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RESUMO

O processo de criopreservacdo causa efeitos deletérios para a célula devido a grande
producdo de espécies reativas de oxigénio e o hibisco (Hibiscus sabdariffa) é um arbusto de
ciclo anual, pouco ramificado e com flores na forma de taca vermelha, possui potencial tanto
antioxidante quanto antibidtico, tornando o extrato de hibisco um potencial aditivo no processo
de criopreservacdo. O objetivo deste trabalho foi testar diferentes extratos de hibisco,
metanolico e etanodlico, em diferentes concentracGes, nas células espermaticas descongeladas
de reprodutores caprinos nos periodos de zero e duas horas pds-descongelagdo. Apds a
descongelacdo do sémen, foi formado um pool para evitar a interferéncia individual, e este pool
foi fracionado em cinco aliquotas, de modo que cada uma, ao ser adicionada ao extrato,
formassem diferentes porcentagens: GC (grupo controle; sem a adi¢do de extrato); M5 (grupo com
5% de adi¢do do extrato metanolico; 190 pL de sémen e 10 pL de extrato); M10 (grupo com 10% de
adicao do extrato metanolico; 180 uL de sémen e 20 pL de extrato); E10 (grupo com 10% de adi¢édo do
extrato etandlico; 180 pL de sémen e 20 pL de extrato); E15 (grupo com 15% de adigdo do extrato
etanolico; 170 pL de sémen e 30 pL de extrato). Foram analisados os padrdes cinéticos das células
espermaticas (motilidades subjetiva e objetiva), verificadas a integridade de membrana
plasmatica, pela dupla coloragdo com eosina-nigrosina, assim como a funcionalidade da
membrana plasmatica pelo teste hiposmdtico (HOST). Quanto a integridade da membrana
plasmaética no primeiro tempo de analise (Oh), o0 GC apresentou resultados superiores (p<0,05)
guando comparado aos grupos E10 e E15; o Grupo M10 também diferiu (p<0,05) dos grupos
E10 e E15, que apresentaram mais espermatozoides com membrana lesada; os grupos M5 e
E10 diferiram (p<0,05) do grupo E15, que apresentou menores resultados de integridade. Duas
horas apds a incubacdo, o GC apresentou resultados superiores (p<0,05) a todos 0s grupos
contendo hibisco (M5, M10, E10 e E15), enquanto que o grupo M10 apresentou resultados
intermediéarios, diferindo (p<0,05) dos grupos GC e E15. No HOST, o GC apresentou-se
superior (p<0,05) ao grupo E15 no primeiro tempo de avaliacdo; na analise de 2h foi observada
diferenca entre 0 GC e os grupos E10 e E15, que apresentaram menores valores, além disso, foi
vista diferenca (p<0,05) entre os grupos M10 e E15, sendo o E15 o grupo que apresentou
menores valores de funcionalidade. Para os parametros de motilidade total (MT) e progressiva
(MP) observou-se reducéo (p<0,05) para o GC entre os dois tempos de avaliacdo, o que ndo foi
observado nos grupos acrescidos do extrato de hibisco. Houve, ainda, reducdo (p<0,05) na
velocidade curvilinea (VCL) no grupo M5, entre os dois tempos avaliados. Nao foram
observadas interferéncias do extrato para os demais parametros avaliados. Baseado no exposto,
é possivel inferir que apesar do dano a membrana do espermatozoide dependendo do solvente,
0 extrato de hibisco preserva a motilidade espermética durante o periodo pds-descongelagéo.
Desta forma, a utilizacdo de sémen acrescido de hibisco pode ser benéfica para a fertilizacéo e
utilizacdo em programas de inseminacao artificial.

Palavras chave: Criopreservacao, bioativos, malvécea



ABSTRACT

The hibiscus (Hibiscus sabdariffa) is an annual, little branched shrub with flowers in the shape
of a red beaker, has both antioxidant and antibiotic potential. The cryopreservation process
causes deleterious effects to the cell due to the large production of reactive oxygen species,
making the hibiscus extract a potential ally in the this process. The objective of this work was
to test different extracts of hibiscus, methanolic and ethanolic, in different concentrations, in
the thawed sperm cells of goat in the immediate period and two hours after incubation.
After thawing of the semen, a pool was formed to avoid individual interference, and this pool
was fractionated in five aliquots, so that each one, when added to the extract, formed different
percentages: GC (control group; extract); M5 (group with 5% addition of the methanolic
extract, 190 pL of semen and 10 pL of extract); M10 (group with 10% addition of the
methanolic extract, 180 puL of semen and 20 pL of extract); E10 (10% addition of ethanolic
extract, 180 puL of semen and 20 pL of extract); E15 (group with 15% addition of the ethanolic
extract, 170 puL of semen and 30 pL of extract). The Kinetic patterns of sperm cells (subjective
and objective motility), plasma membrane integrity verification, by staining with eosin-
nigrosin, as well as the functionality of the plasma membrane by the hyposmotic test (HOST)
were analysed. Regarding the integrity of the plasma membrane in the first analysis time (Oh),
the GC presented superior results (p <0.05) when compared to the groups E10 and E15; Group
M10 also differed (p <0.05) from groups E10 and E15, which presented more spermatozoa with
damaged membrane; the groups M5 and E10 differed (p <0.05) from the E15 group, which
presented lower integrity results. Two hours after incubation, GC presented superior results (p
<0.05) to all groups containing hibiscus (M5, M10, E10 and E15), whereas the M10 group
presented intermediate results, differing (p <0.05) of the GC and E15 groups. In the HOST, the
GC was superior (p <0.05) to the group E15 in the first evaluation time; in the 2h analysis, a
difference was observed between the GC and the E10 and E15 groups, which presented lower
values; in addition, a difference (p <0.05) was observed between the M10 and E15 groups, E15
being the group that presented lower values of functionality. For the parameters of total (MT)
and progressive (MP) motility, there was a reduction (p <0.05) for the GC between the two
evaluation times, which was not observed in the groups with hibiscus extract. There was also a
reduction (p <0.05) in the curvilinear velocity (LCV) in the M5 group, between the two times
evaluated. No interference from the extract was observed for the other parameters evaluated.
Based on the above, it is possible to infer that
despite damage to the membrane of the cell depending on the solvent, the hibiscus extract
preserves the sperm motility during the post-thaw period. In this way, the use of semen plus
hibiscus may be beneficial for fertilization and use in artificial insemination programs.

Key words: Cryopreservation, bioactive, malvaceae
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1 INTRODUCAO

A caprinocultura é uma atividade em grande expansdo. De acordo com Ndbrega
(2016), a producéo e consumo de produtos derivados da caprinocultura tende a aumentar, a
longo prazo, seja por fatores como o crescimento natural da populacéo e da renda, seja pela
organizacdo destes setores para expandir seus mercados, dado o seu potencial. Segundos
dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2013), a caprinocultura
brasileira revelou um aumento em ndmero de cabecas de 1,5%, comparado ao ano anterior.

Nos ultimos anos a demanda por produtos de origem animal de qualidade tornou-se
cada vez mais visada pelo mercado consumidor, gerando a busca pela producdo e
processamento de alimentos cada vez mais elaborados e com certificacdo de qualidade
(COSTA; QUEIROGA; PEREIRA, 2009). Em auxilio a producao derivada da pecuaria, a
criopreservacao de sémen é uma biotécnica reprodutiva importante, tendo em vista que
promove a conservacdo do germoplasma masculino por tempo indeterminado. Tal
biotécnica, quando associada a inseminacdo artificial, representa um mecanismo eficiente
para promocdo e difusdo de material genético de excelente qualidade e consequentemente
melhores produtos. A criopreservacdo do sémen ainda proporciona uma economia para o
produtor ao reduzir os custos com alimentacdo e transporte dos reprodutores, bem como 0s
riscos de transmissao de doengas sexualmente transmissiveis (CASTELO; FROTA; SILVA,
2008). Porém, de acordo com Roy (1957), enzimas presentes no plasma seminal de bodes
sdo afetadas negativamente com a adicdo de gema de ovo, que atualmente é a base para
diluidores espermaticos mais utilizada na criopreservacdo, esse fato impulsiona estudos em
torno da criacdo diluentes mais especificos e eficientes para criopreservar esse tipo de célula.

