE & WELCH, 2006), inibi da fusdo espermatozoide-odcito (AITKEN et al.,
1989) e promove danos ao DNA (LOPES et al., 1998),

Uma maneira para transpor esse problema poderia ser a incorporagdo de
antioxidantes no diluente de congelamento, visando um balanco entre a producéo de

EROs e a quantidade de antioxidantes.

Como alternativa antioxidante pode utilizar-se da propolis verde - substancia
resinosa de composicdo complexa, coletada principalmente a partir da espécie
vegetal Baccharis dracunculifolia (BUFALO et al., 2010) por abelhas. O uso do
prépolis ja foi relatado para um amplo espectro de atividades bioldgicas, tais como
antibiética, antifangica, antiviral, anti-inflamatéria, antitumoral e antioxidante
(KIMOTO et al., 1995; PARK et al., 1998; KUJUMGIEV et al., 2005; CASTILHO,

2009).

Resultados demonstraram seu efeito protetor aos espermatozoides humanos
in vivo. Estes podem estar relacionados, pelo menos em parte, pela capacidade

antioxidante de seus componentes ativos, evidenciando sua capacidade de proteger
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a membrana espermatica, reduzindo o ataque oxidativo e peroxidagcdo lipidica

(RUSSO, 2006).

Os extratos etanoicos presentes na propolis possuem um alto conteudo de
flavondides (MORENO et al., 2000; NAGAI et al.,, 2003) - associados com a
atividade antioxidante através da inibicdo da atividade de enzimas envolvidas na
conversao de acidos graxos poliinsaturados de membrana em mediadores celulares
como fosfolipase A2, ciclooxigenase e lipooxigenase, além de uma potente atividade

de combate aos radicais livres (NAGAI et al., 2003).

Assim, este trabalho objetivou avaliar a utilizacdo do extrato de prépolis, em
diferentes concentracdes, no congelamento de sémen visando incremetar a

qualidade do sémen suino pos-descongelamento.



2. ARTIGO 1 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

Criopreservacdo de sémen suino: avancos tecnoldgicos e perspectivas.

Artigo de revisdo formatado de acordo com as normas da Revista Ciéncia

Animal.
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Criopreservacao de sémen suino: avangos tecnoldgicos e perspectivas.

(Cryopreservation of boar semen: technological advances and perspectives)

Taina Figueiredo Cardoso®?; Estela Fernandes e Silva® %; Carine Dalh Corcini®"

@ ReproPel, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas (UFPel), Campus

Capéo do Ledo, s/n° Caixa Postal 354, CEP 96010-900, Pelotas, RS.

@) Graduagdo em Biotecnologia — Centro de Desenvolvimento Tecnologico, Campus Cap&o

do Ledo, s/n°. Caixa Postal 354, CEP 96010-900, Pelotas, RS.

RESUMO

A criopreservacdo de sémen suino € uma biotécnica ainda ndo consolidada devido a alta
sensibilidade do espermatozoide da espécie ao processo de congelamento/descongelamento.
Contudo sua utilizacdo é altamente desejavel para o intercambio genético e manutencdo da
biosseguranca. Esta revisao tem como objetivo apontar os consideraveis avangos que tém sido
desenvolvidos nos dltimos anos, dado ao aperfeicoamento das técnicas ja existentes, como
caracterizacdo do ejaculado, ajustes na remocdo do plasma seminal e uso de adjuvantes na

confeccdo dos diluentes. Tornando sua aplicabilidade comercial possivel nos proximos anos.

Palavras-chave: espermatozoide, antioxidantes, diluentes, congelamento.
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ABSTRACT

Cryopreservation of boar semen is a biotechnique still unconsolidated due to high
sensitivity of the sperm of the species to freezing / thawing process. However its use is highly
desirable to genetic exchange and maintenance of biosafety. This review aims to point out the
considerable advances that have been developed and improvement of existing techniques,
such as characterization of the ejaculate, adjustments in the removal of seminal plasma and
adjuvants for making diluents. Making its commercial applicability possible in the coming

years.

Keywords: sperm, antioxidants, diluents, freezing.

INTRODUCAO

A criopreservacdo de sémen é uma biotécnica reprodutiva consolidada e difundida
desde 1975 (Grossfeld et al., 2008). Contudo, com relacdo a espécie suina, ainda existem
muitas dificuldades no processo de criopreservacdo do sémen, devido a notdria sensibilidade

dos espermatozoides ao processo de congelamento/descongelamento.

Melhorar a fertilidade do sémen congelado/descongelado tem sido um dos objetivos
da comunidade cientifica e da indUstria suina, pois a utilizacdo do sémen suino criopreservado
é altamente desejavel, principalmente para a internacionalizacdo de mercados da espécie, para
a manutencdo de germoplasma, preservacao e dispersao da diversidade genética, e o controle
da transmissdo de patogenos, impedindo a disseminacdo de patologias, como a Sindrome

Multissistémica Pos-Desmame e a Sindrome Respiratoria (Bailey et al., 2008).
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Contudo, esta tecnologia ainda ndo é suficiente para reproduzir indices de fertilidade

satisfatorios apds a inseminacdo artificial (IA) quando comparada ao sémen resfriado

(Johnson et al., 2000; Roca et al., 2003), devido a perda da capacidade fertilizante e da ndo

sobrevida de 40-50% dos espermatozoides durante o processo de criopreservacdo (Watson et

al., 2000). Fato que resulta em uma diminuicdo das taxas de pari¢do, em cerca de 20 - 30% e

do tamanho da leitegada de 2 - 3 leitGes (Romero et al., 2004).

