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RESUMO

O aumento das espécies reativas ao oxigénio (ERO) gera o estresse oxidativo e causa efeitos
deletérios aos espermatozoides no sémen refrigerado, congelado e descongelado. O uso de
antioxidantes ndo enzimaticos no meio diluidor, pode preservar os espermatozoides da agdo
negativa das ERO durante o processo de criopreservacdo. O objetivo deste trabalho foi determinar
concentracdes apropriadas dos antioxidantes ndo enzimaticos Aniba canelilla, blueberry e
polifenol e ché verde no meio a base tris 10% LDL e testar sua eficiéncia sobre a longevidade e
viabilidade espermatica de sémen de bufalo preservado a 5°C. Este trabalho foi dividido em duas
fases. Ejaculados de 9 machos bubalinos foram usados com cada antioxidante. As amostras da
fase 1 e 2 foram analisadas pelo CASA antes do resfriamento e a cada 24 horas apds resfriamento
até a motilidade espermatica total decrescer até 10%. A integridade funcional da membrana
plasmatica foi analisada mediante teste hiposmotico em sémen fresco e as 24 e 48 horas na fase
1; e as 24 e 72 horas na fase 2. Adicionalmente, as amostras da fase 2 foram submetidas ao teste
de integridade acrossomal realizado em sémen fresco e as 24 e 72 horas; mediante citometria de
fluxo avaliou-se a integridade estrutural da membrana e a integridade da cromatina as 24 e 72
horas de resfriamento. O delineamento experimental usado foi em blocos ao acaso, os dados
foram avaliados pelo método dos quadrados minimos, utilizando o pacote PROC MIXED do
programa SAS — versdo 6.12. Para as variaveis que apos transformacdo de dados ainda nao
atendiam a homocedasticidade de variancias, utilizou-se o teste ndo paramétrico de Friedman com
o programa InfoStat (2014). A significancia estatistica foi considerada quando P<0,05. Na fase 1
determinou-se na incubacao de sémen de bufalos a 5°C, a concentragdo mais adequada de Aniba
canelilla (0,5, 5 e 50 pg/ml), blueberry (10, 50 e 100 ug/ml) e polifenol de cha verde (0,05; 5 e
50 pg/ml) adicionados ao meio a base tris 10% LDL. As concentra¢des elegidas foram Aniba
canelilla 50ug/ml, blueberry 50 pg/ml e polifenol de cha verde 0,05ug/ml por apresentar
melhores respostas (P<0,05) na cinética espermdtica e/ou por mostrar inocuidade aos
espermatozoides de bufalos. A adigdo de 50ug/ml de polifenol de ché verde ao meio diluidor Tris
10% LDL, teve consequéncias negativas na motilidade, funcionalidade da membrana plasmatica
e sobrevivéncia dos espermatozoides de bufalos. Na fase 2 foi comparada a eficiéncia da melhor
concentragcdo dos antioxidantes testados na primeira fase. O meio diluidor Aniba canelilla
50pg/ml tris 10% LDL promoveu a melhora da cinética espermatica (P<0,05) nos parametros
motilidade total (MT), MP, Répidos, VCL, VSL, VAP e BCF. Além de prolongar a longevidade
espermatica ao ter maior nimero de amostras com MT as 120 horas de refrigeracdo a 5°C. Em
relacdo aos parametros avaliados, integridade funcional e estrutural da membrana plasmatica,
integridade do acrossoma, integridade da cromatina ndo houveram diferencas significativas entre
tratamentos. Conclui-se que Aniba canelilla podera ser de consideravel ajuda se ajustadas as
concentragdes nos meios diluidores, tanto para sémen bubalino como para outras espécies. Ha
necessidade de serem realizadas mais avaliagdes de cada substancia a fim de obter um ganho na
preservacdo de espermatozoides e protege-los do estresse oxidativo sem afetar a fertilidade.

Palavras chave: antioxidante, espécies reativas ao oxigénio, estresse oxidativo, resfriamento de
sémen, sémen de bufalo.

11



ABSTRACT

The increase of reactive oxygen species (ROS) generates oxidative stress, which causes harmful
effects to spermatozoa in cooled, frozen and post thaw procedures. The use of non-enzymatic
antioxidants in extenders, could preserve the spermatozoa from negative action of ROS during
the cryopreservation process. The aim of this study was to determine appropriate concentrations
of non-enzymatic antioxidants Aniba canelilla, blueberry and green tea polyphenol in the extender
Tris with 10% LDL, and test their efficiency on spermatozoa viability and longevity in buffalo
semen preserved at 5°C. This work was divided into two phases. Ejaculates of nine buffalo bulls
were used to test each antioxidant. Samples of phase 1 and 2 were analyzed by CASA before
refrigeration and every 24 hours after refrigeration until total sperm motility decreased to 10%.
The functional plasma membrane integrity was analyzed by hypoosmotic swelling test in fresh
semen, 24 and 48 hours in phase 1; 24 and 72 hours in phase 2. Additionally, samples of phase 2
were analyzed by acrosome integrity on fresh semen, 24 and 72 hours; and by flow cytometry to
evaluated structural plasma membrane integrity and sperm chromatin integrity at 24 and 72 hours
after cooling. The experimental design used was a randomized block, the data were analyzed by
the least squares method using the PROC MIXED of program SAS - version 6.12. For variables
that after transformation of data did not satisfy the homoscedasticity of variances, it was used the
non-parametric Friedman test with the program InfoStat (2014). Differences were considered to
be statistically significant when P<0.05. In phase one it was determined the best concentration of
Aniba canelilla (0,5; 5 or 50 ug/ml), blueberry (10, 50 e 100 pg/ml) and green tea polyphenol
(0,05; 5 or 50 pg/ml) added to the extender Tris 10% LDL. The elected concentrations were for
Aniba canelilla 50pug/ml, blueberry 50 pg/ml and green tea polyphenol 0,05ug/ml based on results
of spermatic kinetics (P<0.05) and/or based on their innocuous results for buffalo spermatozoa.
The addition of 50 ug/ml of green tea polyphenol to the extender Tris 10% LDL exerted negative
consequences on motility, plasma membrane integrity and survival of sperm buffalo. In phase
two the efficiency of the best concentrations of the antioxidants tested in phase one was compared.
In phase 2 the extender Tris 10% LDL supplemented with Aniba canelilla 50 pg/ml lead to the
improvement of spermatic Kinetic parameters (P<0.05) such as total motility (TM), PM, Rapid,
VCL, VSL, VAP and BCF; besides preserving spermatic longevity in buffalo semen cooled at
5°C for a long period. Functional and structural plasma membrane integrity, acrosome integrity,
chromatin integrity did not significantly differ between treatments. It is concluded that Aniba
canelilla may be of considerable help for buffalo semen and for other species if the concentrations
are adjusted to the extenders. More assessments of each substance are needed in order to obtain a
gain in sperm preservation and protect them from oxidative stress without affecting fertility.

Keywords: antioxidant, reactive oxygen species, oxidative stress, cooling semen, buffalo semen.
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1. INTRODUCAO

O bufalo de agua pertence a familia Bovidae, subfamilia Bovinae, espécie Bubalus bubalis que se
subdivide em duas subespécies: de rio e de pantano (FAO, 2016). Segundo a FAO (2016), a
populacdo mundial de bifalos consta de cerca de 168 milhdes de cabecas, sendo que a Asia possui
95% da populacdo bubalina e os cinco por cento restante esta distribuido nos outros continentes.
Segundo a Secretaria de Defesa Agropecuéria - Departamento de Saude Animal (2015), o Brasil
possui um rebanho de aproximadamente 1.183.103 cabecas. N&o obstante, a Associacio
Brasileira de Criadores de Bufalos (ABCB) reporta um rebanho de trés milhdes de animais.

A importancia dos bufalos estd na possibilidade desta espécie ser uma alternativa para alavancar
a economia em regides onde outras espécies domésticas de interesse zootécnico ndo se adaptam.
Em climas tropicais, o bufalo é usado para incrementar a producéo do leite e carne, tendo relevante
impacto social (FAO, 2016). A bubalinocultura é uma atividade crescente no Brasil e altamente
rentavel na agroindustria (Vieira et al., 2009) em func¢éo do temperamento décil dos animais que
facilitam o manejo e criacdo do rebanho, assim como a crescente demanda do mercado
alimenticio, estimulado pelos valores nutricionais e caracteristicas organolépticas do leite e carne
(Bernardes, 2007; Da Silva e De Nardi Junior, 2014).

Os bufalos possuem alta rusticidade, adaptabilidade ao meio ambiente, ampla longevidade
produtiva e reprodutiva. No entanto enfrentam uma puberdade tardia e baixa expressao do estro
(Madan et al., 1996; Drost, 2007; Malhado et al., 2008), esses desafios podem ser facilmente
superados com melhorias no ambiente, manejo, nutri¢do, saude e bem-estar animal (Baruselli e
Carvalho, 2005; Presicce, 2007; Perera, 2008). No campo da biotecnologia da reprodugdo, 0s
bufalos apresentam taxas varidveis de Inseminacdo Artificial (IA), baixa eficiéncia de
superovulacdo e transferéncia embrionéria quando comparados com os bovinos (Gasparrini,
2002; Baruselli e Carvalho, 2005; Perera, 2008; Suresh et al., 2009). Na bubalinocultura existe a
necessidade de aumentar a eficiéncia reprodutiva e incrementar o melhoramento genético
(Malhado et al., 2008). O desenvolvimento e uso da IA, tecnologia que visa 0 melhoramento
genético mais rapido, depende fundamentalmente da detecgdo do cio e da preservacdo do sémen
(Visintin et al., 1997).

Na espécie bubalina hd um ndmero limitado de informagdes sobre as caracteristicas seminais e a
viabilidade espermética frente & preservacao in vitro. Portanto, é necessario o desenvolvimento
de pesquisas adicionais para impulsionar o uso da biotecnologia de preservacdo de sémen
(Sansone et al., 2000). A conservagdo e armazenamento do sémen dependem de varios fatores
para atingir seu sucesso, onde o alvo principal é manter a capacidade fertilizante. Para isso, é
necessario minimizar os efeitos deletérios e mudancas na estrutura dos espermatozoides, com a
consequente redugdo de motilidade durante a diluicdo, resfriamento, congelamento e
descongelamento do sémen (Weitze e Petzoldt, 1992). Mediante o uso do resfriamento, é possivel
diminuir o metabolismo dos espermatozoides. No caso do congelamento, ha parada absoluta do
metabolismo espermatico, com a finalidade de aumentar sua longevidade e uso posterior na 1A
(Holt, 1997).

Os espermatozoides possuem um limitado volume e restricdo do espaco citoplasmatico,
dependem do meio ambiente para obter nutrientes, eliminar produtos do metabolismo celular e
ter a protecdo antioxidante necessaria (Vishwanath e Shannon, 2000; Aitken et al., 2015). O que
0s torna extremamente sensiveis a danos celulares originados pelas espécies reativas ao oxigénio
(ERO) e nitrogénio (ERN), que sdo produtos do metabolismo espermético e morte celular.
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Mudancas no protocolo e na metodologia de criopreservacédo, na formulag¢do dos meios diluidores,
no tipo de manipulacdo do sémen, entre outras varidveis, podem influenciar a viabilidade dos
espermatozoides criopreservados. Uma das possibilidades de aumentar a viabilidade espermatica
do sémen criopreservado é ajustar a efetividade do sistema antioxidante, que é essencial para
combater o estresse oxidativo (Memon et al., 2011).

A disponibilidade crescente de informagGes que permitem a maior compreensao das alteracdes
fisiopatoldgicas provocadas pelas ERO associada & existéncia de inumerdveis fontes de
antioxidantes ndo enzimaticas, sdo estimulos para trabalhar na melhoria da viabilidade
espermatica nos processos de criopreservacdo. Com foco na diminuicéo dos efeitos deletérios das
ERRO e ERN. Ndo obstante, ha poucas informacdes disponiveis sobre os antioxidantes e o0s
efeitos que estes exercem quando usados em sémen resfriado de bufalos. N&o foram encontrados
relatos do uso dos antioxidantes Aniba canelilla, blueberry e polifenol de cha verde em meios
diluidores de sémen de bufalos, tanto para preservacdo em estado liquido como congelado.
Adicionalmente, Aniba canelilla ¢ um composto novo que ndo tem sido empregado ainda na area
reprodutiva, ndo foram encontrados relatos do seu uso em processos reprodutivos. Portanto, o
estudo e a pesquisa do efeito de novos antioxidantes ndo enzimaticos, a determinacdo das
concentragdes Otimas para seu uso nos meios diluidores poderdo melhorar a viabilidade
espermatica e fertilidade de sémen resfriado. Facilitando o desenvolvimento e aprimoramento dos
protocolos de IA, particularmente para a espécie bubalina.

Com intuito de melhorar a preservacgdo dos espermatozoides em sémen refrigerado de bufalo, no
presente trabalho foram adicionados antioxidantes ndo enziméaticos Aniba canelilla, blueberry e
polifenol do cha verde em meio a base tris 10% LDL.

2. OBJETIVO

- Determinar concentracfes apropriadas dos antioxidantes Aniba canelilla, blueberry e
polifenol de cha verde no meio diluidor Tris 10% LDL para ser usado em sémen resfriado
de bufalo a 5°C.

- Preservar os espermatozoides da acdo das espécies reativas ao oxigénio durante o
processo de resfriamento.

- Manter a longevidade e viabilidade de espermatozoides bubalinos resfriados a 5°C,
através da adigdo de antioxidantes de origem vegetal aos meios diluidores.