Além disso, 0 processo de criopreservacdo causa muitos efeitos deletérios para a
célula, destacando-se a alta producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), moléculas que
apresentam alta reatividade e podem causar diversos tipos de danos celulares (OLIVEIRA,
2008). As especies reativas de oxigénio e 0s antioxidantes se encontram em uma condigao
de equilibrio, entretanto, quando ocorre o desequilibrio e uma quantidade excessiva de ERO
é liberada, ocorre o estresse oxidativo (ANDRADE et al., 2010). As ERO, em pequenas
quantidades, sdo necessarias para a acdo da célula reprodutiva, tais como a capacitagdo
espermatica, a hiperativacédo, reacdo acrossomal e interagcdes com o odcito (BAKER, 2004),
entretanto, o seu excesso pode danificar a membrana plasmatica e o0 material genético, e

consequentemente, comprometer a reprodugéo.
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O hibisco (Hibiscus sabdariffa) é um arbusto de ciclo anual, que pode chegar a mais
de 1,80m altura. De acordo com Maciel (2012), o interesse econdémico neste arbusto
encontra-se em seu céalice desidratado, utilizado mundialmente para a producdo de
conservantes e antioxidantes, relacionados com a presenca de antocianinas e polifendis. Os
compostos fenolicos sdo substancias que existem principalmente nas plantas, como é o caso
do hibisco, mas que podem também ser provenientes do catabolismo dos aminoéacidos. Os
compostos fendlicos apresentam mdltiplas atividades biologicas, tais como: propriedades
antitumorais, antimutagénicas, anti-inflamatorias, antibacterianas e antioxidantes, por
protegerem as células contra os danos oxidativos (GUINDANI et al., 2014).

Devido a importancia econdmica da caprinocultura, faz-se necessario a utilizacéo de
biotecnologias aplicadas a reproducdo animal, visando o melhoramento dos rebanhos e da
qualidade dos produtos gerados. Desta forma, a perspectiva deste trabalho é testar o efeito
da adigédo de diferentes extratos de hibisco e concentragcdes na descongelagdo de sémen

caprino.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caprinocultura

A cabra foi o primeiro animal capaz de produzir alimentos que foi domesticado pelo
homem, ha cerca de dez mil anos. Desde este tempo, 0s caprinos acompanharam a historia
da humanidade, conforme atestam os diversos relatos historicos, mitologicos e até mesmo
biblicos que mencionam estes animais. Apesar disso, poucas vezes teve seu valor
devidamente reconhecido (RIBEIRO, 1997).

A pecuaria, em funcdo de sua maior capacidade de adaptacdo a seca, quando
comparada as exploracdes agricolas, representa uma das mais importantes atividades do
agronegocio no semiarido brasileiro e tem se constituido num dos principais fatores para a
garantia da seguranca alimentar das familias rurais e geracdo de emprego e renda. Neste
contexto, considerando que 92% do rebanho caprino nacional se concentra na Regido
Nordeste, fica evidente a importancia da caprinocultura para a economia da regido (RIET-
CORREA et al., 2013). A demanda por produtos caprinos tende a aumentar, devido a
globalizacdo da economia e incentivos a producdo. Assim, sistemas de producdo intensivos
tornam-se necessarios, exigindo o uso de racas especializadas para o corte ou para o leite.

No nordeste do Brasil, a maioria do contingente caprino é composto por animais sem-
raca-definida e de ragas nativas, de producgéo baixa e produtividade antieconémica, sendo
indicada a implantacdo de programas de melhoramento genético para a melhoria dessas
racas. Ndo obstante, a aptidao produtiva e a rentabilidade de um rebanho dependem do seu
desempenho reprodutivo (MACHADO et al., 2000). Criadores capacitados vém
desenvolvendo suas atividades, ndo somente para a producdo de carne, leite e pele, mas
também na dedicacdo a criacdo de animais geneticamente selecionados para reproducao,
inclusive destinados a colheita de sémen ou transferéncia de embrides (NOGUEIRA,
FIGUEIREDO JUNIOR; YAMAMOTO, 2010).

O caprino, com sua adaptabilidade climatica e nutricional, produz carne de
aceitabilidade universal, apresentando-se desta forma como uma fonte alimentar proteica
com um grande potencial a ser explorado, nos proximos anos. Este potencial justifica-se no
fato de que os caprinos, dentre os animais domesticos, apresentam maior capacidade de
sobreviver em muitas das regibes mais inospitas do mundo, devido principalmente a sua

resisténcia ao calor (MADRUGA, 1999). A carne caprina tem grande potencial de consumo
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em razdo de seu valor nutritivo e de sua aceitabilidade (MADRUGA et al., 2002),
considerada uma carne magra e sua composic¢ao quimica esta de acordo com as exigéncias
dos atuais consumidores, por sua vez, a carne ovina € mais macia e suculenta. Outra
peculiaridade sensorial dessas espécies € o aroma caracteristico. A quantidade de gordura
presente na carcaca do animal, a dieta utilizada e o peso vivo ao abate influenciaram 0s
atributos sensoriais e apresentaram correlacdes altas e positivas entre si. A analise sensorial
de carnes reflete a preferéncia dos consumidores por determinados atributos sensoriais,
sendo a maioria desses explicados pela composicao de &cidos graxos e substancias volateis
presentes nas carnes vermelhas (COSTA et al., 2008).

Aproximadamente 1/5 (19,40%) do efetivo mundial de caprinos é de animais
voltados para a producédo de leite. J& no Brasil, a metade (50,62%) do rebanho caprino é
considerada como sendo de producdo de leite. Na pratica, sabe-se que boa parte destes
animais ndo € especializada na producéo leiteira, mas sim, sdo de dupla ou tripla aptidao,
especialmente no semiérido nordestino. Com isso, o rebanho brasileiro de caprinos leiteiros
representa 3,09% do rebanho leiteiro mundial (WANDER; MARTINS, 2004). A
importancia dessa atividade produtiva, particularmente a voltada para a producédo de leite,
vem crescendo consideravelmente nas ultimas décadas. Tem-se observado um aumento da
procura e consumo de leite e seus derivados (principalmente queijos), tanto pelas suas
caracteristicas nutricionais como pela sua excelente digestibilidade, resultando em alimentos
de excepcional valor biol6gico. Aliada a esses, existe o fato de que o leite caprino seja muito
procurado para a alimentacao de lactentes e criancas que apresentam intolerancia ao leite
bovino (PRATA et al., 1998).

No Brasil o efetivo de caprinos atingiu 9,61 milhdes de cabecas em 2015,
representando uma varia¢do positiva de 8,6% em relacdo a 2014. O Nordeste detém o maior
efetivo de caprinos, sendo responsavel por 92,7% do total da espécie no pais. Em relacéo a
2014, houve aumento de 9,9% nessa regido, com cerca de 800 mil animais a mais na data de
referéncia da pesquisa. Bahia e Pernambuco responderam por mais de 50% do efetivo
nacional, com 27,4% e 25,3% do total, respectivamente, seguidos por Piaui (12,8%) e Ceara
(11,6%). Esses quatro estados representaram 83,3% do efetivo nacional da espécie (IBGE,
2015).