A biotécnica de criopreservacdo compreende todo o processo de manipulacdo do

ejaculado, correspondendo a diluicdo, resfriamento, crioprotecdo, congelamento,

armazenamento a - 196 °C e descongelamento (Hammerstedt et al., 1990). Sendo dependente

das interacGes de fatores internos (caracteristicas inerentes dos espermatozoides e das

diferencas entre machos e ejaculados) e fatores externos (composicdo de diluentes, tipo e

concentracdo de agentes crioprotetores, taxas de diluicdo e de refrigeracdo, do congelamento e

do descongelamento). A relacdo destes fatores € capaz de influenciar a capacidade do

espermatozoide em sobreviver e manter suas qualidades fertilizantes ao final do processo e,

portanto, determinante para o sucesso da técnica (Kamaruddin et al., 2004).

Desta forma, a presente revisdo, tem como objetivo ressaltar alguns fatores limitantes

do processo de criopreservacdo de sémen suino, apontando as adaptacdes realizadas até o

presente momento nas distintas etapas do processo e suas perspectivas.
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CARACTERISTICAS DA CELULA ESPERMATICA SUINA

De modo geral, o processo de criopreservacdo causa inumeros danos a célula

espermatica, reduzindo a propor¢do de espermatozoides viaveis, bem como sua capacidade

funcional (Watson, 2000; Medeiros, 2002). As lesdes ocasionadas tém sido atribuidas a

mudanca de temperatura - resultando na formacdo de cristais de gelo intracelulares e

extracelulares, danos oxidativos, alteracbes de membrana e DNA - além da toxidade de

crioprotetores e estresse osmético (Watson, 2000).

Em nivel celular, os danos ocasionados levam ao aumento da permeabilidade da

membrana plasmatica, inibicdo da atividade enzimatica e alteracdo do balanco bioenergético

celular (Hammerstedt & Graham, 1992; Fahy, 1996), contudo cada espécies possui um

potencial de crioprotecdo distinto, devido a caracteristicas intrinsecas de suas células (Ladha,

1998; Watson, 2000; Purdy, 2006).

Um dos grandes desafios para a criopreservacdo de sémen suino sdo as

particularidades de sua célula espermatica quando comparada com a de outras espécies. O

espermatozoide suino possui uma menor porcentagem de moléculas de colesterol em sua

membrana plasmatica, distribuidas de forma assimétrica, com maior disposicdo na

monocamada interna (Paulenz et al., 1999; Johnson et al., 2000). Essas diferengas estruturais

contribuem para a grande sensibilidade ao choque térmico, caracterizado por uma reducéo da

motilidade e danos funcionais de membrana e acrossoma (Holt, 2000; Saravia et al, 2005).
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Outra peculiaridade é a grande concentracdo de acidos graxos insaturados nos
fosfolipideos presentes na membrana plasmatica, com poucas ligacdes duplas do tipo cis
(Cerolini et al., 2000), tornando esta célula suscetivel a peroxidacdo lipidica, devido ao
estresse oxidativo produzido pelas espécies reativas de oxigénio (EROs). A producéo
excessiva e desequilibrada EROs resulta em numerosos resultados indesejaveis como danos
da membrana, inibicdo da respiracdo e vazamento de enzimas intracelulares (Tavilani et al.,
2008). Este fato ainda € agravado pela baixa capacidade antioxidante do plasma seminal suino
(Brezezinska-Slebodzinska et al., 1995).

Além disso, existe uma grande variacdo entre racas e, inclusive, entre ejaculados de
um mesmo individuo (Macedo et al., 2006; Corcini et al., 2012). Isto demonstra uma possivel
relacdo genética no processo de criopreservagdo, capaz de influenciar em uma expressao
proteica ou de lipideos da composicdo da membrana diferentes, ou ainda em alteracGes na
composicdo do plasma seminal ou funcionalidade das glandulas acessorias (Holt et al. 2005).
Contudo essas variabilidades sdo determinadas por vérios fatores, alguns desconhecidos, e

outros ainda pouco estudados.
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MANIPULACOES NO SEMEN PARA CONGELAMENTO E

DESCONGELAMENTO

Como citado anteriormente, a tolerdncia ao congelamento é influenciado por
caracteristicas individuais do macho e ejaculado, ou até mesmo entre as porcdes coletadas de
um mesmo ejaculado (Rodriguez- Martinez et al, 2008; Saravia et al, 2009).

Os primeiros 10mL do ejaculado sdo considerados como “esperma rico”, apresentando
uma maior tolerdncia a criopreservacdo, pois se acredita que esta por¢do possui uma
guantidade substancial de fluido da cauda do epididimo, incluindo proteinas relevantes como
a prostaglandina sintase com peso molecular de 10,56 kDa (Siqueira et al.,2011 ) e outras com
18, 19, 44, 65, 80 e 100 kDa (Corcini et al., 2012), relacionadas com melhores resultados na
criopreservacao, devendo-se priorizar esta por¢éo para 0 processo.

Apobs a coleta, uma das etapas primordiais para 0 congelamento, é a remocao do
plasma seminal, geralmente utilizada para melhorar a motilidade do esperma
congelado/descongelado e fertilidade in vitro (Kawano et al.,, 2004). Esta etapa é
recomendada principalmente para machos considerados maus congeladores (Okazaki et al.,
2009). Uma pré-incubacdo com o plasma seminal ainda é bastante controversa. Alguns
autores indicam uma pré-incubacdo de pelo menos 24h a 15 °C de todo ejaculado, visto que
este tempo de estabilizagdo melhora sua congelabilidade (Abeydeera et al., 1998; Grossfeld et

al., 2005), enquanto, ha relatos de efeito prejudicial do plasma seminal especialmente em
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espermatozoides armazenados por pelo menos 6h antes da criopreservacdo (Moore et al.,
2005)

Para a remocéo do plasma seminal e concentracdo dos espermatozoides de modo que
eles possam ser rediluidos com extensores de congelamento, é necessario o uso de
centrifugacdes, sendo o tempo de centrifugacdo considerado mais critico do que a forca G
aplicada para a inducdo de danos espermaticos (Katkow e Mazur, 1998; Rijsselaere et al.,
2002). Carvajal et al. (2004) testou diferentes forcas e tempo de centrifugacdo, analisando a
recuperacdo espermatica com acrossoma integros e sobrevida celular, indicando um curto
prazo de centrifugacdo com uma forga centripeta relativamente alta (2400xg durante 3 min)
para a minimizacao de danos apos criopreservacao.