- Testar aeficiéncia de Aniba canelilla, blueberry e polifenol de cha verde no meio diluidor
sobre a viabilidade espermatica de sémen de blfalo preservado a através das avaliagdes:
motilidade e cinética esperméatica mediante o sistema computadorizado de analise de
sémen (CASA) System Sperm Class Analyzer®, integridade funcional e estrutural da
membrana, integridade da cromatina, integridade acrossomal e da morfologia
espermatica.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. CRIOPRESERVACAO DO SEMEN

A vantagem de usar sémen resfriado ou congelado tornam os programas de inseminacao artificial
ferramentas de alto impacto para o desenvolvimento do melhoramento genético em bufalos
(Sansone et al., 2000; Sukhato et al., 2001). Durante 0 processo de criopreservacdo ocorrem
mudancas nas estruturas dos espermatozoides, particularmente nas membranas, que podem sofrer
alteracdes do seu funcionamento e influenciar a sobrevivéncia ou morte espermatica assim como
interferir na fertilidade (Holt, 2000).

A membrana plasmatica dos espermatozoides é composta por 65-70% de fosfolipidios dispostos
em bicamadas lipidicas, além de proteinas, colesterol, glicolipidios e glicoproteinas que conferem
fluidez e estabilidade a membrana, que pode ser afetada pela variacdo de temperatura causando
alteracfes como a segregacdo dos componentes estruturais da membrana. (Parks e Graham, 1992;
Watson, 1995; Holt, 2000). Proteinas e lipideos mudam sua posi¢éo e se concentram em regides
especificas, os lipideos passam da fase liquida e cristalina para a fase gelificada e iniciam sua
agregacao, o que gera perda de fluidez da membrana. Esta mudanca pode formar micelas e canais
hidrofilicos que permitem a passagem de ions e moléculas pequenas, alterando o estado de
equilibrio (Holt e North, 1984; Parks e Graham, 1992). Durante o descongelamento, estes
disturbios ocorridos em baixas temperaturas impedem o normal rearranjo da bicamada lipidica,
acarretando danos na estrutura e funcionalidade da membrana plasmatica (Parks e Graham, 1992).

Na preservacdo do sémen em estado liquido, o maior efeito do estresse térmico é a reducéo do
nimero de espermatozoides moveis e perda da integridade da membrana plasmatica devido a
mudancas na sua composicdo (Weitze e Petzoldt, 1992). O processo de criopreservacdo afeta
claramente a atividade enzimatica, que diminui na faixa de temperatura de 20°C a -196°C,
comprometendo a distribuicdo das enzimas antioxidantes na superficie dos espermatozoides
(Watson, 1995; Sansone et al., 2000; Marti et al., 2008).

A principal vantagem de usar sémen resfriado ao congelado é a prevencdo de crioinjUrias
associadas ao congelamento. A técnica de resfriamento de sémen a 5°C, por aumentar a
viabilidade espermética a curto prazo, pode aumentar as taxas de gestacdo a baixo custo
(Crespilho et al., 2014), fato demonstrado em bufalas submetidas a 1A onde as taxas de concepgéo
foram maiores com sémen refrigerado versus sémen congelado (Anzar et al., 2003). Dentro de
todas as etapas envolvidas no processo de criopreservacdo, as que mais danos causam aos
espermatozoides é o congelamento e descongelamento (Parks e Graham, 1992; Watson, 1995;
Rasul et al., 2001). A cromatina pode ser modificada pelo processo de criopreservacao (Watson,
1995; Thomson et al., 2009; Gurler et al., 2016), a integridade do DNA espermatico pode sofrer
alteracOes e danos irreversiveis no sémen congelado de bafalo em niveis mais elevados quando
comparado ao sémen resfriado (Garg et al., 2009; Kumar et al., 2011). Em contraste, foi
observado que o congelamento ndo danifica significativamente 0 DNA de espermatozoides de
bafalo e que o sémen resfriado s6 mostra danos no DNA ap6s 48 e 72 horas de armazenamento a
5°C (Kadirvel et al., 2009; Rastegarnia et al., 2013).

No intuito de minimizar os efeitos prejudiciais que o processo de resfriamento e congelamento

acarretam as células espermaticas, pesquisas tém desenvolvido meios diluidores para minimizar
0s danos causados durante o processo de criopreservacao (Watson, 1995; Bergeron e Manjunath,
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2006; Biyukleblebici et al., 2014; Crespilho et al., 2014). Um meio diluidor deve ter uma
osmolaridade e pH adequados, controlar o metabolismo celular, promover a ocorréncia da
capacitacdo espermética no momento adequado, conservar a funcionalidade e integridade da
membrana plasmatica, controlar a contaminacao bacteriana e, 0 mais importante, ndo prejudicar
0 potencial de fertilizacdo dos espermatozoides (Watson, 1995; Holt, 2000; Liu et al., 2016).

Uma das varidveis que afetam os espermatozoides quando submetidos a diluicdo é a
osmolaridade. Variancias hiperosméticas ou hiposmoticas levam ao estresse osmatico, causando
danos na membrana plasmatica e alterando sua permeabilidade (Watson, 1995; Ball, 2008). A
osmolaridade do sémen de bufalo é de 268,8+1,17 mOsm/l e do plasma 256+1,53 mOsm/I;
variacdes a baixo de 250 mOsm/I sdo desfavoraveis para esta espécie (Khan e ljaz, 2008).

Uma ampla gama de compostos pode ser utilizada na hora de elaborar um meio diluidor, a fim de
formar uma solucdo que preserve adequadamente os espermatozoides. Os crioprotetores tém sido
usados para prevenir danos que ocorrem durante o processo de congelamento. Crioprotetores
permeaveis atuam ao ingressar na célula modulando a taxa de desidratacdo, sendo principalmente
usado o glicerol. Os crioprotetores ndo permeaveis sdo moléculas ativas que regulam a
osmolaridade do meio (dissacarideos) e moléculas inativas como polissacarideos, proteinas e
lipidios (Sieme et al., 2016). Os fosfolipidios da gema de ovo interagem com a superficie de
membrana plasmatica dos espermatozoides, conferindo acdo protetora durante o processo de
criopreservagdo quando usados no meio diluidor (Watson e Martin, 1975; Bergeron e Manjunath,
2006). As lipoproteinas de baixa densidade extraidas da gema de ovo atuam mediante varios
mecanismos. Acredita-se que atuam estabilizando a membrana plasmatica do espermatozoide ao
repor os fosfolipidios e ao capturar as proteinas do plasma seminal bovino (BSP), melhoram a
congelabilidade e fertilidade de sémen de bufalos (Moussa et al., 2002; Akhter et al., 2011; EI-
Sharawy et al., 2012). A adigdo de antioxidantes aos meios diluidores mantém a qualidade do
sémen (Bast et al., 1991; Martinez-Paramo et al., 2012), preservando a atividade metabdlica e
viabilidade celular (Beconi et al., 1993), sendo primordiais para manter a funcionalidade,
estabilidade e sobrevivéncia espermatica (Bast et al., 1991; Marti et al., 2008; Williams et al.,
2008; Martinez-Paramo et al., 2012; Kadirvel et al., 2014).

3.2. ESPECIES REATIVAS AO OXIGENIO

Os espermatozoides dependem do meio ambiente para suprir as necessidades de nutrientes e
eliminagdo de produtos do metabolismo celular, tornando-se extremamente sensivel a danos
celulares quando inadequadamente protegido (Vishwanath e Shannon, 1997). Devido ao limitado
conteudo citoplasmatico com baixo contelido de enzimas antioxidantes intrinsecas para proteger
toda a extensdo da membrana plasmatica do espermatozoide (Aitken e Koppers, 2011)

Os danos celulares durante a criopreservacdo tém vérias origens e, entre outras, podem ser
causados pela presenga de radicais livres (O2, H.0,, HO", NO, ONOO", HOCI', R") que séo
classificados como espécies reativas ao oxigénio (ERO) e espécies reativas ao nitrogénio (ERN).
As ERO e ERN podem tomar trés caminhos: reducdo de um atomo de hidrogénio, reducao de um
elétron ou adigdo de oxigénio. ERO e ERN sdo produzidas mediante reagdes enddgenas, quando
0 0xigénio e o nitrogénio se unem a complexos organicos como resultado do metabolismo celular
(Lykkesfeldt e Svendsen, 2007).
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As ERO e ERN também agem no organismo de maneira benéfica e permitem que uma série de
funcdes fisioldgicas sejam possiveis ao atuar como desencadeadores de multiplos processos. Por
exemplo, ERO tém funcdes fisiolégicas em varios processos dos espermatozoides como
capacitacdo, hiperativacao, reacdo acrossomal, unido com a zona pelucida e fecundacdo (Marti et
al., 2008; Roy e Atreja, 2008; Angelopoulou et al., 2009; Amrit Kaur e Bilaspuri, 2011; Kadirvel
etal., 2014).

Indmeras causas desencadeiam um aumento nas ERO e ERN. Quando estas ultrapassam o
equilibrio, surge o estresse oxidativo (Mandelker, 2011). O processo de criopreservagdo aumenta
0 estresse oxidativo, que esta associado a fragmentacdo do DNA, posterior ativacdo de caspases
e consequentemente apoptose (Thomson et al., 2009; Gurler et al., 2016). O desequilibrio na
quantidade de ERO e ERN € considerado um dos principais desencadeantes de dano celular antes,
durante e apos o resfriamento, congelamento e descongelamento do sémen. Acredita-se que isto
ocorra devido a reducao da disponibilidade de antioxidantes naturais presentes no plasma seminal
quando o espermatozoide é diluido nos meios diluidores e durante seu processamento subsequente
(Marti et al., 2008). Assim como deficiéncias no trato reprodutivo do macho para exercer protecao
antioxidante, ou infiltracdo leucocitaria no sémen a causa de processos inflamatérios no trato
reprodutivo do macho (Aitken e Koppers, 2011; Aitken e Baker, 2013).

Os alvos principais da oxidacdo sdo os lipidios, proteinas e DNA. Os espermatozoides sdo
vulneraveis a peroxidacéo lipidica devido ao alto contetdo de &cidos graxos poli-insaturados na
membrana plasmatica, as ERO extraem o atomo de hidrogénio que ao reagir com uma molécula
de oxigénio, da origem ao radical peroxil. O que gera uma reacdo em cadeia com 0O
comprometimento da integridade da membrana plasmatica, dano mitocondrial e do DNA. Estes
danos dao origem a cascata intrinseca da apoptose no espermatozoide. Por conseguinte, perda da
motilidade e viabilidade espermatica (Aitken et al., 2006; Lykkesfeldt e Svendsen, 2007; Koppers
et al., 2008; Aitken e Koppers, 2011; Aitken et al., 2012), figura 1.

Os espermatozoides de bubalinos sdo mais sensiveis a peroxidacdo lipidica que o0s
espermatozoides de bovinos, devido ao reduzido teor de fosfolipidios na membrana plasmatica,
0 que os torna mais sensiveis a danos por peroxidagdo lipidica e estresse de congelamento
(Sansone et al., 2000; Nair et al., 2006; Andrabi, 2009; Garg et al., 2009).

Uma excessiva producdo de ERO causa estresse oxidativo, o que resulta numa baixa qualidade
seminal. A deplecdo de ATP, peroxidacéo lipidica, dano mitocondrial e do DNA d&o origem a
vérias patologias espermaticas: queda de motilidade e atividade metabdlica, ruptura das
membranas, danos ao axonema, aumento de alteracGes morfolégicas na peca intermediéria,
efeitos deletérios na capacitacdo espermatica e reacdo acrossomal, diminuicéo de longevidade e
viabilidade espermatica, queda da fertilidade, baixas taxas de concepcao e infertilidade (Ball et
al., 2001; Agarwal et al., 2008; Amrit Kaur e Bilaspuri, 2011; Zhong e Zhou, 2013; Crespilho et
al., 2014; El-Taieb et al., 2015) .
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Figura 1. Organograma de fatores envolvidos na geragdo do estresse oxidativo e peroxidagdo lipidica.
Fonte:(Aitken et al., 2012).

3.3. ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS

Os antioxidantes sdo compostos capazes de doar elétrons, possibilitando neutralizar, prender,
eliminar ou inibir as ERO e seus efeitos deletérios. Uma vez realizada sua fungéo, os antioxidantes
sdo reciclados mediante varios processos celulares para seu estado normal, impedindo que mais
danos celulares acontegam (Lykkesfeldt e Svendsen, 2007; Amrit Kaur e Bilaspuri, 2011).

O organismo possui um sistema antioxidante que é formado principalmente pelas enzimas
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GSHPx ou GPx), glutationa
redutase (GR) (Amrit Kaur e Bilaspuri, 2011; Mandelker, 2011). Estas enzimas antioxidantes
estdo presentes em minima quantidade nos espermatozoides e maiormente no plasma seminal.
Sdo ativadas pelas ERO, possibilitando a defesa dos efeitos deletérios que estes exercem sobre 0s
espermatozoides (Aitken e Curry, 2011; Kadirvel et al., 2014). Seu mecanismo de acdo pode-se
observar na figura 2. A SOD catalisa a conversao do radical superoxido O, para produzir peroxido
de hidrogénio, enquanto a catalase e glutationa transformam o H,O, em 4gua (Bast et al., 1991).
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O, + Oy +2H" ————— 0, + H,0,

CAT
H,0, + H,O, ———— 3 2H,0 + O,

e
H,0, +2GSH ————— 3 2H,0 + GSSG

- GR

Figura 2. Mecanismo de ac¢éo do sistema antioxidante. SOD superdxido dismutase; CAT catalase; GPx
glutationa peroxidase; GR glutationa redutase; GSH glutationa reduzida; GSSG glutationa oxidada. Fonte:
(Peng et al., 2014).

Ao ser estimulado, o sistema antioxidante aumenta a regulacdo da transcri¢éo e adeséo a proteinas
redox para unir-se a0 MARN com um consequente aumento das enzimas antioxidantes assim
como sua atividade, permitindo a adaptacéo e incentivo da reparagéo celular (Mandelker, 2011).
Quando comparado com bovinos, a atividade das enzimas antioxidantes de bufalos é menor
guando o sémen é submetido ao resfriamento. Com o passar do tempo de armazenamento do
sémen bubalino, a atividade enziméatica diminui levando a um aumento do estresse oxidativo e
maior peroxidacao lipidica (Nair et al., 2006). Do mesmo modo, Kardivel et al., (2014) observou
uma reducédo da atividade enzimética antioxidante quando o sémen de bufalo foi sometido ao
congelamento (Tabela 1).