Apesar do baixo nivel tecnoldgico ainda presente em todo processo produtivo, a
caprinocultura de corte no Brasil, principalmente no Nordeste, tem apresentado
configuracBes que a coloca numa posi¢do privilegiada no cenério do agronegocio. Esta

condicéo esta respaldada no incremento do consumo interno, em demandas de exportagéo
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de carne e de pele para diversos paises, bem como na percepcao de oportunidades de negécio
que a atividade oferece. Na Regido Nordeste, onde se concentram 90% do efetivo de caprinos
do Brasil, a maioria das exploragdes praticam sistemas de producdo pouco tecnificados,
utilizando animais de descarte, desqualificados para atender as exigéncias do mercado
consumidor em termos de regularidade, qualidade e preco dos produtos carneos, o que
provoca um desequilibrio entre a oferta e demanda e, consequentemente, oscilacbes de
precos. Assim, para que esta atividade seja inserida no agronegocio brasileiro € necessario
que se estabeleca uma visao sistémica, com enfoque de cadeia produtiva, onde todos 0s
atores ou segmentos se articulem de forma coordenada, se contrapondo a uma visdo mais
conservadora de unidades independentes. Esse enfoque sistémico devera estabelecer agdes
ao longo de toda cadeia, seguindo os padrdes de exigéncia do mercado atraves da
regulamentacdo da oferta, do preco da qualidade da carne e expansdo de novos produtos
derivados (SOUSA, 2007).

2.2 Caracteristicas do Sémen Caprino

A composicdo do sémen varia entre as especies. O volume e a concentragdo de
espermatozoides no ejaculado variam com a anatomia, como o tamanho do testiculo, e
atividade reprodutiva ou frequéncia de ejaculacdes. Além das varia¢des individuais, fatores
como idade, condi¢des climaticas e nutricdo podem afetar a quantidade e qualidade do sémen
(MAIA, 2010).

Um problema especifico na preservacao do sémen caprino esta relacionado ao efeito
deletério do plasma seminal na viabilidade dos espermatozoides criopreservados com
diluentes contendo gema de ovo e/ou leite desnatado. Uma das explicacGes seriam a sintese
e secregdes de uma enzima pelas glandulas bulbo-uretrais liberadas no plasma seminal. Na
presenca de célcio, a enzima fosfolipase A atua como catalisadora e hidrolisa a lecitina da
gema de ovo em &cidos graxos e lisolecitina. Esta reacdo de hidrélise promove uma atividade
fusogénica na membrana dos espermatozoides, induzindo a reacdo acrossomica e a
descondensacdo da cromatina (CASTELO; FROTA; SILA, 2008), desta forma, associada
aos componentes dos diluentes comumente utilizados na criopreservacéo, ha a producéo de
substancias toxicas para a célula espermética. Esta condicdo desfavoravel pode ser prevenida
por meio da retirada do plasma seminal durante os procedimentos de criopreservacao. Além

dos fatores inerentes ao ejaculado caprino, o processo de criopreservacdo de sémen,
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particularmente no estado congelado, causa danos na ultraestrutura, bioquimica e funcao
espermaticas, reduzindo-se a motilidade, a viabilidade e o posterior transporte no trato
genital feminino (SILVA et al., 2006).

2.3 Criopreservacao e Inseminacéo artificial

As biotécnicas relacionadas a inseminacdo artificial evoluiram ao longo dos anos. No
inicio, o sémen era utilizado in natura e apenas fracionado e depositado no fundo da vagina
da fémea, obtendo-se taxas de fertilidade razodvel. Surgiu entdo a necessidade de aumentar
a capacidade fecundante dos reprodutores e de conservar o sémen por um maior periodo de
tempo, dando inicio a uma nova fase, a da utilizacdo de diluentes e da criopreservacgédo do
sémen.

A tecnologia para armazenar o sémen congelado foi revolucionada por Polge e
colaboradores em 1949, com a descoberta do glicerol como crioprotetor, 0 que permitiu que
0s espermatozoides fossem congelados e armazenados por longos periodos. Esta
biotecnologia tem sido de grande importancia em programas de melhoramento animal por
viabilizar a preservacdo de material genético de animais em extingdo, além de auxiliar a
transpor barreiras da infertilidade masculina (CASTILHO et al., 2009).

A partir deste marco, espermatozoides de varias espécies tém sido criopreservados
com sucesso. Entretanto, o sucesso da criopreservacao de sémen € apenas parcial, uma vez
que cerca da metade dos espermatozoides sao destruidos ou danificados pela congelacéo e
descongelacdo. O processo sofre influéncia de diversos fatores, entre eles a composi¢édo do
diluidor, a taxa de diluicdo e a curva de congelacdo/descongelacdo, e no caso do caprino
ainda existem as limitagOes inerentes a espécie (MAIA, 2015).

A criopreservacdo do sémen é um processo complexo, o qual € importante atentar
para diversos fatores a fim de obter resultados satisfatorios. Dentre esses fatores, destacam-
se a diluicdo, a criopreservacdo, descongelacdo e também a fisiologia do sémen de cada
especie. O processo de criopreservacao de sémen, alem de possibilitar sua utilizacdo por
longo periodo, reduz riscos e custos com a aquisicéo e transporte de reprodutores; favorece
rapida difusdo de material genético entre regides, paises e continentes; minimiza a
possibilidade de introducéo de doencas transmissiveis via sémen numa regido e /ou pais e a
transmissédo e propagacéo de doencas sexualmente transmissiveis nos rebanhos (CASTELO;
FROTA; SILVA, 2008).
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O sémen caprino pode ser usado in natura (puro ou diluido), refrigerado ou
congelado. O sémen in natura e o refrigerado apresentam fertilidade mais elevada, porém
de uso restrito ao periodo de atividade sexual dos machos, haja em vista ser o caprino uma
espécie que, em determinadas regifes, apresenta estacionalidade reprodutiva em virtude do
fotoperiodo. Entretanto o sémen congelado pode ser mantido por um longo periodo quando
armazenado em nitrogénio liquido apresentando maior aplicabilidade (TRALDI, 2006).

Entretanto, os procedimentos de congelacdo/descongelacdo acarretam danos
celulares devido as mudancas na temperatura, estresse osmotico, injurias oxidativas,
formagé&o de cristais de gelo, alteragdes na membrana dos espermatozoides, lesdes no DNA,
além da toxicidade dos crioprotetores (BORTOLOZZO et al., 2008).

A inseminacdo artificial (IA) tem um importante papel na criacdo de caprinos,
especialmente em sistemas intensivos de producdo, facilitando o controle reprodutivo e
auxiliando na realizacéo de testes de progénie mais precisos e em menor espaco de tempo.
Essa técnica, quando associada a criopreservagdo do sémen, tem como principal justificativa
0 melhoramento genético dos rebanhos, pela habilidade em produzir um grande nimero de
descendentes por macho e em diferentes lugares ao mesmo tempo, além disso, cria a
possibilidade da manipulacdo e armazenamento de material genético (BITTENCOURT et
al., 2004).

No Brasil, a utilizacdo da 1A na espécie caprina ainda é limitada em comparacao a
sua aplicacdo em bovinos leiteiros, restringindo-se, basicamente, a trabalhos de pesquisa.
Este fato ocorre devido a falta de informacao técnica e de apoio aos criadores, ao custo inicial
para implantacdo de programas de 1A e a deficiéncia da escrituragdo zootécnica em muitas
propriedades. Enfatiza-se, ainda, a baixa disponibilidade de sémen e de reprodutores
submetidos aos testes de progénie, a falta de estrutura para comercializacdo e transporte
adequado para o sémen e, principalmente, as dificuldades no processo de preservacdo do
sémen sob a forma congelada, com resultados insatisfatérios nos indices de concepcéo
(SIQUEIRA et al., 2009).