Uma alternativa para o processo de centrifugacdo seria a realizacdo de didlise,
removendo componentes de baixo peso molecular, como ions livres e metabdlitos, que
poderiam ter um efeito negativo na funcdo do esperma, mas sem perder proteinas ou
componentes de interacdo presentes no plasma seminal capazes de promover uma melhor
sustentacdo a criopreservacdo (Fraser et al., 2007), contudo a dialise ainda é pouco utilizada.

Apos a remocdo do plasma seminal, o pellet de espermatozoides concentrados devido
a centrifugacao é resuspenso em diluentes de resfriamento e congelamento, ajustando desta
forma a concentracdo de células espermaéticas de 10° a 10° espermatozoides/mL, além de
fornecer nutrientes para a sustentacdo do metabolismo celular e componentes que irdo auxiliar

na crioprotecao.



25

Com relagdo a velocidade de congelamento, com objetivo de diminuir os danos
toxicos dos diluentes internos utilizados, os sistemas convencionais preveem curvas rapidas
de congelamento, sendo recomendado ser -30 °C/min e a velocidade de descongelamento de
1200 °C/ min (Johnson et al., 2000). Recipientes criogénicos, estdo sendo desenvolvidos com
0 objetivo de uniformizar o resfriamento e descongelamento (Eriksson et al., 2000),
alcancando resultados similares aos obtidos com o congelamento em palhetas de 0,5mL. O
envase para criopreservacao deve ser efetuado em palhetas de 0,5 mL ou menores; pois, 0S

resultados sao superiores a pellets, antiga forma de congelamento (Johnson et al., 2000).

Apds o descongelamento, Larsson et al. (1976) demonstrou que a adicdo de 10% de
plasma seminal na solugdo de descongelamento sendo uma alternativa interessante,
restaurando a competéncia da fertilizagdo in vivo. Estando relacionado a capacidade do
plasma seminal em regular diretamente funcbes uterinas, como a supressao de células do
sistema imunoldgico, levando a diminuicdo da inflamacdo uterina (Rozeboom et al., 1999;

Rozeboom et al., 2001).

DILUENTES PARA RESFRIAMENTO E CONGELAMENTO

Os protocolos de rotinas para criopreservacdo de sémen suino sdo constituidos por
duas etapas utilizando a gema de ovo como diluente bésico (Das & Rajkonwar, 1995).
Primeiramente o sémen ¢é resfriado em diluente a base de gema de ovo até a temperatura de 5
°C, e posteriormente dilui-se com um extensor contendo crioprotetor interno. Essa
metodologia € aplicada com o objetivo de diminuir o tempo de exposicdo da célula

espermatica ao crioprotetor interno, reduzindo a toxidade deste (Medeiros et al., 2002).
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Os ingredientes basicos para a confeccdo dos diluentes sdo 0s mesmos que 0S

utilizados ha 35 anos, incluindo acgucares, glicerol e a gema de ovo (Barbas & Mascarenhas,

2009). Os agucares sdo substancias de grande importancia na criopreservagdo, pois além de

atuarem como substrato energético para as células (Corcuera et al, 2007; Malo et al, 2010a)

criam uma pressdo osmotica externa, induzindo a desidratacdo celular e diminuindo a

formacéo de gelo intracelular, preservando a membrana plasmaética (Fuller, 2004).

A lactose € o aglcar mais utilizado para criopreservacdo de sémen suino, devido aos

bons resultados relatados (Sancho et al. 2007; De Mercado et al, 2010;. Buranaamnuay et al,

2011). No entanto, outros estudos mostram que dissacarideos de forma geral, que incorporam

glicose na sua composicao (lactose, sacarose, trealose e melobiose) tém efeito crioprotetor

maior do que monossacarideos (glucose e frutose) (Malo et al, 2010a; De Mercado et al.,

2010), evidenciando que esses tipos de acucares adaptam-se melhor com a célula espermatica

suina, mantendo a integridade estrutural e propriedades de permeabilidade das bicamadas

lipidicas.

Com relacdo ao crioprotetor interno, ou seja, permeavel a membrana plasmatica, o

glicerol é o mais utilizado, desidratando e reduzindo o ponto crioscépio do interior das

células, dificultando a formag&o de cristais de gelo intracelular (Watson, 1995). O glicerol é

utilizado em concentragdes baixas (inferiores a 4%), pois apresenta uma potencial acdo de

toxicidade ao ser metabolizado como fonte de acucar pela célula (O” she, et al., 1979), sendo

responsdvel pela producdo de metilglioxal, por exemplo - mediador da ativacdo de
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fosfolipases e proteases provocando irreversiveis danos na célula (Riddle et al., 1978; Jones
etal., 1992).

Buhr et al. (2001) mostraram que nenhuma concentragdo de glicerol maximiza os
parametros funcionais do esperma criopreservado. Desta forma busca-se encontrar
crioprotetores para a substituicdo do glicerol, a exemplo disso, a trealose (Hu et al., 2009;
Gutiérrez-Pérez et al., 2010) e a dimetilacetamida (Bianchi et al., 2007) mostram resultados
promissores, sugerindo desta forma sua utilizacao.