Tabela 1. Média (xDP) de parametros seminais e valores de enzimas antioxidantes intracelulares de
espermatozoide de bufalos.

Parametro Valores sémen fresco  Valores ap6s descongelamento

Motilidade (%) 81,4+2,4 56,7+4,8
Espermatozoides vivos (%) 88,4+0,7 59,6+4,2

LPO (nmol MDA/10° espermatozoides) 278,7+18,3 364,6+£22,4

SOD (U/10° espermatozoides) 23,3+0,7 11,7+0,8

CAT (U/10° espermatozoides) 0,8+0,01 0

GPx (U/10° espermatozoides) 9477,3+24,8 5276,4+18,3

GSH (nmole MDA/10° espermatozoides) 23,4+0,9 15,310,4

LPO peroxidacao lipidica; MDA malonaldeido; SOD superdxido dismutase; CAT catalase; GPx glutationa
peroxidase; GSH glutationa reduzida; Fonte: (Kadirvel et al., 2014).

Nas células sométicas existe um gene capaz de regular as enzimas antioxidantes para controlar e
diminuir o estresse oxidativo chamado fator 2 relacionado ao fator nuclear E2 (Nrf2 ou NFE2L2).
Este gene é um fator de transcricdo que se liga a elementos de resposta de antioxidantes (ARE),
induzindo transcrigdo de diversas proteinas antioxidantes como a NADPH quinona oxidoredutase
1 e proteinas que regulam a sintese de Glutationa (Vomhof-Dekrey e Picklo, 2012). A expressao
ou producdo de mediadores pro-inflamatorios (citocinas, quemoquinas, células de adesdo
molecular, metaloproteinases, cicloixigenase-2 e 0xido nitrico sintetase) pode ser inibida pelo
Nrf2, junto com os ARE (Kim et al., 2010; Ahmed et al., 2017).
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Nos espermatozoides, tem se comprovado a presencia de NADPH oxidase: NOX5 e NOX2
(Shukla et al., 2005; Sabeur e Ball, 2007) assim como o gene indutor de interleucina (1L411) e L
aminoacido oxidase que sao formadoras de ERO, suas respostas podem ser inibidas pela enzima
catalase (Houston et al., 2015). Ainda cabe saber si o Nrf2 teria presencia e atuagdo no
espermatozoide.

3.4. ANTIOXIDANTES NAO ENZIMATICOS

Os antioxidantes ndo enzimaticos sdo aqueles antioxidantes sintéticos ou suplementos alimentares
que tem influéncia sobre o sistema antioxidante: SOD, CAT, GPx e GR, melhorando o processo
de criopreservacdo ao beneficiar a protecdo espermatica contra os efeitos das ERO (Amrit Kaur
e Bilaspuri, 2011; Kadirvel et al., 2014) e o estresse oxidativo (Shahidi, 2015).

Antioxidantes ndo enzimaticos como o acido Urico, espermina, taurina, triptofano, vitamina C,
albumina também se encontram presentes no plasma seminal e sdo gerados no trato reprodutivo
(Rhemrev et al., 2000; Amrit Kaur e Bilaspuri, 2011).

Os antioxidantes ndo enzimaticos de origem vegetal pertencem a classe de compostos fendis e
polifendis (Shahidi, 2015). Dentro dos polifendis encontram-se os flavonoides que incluem as
flavonas, flavondis, flavanonas, catequinas, antocianinas, antocianidinas e isoflavonas (Mueen
Ahmed e Baral, 2011). Um composto fendlico possui atividade antioxidante quando em baixas
concentragdes impede, retarda e previne a auto-oxidacéo ou oxidacdo mediada pelas ERO e ERN,
além de possuir estabilidade na sua molécula apos feita a reacdo (Rice-Evans et al., 1996). Sua
atividade antioxidante depende das carateristicas das moléculas estruturais que tem a habilidade
de doar um ion hidrogénio aos radicais peroxidos gerados como resultado da peroxidag&o lipidica
(Shahidi, 2015). A inibi¢do da oxidacdo lipidica por parte dos polifendis se da mediante varios
mecanismos: quelagdo dos ions de cobre, quebra das cadeias mediante a doacdo de hidrogénio,
captura dos radicais peroxil e alcoxil, e regeneragéo do a-tocoferol mediante a reducdo do radical
tocoperoxil (Rice-Evans et al., 1996)

Os antioxidantes de origem vegetal podem atuar de maneira positiva (antioxidante) ou negativa
(pré-oxidante) sendo que: a) as suas respostas sao dose-dependentes, b) os compostos isolados
perdem a acdo sinérgica de outras substancias, c) a eficiéncia farmacologica depende das
caracteristicas vegetais e dos animais testados e d) a acdo dependente da presenca de diferentes
estruturas quimicas (Zhong e Zhou, 2013).

Os antioxidantes de origem vegetal podem interferir na espermatogénese, funcdes espermaticas,
ciclos estrais, fungdes ovéricas, ovulagdo, desenvolvimento embrionério e gestagdo (Zhong e
Zhou, 2013). Varios estudos tém demonstrado a atividade benéfica sobre a qualidade espermatica
guando antioxidantes ndo enzimaticos sdo adicionados ao meio diluidor de sémen bovino
(O'flaherty et al., 1997), equino (Almeida e Ball, 2005), canino (Michael et al., 2007), caprino
(Bucak et al., 2010), suino (Lufo et al., 2014; Allai et al., 2015), ovino (Baghshahi et al., 2014);
e quando suplementados na dieta de suino (Liu et al., 2015), coelho (Castellini et al., 2000),
humano (Ross et al., 2010) e equino (Kheradmand Garmsir et al., 2014). No entanto, ainda ndo
ha estudos sobre as concentracGes e possiveis efeitos que as substancias com poder antioxidante
como a Aniba canelilla, blueberry e polifenol de cha verde podem ter quando adicionados a meios
diluidores de sémen na espécie bubalina.
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3.4.1. Aniba canelilla

A familia Laureaceae compreende a subdivisdo taxondmica do género Aniba, com 41 espécies
reconhecidas, onde se encontra Aniba canelilla (Gottlieb e Kubitzki, 1981), arvore endémica da
Amazodnia gue é localmente conhecida como casca preciosa (Da Silva et al., 2007).

A caracteristica quimica do género Aniba se baseia na exclusiva e mutua presenca de neoglicanos,
benzofenonas, pironas, flavonoides e alilfenol (Gottlieb, 1972; Gottlieb e Kubitzki, 1981). Perfis
cromatograficos da espécie, exibem presenca de alcaloides, saponinas, esteroides, taninos,
triterpenos, aglcares, proteinas e varios aminoacidos. Estudos mostram que o 6leo essencial de
folhas e galhos de A. canelilla contém 1-nitro-2-feniletano, metileugenol e eugenol, como
principais compostos da espécie (Figura 3). A propor¢do de cada uma destas substancias na
composicao final de Aniba canelilla varia em funcéo da saz&o, sendo que pode atingir valores
préximos a 95% de 1-nitro-2-feniletano e 18% de metileugenol durante a época chuvosa,
enquanto que os valores chegam a 39% e 45% na época seca, respectivamente (Taveira et al.,
2003; Lima et al., 2004; Sousa et al., 2009).

NO,

HOY

OCH;

OCH:
1-nitro-2-feniletano Metileugenol Eugenol

Figura 3. Estrutura quimica dos principais componentes de Aniba canelilla. Fonte: (Silva, 2012).

A capacidade e eficiéncia antioxidante de Aniba canelilla é atribuida a presenca dos alcaloides
benziltetrahidroisoquinolina e tetrahidroprotoberberina, assim como os grupos N-H e hidroxil
fendis (Oger et al., 1993; Da Silva et al., 2007). Os alcaloides com presenca de grupos OH
possuem uma alta atividade antiradical e alta lipofilicidade ao atuar como doadores de hidrogénio,
funcdo similar a dos antioxidantes fendlicos (Rackova et al., 2004). Os alcaloides produzem
inibicdo da peroxidacdo lipidea microssomal, também sdo potentes inibidores do nitroazul de
tetrazolio (NBT), um composto formador de superoxido e indicador da reacéo redox (Ubeda et
al., 1993). Vérios estudos de avalia¢Ges fitoquimicas demonstraram a atividade antioxidante dos
extratos de folhas e madeira de A. canelilla, avaliando a capacidade sequestradora do radical livre
2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), concentracdo efetiva (CE50) que é a concentracdo de
amostra necessaria para o sequestro de 50% dos radicais livres, e a quantificacdo de fenois totais
(TP). Os resultados achados destes testes indicaram que Aniba canelilla tem uma alta atividade
antioxidante (Da Silva et al., 2007; Silva et al., 2009; Silva, 2012). Também foi demonstrado que
0 extrato de A. canelilla é muito estvel & oxidagdo devido a dois fatores, o primeiro, a sua
capacidade de doar radicais hidrogénios para a reducdo de DPPH e o segundo, por deslocalizar o
radical DPPH para sua estrutura (Silva, 2012). Mediante o estudo da estrutura conformacional da
molécula 1-nitro-2-feniletano, foi observado que este componente pode adotar diferentes
conformagdes variando o angulo diedro entre os grupos nitro e fenil unidos aos &tomos de carbono
C1-C,. Conferindo maior estabilidade ao composto, e que esta relacionado com as atividades
bioldgicas de 1-nitro-2-feniletano (Vale et al., 2013). O 1-nitro-2-feniletano também é capaz de
inibir nas células somaticas a sintese e liberacdo de desencadeantes de respostas antiinflamatérias
como bradiquidinas, sustancia P, prostaglandinas, citoquinas, histamina e serotonina (De Lima et
al., 2009; Vale et al., 2013).
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Além do poder antioxidante, Aniba canelilla possui atividades biol6gicas de alto valor
farmacéutico e terapéutico, que inclui: efeito antiviral, antibacteriano, fungicida,
antiespasmodico, antipirético, antitumoral, citotoxico, estimulante do sistema nervoso central,
anticonvulsivante, antinociceptivo, antiinflamatério, antiedematogénico, efeitos cardiovasculares
como hipotenséo, bradicardia e vasorelaxante (Oger et al., 1994; Da Silva et al., 2007; De Lima
et al., 2009; Silva et al., 2009; Vale et al., 2013; Arruda-Barbosa et al., 2014; Oliveira-Filho et
al., 2015). No entanto, A. canelilla ndo tem sido testada como aditivo a meios diluidores de sémen,
procurando explorar sua agdo antioxidante, entre outras.

3.4.2. Blueberry

Arbustos com frutos silvestres ou frutos vermelhos comestiveis abrangem a espécie blueberry
com nome cientifico Vaccinium sp., que pertence ao género Cyanococcus, familia Ericaceae; o
blueberry possui principalmente trés variedades agrupadas pelo tamanho do arbusto lowbush,
highbush e rabbiteye (Rowland e Hammerschlag, 2005).

Blueberry tem varios compostos com propriedades antioxidantes. As analises do perfil
fitoquimico relatam a presenga de compostos fenodlicos (Figura 4), onde se encontram
flavonoides, flavonois (kaempferol, quercetina, miricetina), antocianinas (cianidina, malvidina,
peoninina, petuninia, delfinidina), acidos fendlicos abrangendo os acidos hidroxicinamicos (acido
caféico, acido p-cumaérico, acido ferulico), &cido hidroxibenzoico, acido elagico e acido galico
(Torrénen et al., 1997; Wang et al., 2017).

Flavonois R: Rz
Kaempferol H H
Quercetina OH
Miricetina OH OH
Antocianidinas R: Rz
Cianidina OH H
Delfinidina OH OH HO
Peonidina OCHs H ‘
Petunidina OCHs OH 5 OH
Malvidina OCH;  OCHs o
R,
Acidos hidroxicinamicos R R2
Acido caféico OH H HO \ OH
Acido p-cumarico H H R, O
Acido ferulico OCHjs H

Figura 4. Estrutura quimica dos principais componentes blueberry. Fonte: (Riihinen et al., 2008).
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As quantidades destes compostos sdo influenciadas pela maturidade da fruta, sendo que no
amadurecimento ocorre 0 aumento do nivel de antocianinas e diminuem o0s contetdos de
flavonoides e compostos fendlicos (Kalt et al., 2003; Castrejon et al., 2008; Deng et al., 2014;
Eichholz et al., 2015). Antocianinas, flavondis e acidos fenolicos também se encontram em
diferentes percentagens nas folhas, galhos e rizomas da planta de blueberry (Riihinen et al., 2008).
Os valores totais das antocianinas e compostos fenélicos também variam segundo a genética da
planta, ambiente, época e nimero de colheitas (Castrején et al., 2008; Pertuzatti et al., 2014).
As antocianinas apresentam menos potencial antioxidante que outros compostos fendlicos como
os flavondis ou &cidos hidroxicindmicos, que diminuem a medida que amadurecem os frutos de
blueberry (Castrejon et al., 2008). Ainda assim os principais componentes do blueberry sdo as
antocianinas, que sao estaveis a temperaturas menores a 60 °C e em pH acido. As antocianinas se
encontram em forma glicosilada, esta forma confere maior solubilidade e protegem as
antocianinas da degradacdo oxidativa (Reque et al., 2014; Siddiq e Dolan, 2017; Wang et al.,
2017). Vinte e duas espécies de antocianinas com consideravel atividade antioxidante tém sido
reportadas em extratos de blueberry (Borges et al., 2010; Wang et al., 2017).