A limitada capacidade de investimento da maioria dos caprinocultores, o pouco
conhecimento sobre a fisiologia da espécie, a insuficiéncia de tecnologias proprias e
adequadas para a congelacdo, além da desorganizacdo nos canais de comercializacdo de
sémen sdo considerados os principais fatores limitantes da expansdo da inseminacao
artificial em caprinos (ANDRADE; MARQUES; LEITE, 1999). A importancia da espécie
caprina como provedora de proteinas, na carne e leite, tem sido comprovada mundialmente.

Além das ferramentas tradicionais de selecéo, a eficiéncia reprodutiva € um dos fatores mais
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importantes no incremento da produtividade desta espécie. Apos a inseminacao artificial, a
multipla ovulacéo e transferéncia de embrides, a producdo in vitro de embribes representa a
terceira geracao de técnicas que buscam um melhor controle da reproduc¢éo animal, inclusive
em caprinos (FREITAS et al., 2017).

2.4 Diluidores Espermaticos

Crioprotetor é a nomenclatura dada a qualquer substancia que ofereca,
temporariamente, energia, protecdo aos danos ocasionados pela reducdo de temperatura e
manutencdo de ambiente favoravel a sobrevivéncia da célula armazenada (PURDY, 2006).

Em geral, o crioprotetor adequado deve: simular um ambiente que supra as demandas
espermaticas; mimetizar a pressdo osmotica do sémen; fornecer elementos minerais e
energéticos com capacidade para manter a motilidade; neutralizar os elementos toxicos e
equilibrar do pH do meio; proporcionar protecdo contra choques térmicos, homeostase dos
sistemas enzimaticos e integridade das membranas, a fim de estabilizar e diminuir o
extravasamento de enzimas e ions (AMANN; PICKET, 1987).

Geralmente os meios de criopreservacdo de sémen caprino e ovino incluem um
crioprotetor ndo penetrante (leite ou gema de ovo), um crioprotetor penetrante (glicerol,
etilenoglicol ou dimetil sulféxido), um tampdo (Tris ou TES) um ou mais acucares (glicose,
frutose, lactose, rafinose, sacarose ou trealose), um sal (citrato de sodio, acido citrico) e
antibidticos, como a penicilina, estreptomicina, gentamicina, entre outros (MAIA, 2015).

Os componentes do diluente de criopreservacdo sdo classificados como
extracelulares ou ndo penetrantes, 0s quais sao representados por macromoléculas com peso
molecular elevado, tais como acucares complexos como a rafinose e trealose, lipoproteinas
da gema do ovo, agua de coco, proteinas do leite e alguns aminoacidos, que atuam por meio
de efeito osmético, induzindo a saida de agua do interior da célula e prevenindo a formacéo
de cristais de gelo no meio intracelular; e intracelulares ou penetrantes como o glicerol, o
etilenoglicol, o DMSO, a acetamida, a lactamida, a dimetilformamida, e a dimetilacetamida
(SILVA; GUERRA, 2011), que sao agentes que possuem estruturas que lhes permitem fazer
ligagdes de hidrogénio com a molécula de 4gua, diminuindo assim a formag&o de cristais de
gelo, por reduzir o aumento de tamanho desses cristais, diminuindo a concentragdo de soluto
nos meios extra e intracelulares (DALIMATA; GRAHAM, 1997), aumentando a
viscosidade da solucao de congelacédo, consequentemente, reduzindo o ponto de congelacéo

da mesma. Além disso, 0s agentes crioprotetores penetrantes também agem prevenindo a
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exposicdo do material a altas concentracBes de eletrélitos, através da ligacdo aos préprios
eletrolitos ou pela substituicdo parcial pela dgua (CASTRO et al., 2011).

Com o objetivo de melhorar os indices de fertilidade com a utilizacdo do sémen
criopreservado, diversos estudos vém sendo desenvolvidos para manter a integridade do
espermatozoide durante as etapas de refrigeracdo e congelagdo. Dentre tais pesquisas,
evidencia-se a importancia dos antioxidantes na protecdo celular durante os procedimentos
de manipulacdo espermatica e reducdo da temperatura, com o intuito de reduzir as
crioinjurias ocasionadas pelo estresse oxidativo. A funcdo destes antioxidantes, quando
presentes em baixa concentragdo quando comparado a do substrato oxidavel, é regenerar o
substrato ou prevenir significativamente a oxidagdo do mesmo (SILVA; GUERRA, 2011).

A diluicdo do sémen é imprescindivel antes de submeté-lo a congelacdo, e 0s
diluidores sdo utilizados com a finalidade de proteger os espermatozoides, oferecendo
condicBes minimas de sobrevivéncia no trato reprodutivo da fémea para que ocorra a
fertilizacdo. A protecdo oferecida durante as fases de desidratacdo, de congelacéo e a
estabilizacdo da bicamada lipidica dependem das substancias que compdem o diluidor. Além
disso, diluidores que contém produtos de origem animal e vegetal podem trazer riscos de
contaminacdo por bactérias ou outros microrganismos, sendo uma possivel fonte de
endotoxinas capazes de afetar a capacidade de fecundagcdo dos espermatozoides
(BOUSSEAU et al., 1998).

2.5 Oxidantes e Antioxidantes

O estudo sobre as modificacbes ocorridas no espermatozoide e em suas membranas
durante a reducdo da temperatura elucida possiveis lesbes e diminuicdo da capacidade
fertilizante deste gameta masculino e possibilita a elaboracdo de estratégias para reduzir tais
injurias, como a selecdo e/ou associacdo de crioprotetores mais eficazes para determinada
espécie, assim como a adi¢do de componentes que podem oferecer substrato ou remover 0s
causadores de lesbes celulares, como as espécies reativas ao oxigénio (SILVA; GUERRA,
2011).

Os termos radicais livres, oxidantes e espécies reativas do metabolismo do oxigénio
(ERO) sdo usados no meio cientifico para identificar os intermediarios quimicos reativos
oriundos do metabolismo do oxigénio, entre eles o radical superéxido (O2.) e o radical
hidroxila (OH+) (MAIA; BICUDO, 2009) além de outras moléculas que também possuem o
potencial oxidante como o perdxido de hidrogénio (H20z).
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O organismo produz naturalmente radicais livres e outras espécies reativas oriundas
do oxigénio decorrente do proprio metabolismo, como subprodutos da respiracdo e da sintese
de estruturas mais complexas. ConcentracGes reduzidas de ERO sdo importantes para
processos bioquimicos normais como: sinalizacéo e controle do crescimento celular, ataque
de patdgenos invasores, sintese enzimatica de processos bioativos pelas ciclo-oxigenases,
lipoxigenases e pelo nucleotideo redutase (formacéo de desoxirribonucleotideos a partir de
ribonucleotideo), e detoxificacdo de substancias estranhas. Porém, quando sua producao
ocorre em quantidade superior a capacidade de neutralizacdo pelas células, disturbios
celulares e metabdlicos ocorrerdo de diversas maneiras (FORD, 2001).

O dano oxidativo de biomoléculas pode levar a inativacdo enzimética, mutacao,
ruptura de membrana, aumento na aterogenicidade de lipoproteinas plasmaticas de baixa
densidade e a morte celular. Estes efeitos tdxicos do oxigénio tém sido associados ao
envelhecimento e ao desenvolvimento de doengas cronicas, inflamatdrias e degenerativas
(HALLINWELL; GUTTERIDGE, 1990). Embora quantidades controladas de ERO tenham
funcdo importante no sémen, auxiliando no processo de hiperativacdo/capacitacdo
espermatica, concentracdes excessivas sao nocivas, levando a lipoperoxidacdo da membrana
plasmaética e a consequente diminuicdo da capacidade fecundante (FOLCHINI et al., 2012).