A gema de ovo é o crioprotetor externo mais utilizado em protocolos de congelamento
de forma geral, fornecendo protecdo contra choque frio para 0s espermatozoides
especialmente abaixo de 15 °C (Westendorf et al., 1975), devido a sua constituicdo de
lipoproteinas de baixas densidades capazes de associar-se a membrana plasmatica,
diminuindo a perda de fosfolipidios e colesterol (Bergeron et al., 2004). O seu efeito protetor
pode ser melhorado pela adi¢do de Orvus Es Past (OEP), também conhecido como Stm Equex
(Nova Chemical, Scituate, MA), detergente sintético baseado em sddio e laurilsulfato de
trietanolamina. Tem sido sugerido que a OEP da protecdo, pois modifica os constituintes da
gema de ovo no diluente (Strzezek et al, 1984; Pursel et al, 1978).

No entanto, por ser a gema de ovo produto de origem animal, é propensa a uma
variacdo em sua composicdo dependente do animal, origem e nutricdo (Braga et al., 2005;
Houpalathi et al., 2007). Muitos estudos buscam o preparo de meios quimicamente definidos

para sua substituicdo, a exemplo das lecitinas de soja (Hiwasa et al., 2009), trealose e glicina
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(Valente et al. 2010) ou ainda da prépria lipoproteina de baixa densidade purificada (Jiang et
al., 2007), contudo nenhum dos materiais testados demonstrou melhores resultados do que o

obtido com a gema de ovo.

ANTIOXIDANTES

A célula espermaética suina esta propensa a acdo de agentes oxidantes devido a sua
estrutura rica em 4acidos graxos poliinsaturados. A geracdo excessiva dessas substancias
acarreta em mudancas nas caracteristicas do esperma e causa danos proteicos e estruturais
(Davies, 1987). Devido ao baixo poder antioxidante do plasma seminal suino torna

interessante compor diluentes utilizando antioxidantes externos (Zhang et al., 2012).

Bilodeau et al. (2000) sugeriram que um fator importante para a sobrevivéncia e
funcionalidade da célula espermatica, durante todo processo de congelamento e
descongelamento € o balancgo entre a producdo de EROs e sua desintoxicacéo, fato que exerce

influéncia direta sobre a fertilidade.

Assim, nos ultimos anos, a investigacdo sobre a aplicacdo de antioxidantes para
melhorar a criopreservacdo do esperma suino e melhorar a qualidade pos-resfriamento e pds-
descongelamento tem sido desenvolvida. Dentre os antioxidantes ja relatados, podemos citar a
glutationa (Gadea et al., 2004), &cido ascorbico (Pena et al., 2003,2004) e L-glutamina e L-

cisteina  (Funahashi & Sano, 2005; Kaeoket et al. 2010). Todos esses compostos
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apresentaram um efeito positivo, aumentando a sobrevivéncia do espermatozoide, integridade
acrossomal e de membrana plasmatica.

O uso de antioxidantes naturais também tem sido o objetivo de investigagdes, dada a
sinergia dos compostos ativos presentes - tais como &cido rosmainico, acido carnosico,
rosmanol, flavondides e polifenois. Recentemente foi relatado o uso de extrato de Rhodiola
(planta da familia Crassulaceae encontrada em regides frias) e de Alecrim (planta da familia
Baccharis), melhorando além das caracteristicas espermaticas, as taxas de penetracdo

espermatica e clivagem dos embriGes resultantes (Zhao et al., 2009 Malo et al., 2010b, 2011).

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Devido aos baixos indices de concepgéo, resultantes de inseminagdes artificiais com
doses criopreservadas, 0 uso do sémen suino congelado ainda ndo é uma realidade
comercialmente. Mas os recentes avancos acerca de conhecimentos bioquimicos e fisiol6gicos
da célula espermatica tém possibilitado adaptacdes em diluentes e a adi¢do de adjuvantes
como antioxidantes de forma promissora. Desse modo, acredita-se que essa tecnologia se
tornara comercialmente viadvel em pouco tempo, aumentando a produtividade do rebanho
comercial, auxiliando na manutencdo de biosseguranca e incentivando o intercAmbio

internacional de material genético.
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3. OBJETIVO GERAL
Avaliar os efeitos in vitro da adicdo de extrato de propolis sobre os

espermatozoides suinos criopreservados.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar a concentracdo ideal de extrato de préopolis no diluente de
congelamento de sémen suino;

2. Avaliar a acdo antioxidante do extrato de prépolis nas células esperméatica de

suinos.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Preparo do extrato de propolis verde
Aliguotas do prépolis (30 g), obtidas a partir de coleta ambiental, na regido da

cidade de Pelotas, RS, Brasil, foram congeladas, maceradas e armazenadas em
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cartucho de papel de filtro. Para extragdo, as mesmas foram submetidas a
tratamento de Soxhlet com 250 mL de metanol. A extracdo foi efetuada a 50 °C
durante 8h, e a cera separada por precipitacao a frio. O sobrenadante foi evaporado
em um roto-evaporador na temperatura de 40 °C para obtencdo do propolis verde
sem extrato de alcool metanolico. Posteriormente o extrato foi dissolvido numa
quantidade minima de etanol e fracionado por cromatografia de filtracdo em gel em
uma coluna de Sephadex LH-20 (Amersham Pharmacia, G e E, EUA) em seis partes
designadas como O, Q, U, J, A e l. As seis fracdes recolhidas foram injetadas no
aparelho de cromatografia liquida (L-7100, Merck-Hitachi, Darmstadt, Alemanha)
conforme protocolo de Fischer et al. (2010). As condicBes cromatograficas foram
Lichrochat 100 coluna de fase reversa RP-18 (12,5 x 0,4 cm, didmetro de particula
de 5 ¥ m) (Merck, Darmstadt, Alemanha) e acido férmico agua-acido (95:5, solvente
A) e metanol (solvente B) para a fase movel. O tempo de andlise foi de 50 min e a
deteccao realizada com comprimento de onda de 280 e 340 nm. O software utilizado
para a andlise dos dados foi o Modelo D-7100 Merck-Hitachi Cromatografia de

dados da estacdo-DAD Manager (Darmstadt, Alemanha).