Andlises feitas com extratos de blueberry exibiram resultados elevados na atividade celular
antioxidante, capacidade sequestradora de radicais livres, capacidade redutora e capacidade para
absorver o radical oxigénio, apontando que o blueberry possui uma atividade antioxidante elevada
(Wolfe et al., 2008; Deng et al., 2014; Pertuzatti et al., 2014; Wang et al., 2017). Segundo estudos
in vitro, os principais componentes que contribuem na atividade antioxidante sdo o &cido fertalico
e as antocianinas (Wang et al., 2017). Os compostos do blueberry desempenham sua acéo
antioxidante mediante diversos mecanismos. Se base que nas células sométicas o gene Nrf2 é
regulado positivamente quando ativado pelo blueberry (Pomari et al., 2014). Compostos fenélicos
inibem a transcricdo de fatores redox-sensitivos como o fator kB (NF«B), fator ativador da
proteina 1 (AP-1); inibi¢do de enzimas pré-oxidantes, como as enzimas oxido nitrico sintetase,
lipogenases, ciclooxigenases e xantina oxidase, e também podem atuar junto com as enzimas do
sistema antioxidante (Zepeda et al., 2012; Pomari et al., 2014; Nardi et al., 2016). Borges et al.
(2010) atribuiram 84% da atividade antioxidante as antocianinas enquanto os flavonadis atingiram
14%. O alto conteudo de compostos fenélicos achados no blueberry atuam como antioxidantes
nas células sométicas, e diminuem a producdo dos radicais oxigénio e peroxido. Devido aos
baixos niveis de ERO por efeito do blueberry, as enzimas antioxidantes catalase, SOD e GSH
diminuiram significativamente sua atividade (Kim et al., 2013; Nardi et al., 2016), similares
respostas tém sido obtidas por outros autores (Zepeda et al., 2012; Azab et al., 2014). Cabe ainda
saber qual seria 0 mecanismo de a¢do nos espermatozoides.

Blueberry possui amplas perspectivas de uso terapéutico, que incluem tratamentos
cardiovasculares, oculares, antiinflamatérios, degenerativos, antioxidantes, antibacterianos,
antifangicos, prevencdo do cancer, melhoramento cognitivo e neuronal nas funcdes cerebrais e
protecédo da integridade do DNA (Smith et al., 2000; Zafra-Stone et al., 2007; Pervin et al., 2013;
Silva et al., 2013; Deng et al., 2014; Nardi et al., 2016). Segundo pesquisas realizadas, ao usar
uma mistura de varias espécies de frutos vermelhos, entre elas blueberry, cranberry, amora e
morango o efeito mostrou ser mais seguro e eficaz. Isto foi devido ao sinergismo e potencializacdo
dos efeitos antioxidantes e terapéuticos assim como a sua biodisponibilidade quando comparado
ao uso de extratos de uma espécie s (Bagchi et al., 2004; Bagchi et al., 2006; Zafra-Stone et al.,
2007). Estudos realizados com extratos de blueberry, uva e morango adicionados na dieta basal
de camundongos conseguiram reverter os efeitos genotoxicos produzidos pela acrilamida,
enquanto aos parametros espermaticos conseguiu-se recuperar 0s parametros normais da
concentragdo espermatica, atividade e motilidade espermatica, e morfologia (Zhao et al., 2015).
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Do mesmo modo extratos de blueberry administrados de forma oral protegeram tecidos ovarianos
e a viabilidade dos foliculos ao impedir o aumento de ERO apds a administracdo de cadmio em
camundongos (lzaguirry et al., 2015). A inclusdo de 1% blueberry na dieta basal do salvelino
artico (Salvelinus alpinus) diminuiu a taxa de peroxidacgdo lipidica no sémen e incrementou as
enzimas catalase no plasma seminal, fato observado quando também foi adicionado 0,2% de a-
tocoferol na dieta dos peixes (Mansour et al., 2006). Na reviséo de literatura nédo foi achado o uso
do blueberry para conservacdo de sémen bubalino e outras espécies domesticas a excec¢ao de um
trabalho com sémen refrigerado de suino (Desroches et al., 2005) e sémen congelado de canino
(Deppe et al., 2016).

3.4.3. Polifenol de cha verde

Camellia sinensis € comumente chamada planta de ché, da origem a variedades de cha que variam
nas caracteristicas quimicas e organolépticas, que dependem da época da colheita das folhas e do
modo de processamento. O processamento do cha verde inicia com a coleta de folhas frescas,
desidratacdo, coccdo ao vapor ou na frigideira, enrolamento e secado de folhas. Este procedimento
impede a oxidacéao dos polifendis existentes e que compdem um terco da matéria seca das folhas
(Frei e Higdon, 2003; Landau et al., 2006; Bruno et al., 2014).

Os componentes do polifenol de cha verde se caracterizam por ter varios grupos hidroxilo no anel
aromatico (Landau et al., 2006). Seus principais compostos sdo as catequinas (Figura 5), que
abrangem as epicatequina (EC), epicatequina galato (ECG), epigalocatequina (EGC),
epigalocatequina galato (EGCG), catequina (C), catequina galato (CG), galocatequina (GC) e
galocatequina galato (GCG) (Mueen Ahmed e Baral, 2011). Destes a EGCG € o composto com
50% do conteldo total das catequinas, sendo 0 mais eficaz nas propriedades antioxidantes (Salah
et al., 1995; Singh et al., 2011; Bruno et al., 2014; Kim et al., 2014)

R1 R2

Epicatequina (EC) H H o
Epicatequina galato (ECG) H galato OH
Epigalocatequina (EGC) OH H
Epigalocatequina galato (EGCG) OH galato
Catequina (C) H H
Catequina galato (CG) H galato OH
Galocatequina (GC) OH H
Galocatequina galato (GCG) OH galato OH
Galato
OH OH
OH OH
HO 0 W
o R1 Ri
/’Rz
Epicatequinas Catequinas

Figura 5. Estrutura quimica dos principais componentes do polifenol de cha verde. Fonte: (Bruno et
al., 2014).
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O polifenol de cha verde é composto por varias catequinas, que podem conferir uma atividade
antioxidante similar ao a-tocoferol. Estas catequinas exercem sua funcdo antioxidante mediante
a quelacéo e reducdo de espécies reativas ao oxigénio e nitrogénio (Chen et al., 2003; Bruno et
al., 2014). Os polifendis do cha verde desempenham sua ac¢éo antioxidante mediante diversos
mecanismos, entre outros, atuam positivamente ativando o Nrf2 nas células somaticas (Shen et
al., 2005; Pomari et al., 2014). Os mecanismos de inducdo ou supressdo dependentes do gene
Nrf2 pelas catequinas ndo é unicamente dependente dos efeitos diretos do Nrf2, pois também
dependem de reguladores de expressao génica, como os fatores de transcri¢do, coativadores ou
correpressores do complexo de ativacao transcricional Nfr2 (Shen et al., 2005).

As EGCG e outras catequinas que formam parte do polifenol de cha verde inibem a transcri¢éo
de fatores redox-sensitivos como o NFkB e AP-1, mediante inibi¢do das MAP quinase (Frei e
Higdon, 2003; Landau et al., 2006; Pomari et al., 2014). Outra via é através da inibi¢do de enzimas
pré-oxidantes, como oxido nitrico sintetase, lipogenases, ciclooxigenases e xantina oxidase. Além
disso o polifenol de cha verde pode atuar induzindo as enzimas antioxidantes glutationa S
transferase, superdxido dismutase (Frei e Higdon, 2003; Pomari et al., 2014). As catequinas do
cha verde possuem elevada agdo contra as ERO, diminuem a peroxidagdo lipidica, incrementam
a viabilidade celular e melhoram o potencial da membrana mitocondrial (Chen et al., 2003).

Devido a suas propriedades o polifenol de cha verde tem vastos usos terapéuticos que incluem
tratamentos antioxidantes, anticancerigenos, antiinflamatorios, cardiovasculares, lipidicos e
diabetes (Singh et al., 2011; Kim et al., 2014). O polifenol de cha verde tem sido testado
especificamente na area de reprodugdo em diversos trabalhos como na producédo in vitro de
embries bovinos durante a fase de maturacdo in vitro de odcitos (Wang et al., 2007). Efeito
protetor dos pardmetros espermaticos e mudancas histopatologicas no testiculo em ratos tratados
com metotrexato (Daham e Al-Hilfi, 2010). Existem relatos de sua adicdo ao sémen com
resultados contraditorios (Gale et al., 2015; Aitken et al., 2016). O polifenol de cha verde tem
sido testado em sémen resfriado de cées a 5°C durante 4 semanas, mostrando que a adicdo de
0,75mg/ml de polifenol de cha verde junto com vitamina C (0,5 mM) ao meio diluidor Tris-leite
desnatado trouxe beneficios na motilidade e viabilidade espermatica, mas sem melhoras na
integridade da membrana plasmatica e integridade acrossomal (Wittayarat et al., 2012). O sémen
congelado de touros Sahiwal indica que a motilidade, viabilidade e integridade da membrana
plasmatica foi significativamente superior quando 0,25% e 0,5% (0,05 e 0,1 pg/ml
respectivamente) de extrato de cha verde foi adicionado ao meio diluidor tris-4cido citrico-gema
de ovo (Ali et al., 2014). Em sémen congelado de carneiro a adi¢do de 10 pg/ml de extrato de
Camellia sinensis no meio tris - acido citrico — lecitina de soja gerou melhoria na qualidade do
sémen descongelado. A motilidade progressiva, atividade mitocondrial, viabilidade espermatica
e integridade de membrana foram superiores aos outros tratamentos testados (controle, 5 e 15
pg/ml de extrato C. sinensis). A capacidade total antioxidante ap6s descongelamento também se
mostrou superior (Mehdipour et al., 2016). N&o obstante, ndo foram encontrados na revisdo de
literatura relatos do uso de polifenol de cha verde na criopreservacdo de sémen de bufalos.

4. MATERIAL E METODOS
4.1. LOCAL DO EXPERIMENTO

O Experimento foi aprovado no conselho de ética sob protocolo de nimero CEUA-UFMG
n°357/2015. Foi realizado nas dependéncias da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de
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Minas Gerais (EV/UFMG) no Nucleo de Biotecnologia em Bubalinocultura — Fazenda Modelo,
Pedro Leopoldo e na Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) - Belo Horizonte, MG, Brasil, no
laboratorio de citometria de fluxo.

4.2. ELABORACAO DE MEIOS DILUIDORES
4.2.1. Extracdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) a partir da gema de ovo de
galinha

A lipoproteina de baixa densidade, constituinte do meio diluidor base, foi extraida e produzida
conforme os procedimentos previamente descritos e padronizados (Moussa et al., 2002; Neves et
al., 2014). Foram utilizados unicamente ovos de galinha frescos com menos de 24 horas ap6s a
postura. Uma vez higienizados, os ovos foram quebrados manualmente separando o albumen. A
gema foi colocada em um papel filtro para remocéo da chalaza e o restante do albimen. A gema
foi recuperada com uma seringa perfurando-se a membrana vitelina. O processo foi repetido até
obter o volume desejado o qual foi imediatamente diluido em uma relacéo 1:2 em solucéo salina
(0,27M NacCl). A solucéo ficou sob agitacéo e refrigeracdo a 4°C durante uma hora. Na sequéncia,
a solucéo foi centrifugada a 11.400g, por 75 min a 4°C. O precipitado foi descartado e o plasma
da gema foi centrifugado novamente nas condicdes anteriormente citadas.

O pH do plasma obtido na segunda centrifugacao foi ajustado para 8,7 mediante a adi¢do de 0,1N
NaOH. Posteriormente foi adicionado sulfato de aménio (Sigma Aldrich®) até formar uma
solucéo saturada a 40%. O sulfato de aménio foi adicionado gradativamente, evitando a formacao
de particulas brancas no fundo do recipiente, ficando sob agitacdo por 1h, a 4°C. Na sequéncia a
solucdo foi novamente centrifugada a 11.400g por 75min. O precipitado de sulfato de amdnio
conjugado as livetinas foi descartado. O plasma sobrenadante foi envasado em membranas de
didlise (Spectrum Laboratories®), ficando sob dialise em &gua destilada a 4°C sob agitacdo
constante durante dois dias. A agua destilada foi substituida trés vezes ao dia. No final do processo
a solucéo foi levada a centrifugagdo a 11.400g por 75min a 4°C. O sobrenadante correspondendo
a LDL foi retirado evitando-se a contaminagdo com a porcéo liquida. A LDL foi envasada e
congelada até ser utilizada na elaboragdo dos meios diluidores (Snoeck et al., 2017).

4.2.2. Elaboragdo do meio a base tris 10% LDL

Usou-se como meio base Tris - 10% LDL (Brito, 2014) modificado que contém: tris (2,42 g),
acido citrico (1,36 g), frutose (1g), equex (0,4%), lipoproteina de baixa densidade (10%),
amicacina (83,4pg/ml) e Agua Milli-Q® (g.s.p. 100 ml). Todos os reagentes usados foram da
marca Sigma-Aldrich®.

4.2.3. Determinacao de antioxidantes ndo enzimaticos e suas concentragdes no meio a base
tris 10% LDL

A escolha de Aniba canelilla, blueberry e polifenol de chd verde com suas respectivas
concentragdes no meio a base tris 10% LDL, foram baseadas em testes prévios realizados em
carneiros, tabela 2. Quatorze antioxidantes em trés concentragbes foram pré-testados em
ejaculados de carneiros para avaliar os efeitos dos antioxidantes ndo enzimaticos sobre uma
possivel toxicidade espermatica. Também foi avaliada a motilidade e cinética espermatica
mediante o sistema computadorizado de analise de sémen CASA. Os antioxidantes com suas
diferentes concentragdes foram adicionados ao meio a base tris 10% LDL, sendo este Gltimo o
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controle. O sémen apds diluicdo foi incubado durante 36 horas a 37°C e as avaliagGes foram
realizadas a cada 6 horas.

Tabela 2. Antioxidantes ndo enzimaticos e concentracdes adicionadas ao meio a base tris 10% LDL.