Diversos estudos demonstram que a criopreservacdo reduz os niveis dos
antioxidantes presentes tanto na célula quanto no plasma seminal, fortalecendo a evidéncia
de que, entre as causas da deterioracdo da qualidade do sémen ap6s um ciclo de congelacédo
e descongelacdo, estdo aquelas ligadas ao estresse oxidativo e que a adi¢do de antioxidantes
aos meios de refrigeracdo e congelacdo de sémen ajuda a proteger o espermatozoide contra
0 dano induzido pelos radicais livres sobre a sua motilidade, viabilidade, producéo de energia
e integridade do DNA, bem como a interromper a reacdo em cadeia da peroxidacdo dos
lipidios das membranas espermaticas, em diversas espécies de animais (MAIA; BICUDO,
2009).

2.6 Hibisco

Conhecido popularmente como hibisco, hibiscus, rosela, groselha, azedinha, a
especie Hibiscus sabdariffa L. € uma importante planta pertence a classe das Dicotiledoneas,
familia das Malvaceas e género Hibiscus (Figura 1). Originaria da india, do Sud&o e da

Malésia, sendo posteriormente levado para a Africa, Sudeste da Asia e América Central. No
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Brasil, foi trazida pelos africanos, através do tréfico de escravos (SOBOTA; PINHO;
OLIVEIRA, 2016).

Figura 1. Flor de hibisco

Fonte: https://www.saudedica.com.br/hibisco-beneficios-usos-e-efeitos-colaterais/

Ensaios farmacoldgicos tém demonstrado uma gama de efeitos terapéuticos, como
hepatoprotetor, antibacteriana, antioxidante, anticolesterol, anticAncer, antihipertensivo,
dentre outros. Estudos realizados com H. sabdariffa tém reportado a presenca de compostos
fenolicos, acidos organicos, esteroides, terpenoides, polissacarideos e alguns minerais. Os
compostos fendlicos consistem principalmente de antocianinas glicosiladas e tém sido
consideradas como um dos principais constituintes biologicamente ativos (RAMOS et al.,
2010).

Ali et al. (2012) testaram o efeito do extrato aquoso do H. sabdariffa no consumo
alimentar de ratos e constataram que o hibisco ndo exerce efeito deletério sobre o sistema
reprodutor de machos. Entretanto, outros estudos com ratos evidenciaram que altas
concentracdes de extrato aquoso do célice de hibisco podem causar degeneracdo testicular
(ORISAKWE et al., 2004) e diminuigdo da concentracdo espermética (De ARRUDA et al.,
2016). Por outro lado, Luangpirom e Taweebot (2010) afirmaram que o extrato aquoso de
H. sabdariffa, em concentragdes de 20, 50 e 100 mg, conferiu efeito protetor aos testiculos
de camundongos que foram submetidos ao uso de tetraciclina, que causa toxicidade
testicular. Ja os resultados de Mahmoud (2012), com administracdo de 200 mg de extrato
aquoso a camundongos albinos, demonstraram alteracdo na ultraestrutura testicular, com

modificagdes na morfologia celular normal dos espermatozoides.
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Por ser de origem vegetal, diluidores para criopreservagédo acrescidos de extrato de
hibisco apresentam vantagens sanitarias, pois podem trazer menores riscos de contaminacao
por bactérias ou outros microrganismos que sd@o uma possivel fonte de endotoxinas capazes

de afetar a capacidade de fecundacdo dos espermatozoides.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar a influéncia de diferentes concentracfes de extrato de hibisco (Hibiscus

sabdariffa) nos espermatozoides descongelados de reprodutores caprinos.

3.2 Objetivos Especificos

a) Estudar o efeito da adicdo de extratos etandlico e metandlico de hibisco na
descongelacdo de espermatozoides caprinos criopreservados em diluente a base de

leite;

b) Mensurar o efeito da adicdo dos extratos de hibisco sobre os parametros de
motilidade subjetiva e objetiva, integridade e funcionalidade da membrana

plasméatica medidos de forma subjetiva, zero e duas horas pds-descongelacéo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Localizacéo e Periodo do Experimento

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biotecnologia em Reproducéo
Animal (LABRA/CBiotec) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) e no Laboratério de
Andrologia (ANDROLAB/Departamento de Medicina Veterinaria) da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFPB). O periodo de execucéo deste trabalho compreende o segundo

semestre de 2018.

4.2 Sémen

O sémen utilizado nos experimentos foi obtido por doagéo de central de reproducao
animal. As amostras foram criopreservadas entre os anos de 2006 e 2007. Para conhecimento
do procedimento, trés reprodutores caprinos em idade reprodutiva da raca Boer foram
submetidos a colheita de sémen por vagina artificial, analisados e quando aprovados (CBRA,
2013), o sémen de cada animal foi diluido em diluidor para criopreservacao a base de leite
(10g de leite desnatado em po, 194 mg de glicose e 7% de glicerol, pH 6,8), envasado em
palhetas de criopreservacdo com capacidade de 250 microlitros, submetido a curva
controlada de refrigeracdo/congelacdo (TK 3000®) e armazenado em nitrogénio liquido
(- 196 °C) até o momento da experimentacdo. Como ndo ha o uso de animais para a colheita
das amostras, ndo ha necessidade da submissio do projeto para a Comissdo de Etica no Uso

de Animais.

4.3 Obtencgado do Extrato

No preparo dos extratos foram adicionados 30g de flor seca de H. sabdariffa, obtida
comercialmente (Bem Natural®), em 300 mL de etanol e em 300 mL de metanol durante
cinco dias, em ambiente sem luz, para ocorrer a extragdo. As solucgdes extrativas foram

evaporadas em evaporador rotativo. Os extratos, entdo, foram solubilizados em solugédo
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fisiologica (NaCl, 0,9%), para adi¢cdo ao sémen, na propor¢do de 5,0 mg de extrato bruto
para 1,0 mL de solucéo fisiolégica.

4.4 Avaliagdo Pds-Descongelacao

Para a descongelacdo das amostras de sémen, utilizou-se banho-maria, a 37 °C, por 30
segundos. Em seguida formaram-se os grupos que foram avaliados quanto aos parametros
cinéticos, integridade de membrana plasmaética (eosina-nigrosina e microscopia de
fluorescéncia), funcionalidade da membrana plasmaética e motilidade subjetiva nos tempos

de 0 e 2 horas pds-descongelacéo.

4.5 Formacdao dos Grupos Experimentais

Apos a descongelacdo das amostras seminais, foi formado um pool para evitar a
interferéncia individual, e este pool foi fracionado em cinco aliquotas, de modo que cada
uma ao ser adicionada ao extrato formassem diferentes porcentagens de diluicéo.

Ao final da diluicdo foram formados quatro grupos experimentais e um grupo controle.
GC (grupo controle; sem a adicdo de extrato); M5 (grupo com 5% de adicdo do extrato
metandlico; 190 puL de sémen e 10 pL de extrato); M10 (grupo com 10% de adi¢do do extrato
metandlico; 180 pL de sémen e 20 pL de extrato); E10 (grupo com 10% de adicdo do extrato
etanolico; 180 uL de sémen e 20 pL de extrato); E15 (grupo com 15% de adi¢do do extrato
etanolico; 170 pL de sémen e 30 pL de extrato).

4.6 Avaliacdo do Sémen

4.6.1 Motilidade subjetiva

A andlise da motilidade total foi realizada por avaliacdo subjetiva expressa em
porcentagem (0-100%), sendo realizada em um microscopio éptico, em objetiva de 40x,
utilizando-se uma gota de sémen entre lamina e laminula (18x18). A avaliacdo da motilidade
foi expressa em porcentagem, com variacdo de 0-100%, considerando a media de dois
avaliadores (CBRA, 2013).
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4.6.2 Teste de integridade da membrana plasmatica

Para avaliacdo da integridade de membrana plasmaética foi empregado o teste de
dupla coloracdo com eosina-nigrosina (CBRA, 2013; Figura 2). Para esta técnica foram
diluidos 25 puL de sémen de cada grupo experimental em solugdo contendo 50 pL do corante
e 25 L de solugdo fisiologica 0,9%. Apds a diluicdo, é realizado o estiraco com 10 pL de
cada amostra e contadas 200 células, determinando-se a propor¢do entre células coradas e
ndo coradas (células com membranas rompidas e integras, respectivamente) em microscopia
Otica e aumento de 40x (MURGAS et al., 2002).