5.2 Coleta de sémen
Foram utilizados um total de 20 ejaculados de machos distintos, pertencentes

a Cooperativa Languiru, instalados na cidade de Teut6nia, Rio Grande do Sul, Brasil.
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Todos os machos foram manejados sob as mesmas condigbes ambientais e

sanitarias, sendo arracoados duas vezes ao dia.

Os ejaculados foram coletados através do método da mao enluvada,

utilizando frascos de 10 mL aquecidos a 38 °C e cobertos com filtro, a fim de separar

a fracéo gelatinosa do sémen (HANCOCK & HOVEL, 1959).

5.3 Processamento do ejaculado e criopreservacgéao

Imediatamente apdés a coleta, o ejaculado foi diluido em condi¢cbes

isotérmicas (1:1 v/v) no diluente Beltsville Thawing 110 Solution (BTS) (Sigma

Chemical Company, St. Louis, MO — EUA).

Posteriormente, as amostras foram encaminhas, sob temperatura controlada,

para o Laboratério de Reproducédo Animal — Faculdade de Veterinaria, Universidade

Federal de Pelotas (Capdo do Ledo, Rio Grande do Sul, Brasil), num periodo

maximo de 6h, para continuacdo do processamento. O sémen fresco foi avaliado

guanto a motilidade espermatica, integridade de membrana, integridade de

acrossoma e funcionalidade mitocondrial. Para serem processados, os ejaculados

deveriam apresentar, ap0s a diluicho com BTS, motilidade espermatica igual ou

superior a 60%, assegurando uma qualidade minima do ejaculado.
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As amostras foram centrifugadas por 10min a 800xg para remocao do BTS e
o pellet foi resuspenso no diluente de resfriamento (DR), contendo 80% (v/v) de
solucéo de lactose a 11% (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO - USA) e 20%
gema de ovo (v/v), obtidos na colonia da cidade de Pelotas, RS, Brasil. Para a
confeccdo dos tratamentos o extrato de prépolis (20 mg/mL) foi adicionado ao DR
para concentracdes finais de 0,05, 0,1, 0,15 e 0,2% de prépolis e para uma
concentracdo celular de 1x10° espermatozoides/mL. Apés, foi realizado resfriamento
até 5 °C por 90min em geladeira.

Ao final deste periodo, o meio foi resuspenso no diluente de congelamento
(DC) - 83,5% de DR, 1,5% de Orvus Ex Paste (Equex-Paste®, Nova Chemical
Sales, MA - USA) e 15% do crioprotetor N, N Dimetilacetamida (C4HgNO) v/v (DMA,
Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA). A quantidade de DC acrescentada
foi de 1:2, para obtencdo de uma concentracao final de 5% de DMA (BIANCHI et al,
2008).

Posteriormente, o sémen foi envasado em palhetas de 0,25 mL. As palhetas
foram congeladas horizontalmente, em vapor de nitrogénio liquido, 5 cm acima do
nivel do nitrogénio, a uma temperatura aproximada de -90 °C, por 10min, para
estabilizacdo. Apés esse periodo, as palhetas foram submersas em nitrogénio

liquido a -196 °C e armazenadas até o descongelamento em botijdo de nitrogénio.
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Para as avaliagbes poOs-descongelamento, as palhetas referentes a cada
tratamento foram descongeladas a 37 °C por 30s em banho-maria, sendo
resuspensas em tubo conico contendo 2,5 mL de BTS previamente aquecido a 37°C

(1:10, viv).

5.4 Avaliacbes in vitro de qualidade espermatica

Além das avalia¢cBes a fresco, apds o descongelamento, foram realizadas as
avaliacbes de qualidade seminal correspondentes a motilidade espermatica,
integridade de membrana, integridade de acrossoma, integridade de DNA,
funcionalidade de mitocéndria, penetracao oocitaria e as avaliagées bioquimicas de
quantificacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e capacidade antioxidante

total.

5.4.1 Motilidade espermética: uma aliquota de 20 ul sémen foi avaliada com
visualizacdo em microscopia éptica com placa aquecida com aumento de 200x, por
um mesmo avaliador treinado, em uma lamina coberta por laminula, ambas
previamente aquecidas a 37 °C (CBRA, 1998).

Nas avaliagbes de integridade da membrana, acrossoma, DNA e da

funcionalidade mitocondrial foram avaliadas 100 células esperméticas por lamina.
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5.4.2 Integridade de membrana plasmaéatica: Avaliacdo conforme protocolo

descrito por Harrison e Vickers (1990) com modificacdes. Uma aliquota de 20 pl foi

exposta a combinacdo das sondas fluorescentes diacetato de carboxifluoresceina

(CFDA) (C4916-25mg, Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA) e lodeto de

Propidio (IP) (P4170-1g, Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA) em

solucdo com formaldeido e citrato de sddio, e encubacdo por 5min em sala escura.

Esta avaliacdo foi feita com aumento de 400x em microscopio de epifluorescéncia

(Olympus BX 51, América INC, S&o Paulo, SP), utilizando filtro WU com excitagfes

de 450-490 nm e emissdao de 516-617 nm. As células que apresentavam

fluorescéncia verde foram consideradas integras, enquanto as células com

fluorescéncia vermelha ou verde/vermelha foram consideradas lesadas.