Antioxidante ndo enzimético  Concentragéo
Acetilcarnitina 1-10-100 mM/ml
Acetilcisteina 0,5-50-500 pM/mi
Acido gélico 240 - 2400 - 4800 pg/ml
Aniba canelilla 0,5-5-50 pg/ml
Astaxantina 2-200-2000 pM/ml
Blueberry 10-50-100 pg/ml
Carvacrol 15-15-150 pg/ml
Curcumina 2,5-250-2500 pM/ml
Lippia organoides 100 - 1000 - 1200  pg/ml
Lipoato 10-100-1000 pM/ml
Metformida 5-500-5000 pM/mI
Palmitato de ascorbila 2-200-2000 pM/ml
Polifenol de cha verde 0,056-5-50 pg/mil
Timol 15-15-150 pM/mi

4.2.3.1 Aniba canelilla

Né&o foi encontrado na revisdo de literatura qualquer referéncia do uso da Aniba canelilla como
antioxidante em meios diluidores para sémen em nenhuma espécie animal, sendo este o primeiro
trabalho realizado no processamento de sémen resfriado, particularmente na espécie bubalina.

Devido a falta de literatura especifica, a definicdo das concentragdes de A. canelilla no meio
diluidor de sémen se basearam a partir de pesquisas realizadas para determinar sua citotoxicidade
frente a Artemia salina, que € um micro crustaceo marinho comumente utilizado em bioensaios.
A concentracdo letal 50 (LC50) do 6leo essencial foi de 21,60+1,21 pg/ml sugerindo uma alta
toxicidade (Da Silva et al., 2007). As concentracdes a serem usadas foram 0,5; 5 e 50 pg/ml do
6leo essencial de Aniba canelilla no meio a base tris 10% LDL. A composigdo do 6leo essencial
usado nos experimentos esta apresentada na tabela 3.

Tabela 3. Composicdo quimica do dleo essencial das cascas de Aniba canelilla, empregado na elaboracéo
dos meios diluidores Tris 10% LDL + Aniba canelilla 0,5, 5 e 50 pg/ml

Componente IR Concentracéo (%)
Mirceno 989 0,1
(E)-B-Ocimeno 1050 1,2
trans-p-ment-en-1-ol 1141 0,3
1-nitro-feniletano 1327 90,3

Eugenol 1358 1,7

Metileugenol 1403 2,0

Selin-11-en-4-a-ol 1660 3,5
IR: indice de retencdo. Obtido mediante cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas
cromatografia gasosa. Fonte: Joyce Kelly do R. da Silva, Instituto de Ciéncias Bioldgicas. Universidade
Federal do Para.
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A) Pré-teste: meios diluidores controle para a Aniba canelilla

Para a comparacéo das diferentes concentrac@es de Aniba canelilla usou-se dois meios diluidores
controles, devido a necessidade de dissolver o 6leo essencial de Aniba canelilla em DMSO.
Para testar o efeito do DMSO puro sobre a qualidade espermaética, realizou-se previamente, um
teste acrescentando-se DMSO em trés concentracdes: 0,1, 0,5 e 5% ao meio diluidor tris 10%
LDL (controle) em sémen de bufalo resfriado a 5°C durante 72 horas.

Foi observado que a adicdo de DMSO 0,1% e 5% ao diluidor Tris 10% LDL modificou os
parametros linearidade e frequéncia de batimento flagelar cruzado, enquanto a progressividade
foi superior em todas as concentracbes de DMSO quando comparado com 0 meio controle em
sémen resfriado de blfalo a 5°C até as 48 horas de resfriamento. (Becerra et al., 2017).

A quantidade de DMSO utilizada neste trabalho foi de 0,5% equivalente & maior concentragdo
usada de Aniba canelilla no meio diluidor.

4.2.3.2 Blueberry

Segundo a revisdo de literatura, este € o primeiro trabalho realizado testando blueberry no
processamento de sémen de bufalo. O uso de blueberry foi descrito como antioxidante em sémen
refrigerado de suino e sémen congelado de caninos (Desroches et al., 2005; Deppe et al., 2016).
Em outro trabalho, foi adicionado 0,1% de blueberry na dieta do peixe salvelino artico para
diminuir a peroxidacéo lipidica no sémen (Mansour et al., 2006).

As concentragdes de 10, 50 e 100 pg de blueberry/ml em meio a base tris 10% LDL no
experimento foram definidas segundo o estudo feito com sémen resfriado de suino a5 e 16 °C
em meio BTS ou X-Cell, a suplementagéo de extratos da fruta e folhas de blueberry na proporcéo
de 8% e de quercetina na concentragdo de 0,1mM permitiram atrasar a capacitacdo espermatica
durante uma semana e o extrato de blueberry 8% atrasou a capacita¢cdo durante 5 dias. A
capacitacdo espermatica ocorreu quando os espermatozoides foram desafiados a incubacédo in
vitro a 39°C durante 10 minutos (Desroches et al., 2005). No entanto, esse estudo nédo relata os
efeitos que os antioxidantes adicionados tiveram sobre a motilidade espermatica ou a membrana
plasmética dos espermatozoides.

4.2.3.3 Polifenol de cha verde

O uso de Polifenol de cha verde nas concentragdes de 0,05; 5 e 50 pg/ml adicionados ao meio a
base tris 10% LDL foram baseadas em dois artigos achados na literatura com uso especifico para
criopreservagdo de sémen. O primeiro usou 0,75mg/ml de polifenol de cha verde mais 0,5 ou 1
mM de vitamina C em meio diluidor tris leite desnatado para preservar sémen de cdo refrigerado
a 4°C durante quatro semanas (Wittayarat et al., 2012). O segundo experimento reportou a adicdo
de extratos de cha verde em concentracdes de 0,25 e 0,5% no meio tris acido citrico no
congelamento de sémen de touros Sahiwal (Ali et al., 2014). Sendo assim este 0 primeiro
experimento realizado em sémen de bufalo.

Uma vez elegidos os antioxidantes de origem vegetal, o presente trabalho foi dividido em duas
fases (Figura 6). Fase 1 — Teste de concentracdo de cada antioxidante. Avaliou-se trés
antioxidantes, cada um com trés concentragdes mais o meio diluidor controle (Tris 10% LDL).
Fase 2 — Comparacdo entre antioxidantes. Usou-se a melhor concentracdo de cada antioxidanteno
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mio diluidor, obtida na primeira fase, baseando-se em resultados de integridade funcional da
membrana plasmatica, motilidade e cinética espermatica.

*Tris 10% LDL
*Tris 10% LDL
DMSO 0,5%

Polifenol de cha 0,05-5-50
verde pg/ml

Aniba
Canelilla

50 pg/ml

*Tris10%
LDL *Tris
10% LDL

DMSO 0,5%

Polifenol de
cha verde

0,05 pg/ml

Figura 6. Organograma de meios diluidores empregados em sémen refrigerado de bufalos. *Meio
diluidor controle.

O oleo essencial de Aniba canelilla foi fornecido pelo Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal do Para pela Professora Joyce Kelly. Os extratos blueberry e polifenol de
cha verde foram fornecidos por Giancarlo Nappi e Luis Heneine dos Laboratérios de Pesquisa e
Desenvolvimento da Fundacéo Ezequiel Dias.

4.3. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram usados nove bufalos mesticos Murrah (Bubalus bubalis) localizados no Nucleo de
Biotecnologia em Bubalinocultura— EV/UFMG, Pedro Leopoldo, MG. Os animais usados tinham
atingido a maturidade sexual e a idade variou entre trés a seis anos. Estes foram selecionados
com base nos exames androldgico, clinico e mensuracéo da circunferéncia escrotal (Cbra, 2013;
Henry et al., 2013). Os animais foram mantidos sob iguais regimes de manejo e alimentacdo. As
amostras de sémen foram coletadas pelo método de vagina artificial convencional, com
temperatura de 40 - 45°C utilizando como manequim uma fémea bubalina ndo gestante para
estimular a copula. As coletas de sémen foram precedidas da ocorréncia de uma falsa monta
(permiss@o de monta com desvio de pénis) antes de realizar a coleta de sémen propriamente dita.
As colheitas foram realizadas em todos 0s machos reprodutores uma vez por semana, por um
periodo de quatro meses.

4.4. AVALIACAO E PROCESSAMENTO SEMINAL
Apos cada coleta, as amostras de sémen foram avaliadas macroscopicamente quanto ao volume

(ml), aspecto (aquoso, soroso, leitoso e cremoso), odor e cor (branco, amarelo). Anélises
microscopicas: turbilnonamento (0-5), motilidade individual progressiva (%), vigor (0-5) e
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concentracdo espermatica. Foram processados apenas ejaculados que apresentaram no minimo
70% de motilidade total e no minimo 600 x 10° espermatozoides/ml. A concentracdo espermatica
foi realizada usando o fator de diluicdo 1:200 (5 pl se sémen em 995 pul de solugdo formol salina
tamponada) seguida da contagem na cdmara de Neubauer em microscopio éptico 400X (Cbra,
2013). A eficiéncia de cada antioxidante foi comparada usando-se 0 mesmo ejaculado de cada
animal para eliminar o efeito ejaculado. As caracteristicas do sémen fresco de cada animal estéo
descritas na tabela 4. Observa-se que os ejaculados bubalinos foram adequados para ser
processados e empregados nos testes do presente trabalho (Vale, 1994; Cbra, 2013).

Tabela 4. Caracteristicas de ejaculados de bufalos coletados por vagina artificial.

Animal Volume Concentragdo Turbilhdo Motilidade Vigor Normais Membrana  Acrossoma

(ml) (x106) (15)  subjetiva(%) (1-5) (%) funcional (%) integro (%)
1 1,6 825 1 89 4 88 82 91
2 17 1488,8 3 87 4 84 84 82
3 21 7875 2 76 2 82 80 97
4 18 11143 2 88 3 86 93 0
5 33 803,8 2 84 3 85 83 87
6 31 2270 4 81 3 87 87 74
7 12 1572,8 2 79 3 82 88 84
8 15 91,3 2 85 3 80 80 79
9 2,2 946,7 2 87 3 81 86 88
10 2 675 2 80 4 38 97 86
11 2 1490 1 75 3 82 90 76
Média (£)DP 2+0,6 1175944813 2,2+08 82,8+49 3,2+0,6 84428 8615,4 8516,8

Normais: espermatozoides sem anormalidades morfolégicas.

Os ejaculados de cada animal foram diluidos nos meios diluidores até uma concentracgdo final de
50 x 10° espermatozoides/ml. Cada amostra de sémen diluido foi acondicionada e envasada em
nove palhetas de 0,25ml. Durante o processo de resfriamento, usou-se uma curva de resfriamento
de - 0,25°C/min até 5°C. Ap0s o resfriamento as amostras foram mantidas a temperatura estavel
de 5°C empregando-se um balcdo frigorifico. Posteriormente as amostras foram avaliadas
segundo a metodologia de avaliacdo que se descreve nos itens subsequentes (Figura 7).

45. METODOS DE AVALIACAO SEMINAL.
4.5.1. Morfologia espermética

Foram coletadas amostras de cada ejaculado. Cinquenta microlitros de sémen foram fixados em
1ml de solucdo formol salina tamponada. A morfologia espermatica foi feita em preparacéo
Umida, colocando 5 pl da solucdo entre lamina e laminula e foi avaliada por microscopia de
contraste de fase 1000X, onde foi aceito como mé&ximo o 30% de anormalidades espermaticas,
contando-se 200 espermatozoides (Cbra, 2013). As anormalidades foram categorizadas em dois
grupos, defeitos maiores e menores (Blom, 1973), tabela 5.
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Tabela 5. Defeitos maiores e menores.

Defeitos maiores Defeitos menores

Subdesenvolvido Cabeca delgada, pequena normal; curta; larga;
Formas duplas isolada normal.

Defeitos no acrossoma knobbed*, defeito de Perdas da membrana acrossémica

diadema* Implantacdo abaxial

Cabeca delgada na base; cabeca pequena Gota citoplasmatica distal

anormal; cabeca isolada anormal; piriforme Cauda dobrada ou enrolada na parte distal

Contorno anormal,
Gota citoplasmatica proximal; pseudogota
Defeitos na peca intermediaria
Cauda fortemente enrolada ou dobrada
*Anormalidades de origem genético. Fonte: (Blom, 1973).

4.5.2. Motilidade espermatica.

Cada amostra de sémen foi analisada através do sistema computadorizado de analise de sémen
(CASA) - modelo Sperm Class Analyzer SCA®. Antes da avaliacéo as palhetas foram submersas
em banho-maria durante 30 segundos a 37°C. Para padronizacdo das leituras, o contetdo das
palhetas foi acondicionado em tubos eppendorf sendo incubadas a 37°C durante 5 minutos antes
de sua leitura. As leituras das caracteristicas de motilidade espermatica foram realizadas usando-
se uma aliquota de 5 pl colocadas em uma lamina coberta com uma laminula ambas pré-aquecidas
a 37°C. Avaliou-se com objetiva de 10X, mantendo a lamina a temperatura constante de 37°C.
Cinco campos foram selecionados ao acaso, contendo cada um deles pelo menos 200
espermatozoides.

A motilidade total (MT %), motilidade progressiva (MP %), rapidos (RAP %), velocidade
curvilinea (VCL um/s), velocidade linear progressiva (VSL pm/s), linearidade (LIN %),
velocidade média da trajetéria (VAP um/s), frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF Hz)
foram registrados pelo CASA. A escolha dos parametros espermaticos para analise baseou-se em
estudos que apontaram uma maior correlagdo da fertilidade com as variaveis da cinética medida
através do sistema CASA (Farrell et al., 1998; Ahmed et al., 2016a; Ahmed et al., 2016b). As
leituras pelo CASA foram realizadas na hora zero antes do resfriamento e a cada 24 horas apés o
resfriamento até a motilidade espermatica total decrescer até 10%. O Setup do Sperm Class
Analyzer SCA® v.4.0, utilizado para anélise do sémen de bufalos foi o seguinte:

- Area da particula: 20 a 70 microns?.

- VCL: 10 < SLOW < 25; >25 MEDIUM < 50; 50 < RAPID.
- Progressividade: > 70% STR.

- Circular: <50% LIN.

- Pontos para o VAP: 5.