Para a preparacdo de 100 mL de Eosina-Nigrosina foram utilizados: 1,0 grama de
eosina; 5,0 gramas de nigrosina; 3,0 gramas de citrato de sodio e 100 mL de agua destilada.

Figura 2. Dupla coloracéo Eosina-Nigrosina, integridade de membrana plasmatica

e

Fonte: http://tarwi.lamolina.edu.pe/~emellisho/Reproduccion_archivos/Practica%204-eval-semen.pdf

4.6.3 Teste de funcionalidade da membrana plasmética

O teste hiposmético (HOST, Figura 3) visa avaliar a funcionalidade da membrana
plasmética baseando-se nas propriedades da manutencdo do equilibrio osmético entre o
ambiente intra e extracelular (CBRA, 2013). Dez microlitros de cada grupo (GC, M5, M10,
E10 e E15) foram diluidos separadamente em 100 pL de solucéo hiposmética (50 mOsm/Kg
H20) composta por citrato de sodio e agua destilada. A solucdo foi incubada a 37 °C por 30
minutos. Apds a incubagdo foram adicionados 50 pL de solugéo formol-citrato para parar a
reacdo osmotica dos espermatozoides.

O HOST foi avaliado colocando 10 pL de sémen com solucéo entre 1dmina e laminula e

observado através de microscopia 6tica com aumento de 40x. Foram contadas 200 células,
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considerando funcionais aquelas com cauda enrolada e ndo-funcionais aquelas que
permaneceram coma cauda esticada (FAGUNDES et al., 2010).
Para a preparacdo de 100 mL de solucdo hiposmotica (50 mOsm/Kg H20) foram

utilizados 0,464 gramas de citrato de sodio e 100 mL de agua destilada.

Figura 3. Teste de funcionalidade da membrana plasmatica em solucéo hiposmotica

Fonte: http://www.serida.org/publicacionesdetalle.php?id=01495

4.6.4 Analise cinética (Computer Assisted Sperm Analyzer - CASA)

A cinética espermatica foi analisada através do sistema computadorizado de analise
espermatica (Sperm Class Analyzer, SCA®; Microptics, SL, Versdo 5.1, Barcelona,
Espanha). Uma aliquota (10uL) de cada amostra foi depositada sobre 1d&mina coberta com
laminula e analisada por microscopio de contraste de fase (aumento de 100x; Nikon™
H5505, Eclipse 50i, Téquio, Japdo) com imagens capturadas utilizando uma camera de video
(Basler Vision Technologie™ A312FC, Ahrensburg, Alemanha) (Figura 4). Para cada
amostra foram analisados cinco campos ndo consecutivos, selecionados aleatoriamente, com

registro de, no minimo, 2.000 espermatozoides.

Figura 4. Sperm Class Analyzer (SCA/CASA)

o

ril

Fonte: Laboratdrio de Andrologia, UFRPE.
Cedido por Camilla Flavia Avelino de Farias
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Foram avaliados os parametros motilidade total (MT) (Figura 5), motilidade progressiva
(MP), velocidade curvilinea (VCL), velocidade média da trajetoria (VAP), velocidade linear
progressiva (VSL), retilinearidade (STR), linearidade (LIN), indice de oscilacdo (WOB),
amplitude lateral da cabeca (ALH), batimento cruzado flagelar (BCF) e indice de
hiperativacdo (IH).

Figura 5. Campo de avaliacdo da cinética espermaética de caprinos no Sperm Class
Analyzer

Fonte: autor.

4.7 Anéalise Estatistica

Para comparag0es entre os tempos de um mesmo tratamento utilizou-se o teste T pareado
e para comparacdo entre tratamentos utilizou-se a analise de variancia (ANOVA), seguida
do pos-teste de Tukey (p<0,05). Os dados foram expressos na forma de média e desvio-

padréo.
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5 RESULTADOS

Para o parametro de motilidade subjetiva (Tabela 1) foi observado que ndo houve

diferenca (p> 0,05) entre os grupos testados e tempos de avaliacao.

Tabela 1. Valores percentuais de motilidade subjetiva de espermatozoides caprinos
descongelados com adic¢do ou ndo de diferentes extratos de hibisco e concentragfes em dois
tempos de avaliacdo

Motilidade subjetiva (%)

Grupos Oh 2h
GC 66,0+8,4 59,0+9,6
M5 61,5+8,7 56,5+12,6
M10 63,5+10,9 52,5+13,8
E10 53,5+13,2 48,0+7,5
E15 52,0+15,1 46,0+10,0

GC: grupo controle; M5: extrato metandlico a 5%; M10: extrato metandlico a 10%; E5: extrato etandlico a
10%; E15: extrato etandlico a 15%.

A Tabela 2 mostra os dados obtidos para 0s parametros espermaticos de integridade
e funcionalidade da membrana plasmatica. Quanto a integridade da membrana plasmatica
no tempo de analise imediato (Oh), o GC apresentou resultados diferentes (p<0,05) quando
comparado aos grupos E10 e E15, o Grupo M10 também diferiu (p<0,05) dos grupos E10 e
E15; os grupos M5 e E10 diferiram (p<0,05) do grupo E15. Duas horas ap6s a incubagéo, o
GC diferiu (p<0,05) de todos os grupos contendo hibisco (M5, M10, E10 e E15), enquanto
que o grupo M10 diferiu apenas dos grupos GC e E15. No parametro de funcionalidade de
membrana, o GC apresentou diferenca (p<0,05) se comparado ao grupo E15 no menor tempo
de incubacéo; na analise de 2h foi observada diferenca entre o GC e os grupos E10 e E15,

além disso foi vista diferenca (p<0,05) entre os grupos M10 e E15.

Tabela 2. Valores percentuais de integridade e funcionalidade da membrana plasmatica de
espermatozoides caprinos com adicdo ou ndo de diferentes extratos de hibisco e
concentracdes pos-criopreservacao

Integridade (%0) Funcionalidade (%)

Grupos Oh 2h Oh 2h
GC 72,045,1° 71,246,1° 73,9+6,3° 72,945,3°
M5 69,8+5,6" 64,1+7,4% 69,6+4,6% 68,5+4,1%¢
M10 71,7+4,8° 64,6+7,5° 67,8+5,8% 69,2+5,3%
E10 67,5+4,7° 61,4+7,3® 68,2+5,9% 66,7+7,8%
E15 63,3+5,32 60,2+5,92 65,1+4,22 63,7+4,22

Letras minusculas diferentes indicam diferenca (p<0,05) entre os grupos (linhas);GC: grupo controle; M5:
extrato metandlico de hibisco a 5%; M10: extrato metanolico de hibisco a 10%; E5: extrato etandlico de
hibisco a 10%; E15: extrato etandlico de hibisco a 15%.
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Levando em consideracdo os resultados obtidos através do sistema computadorizado
de analise espermatica, que se referem a motilidade dos espermatozoides de forma objetiva,
foi montada a Tabela 3, que demonstrou que tanto a motilidade total quanto a motilidade
progressiva se mantiveram (p>0,05) em todos 0s grupos experimentais apds duas horas de
incubacéo, exceto o controle, que diminuiu com o passar do tempo de incubagdo em ambos

0S parametros.