5.4.3 Integridade de acrossoma: Confeccionou-se um esfregaco contendo

20 yL de cada amostra e armazenadas para analise posterior. A partir dessas

amostras em cada lamina colocou-se 20 pL de uma solugao de IP, e depois de

secas, as laminas foram submersas em alcool etilico absoluto (459844-1L, Sigma

Chemical Company, St. Louis, MO, USA) por 5min, e de lavadas em PBS

(Phosphate Buffer Saline). Em uma sala escura, adicionaram-se as amostras, por

10min, 20 yL do Conjugado de Lectina de Arachis hypogaea - FITC (20 mg/mL)
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(L7381-1mg, Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA). Posteriormente, as
laminas foram lavadas em agua deionizada e drenadas, conforme protocolo descrito
por Roth et al. (1998) com modificacdes. As laminas cobertas por laminula e 6leo de
imersdo foram avaliadas em aumento de 1000 X, em microscopio de
epifluorescéncia (Olympus BX 51, América INC, Sdo Paulo, SP), em filtro WU com
excitagbes de 450-490 nm e emissdo de 516-617 nm. Foram consideradas células
com acrossomas integros aquelas que apresentavam fluorescéncia verde no
acrossoma e com morfologia normal. Quando a coloracéo verde nédo era aparente
ou quando a morfologia acrossomica estava anormal, foi considerado reagido

(KAWAMOTO et al., 1999).

5.4.4 Integridade de DNA: Foi avaliada através da sonda Acridine Orange
(A6014, Sigma) com protocolo adaptado de Evenson et al. (1999). Em uma aliquota
de 20 pL de sémen colocou-se 10 yL de TNE (0,01 M Tris-HCI, 0,15 M NacCl, 0,001
M EDTA,; pH 7,2), apés 30 segundos adicionou-se 100 uL de Triton 1x e passado 30
segundos, adicionou-se 50 uL de Acridine Orange (2 mg/mL em H,O deionizada).
Apo6s 5min de encubacgéo, a lamina sobre laminula foi montada, ndo ultrapassando
1min de exposi¢do antes da leitura. Foram consideradas células com DNA normal
(bicatenario) aquelas que apresentavam fluorescéncia verde e quando a célula

apresentava coloracdo vermelha ou amarelada foi considerado DNA desnaturado
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(monocatenario). As avaliagbes foram executadas em microscopio de
epifluorescéncia (Olympus BX 51, América INC, Sao Paulo - Brasil) sob aumento de

400x com excitagdo em 490 nm e com filtro de 530 nm.

5.4.5 Funcionalidade mitocondrial: Foi avaliada com o uso de uma sonda
especifica, Rodamina 123 (Rh123) (R8004-5mg, Sigma Chemical Company, St.
Louis, MO, 23 USA), juntamente com IP, conforme Garner et al. (1997). Uma
aliquota de 20 yL do sémen foi adicionado em uma solugéo contendo formaldeido,
IP, Rh123 e citrato de sddio, e incubado a 37 °C por 5 min, em sala escura. As
células foram avaliadas em aumento de 400x em microscopio de epifluorescéncia
(Olympus BX 51, América INC, S&o Paulo, SP), em filtro WU com excita¢des de 450-
490 nm e emissdo de 516-617 nm. As células que apresentavam a peca
intermediaria com uma intensa fluorescéncia verde foram consideradas com
mitocondrias integras (funcionalmente ativas), enquanto as células sem ou com
pouca intensidade de fluorescéncia verde na peca intermediaria foram consideradas

nao funcionais.

5.4.6 Teste de penetracdo oocitaria: Foram utilizados odécitos de ovarios de
porcas pré-puberes coletados em um frigorifico local. Os ovarios foram
acondicionados em uma garrafa isotérmica com solucdo salina (0,85%),

suplementado com gentamicia (40 mg/L), a 39 °C e transportados ao laboratério —
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sendo puncionados com auxilio de um aparelho de vacuo (aspira Max). O material

obtido das puncdes foi colocado em um tubo cénico de 15 mL, e congelado a -18 °C.

Para a realizacdo do teste confome Corcini et al. (2012), 30 odcitos foram

selecionados, com auxilio de uma lupa estereomicroscopica e desnudados

mecanicamente. Para co-incubacdo odcitos-espermatozoides, 200 yL de sémen foi

adicionado junto aos o00citos em meio mTBM (Meio Tamponado com Tris

Modificado) suplementado com lactato de calcio, cafeina e albumina sérica bovina,

em banho-maria a 37 °C por 2 horas. ApGs a incubacgdo, os complexos o0citos-

espermatozoides foram retirados com auxilio de uma micropipeta e colocados em

uma placa de Petri; os odcitos foram transferidos para um tubo tipo eppendorf com

PBS1% e submetidos a 20 pipetagens com o objetivo de retirar os espermatozoides

acessorios. Para a verificacdo da penetracdo odcito-espermatozoide, os o0d0citos

foram expostos a solucédo de Hoescht 33342 (10 pg/mL) (Sigma®) e incubados em

estufa por 10min a 38,5 °C.

Para avaliacdo, as laminas foram montadas de forma a evitar o rompimento

dos odcitos e visualizadas em microscopio de epifluorescéncia no aumento de 200X.

Foi avaliado o numero de espermatozoides por o0cito € 0o numero de o00citos

penetrados (taxa de penetracéo).