- Conectividade: 12

4.5.3. Integridade funcional da membrana plasmética
A integridade funcional da membrana plasmatica foi avaliada mediante teste hiposmético (HO).
Cinquenta microlitros de sémen foram adicionados em 500 pl de solugéo frutose e citrato de sddio

100 mOsm/L (2,702g de frutose + 1,324g de citrato de sédio) incubado durante 30 minutos em
banho-maria a 37°C e posteriormente fixado em 200pL de formol salina tamponada (Khan e ljaz,

31



2008; Loaiza-Echeverri et al., 2015). Foram analisados 200 espermatozoides pela microscopia de
contraste de fase — X1000. Os espermatozoides reativos (com a presenca de cauda enrolada) foram
considerados como intactos e com membrana funcional. Os espermatozoides com cauda
enrolada/dobrada achados na morfologia espermatica realizada previamente em cada ejaculado,
foram subtraidos da percentagem total do HO. As leituras foram realizadas as 0, 48 e 72 horas de
resfriamento na primeira fase do experimento e as 0, 24 e 72 horas na segunda fase.

4.5.4. Integridade do acrossoma

Para estimar a integridade acrossomal, foi utilizado o teste de coloragéo pelo Giemsa 6% (Watson,
1975). O esfregaco foi feito em uma lamina previamente aquecida a 37°C, empregando-se 5 ul de
cada amostra de sémen. Apds a secagem da lamina mantida em placa aquecedora a temperatura
constante de 37°C, a mesma foi submersa durante 15 minutos em formol salina tamponada,
seguido de repouso durante 15 minutos em agua destilada. Posteriormente a 1dmina foi corada
usando solugdo Giemsa a 6% durante 45 minutos seguida de enxague com &gua destilada. Apos
a secagem no meio ambiente, os esfregacos foram avaliados em microscopio Optico, 1000X.
Foram avaliados unicamente espermatozoides que possuiam toda sua estrutura, contabilizando-
se 200 espermatozoides classificados nas seguintes categorias: acrossoma intacto, acrossoma
lesado, acrossoma destacado. As analises da integridade acrossomal foram feitas as 0, 24 e 72
horas durante a segunda fase experimental.

4.5.5. Citometria de fluxo

As amostras de sémen da segunda fase ap6s 24 e 72 horas de resfriamento, foram analisadas no
laboratério de citometria de fluxo da FIOCRUZ. No experimento, foi utilizado o citbmetro de
fluxo Becton-Dickinson modelo FACScan e o programa FlowJo versdo 7.6.1 para indicar a
integridade estrutural da membrana plasmatica e o teste de integridade de cromatina para mostrar
o indice de fragmentacdo de DNA.

A) Teste da integridade estrutural da membrana plasmatica.

Foram utilizados os fluorocromos SYBR green e iodeto de propideo PI. A colora¢do com iodeto
de propideo/Pl marca o DNA em vermelho quando a membrana plasmatica esta lesada (mortos).
O SYBR marca o DNA em verde quando a membrana plasmatica esta integra (vivos) (Garner e
Johnson, 1995).

A preparagdo das amostras seguiu 0s seguintes procedimentos: No inicio do processamento a
amostra de sémen foi aquecida em banho maria a 37°C durante 30 segundos. Cada amostra de
sémen foi diluida (1:12) em PBS (100 ul de sémen; 1,1 ml de PBS) obtendo-se aproximadamente
uma concentracdo de 4 x 10° sptz/ml. A solugéo estoque de iodeto de propideo tinha a seguinte
formulacdo: 0,5mg de PI; 1 ml NaCl 1,5mM. Em 200 pl de sémen diluido foi acrescentado 1 ml
PBS mais 15 pl de uma solug@o de PI diluida a 1:50 (10 ul de PI solugdo estoque; 490 ul agua
Milli-Q®) e 5 pl de SYBR green 1:10 (5 pl de SYBR green; 45 ul PBS). A mistura foi incubada
durante 10 minutos a temperatura ambiente seguida da leitura no citbmetro de fluxo.

B) Teste de integridade de cromatina.

Foi utilizado o fluorocromos acridine Orange (AO). As interpretacdes sdo: DNA integro (fita
dupla) corado de verde fluorescente e 0 DNA com defeito (fita simples) corado de vermelho
fluorescente (Evenson e Jost, 2000b). Os valores s&o reportados como indice de Fragmentagéo
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(IDF). Classificados como IDF baixo, médio e alto. Sendo o IDF total a somatéria destes trés
altimos. O IDF indetectavel corresponde ao DNA integro, sem lesao.

Inicialmente a amostra de sémen foi aquecida em banho maria a 37°C durante 30 segundos. Em
seguida foi diluido 8 pl de cada amostra de sémen em 200 ul de meio 1 (4,380 g NaCl; 0,790 g
Tris-HCI; 0,186g EDTA,; em agua 500 ml deionizada pH7,4) obtendo-se a concentragdo de 1 a 2
x10° sptz/ml. Posteriormente foi adicionado 400 pl do Meio 2 (1 ml de 2N de HCI; 2,19 g NaCl;
0,25 ml Triton X100; em 250 ml 4gua deionizada pH 1,4). Apds 30 segundos acrescentou-se 1.2
ml do Meio 3 (3,8869 g acido citrico; 8,9429 g NaHPO4; 0,17 g M EDTA Disodium; 4,3850 g
NaCl; &gua deionizada 500 ml pH 6,0). Imediatamente adicionar 10 ul de AO, concentracéo 1:100
(5 pl de AO estoque + 495 pl de 4gua). A amostra foi avaliada 3 minutos ap6s a adicdo do Meio
3.

* Analise Macroscopica

* Analise Microscépica

» Concentragdo espermatica
(min. 600 x 10° sptz)

* 50 x 109 sptz/ml

+ Palhetas 0,25 ml

+ -0,25°C/min ateé 5°C

* 5 dias

Aquecimento e Analises * 37°C por 307

Coleta de semen

Dilui¢do e envase

Resfriamento

Morfologia » Fase 1,2

» Fase 1,2 acada 24

Motilidade Espermatica
horas

* Sémen fresco
* Fase 1: 48 e 72 horas
* Fase 2: 24 ¢ 72 horas

Integridade Funcional da
membrana plasmatica

* Sémen fresco

Integridade Acrossomal
* Fase 2: 24 ¢ 72 horas

Citometria de fluxo:
Integridade estrutural da . .
membrana plasmatica. fEEe s B e s
Integridade da cromatina

Figura 7. Organograma da avaliacdo e processamento seminal, e andlises espermaticas realizadas.
4.6. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

As comparagdes entre as médias dos resultados dos diversos pardmetros espermaticos avaliados
e testes complementares analisados nortearam a avaliacdo do sucesso ou ndo dos tratamentos
usados. O delineamento experimental usado foi em blocos ao acaso, considerando os bufalos
como blocos (Sampaio, 1998). A caracterizacdo do nimero amostral esta representada na figura
8. Foram realizados os testes de normalidade cabiveis. Os dados foram avaliados pelo método dos
quadrados minimos, utilizando o pacote PROC MIXED do sistema Statistical Analysis System
(SAS) - versao 6.12, considerando diluidor como efeito fixo e animal como efeito aleatério. Ndo
foram realizadas comparaces no tempo, pois é fato que a motilidade total e os parametros da
cinética espermatica decrescem com o decorrer do tempo. Fixou-se as horas de leitura e foram
feitas as comparaces entre diluidores da cinética em cada hora. Para as variaveis HO, integridade
do acrossoma, integridade estrutural da membrana plasmatica e integridade da cromatina também
foram comparadas as diferencas entre as horas 24 e 72 para cada diluidor. A homocedasticidade
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de variancias foi verificada pelo teste de Bartlett e teste de Levene. Quando necessario foi feita
transformacao dos dados para atender esta premissa. Para as variaveis que apds transformacao de
dados ainda ndo atendiam a homocedasticidade de variancias, utilizou-se o teste ndo paramétrico
de Friedman, por meio do programa InfoStat - Statistical Software (2014). A significancia
estatistica foi considerada quando P<0,05.

Aniba Canelilla Tris 10% LDL
n=9 Tris 10% LDL DMSO 0,5%
(5 tratamentos) Aniba 0,5 - 5 - 50 pg/ml
Fase | B'"Cb;‘“‘y Tris 10% LDL
n=

(3 antioxidantes) (4 tratamentos) Blueberry 10 - 50 - 100 pg/ml

Polifenol de cha verde Tris 10% LDL
n=9
(4 tratamentos) Polifenol cha verde 0,05 — 5 - 50 pg/ml

Tris10% LDL

Fase 2 Tris 10% LDL DMSO 0,5%
n=9 Aniba Canelilla 50 pg/ml
(5 tratamentos ) Blueberry 50 pg/ml

Polifenol de cha verde 0,05 pg/ml

Figura 8. Organograma da caracterizacao do numero amostral.

5. RESULTADOS

5.1. FASE 1-TESTE DA CONCENTRAQAO DE ANTIOXIDANTES
5.1.1. Aniba canelilla

Os resultados do teste de trés concentragdes de Aniba canelilla adicionadas ao meio a base tris
com 10% de LDL estdo apresentados na figura 9 (Anexo 1, Tabela 17).

Os valores dos diferentes parametros da cinética dos espermatozoides que foram diluidos no
diluidor que tinha A. canelilla foram significativamente superiores aos encontrados nos meios
diluidores controle. A superioridade se apresentou na concentracdo de 50 pg/ml Aniba canelilla
na motilidade total (24, 48, 72, 96 e 120 horas), motilidade progressiva (72 e 120 horas),
espermatozoides rapidos (48 e 72 horas) velocidade curvilinea (24 e 72 horas), velocidade linear
progressiva (72 horas), velocidade média da trajetoria (72 horas), linearidade e batimento flagelar
cruzado (0 e 120 horas de incubacéo).

A medida que a concentracdo de Aniba canelilla aumentou, pode se notar que os parametros
cinéticos e a motilidade total a partir de 24 horas tiveram uma menor queda de valores. Havendo
melhores valores na concentracdo de 50 pg/ml de A. canelilla. A pesar de ndo haver diferenca
significativa entre tratamentos a quantidade de amostras que mantiveram motilidade até as 120
horas de avaliacdo foi maior na concentracdo de 50 pg/ml de A. canelilla, seis de nove amostras
com 17+14 % de motilidade total média versus 4 amostras com < 10% de motilidade total nos
tratamentos 0,5 e 5ug/ml de A. canelilla assim como no controle DMSO. Enguanto o controle
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Tris 10% LDL as 120 horas de incubacdo teve apenas 2 amostras com motilidade total menor que
10% (Tabela 6).

Tabela 6. Numero de amostras com motilidade as 120 horas de avaliagdo em meio a base tris 10% LDL
contendo 0,5, 5 e 50 pg de A. canelilla/ml.

Amostras as Motilidade Diluidor p. valor

120 horas Total %

6/9 17% Tris 10% LDL Aniba 50 pg/ml 0,0767
Tris 10% LDL Aniba 0,5 pug/ml 0,6814

4/9 <10 % Tris 10% LDL Aniba 5 pg/ml 0,6814
Tris 10% LDL DMSO 0,5% 0,3166

2/9 <10% Tris 10% LDL 0,0767

Né&o houve diferenca significativa entre tratamentos (P>0,05). Teste exato de Fisher.

Os resultados da integridade funcional da membrana plasmatica avaliada pelo teste hiposmético
ndo demonstraram diferengas significativas entre os diluidores utilizados as 48 e 72 horas de
refrigeracdo, tabela 7 (Anexo 4, figura 13).

Tabela 7. Médias (+DP) de espermatozoides de bufalos reativos ao teste de integridade funcional de
membrana plasmatica diluidos em meio & base tris 10% LDL contendo 0,5; 5 e 50 pg/ml de Aniba canelilla.
Tris 10% LDL  Tris 10% LDL  Tris 10% LDL

Tris 10% LDL

Tempo Tris 10% LDL DMSO 0.5% Anibacanelilla  Anibacanelilla Aniba canelilla p. valor
0,5 ug/mi 5 ug/ml 50 ug/mli
Oh 84,7+ 41 84,7+ 41 84,7+ 41 84,7+ 41 84,7+ 41
48h 747 + 48 704 +53 728 + 35 729 + 46 742 + 33 0.1463
72h 61,8 +73 630 £ 6 629 + 54 61,1 + 52 64,7 + 54 0.5004

N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos (P>0.05). Horas de avaliacdo: 0 horas, sémen fresco.
24 e 72 horas de incubacéo a 5°C.

Em base aos resultados obtidos nas avaliages da cinética espermatica MT, MP, Rapidos, VCL,

VSL e VAP foi escolhido o meio tris 10% LDL Aniba canelilla 50 pg/ml como a melhor
concentracdo a ser usada na fase 2 do experimento.
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Figura 9. Médias (+DP) da cinética de espermatozoides de bfalos (n=9) diluidos em meio a base tris
10% LDL contendo 0,5; 5 e 50 pg/ml de Aniba canelilla, resfriados a 5°C e avaliados a cada 24 horas.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre tratamentos (P<0.05). A) Motilidade total. B)
Motilidade progressiva. C). Réapidos. D) Velocidade curvilinea. E) Velocidade linear progressiva. F)
Velocidade média da trajetéria. G) Linearidade. H) Batimento flagelar cruzado.
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5.1.2. Blueberry

Os resultados da cinética espermatica sdo apresentados na figura 10 (Anexo 2, tabela 18). A leitura
no “CASA” mostra que os parametros da cinética espermatica ndo tiveram diferencas
significativas entre as concentragdes testadas de blueberry na maioria dos tempos de leitura. A
superioridade (P<0.05) das concentracdes 10, 50 e 100 pg/ml de blueberry quando comparadas
ao meio diluidor controle foi detectada unicamente as 72 e 96 horas para a motilidade total e
espermatozoides rapidos, as 48,72 e 96 horas na motilidade progressiva, as 96 horas na velocidade
curvilinea e na velocidade média da trajetoria; as 24 e 96 horas para o parametro velocidade linear
progressiva; e as 24 e 48 horas no quesito linearidade. Na motilidade progressiva o tratamento
Blueberry 100 pg/ml foi melhor as 24 horas de avaliacdo versus os demais tratamentos (P<0,05).
Em relacdo ao batimento flagelar cruzado houve diferenca estatistica as 96 horas, sendo 0 meio
tris 10% LDL blueberry 50 pg/ml o meio com menor valor naquele parametro.