Tabela 3. Motilidade total e progressiva de espermatozoides caprinos, pelo método objetivo,
com adicdo de diferentes extratos de hibisco e concentracfes pds-criopreservacao

MT (%) MP (%)
Grupos Oh 2h Oh 2h
GC 49,9+11,74 39,4+16,28 31,6+11,84 22,0+10,88
M5 50,0+14,6" 46,5+11,5 31,2+10,5% 27,0+8,44
M10 45,8+4,0* 38,6+9,3* 27,1+5,6" 19,1+5,6"
E10 41,2+10,74 35,6+17,4" 24,3+10,14 17,6+10,0*
E15 49,1+11,04 44 5+17 47 25,3+12,8* 25,1+11,254

Letras maiusculas diferentes indicam diferenca (p<0,05) entre os tempos (colunas); MT: maotilidade total; MP:
motilidade progressiva; GC: grupo controle; M5: extrato metanolico a 5%; M10: extrato metandlico a 10%;
E5: extrato etandlico a 10%; E15: extrato etandlico a 15%.

Outros parametros avaliados pelo CASA, referente as velocidades espermaéticas estao
descritos na Tabela 4. Nao foi encontrada diferenca significativa nos parametros cinéticos
de velocidade em linha reta (VSL) e velocidade média da trajetoria (VAP) comparando 0s
diferentes grupos e os tempos de avaliacdo, porém no parametro velocidade curvilinea
(VCL) o grupo M5 diferiu (p<0,05) entre os tempos de avaliagdo apresentando menores
valores apds duas horas de incubacdo; os outros grupos experimentais e o grupo controle se

mantiveram sem diferencas significativas em relacdo ao tempo.

Tabela 4. Valores absolutos da cinética de espermatozoides caprinos descongelados com
adicdo de diferentes extratos de hibisco e concentracfes em dois tempos de avaliacdo
VCL (um/s) VSL (um/s) VAP (um/s)
Grupos Oh 2h Oh 2h Oh 2h
GC  121,2+#13,0 112,0+11,3 91,2+154 83,2+8,6 106,2+14,9 97,6+11,4
M5 129,7+4,9 117,7+6,4% 954+119 86,3+45 113,55+8,4 103,2+4,6
M10 127,8+22,1 109,0£135 959+245 75,8+110 114,1+234 92,2+14,8
E10 125,9+46,0 114,6+18,1 94,3x19.4 79,4136 112,7+9,8 101,2+19,2
E15  108,1+22,7 1125+24,6 76,7425,0 79,7+15,7 94,0424,7 96,9+20,3

VSL.: velocidade em linha reta; VCL.: velocidade curvilinea; VAP: velocidade média da trajetéria; GC: grupo
controle; M5: extrato metandlico a 5%; M10: extrato metandlico a 10%; E5: extrato etandlico a 10%; E15:
extrato etanélico a 15%.
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A Tabela 5 contém os parametros cinéticos de amplitude lateral da cabega (ALH),
batimento cruzado flagelar (BCF) e indice de hiperativacdo (IH) dos espermatozoides
avaliados, onde ndo houve diferencas (p<0,05) entre os grupos e também ndo foi detectada

diferenca (p>0,05) entre os tempos de incubacgéo para os parametros descritos.

Tabela 5. Perfil cinético e hiperativacdo de espermatozoides caprinos descongelados com
adicdo de diferentes extratos de hibisco e concentracfes em dois tempos de avaliacdo

ALH (um) BCF (Hz) IH (%)
Grupos Oh 2h Oh 2h Oh 2h
GC 2,6+0,3 2,7+£0,1 10,14£1,5 9,6+£2,3 10,1+4,3 9,3+2,8
M5 2,4+0,4 2,6+£0,4 11,2437 10,0+£3,4 10,8+6,8 9,6+4,4
M10 2,4+0,3 2,8+0,2 10,0£2,0 10,3£2,8 8,1+3,1 8,4+0,7
E10 2,4+0,4 2,5+0,2 9,7£2,1 9,1+2,3 6,5+4,4 52+2,1
E15 2,4+0,3 2,6+0,2 9,5+1,7 9,8+2,2 6,0+4,9 8,0£3,7
ALH: amplitude lateral da cabega; BCF: batimento cruzado flagelar; IH: indice de hiperativagdo; GC: grupo

controle; M5: extrato metanolico a 5%; M10: extrato metandlico a 10%; E5: extrato etandlico a 10%; E15:
extrato etandlico a 15%.

Na Tabela 6 encontra-se o perfil de trajetéria dos espermatozoides contendo os
parametros de linearidade (LIN), retilinearidade (STR) e indice de oscilacdo (WOB).
Observa-se que nos parametros de LIN, STR e WOB néo foram detectadas diferencas entre

0S grupos testados e entre os dois tempos de avaliagéo.

Tabela 6. Valores percentuais do perfil de trajetéria de espermatozoides caprinos
descongelados com adicdo ou ndo de diferentes extratos de hibisco e concentra¢fes em dois
tempos de avaliacdo

LIN (%) STR (%) WOB (%)
Grupos Oh 2h Oh 2h Oh 2h

GC 75,0£6,5 74,3+£0,9 85,6%4,3 85,3+1,1 87,4+4,1 87,1+2,1

M5 73,619,9 73,515,5 83,7+4,6 83,6129 87,6+7,4 87,8155

M10 74,4+7,1 69,5+4,9 83,5+4,3 82,4+2,7 89,0+5,7 84,3+4,8

E10 74,6£12,7 69,5£7,0  83,0+£10,5 78,916,0 89,5£5,0  88,0+4,5

E15 70,1+11,4 71,1£2,6 80,8+9,0 82,3+1,0 86,4+5,8 86,3+2,2
LIN: linearidade; STR: retilinearidade; WOB: indice de oscilagdo; GC: grupo controle; M5: extrato metandlico a 5%;
M10: extrato metandlico a 10%; E5: extrato etanolico a 10%; E15: extrato etandlico a 15%.
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6 DISCUSSAO

As crioinjdrias decorrem da interagdo entre as mudancas biofisicas, bioquimicas e
ambientais ocorridas durante o processo de criopreservacdo, submetendo as células
criopreservadas aos estresses resultantes das mudancas de volume e consequentes alteracdes
nas concentracdes de ions e eletrolitos nas soluc@es intra e extracelulares (QUEIROS, 2018).
De acordo com Gomes, Crespilho e Gomes (2015), diferentes faixas de pH podem alterar a
integridade da membrana plasmatica espermatica; uma alternativa para essa deficiéncia é a
incorporacdo de colesterol na presenca de tampao.

Mudangas no volume da célula durante a adicdo do diluidor, associadas ao
encolhimento e expansdo em resposta a hiperosmolaridade do crioprotetor assim como a
desidratacdo induzida pela congelacdo sao processos que desestabilizam as membranas ou
citoesqueleto e levam a lesGes (WATSON, 1995). Gao et al. (1995) observaram diminuigédo
da motilidade e perda da integridade da membrana em espermatozoides humanos submetidos
a meios anisosmaticos.

Dessa forma a reducao da proporcao de células com a membrana integra em contato
com os extratos de hibisco pode ser explicada pelas variagdes osmoticas e de pH que podem
ter ocorrido durante a adicdo dos extratos; € perceptivel que a maior reducdo ocorreu no
grupo E15, que apresentava maior concentracdo de extrato e menor de diluidor/sémen.

O teste hiposmdtico (HOST) foi originalmente elaborado para uso com
espermatozoides humanos, com a funcdo de avaliar a atividade bioguimica da membrana
espermatica intacta. Esse teste baseia-se na observacao de que um espermatozoide, com uma
membrana celular integra, se colocado em solucdo hiposmética, permita a passagem da agua
pela membrana celular até o restabelecimento do equilibrio osmético entre os fluidos extra
e intracelulares. Com o influxo da gua para o interior da célula, ha um aumento do volume
celular (edema), com posterior dobramento da cauda, uma vez que o espermatozoide é
desprovido de citoplasma (BITTENCOURT, 2005).