48

5.5 Avalia¢cbes bioquimicas

5.5.1 Teste de cinética ERO: Foi realizado a partir de protocolo modificado
de Myhre & Fonnum (2001), através de um fluorimetro (Victor 2, Perkin Elmer). Apés
o descongelamento do sémen em banho-maria a 36 °C durante 30 s, 500 uL de
cada amostras foi homogeneizada em PBS em tubo tipo eppendorfs de 1,5 mL e
centrifugado uma vez a 800xg por 10 min. O sobrenadante foi descartado e realizou-
se a resuspensdo do pellet em 600 pL do preparo da sonda fluorescente
2'7’Diacetato de Diclorofluoresceina H2DCF-DA (40uM em PBS) (35845-1g, Sigma
Chemical Company, St. Louis, MO, USA). Apés a homogeneiza¢cdo, as amostras
permaneceram em incubacdo com a sonda por 30min a 36 °C. Para leitura em
fluorimetro, foram colocadas 160 ul de cada amostra, em triplicatas, em placas
brancas de 96 pocos (Corning 3912). A leitura foi realizada em 8 ciclos com intervalo
de 4min e agitacdo de 2s antes e depois de cada ciclo em uma temperatura de 36
°C. A fluorescéncia foi mensurada através do fluorimetro usando comprimentos de
onda de excitacdo de 488nm e um comprimento de onda de emissao de 529 nm.
Sendo a geracdo de EROs determinada através da integracédo da area da curva de
fluorescéncia pelo tempo. Os resultados foram expressos por UFx10’.

5.5.2 Capacidade antioxidante total (TOSC): Foi mensurada contra 0s
radicais peroxidos, gerados pela decomposicéo térmica a 36 °C, de 2,2’ —azobis (2-

metilpropionamidina) dihidrocloreto (ABAP), segundo AMADO et al. (2009). Para a
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realizacdo do protocolo, uma aliquota de 500 yL do sémen descongelado foi

armazenada a -18 °C por no maximo 15 dias para posterior analise. No momento da

andlise, a aliquota foi descongelada a temperatura ambiente e sonicada por 5 s e,

em seguida, centrifugada a 800xg por 10min, sendo o pellet desprezado. Em uma

placa de 96 pocos (Corning 3912) foi adicionado 125 pL de tampao de reacao

(PBS), sendo acrescido uma aliquota de 10 pL de cada amostra em 4 pogos. Em

dois pogos foram acrescentados 7,5 pL de agua Milli-Q e nos outros dois, 7,5 uL de

solugdo de ABAP (20 uM), sendo as amostras feitas em duplicatas. Em seguida

foram adicionados 10 yL de solugcdo da sonda H2DCF-DA (16 uM) em todos os

pocos para leitura em fluorimetro durante 30min com intervalo de 5min em

temperatura controlada de 36 °C, usando comprimentos de onda de excitacdo de

488 nm e um comprimento de onda de emissao de 529 nm.

5.6 Andlise estatistica

Todas as analises estatisticas foram conduzidas com o programa

STATISTIX®9 (2008). Em funcdo de ndo apresentarem distribuicdo normal, de

acordo com o teste de Shapiro-Wilk, foi conduzida anélise de variancia para todas

variaveis pelo teste de Kruskal-Wallis.
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Na tab.1 esta descrito os compostos presentes no extrato de propolis utilizado

neste trabalho, apos cromatografia. Demonstrando os teores dos principais acidos

fenodlicos presentes na amostra.

Tabela 1: Concentracédo de compostos fendlicos presentes na amostra de propolis

utilizada.
Composto Concentracao (mg/q)

Acido p-cumaérico 4,673
Acido 3-prenil-4-hidroxicindmico 1,951
Canferide 5,623
Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico 16,322
Derivado do acido cindmico 6,692
Acido 6-propendico-2,2-dimetil-8-prenil- 0,163

2H-1-benzopirano

Para o sémen descongelado, em nenhuma das variaveis analisadas houve

diferencas estatistica entre os diferentes tratamentos contendo extrato de prépolis e

o controle (Tab. 2, 3 e 4)
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Tabela 2: Motilidade esperméatica (MOT), integridade da membrana (MEM) e do
acrossoma (ACRO) e funcionalidade mitocondrial (MIT), a fresco e apds o
descongelamento de sémen suino com diluente incluindo diferentes concentracbes

de propolis (médias £ EPM)* — expresso em porcentagem.

TRATAMENTO | MOT MEM ACRO MIT

Controle 21.6 £3.2 54.4+6.9 8.7+x1.7 39.0+5.3
0,05% 14.7+22 41.2+7.5 8314 47.2+6.0
0,10% 179+1.9 46.7+7.9 6.1+1.6 39.8+6.2
0,15% 128+ 2.3 48.1+7.0 59+13 345+6.6
0,20% 139+2.1 485+ 8.4 10.3+1.7 521+7.4

Controle: Gema + Lactose 11%

Tabela 3: Integridade de DNA, taxa de penetracdo espermatica (TP) e niumero de
espermatozoide por oécito (ESP), em porcentagem, apos o descongelamento de

sémen suino com diluente incluindo diferentes concentracdes de prépolis (médias +

EPM).

Tratamento DNA TP ESP
Controle 94.7 + 3.8 73.2+5.3 2.4+0,3
0,05% 94.7 + 3.0 75.7+6.1 3.5+0,5
0,10% 96.0+ 2.7 70.4+6.8 3.0+0.6
0,15% 96.9+2.3 77.1+42 3.2+0,6
0,20% 98.3+1.1 71.1+4.6 2.8+05

Controle: Gema + Lactose 11%;
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Tabela 4: Producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e capacidade

antioxidante total (TOSC) expressa pela area por unidade de fluorescéncia, apds o

descongelamento de sémen suino com diluente incluindo diferentes concentracdes

de propolis (médias £ EPM).