Levando em conta a porcentagem inicial da motilidade total, esta teve uma menor gqueda na
concentragdo de 10 pg/ml as 24, 48 e 120 horas de incubacdo. Entretanto, a concentracdo 50
pg/ml teve menor queda de motilidade as 72 e 96 horas, quando comparadas com o grupo controle
e o tratamento na concentracao de 10 pg/ml de blueberry. N&o houve diferenca significativa entre
tratamentos quanto ao numero de amostras com motilidade total superior a 10% as 120 horas de
incubacdo. Neste tempo de incubagdo os tratamentos de blueberry nas concentragdes 10 e 50
pg/ml e o tratamento controle tiveram 4/9 amostras com motilidade total > 10%. Na concentracao
de 100 pg/ml houve 3/9 amostras com motilidade total > 10%, (Tabela 8). Os resultados da
integridade funcional da membrana plasmaética avaliadas pelo teste hiposmaético ndo mostraram
diferencgas significativas entre as concentragdes utilizadas tanto as 48 como as 72 horas de
refrigeracdo, tabela 9 (Anexo 4, figural3).

Tabela 8. Numero de amostras com motilidade as 120 horas de avaliacdo em meio a base tris 10% LDL
contendo 10, 50 e 100 ug de blueberry/ml.

Amostras as Motilidade Diluidor P. valor
120 horas Total %
4/9 Tris 10% LDL Blueberry 10 pg/ml 0,6814
>10 % Tris 10% LDL Blueberry 50 pg/ml 0,6814
Tris 10% LDL 0,6814
3/9 >10 % Tris 10% LDL Blueberry 100 ug/ml 0,500

N&o houve diferenca significativa entre tratamentos (P>0,05). Teste exato de Fisher.

Tabela 9. Médias (xDP de espermatozoides de bufalos reativos ao teste de integridade funcional de
membrana plasmética diluidos em meio & base tris 10% LDL contendo 10, 50 e 100 pg de blueberry/ml.
Tris 10% LDL Tris 10% LDL Tris 10% LDL

Tempo Tris 10% LDL Blueberry Blueberry Blueberry p. valor
0,01 mg/ml 0,05 mg/ml 0,1 mg/ml
Oh 82,33 £ 8,53 82,33 £ 8,53 82,33 £ 8,53 82,33 £ 8,53
48h 72,11 £4,70 71,89 5,79 70,67 + 8,09 73,78 + 6,26 0.5383
72h 67,11 £3,26 63,66 = 5,61 61,56 + 6,06 65,67 +5,02 0.1306

Né&o houve diferenca significativa entre os tratamentos (P>0.05). Horas de avaliacdo: 0 horas, sémen fresco.
24 e 72 horas de incubacéo a 5°C.

Né&o havendo diferencas significativas entre as concentragdes, foi escolhida a concentracdo intermediaria
de blueberry (50 pg/ml) para ser usada na segunda fase do experimento.
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tris 10% LDL contendo 10, 50 e 100 ug de blueberry/ml, resfriados a 5°C e avaliados a cada 24 horas.
Velocidade média da trajetoria. G) Linearidade. H) Batimento flagelar cruzado.

Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre tratamentos (P<0.05). A) Motilidade total.
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5.1.3. Polifenol de cha verde

Os resultados da cinética espermatica sao apresentados na figura 11 (Anexo 3, tabela 19). A
concentracdo de polifenol de cha verde de 0,05 pg/ml foi similar a concentragédo de 5 pg/ml e ao
diluidor controle tris 10% LDL nos resultados dos parametros da cinética espermatica (MT, MP,
Rapidos, VCL, VSL, VAP, LIN, BCF). No entanto, estes foram significativamente superiores
(P<0.05) aos obtidos quando foi usada a maior concentragdo do extrato (50 pg/ml).

Apesar de ndo existir diferenga significativa (P>0,05). A motilidade total inicial teve menor queda
com a concentracdo de 0,05 pg/ml de polifenol de cha verde comparando as outras concentragdes
(5 e 50 pg/ml), incluso com o meio controle até as 120 horas de refrigeracdo. Enquanto as
concentragdes 5 e 50 pug/ml de polifenol de cha verde a queda de motilidade foi mais pronunciada
no decorrer do tempo.

Enquanto ao numero de amostras que mantiveram motilidade total até as 120 horas houve
diferenca significativa (P<0.05) no tratamento controle e 0 meio diluidor polifenol 0,5 pg/ml
(Tabela 10) quando comparados com 0 meio com a maior concentracdo de polifenol. A maior
concentragdo 50 pg/ml deste composto demonstrou ser mais nociva a partir das 72 horas de
resfriamento com trés de nove amostras mostrando motilidade total (15,5+23,9%) e apenas houve
1/9 amostras com motilidade de 3,1+9,2% as 120 horas de incubagéo a 5°C.

Tabela 10. Nimero de amostras com motilidade as 120 horas de avaliagdo em meio a base tris 10% LDL
contendo 0,05, 5 e 50 pg/ml de polifenol de cha verde.

Amostras Motilidade Diluidor p. valor
120 horas  Total %

7/9 12,7+ 13,9%  Tris 10% a 0,0076
6/9 14 £13,1% Tris 10% LDL Polifenol de cha verde 0,05 ug/ml a  0,0249
5/9 124 +149%  Tris 10% LDL Polifenol de cha verde 5 pug/ml 0,0656
1/9 3,1+92% Tris 10% LDL Polifenol de ché verde 50 pg/ml b 0,0076

Letras diferentes na linha indicam que o efeito diluidor foi significativo (P<0.05). Teste exato de Fisher.

No teste hiposmotico, o polifenol de ché verde na concentragéo de 50 pg/ml foi significativamente
inferior aos outros tratamentos as 72 horas, mostrando uma baixa preservagdo da integridade
funcional da membrana plasmatica. Tabela 11 (Anexo 4, figura 13).

Tabela 11. Médias (£DP) de espermatozoides de bufalos reativos ao teste de integridade funcional de
membrana plasmatica diluidos em meio a base tris 10% LDL contendo 0,05; 5 e 50 pg/ml de polifenol de
chd verde.

Tris 10% LDL Tris 10% LDL Tris 10% LDL
Tempo  Tris 10% LDL Polifenol de cha Polifenol de cha Polifenol de cha  p. valor

verde 0,05 ug/mi verde 5 ug/ml verde 50 ug/ml
0Oh 8333 %474 83,33 + 4,74 8333 + 4,74 83,33 + 4,74
48h 7611 + 4,34 74,44 + 5,03 75,78 + 7,03 70,33 + 4,64 0,1178

72h 6533 £ 387 a 64,80 + 824 a 65,67 + 8,85 a 2256 + 27,01 b  0,0001

Médias seguidas por letras diferentes na linha indicam que o efeito diluidor foi significativo (P<0.05). Horas
de avaliacdo: 0 horas, sémen fresco. 24 e 72 horas de incubagéo a 5°C.

Em base aos pardmetros da cinética espermatica (MT, MP, Répidos, VCL, VSL, VAP, linearidade
e BFC) foi escolhido o meio tris 10% LDL polifenol de cha verde 0,05 pg/ml, para realizar a
segunda fase do experimento.
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Figura 11. Médias (+tDP) da cin

tris 10% LDL contendo 0,05; 5 e 50 pg/ml de Polifenol de cha verde, resfriados a 5°C e avaliados a

cada 24 horas. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre tratamentos (P<0.05). A) Motilidade
total. B) Motilidade progressiva. C). Réapidos. D) Velocidade curvilinea. E) Velocidade linear progressiva.

F) Velocidade média da trajetdria. G) Linearidade. H) Batimento flagelar cruzado.
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5.2. FASE 2 - COMPARAGCAO ENTRE ANTIOXIDANTES

Os parametros da cinética espermatica MT, MP, Répidos, VSL, VCL, VAP, Linearidade e BCF
sdo apresentados na figura 12 (Anexo 5, tabela 20). No quesito motilidade total as 24 horas o
meio controle tris 10% LDL, Aniba canelilla 50 pg/ml e polifenol de cha verde 0,5 pug/ml foram
estatisticamente iguais entre eles, no entanto, mostraram superioridade (P<0,05) em relacdo ao
meio tris 10% LDL 0,5% DMSO. As 48 e 72 horas a MT de espermatozoides diluidos em Aniba
canelilla 50 pg/ml foi significativamente superior (P<0,05) aos demais tratamentos, j& as 120
horas de avaliacdo a MT de espermatozoides em 0 meio Blueberry 50 pg/ml foi superior (P<0,05)
aos demais tratamentos.

A superioridade (P<0,05) do meio diluidor contendo Aniba canelilla 50 pg/ml se expressou na
MP (24, 48, 72, 96 horas), Rapidos (48 e 72 horas), VCL (72, 96, e 120 horas), VSL (24, 48, 72
e 96 horas), VAP (72 e 96 horas), linearidade (96 e 120 horas) e BCF (120 horas) quando
comparados aos demais tratamentos. O meio tris 10% LDL blueberry 50 pg/ml foi
estatisticamente similar a Aniba canelilla 50 pg/ml as 120 horas de avalia¢do para 0s quesitos
MP, Répidos, VCL, VSL e VAP sendo superiores (P<0,05) em relacdo aos demais meios. A
linearidade foi estatisticamente igual as 48 horas de avaliacdo nos meios polifenol de ché verde e
Aniba canelilla, mostrando superioridade (P<0,05) em comparagdo com 0s demais tratamentos.

Apesar de ndo haver diferenca significativa entre tratamentos, (P>0.05), o meio tris10% LDL
Aniba canelilla 50 pg/ml teve um maior nimero de amostras que mantiveram a motilidade as 120
horas de incubag&o a 5°C. Neste tempo de incubacéo 7/9 amostras apresentaram motilidade total
>30% no meio Aniba canelilla 50 pg/ml, no meio blueberry 50 pg/ml 6/9 amostras tiveram >30%
de motilidade total, no meio polifenol de cha verde 0,05 pg/ml e no meio com DMSO 0,5% em
4/9 amostras a motilidade total foi >10% as 120 horas. Finalmente a motilidade total dos
espermatozoides diluidos no meio tris 10% LDL foi de 11,5+18% na hora 120 em 3/9 amostras
(tabela 12). Para todos os casos ndo citados, a motilidade estava <10% as 120 horas de
refrigeracéo.

Tabela 12. Nimero de amostras com motilidade as 120 horas de avaliagdo diluidos em meio a base tris
10% LDL contendo A. canelilla 50 pg/ml; blueberry 50 pg/ml e polifenol de cha verde 0,05 pg/ml e
resfriados a 5°C.

Amostras Motilidade Total % .\ . o p.valor

120 horas (n=9)

7/9 31,6423 %) Tris 10% LDL Aniba canelilla 50 pg/ml 0,0767

6/9 38,5+30% Tris 10% LDL Blueberry 50 pg/ml 0,1735

49 11,8+14% Tris 10% LDL Polifenol de chéa verde 0,5 pg/ml 0,1674
13,3+£16% Tris 10% LDL DMSO 0,5% 0,6614

3/9 11,5+18% Tris 10% LDL 0,0767

N&o houve diferenca significativa entre tratamentos (P>0,05). Teste exato de Fisher.

Os resultados de integridade funcional da membrana avaliada pelo teste hiposmético (Tabela 13,
Anexo 6, figura 14) e a integridade acrossomal analisada pela coloragcdo Giemsa 6% (Tabela 14,
Anexo 6, figura 14), foram realizadas as 24 e 72 horas de incubacdo a 5°C. Estas avaliagdes ndo
mostraram diferengas significativas entre os diluidores testados (P>0.05).
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Tabela 13. Médias (£DP) de espermatozoides de bufalos reativos ao teste de integridade funcional de
membrana plasmatica diluidos em meio a base tris 10% LDL adicionado A. canelilla 50 pug/ml; blueberry
50 pg/ml e polifenol de cha verde 0,05 pg/ml e resfriados a 5°C.

Tris 10% LDL Tris 10% LDL Tris 10% LDL

Tris 10% LDL

Tempo Tris 10% LDL o Aniba canelilla  Blueberry Polifenol de chd p. valor
DMSO 0,5% 50 ug/ml 50 ug/mi verde 0,05 ug/ml
Oh 910 % 43 91,0 + 43 910 + 43 91,0 + 43 91,0 + 43
24h 68,1 + 78 67,9 + 12,1 73,0 + 10,9 66,8 + 11,1 689 + 8,1 0.0764
72h 472 + 59 457 + 117 50,6 + 7,6 450 + 8,1 486 £ 9,1 0.4320

N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos (P>0.05). Horas de avalia¢do: 0 horas, sémen fresco.
24 e 72 horas de incubacéo a 5°C.

Tabela 14. Médias (+DP) da integridade acrossomal de espermatozoides de bufalos diluidos em meio a
base tris 10% LDL adicionado A. canelilla 50 pg/ml; blueberry 50 pg/ml e polifenol de cha verde 0,05
pg/ml e resfriados a 5°C, avaliados pelo teste de coloracio Giemsa 6%.