Como no presente estudo notou-se que a houve uma reducdo na integridade da
membrana de espermatozoides submetidos a diluicdo em extrato de hibisco, principalmente
em extrato etanolico na concentragdo de 15%, € esperado que no teste hiposmotico (HOST)
essa reducdo também seja perceptiva, por isso houve uma diminui¢cdo na propor¢do de

células reativas no grupo E15 em relagéo ao grupo controle.
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Existem diversos métodos para a extracdo dos compostos antioxidantes em vegetais,
conhecidos também como substancias bioativas. Dentre esses, podem ser citados 0s
tradicionais métodos de extracdo utilizando solventes organicos (como agua, etanol, éter e
metanol) e a extracdo supercritica, que mediante mudancas na pressao e na temperatura
transforma o didxido de carbono (CO) em fluido supercritico para a extracdo. Sob o ponto
de vista quimico ndo h& como selecionar a metodologia mais eficiente para a extracéo desses
compostos, que podem sofrer a influéncia de diversos fatores. Dentre esses, podem ser
citados a natureza do vegetal, o solvente empregado na extracao, o tamanho das particulas,
o0 tempo e a temperatura de extracdo (ANDREO; JORGE, 2006).

Por isso, nos diferentes extratos estudados neste trabalho, diferentes quantidades ou
substancias podem ter sido extraidas, de forma que os extratos metandlicos podem ter mais
bioativos antioxidantes em relacdo aos etandlicos, sendo assim o M10 apresentou melhores
resultados tanto de integridade quanto de funcionalidade de membrana que os demais
extratos, principalmente em relacéo ao E15.

Sabe-se que a criopreservacdo induz a formacao de espécies reativas de oxigénio, as
quais diminuem o desempenho espermatico. O efeito da oxidacdo sobre o DNA mitocondrial
e sobre a arquitetura da membrana espermatica pode ser considerado o principal fator de
reducdo da motilidade espermatica e fertilidade do sémen criopreservado. O efeito protetor
dos antioxidantes adicionados ao sémen antes da congelacdo permite a manutencédo
funcional das mitocondrias (ANDRADE et al., 2010).

Dessa forma € possivel inferir que as atividades antioxidantes das substancias
presentes no extrato de hibisco tenham protegido as mitocdndrias espermaticas de modo a
manter a motilidade em grupos que entraram em contato com essas substancias (M5, M10,
E10 e E15,) assim o grupo controle apresentou significativa diminuicdo na motilidade, tanto
total quanto progressiva, em funcéo do tempo de incubacao, e essa reducdo nao foi vista nos
grupos com hibisco.

Outra possibilidade é a funcdo do hibisco, além de uma atividade antioxidante
minima, pode ter agido como funcéo energética. De acordo com Hempel (2018) o extrato
metandlico de hibisco tem uma elevada concentracdo de agUcares redutores, que servem
como substrato energético para a mitocondria das células, o que pode ter causado uma
manutencdo da motilidade dos espermatozoides que entraram em contato com os extratos.

A motilidade espermatica é comumente apontada como uma das mais importantes
caracteristicas associadas com a habilidade fertilizante do espermatozoide, porém, quando

mensurada microscopicamente, ndo € bem correlacionada com a fertilizag&o in vivo ou in
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vitro, pois além do erro humano durante a avaliacdo subjetiva desse parametro, existe ainda
a limitagdo do método para avaliar detalhadamente as caracteristicas do movimento
espermatico (MATOS et al., 2008).

Quando se relaciona os dados obtidos pela motilidade subjetiva e a motilidade total
e progressiva (MT e MP, respectivamente) obtidas pelo CASA, observa-se que em ambos
0s métodos de avaliacdo ndo foi perceptiva diferenca entre os grupos, porem no método de
motilidade subjetiva ndo foi possivel determinar a reducéo da motilidade no grupo controle
em funcdo do tempo, isso pode ser explicado pela menor precisdo que 0 método proporciona,
principalmente por estar sujeita ao erro humano, por isso a necessidade de buscar uma
avaliacdo mais automatizada e criteriosa como o CASA.

Velocidade curvilinea (VCL) é a velocidade da trajetdria real do espermatozoide. E
sempre a maior das trés velocidades e serve como elemento de calculo para a linearidade.
(MATOS et al., 2008). Como o extrato de hibisco é diluido em solucgéo fisioldgica para a
adicdo no sémen, é possivel que apesar dos efeitos deletérios ocorridos devido a variagdo na
osmolaridade e pH a viscosidade do meio tenha se alterado menos no grupo M5, deixando o
meio mais viscoso em relacdo aos outros meios utilizando o hibisco, devido a menor diluicao
dos crioprotetores presentes, glicerol e leite. Desse modo, a VCL do grupo M5 diminuiu em
relacdo ao tempo.

De acordo com Bucak e colaboradores (2009) € possivel que a lipoperoxidacédo e a
capacidade antioxidante ndo sejam fatores determinantes que influenciam a sobrevivéncia
espermatica durante a criopreservacdo. Como € o observado nesse estudo a motilidade dos
espermatozoides se manteve, quando submetidos ao contato com extrato de hibisco, do
mesmo modo foi percebido uma diminuicdo na integridade e funcionalidade de membrana

desses grupos.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Baseado nos dados obtidos por este trabalho é possivel inferir que a utilizacdo do hibisco
pode interferir na motilidade dos espermatozoides independentemente da concentracdo, de
modo a manté-la por um maior periodo. Desta forma, a utilizacdo de sémen acrescido de
hibisco pode ser benéfica para a fertilizacdo e utilizacdo em inseminacdo artificial, apesar da
diminuicdo da integridade da membrana percebida.

Mais estudos sdo necessarios para precisar as vias de degradacdo da membrana

espermatica e o papel das substancias presentes no extrato de hibisco nestes parametros.
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Aterogenicidade

Biotécnicas

Caprinocultura

Crioprotetor

Hiperativacéo
Enzima

Flavonoide

Germoplasma

Motilidade (MT)

Velocidade curvilinea
(VCL)

Velocidade linear
progressiva (VSL)

Velocidade média da
trajetoria (VAP)
Linearidade (LIN)

Retilinearidade (STR)

Amplitude lateral da
cabeca (ALH)
Batimento cruzado

flagelar (BCF)
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GLOSSARIO

Relativo a formac&o de ateromas, deposito de lipideos em vasos.

Técnicas/protocolos  associados com 0  conhecimento
biotecnoldgico.

Ciéncia que trata do estudo e da criacdo de cabras; conjunto de
conhecimentos sobre a criacdo de caprinos; Criacdo de caprinos.
Qualquer substancia que ofereca energia, protecdo aos danos
ocasionados pela reducdo de temperatura e manutencdo de
ambiente favoravel a sobrevivéncia da célula armazenada.

Estado cinético da célula capacitada a fertilizacao.
Proteinas catalisadoras das rea¢cfes quimicas.

Compostos bioativos do grupo dos polifendis encontrados em
diversos alimentos.

Elemento dos recursos genéticos que maneja a variabilidade
genética entre e dentro da especie.

Competéncia para se mover; mobilidade.

Velocidade real trajetoria total.

E a velocidade média em funcéo da linha reta da estabelecida entre
0 primeiro e o Ultimo ponto da trajetoria.

E a velocidade da trajetoria média do espermatozoide, a direcéo
do movimento.

Relacéo percentual entre VSL e VCL.
E a relacdo percentual entre VSL e VAP.

E a amplitude do deslocamento médio da cabeca do
espermatozdide em sua trajetéria real.
E o nimero de vezes que a cabeca do espermatozdide cruza a

direcdo do movimento.