Tratamento ERO TOSC
Controle 3,2°+7.2* 3,1°+3.7*
0,05% 1,8°+5.7* 1,9°+5.1°
0,10% 3,5°+3,3° 8,1° +5,71°
0,15% 2,3°+57* 1,9°+7,7°
0,20% 2,5°+55" 1,8°+6,9°

Controle: Gema + Lactose 11%;

7. DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo a avaliar o efeito da prépolis como componente em
diluente seminal suino com o objetivo de auxiliar no processo de congelamento, bem
como avaliar seu potencial antioxidante. A amostra de prépolis utilizada apresenta
indices de compostos fendlicos e flavondides compativeis com outras amostras de
prépolis brasileiro de outras regides (CASTRO et al., 2007).

N&ao foi demostrada estatisticamente protecao a integridade de acrossoma da
célula espermatica, contudo é possivel notar numericamente um incremento frente

ao grupo controle com relacdo a concentragdo de 0,2% de propolis. O acrossoma é
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uma estrutura essencial para o processo de fertilizagdo (KAWAKAMI et al., 1993), j&
gue esta relacionada com o inicio da reacéo fisico-quimica do processo. Varios
estudos relatam uma correlagdo positiva entre a porcentagem de acrossomas
intactos e a fertilidade (CORREA et al., 1997; SILVA e GADELLA, 2006).

Além disso, nenhuma das concentracfes de propolis trouxe uma vantagem na
qualidade de integridade de membrana, demonstrando que o extrato ndo foi capaz
de realizar sua estabilizacdo durante o processo, bem como diminuir os danos
causados pelo ataque de radicais livres. A avaliacdo de membranas espermatica é
um indicador importante do sucesso da criopreservacdo, uma vez que estas sao
extremamente sensiveis as crio-injurias e as responsaveis por garantir a
manuten¢do da homeostase celular, atuando como barreira entre 0s meios interno e
externo (AMMAN & PICKET, 1987).

Nas condicbes de estresse provocado pela criopreservacdo, as membranas
podem sofrer rearranjos, formando pontos vulneraveis e, com isso, induzir a
excessiva permeabilidade ou mesmo rompimento da membrana (AMANN &
GRAHAM, 1993), alterando seu estado funcional (HOLT et al., 1992).

Com relacdo aos processos de motilidade espermatica e funcionalidade
mitocondrial, nenhuma das concentracdes testadas contribuiu para diminuir 0s
danos causados pelo congelamento, corroborando os dados obtidos por Castilho et

al. (2009) onde a propolis também foi ineficaz em manter a intensidade dos
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movimentos espermaticos. Esses parametros estao fortemente relacionados entre si
(ESPINOZA et al., 2009), visto que as mitocdndrias presentes na peca intermediaria
do espermatozoide sdo as responsaveis pelo fornecimento de energia para a
motilidade (GRAVANCE et al., 2000), através da quebra de moléculas de adenosina
trifosfatase, produzindo energia na forma de adenosina trifosfato (ATP) (BARTH &
OKO, 1989).

Contudo, é notorio uma diminuicdo numérica na motilidade bem como um
aumento na funcionalidade mitocondrial com um aumento de concentracdo de
propolis. E possivel que as concentracdes mais elevadas deste componente
atuassem inibindo processos fisioldgicos, tais como a capacitacdo e hiperativacao
(MALO et al.,, 2010), hipétese reforcada pela protecdo fornecida pelo extrato a
integridade acrossomal, mas mais estudos devem ser realizados para
esclarecimentos.

As avaliacdes de integridade de DNA, taxa de penetracao oocitaria e nimero
de espermatozoide por oécito, avaliagdes laboratoriais alternativas para categorizar
machos férteis, quanto a sua capacidade fecundante, pois mimetizam in vitro o que
acontece in vivo (PAVLOK, 1981) — demonstra que os extratos de propolis nas
concentracbes testadas ndo apresentam toxicidade ao espermatozoide suino,
mantendo a qualidade de transmissdo de informacdes genéticas e capacidade

fecundante similar ao controle criopreservado.
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Outros estudos sobre a determinacdo do estresse oxidativo e qualidades
espermaticas em sémen de suinos sé@o necessarios para entender melhor as
mudancas bioquimicas e estruturais que sao importantes no congelamento de
sémen, fecundacao in vivo/in vitro e em sistemas de producdo de embrides, visto
gue neste trabalho, as taxas de penetracdo espermatica encontradas com sémen
congelado mostraram-se similares numericamente a estudos in vitro utilizando
sémen resfriado (GADEA et al., 1998; POPWELL et al., 2004; MACEDO JR, 2007).

Além disso, os dados presentes neste trabalho ndo demonstraram a acao da
propolis como antioxidante seminal, levando em consideracdo as especies reativas
de oxigénio e a capacidade antioxidante total (radicais peroxila, hidroxila e
peroxinitrito). Nossos resultados véo de encontro aos resultados apresentados por
Russo et al. (2006) que demonstrou a acdo antioxidante do propolis em
espermatozoides humanos contra espécies reativas de acido tiobarbitarico.

Contudo se faz necessario a andlise de outras varidveis bioquimicas, como a
peroxidacao lipidica e a mensuracao da atividade de enzimas como a elongase e A6
dessaturase, pois outra acdo do extrato poderia ser sob estruturas membranosas,
visto que auxilio na reducdo dos danos causados ao acrossoma, mesmo que
apenas de forma numérica, demonstrando uma possivel acdo externa do extrato
frente as estrutura e/ou a conversao de acidos graxos poliinsaturados (BEORLEGUI

et al. 1997; NAGAI et al., 2003).
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8. CONCLUSAO
N&do foi encontrada acdo antioxidante do extrato de prépolis pos-
descongelamento de sémen suino. Além disso, 0 extrato ndo incrementou as

qualidades celulares analisadas.
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