Tris10%LDL  Tris109%LDL  Tris 10% LDL

Integridade Tris 10% LDL

Tem Tris 10% LDL Aniba canelilla Blueber Polifenol de cha p. valor
P Acrossomal DMSO0 0,5% 50 ug/ml 50 ug/mlry verde 0,05 ug/ml P
Intacto 839 + 7.2 839 + 7,2 839 + 7.2 839 + 7,2 839 + 7,2
Oh  Lesado 86 + 4.2 86 + 4.2 8,6 + 4.2 86 + 4.2 8,6 + 4.2
Destacado 76 + 46 76 + 46 76 = 4,6 76 + 46 76 + 46
Intacto 70,8 + 9,9 65,1 + 10,5 70,1 + 55 69,4 + 89 67,9 + 10,5 0.3239
24h  Lesado 16,3 + 7,4 20,1 + 9,9 16,3 + 44 17,1 + 64 173 + 6,4 0.2973
Destacado 119 + 52 148 + 8,9 136 + 7,1 134 + 7,0 148 + 11,3 0.8505
Intacto 51,4 + 8,2 51,0 + 12,8 544 + 7,0 52,4 + 6,6 50,2 + 5,8 0.6734
72h  Lesado 30,2 + 9,1 29,6 + 13,6 28,7 + 51 31,3 £ 6,9 30,9 + 8,3 0.9385
Destacado 18,3 + 85 194 + 7,6 16,9 =+ 5,0 16,2 + 3,6 189 + 9,9 0.6520

N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos (P>0.05). Horas de avaliacdo: 0 horas, sémen fresco.
24 e 72 horas de incubacéo a 5°C.

Os testes de integridade estrutural da membrana plasmatica do espermatozoide e a integridade da
cromatina foram analisados mediante citometria de fluxo (Tabelas 15 e 16, Anexo 7, figura 15)
as 24 e 72 horas de incubacdo a 5°C. A integridade estrutural da membrana plasmética ndo
mostrou diferencas significativas entre os diluidores testados (P>0.05).

Quanto a integridade da cromatina espermatica o indice de fragmentacédo alto as 24 horas foi
menor nos dois meios controles e maior nos meios com antioxidantes, particularmente no meio
com polifenol de cha verde. As 72 horas de incubacdo a Unica variacdo observada foi nos
espermatozoides preservados no meio controle Tris 10% LDL, com um indice maior de
fragmentacdo total que os preservados no resto de diluidores (P<0.05). O indice de fragmentacédo
total teve um menor aumento nos meios com antioxidantes as 72 horas de incubagao.

Tabela 15. Médias (xDP) de espermatozoides de bufalos positivos ao teste de integridade estrutural da
membrana plasmatica avaliado mediante citometria de fluxo (sonda PI/SBYR) diluidos em meio a base tris
10% LDL adicionado A. canelilla 50 pg/ml; blueberry 50 pg/ml e polifenol de cha verde 0,05 pg/ml e
resfriados a 5°C.

1 0, 1 0, 1 0,
Tris 10% LDL Tris 10% LDL Tris 10% LDL Tris 10% LDL

100 . . - .

Tempo Tris 10% LDL DMSO 0,5% Aniba canelilla  Blueberry Polifenol de cha p. valor
50 ug/ml 50 ug/ml verde 0,05 ug/ml

24 824 + 83 82,3 + 8,1 76,1 + 18,0 82,4 + 8,0 82,2 + 8,0 0.2965

72 748 + 9,0 73,8 + 10,3 771 + 7,9 75,0 £ 8,0 76,3 + 6,3 0.3494

N&o houve diferenca significativa entre tratamentos (P>0.05). Avaliacdo as 24 e 72 horas de incubagéo a
5°C.
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Tabela 16. Médias (£DP) do indice de fragmentacdo de cromatina de espermatozoides de bufalos, diluidos
em meio a base tris 10% LDL adicionado A. canelilla 50 pg/ml; blueberry 50 pg/ml e polifenol de cha
verde 0,05 pg/ml e resfriados a 5°C, avaliados mediante citometria de fluxo (sonda AO) as 24 e 72 horas
de incubacéo.

. Tris10%LDL  Tris 10%LDL  Tris 10% LDL
Tris 10% LDL 0 ° 2

Tempo DNA Tris 10% LDL DMSO 0,5% Aniba canelilla  Blueberry Polifenol de cha p.valor
50 ug/ml 50 ug/ml verde 0,05 ug/ml
IDF baixo 0,21+0,11 0,25 £ 0,17 0,53 + 0,88 0,54 £ 1,02 0,52 £ 0,66 0.6515
2an \DF médio 0,19 + 0,05 0,16 + 0,06 021+0,11 0,22 £ 0,17 0,23 £0,15 0.6426
IDF alto 0,03+002a 002=+002a 0,04 £0,03 bc 006+0,03 bc 010+0,07 ¢  0,0046*
IDF total 043 £0,15 042 £0,21 0,78 + 0,98 0,81 + 1,08 0,85 £ 0,68 0.4656
IDF idetectavel 99,6 + 0,2 99,6 + 0,2 992 +1 992+ 11 99,2 + 0,7
IDF baixo 0,71+ 117 0,38 £ 0,49 0,23 +0,14 0,21 £ 0,16 0,30 £ 0,25 0.1642
7o IDF médio 0,52 + 0,56 0,24 £ 0,15 0,20 + 0,08 0,22 £ 0,19 0,22 £ 0,15 0.1119
IDF alto 0,13+0,19 0,05 £ 0,04 0,05 + 0,04 0,05 £ 0,04 0,06 + 0,05 0.2744
IDF total 136+144b 067%061a 048+0,24 a 048 +0,36 a 059+037 a  0.0264
IDF idetectavel 986+ 1,4 99,3+ 0,6 995+ 0,2 995+ 04 994+ 04

Médias seguidas por letras diferentes na linha indicam que o efeito diluidor foi significativo (P<0.05). Horas
de avaliagdo: 24 e 72 horas de incubacéo a 5°C. IDF: indice de fragmentacéo da cromatina (%).

6. DISCUSSAO

Aniba canelilla ndo tem sido testada em meios diluidores para preservacao de sémen em nenhuma
espécie. As concentragOes usadas do 6leo essencial de A. canelilla ao longo das anélises ndo
mostraram a queda ou parada abrupta da motilidade, ou alteragcdo da cinética espermatica.
Mostrando que as concentragdes inicialmente utilizadas ndo teriam prejuizos na motilidade
espermatica e na funcionalidade da membrana plasmatica de bufalos quando usadas no meio
diluidor. Foi observado que os parametros cinéticos tiveram uma menor queda dos valores ao
longo do tempo conforme a concentracdo de A. canelilla aumentava. A motilidade espermética
teve diferenca significativa e foi melhor preservada durante mais tempo (120 horas) quando o
meio diluidor continha Aniba canelilla 50 pg/ml durante a primeira e segunda fase do
experimento. As diferencas significativas entre A. canelilla e os meios controles permitem sugerir
que o efeito observado da motilidade e cinética espermatica foi resultante de A. canelilla, e ndo
do solvente DMSO. Reforgando os resultados que foram obtidos no teste preliminar com DMSO,
onde as concentragdes de 0,1% e 5% de DMSO acrescentados ao meio tris 10% LDL foram
significativamente superiores ao meio controle tris 10% LDL unicamente até as 48 horas de
analise (Becerra et al., 2017).

Enquanto a funcionalidade da membrana plasmatica, ndo houve diferenca significativa entre
tratamentos, tampouco foi afetada pela adi¢do de A. canelilla em nenhuma de suas concentragdes.
Trabalhos realizados por AHMED et al. (2016), nos quais avaliaram varios pardmetros para
predizer a fertilidade de sémen criopreservado de bufalo in vivo, mostraram que a integridade da
membrana plasmatica esta significativamente correlacionada com a fertilidade.

Os resultados obtidos quando a A. canelilla foi adicionada ao meio diluidor poderiam ser
explicados pela capacidade antioxidante do composto, assim como suas propriedades
antibacterianas, antifungicidas e anti-inflamatérias (Oger et al., 1994; Da Silva et al., 2007; De
Lima et al., 2009; Silva et al., 2009; Silva, 2012; Vale et al., 2013). A.canelilla poderia inibir a
liberacdo de H.O, dos neutréfilos e macréfagos presentes no ejaculado ajudando no controle do
estresse oxidativo, ou ter influenciado a queda do crescimento bacteriano ao potencializar ou ao
atuar em sinergismo com amicacina, antibiético usado no meio diluidor base. Desta maneira, além
da atividade antioxidante, as outras vias de atuagdo de Aniba canelilla poderiam ter contribuido
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com a manutencdo de um ambiente favoravel e indiretamente inibido a producdo de ERO que
geram as bactérias e leucdcitos, sendo um conjunto de fatores adequados para a preservacao dos
espermatozoides. Outra propriedade favoravel é sua estabilidade a oxidacdo (Silva, 2012). O 1-
nitro-2-feniletano é o componente principal do 6leo essencial usado neste experimento, com valor
total de 90,3%. Este componente pode adotar diferentes conformacbes para conferir maior
estabilidade a sua estrutura, e esta relacionado com as atividades biol6gicas de 1-nitro-2-
feniletano (Vale et al., 2013). Esta carateristica propria de A. canelilla permitiria proteger as
estruturas dos espermatozoides das ERO e NRO prolongando a longevidade e viabilidade
espermatica, assim como a conservacao e estabilidade do meio diluidor ao longo do tempo. A¢édo
que foi refletida na conservacao dos espermatozoides até as 120 horas de avaliagéo.

Enquanto a Blueberry, nossas analises realizadas com sémen de bufalo ndo apresentaram
diferencas significativas entre as concentragdes testadas, tampouco houve queda abrupta da
motilidade ou perda da integridade funcional da membrana plasmatica usando blueberry na
dosagem de 10, 50 e 100 pg/ml no meio diluidor. Mostrando ser concentragdes atoxicas para 0s
espermatozoides de budfalos. Os valores dos parametros da cinética espermatica durante o
resfriamento da fase 1 ndo manifestaram diferenca estatistica entre as concentracdes de blueberry.
Entretanto, as dosagens empregadas de blueberry tiveram diferenca significativa quando
comparadas com o meio controle, predominantemente as 72 e 96 horas de refrigeracdo nos
quesitos MT, VCL, VAP e VSL. No presente experimento ndo foi observada melhoria na
preservacdo na integridade funcional da membrana plasmética adicionando blueberry no meio a
base tris 10% LDL. Similares resultados foram achados no emprego de extrato de folhas de
blueberry na concentragéo de 1, 2, 4 e 6% adicionado ao meio tris - gema de ovo para congelacao
de sémen canino. As concentragdes 1, 2 e 4% ndo tiveram diferenca significativa quando
comparadas com o tratamento controle tanto na integridade da membrana acrossomal, integridade
e viabilidade da membrana plasmatica. Ndo obstante, a maior concentragdo do extrato exerceu
um efeito negativo, que provocou uma queda significativa na motilidade progressiva, integridade
acrossomal, viabilidade e integridade da membrana plasmatica (Deppe et al., 2016).

O potencial antioxidante do blueberry tem sido testado em poucos experimentos visando a
criopreservacdo do sémen. H& relatos com experiéncias positivas do seu uso em sémen de
salvelino artico (Salvelinus alpinus) e sémen de barrdo (Desroches et al., 2005; Mansour et al.,
2006), mas sem determinacdo da composicdo fitoquimica dos extratos usados. O blueberry é
reconhecido pelos beneficios antioxidantes conferidos pelos compostos fendlicos antocianinas e
flavonoides, componentes com propriedades antioxidantes (Smith et al., 2000). As antocianinas
do blueberry se encontram em forma glicosada, sendo uma macromolécula que ndo estaria
facilmente disponivel para ingressar na célula (Bornsek et al., 2012; Wang et al., 2017). Porém
ensaios de atividade celular antioxidante (CAA) realizados em diversos tipos de células somaticas
humanas mostraram que as antocianinas teriam atividade antioxidante quando aplicadas em
concentragdes nanomolares (1nM) (Bornsek et al., 2012). Tanto a forma glicosada das
antocianinas assim como sua instabilidade em meios com pH neutro, poderiam ter afetado a
interacdo com a membrana plasmatica dos espermatozoides. Outra especulacdo para a nulidade
dos resultados obtidos neste experimento seria que as concentragdes usadas (10, 50 e 100 pg/ml)
ndo foram as adequadas para exercer um efeito antioxidante durante o periodo de resfriamento do
sémen de bufalo.

A inclusdo de polifenol de cha verde no meio a base tris 10% LDL na concentragdo de 50 pg/ml

teve efeitos tdxicos na sobrevivéncia espermatica, os impactos negativos em sémen de bufalo
foram notados na motilidade e todos os parametros da cinética espermatica a partir das 24 horas.
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Assim como na funcionalidade da membrana plasmaética as 48 e 72 horas de incubagdo. Os
parametros MT, MP, répidos, VCL, VSL, VAP, linearidade e BCF apontam que o emprego deste
antioxidante em sémen resfriado de bufalos ndo traz melhores efeitos do que o tratamento
controle, ainda quando usadas concentracGes de 0,5 e 5 pg/ml. Quando avaliada a motilidade as
concentragdes de 5 e 50 pg/ml de polifenol de chéa verde observou-se que a queda da motilidade
foi mais pronunciada no decorrer do tempo. As 48 horas de incubagio que 0s espermatozoides
diluidos em meio com a maior concentracdo de polifenol de cha verde tinham 37% MT enquanto
0s espermatozoides dos demais tratamentos tiveram > 71% MT. A supressdo da cinética
espermatica também tem sido observada quando espermatozoides humanos foram expostos a
concentracdes de 25 - 400 uM de epigalocatequina galato (EGCG) durante duas horas a 37°C
assim como outras catequinas presentes no polifenol de cha verde como epicatequina galato
(ECG), catequina galato (CG) e galocatequina galato (GCG) em concentragdes de 50 - 200 uM
(Aitken et al., 2016).

Os valores do teste hiposmético as 48 e 72 horas refletem uma notéavel perda da funcionalidade
da membrana plasméatica com a concentracdo de 50 pg/ml de polifenol de cha verde.
Possivelmente as 48 horas de refrigeracdo o extrato atuou imobilizando ou matando aos
espermatozoides sem lesar sua membrana plasmatica. Os polifenois tem efeito inibitério dose-
dependente no potencial de membrana mitocondrial de espermatozoides humanos. Este efeito ndo
estd ligado a osmolaridade ou pH, mas sim a reducdo significativa da geracdo de ERO na
mitocOndria e que ndo esta necessariamente associada a viabilidade celular (Aitken et al., 2016).
Entretanto, a estabilidade do polifenol de cha verde é pH dependente, mostrando-se estavel em
solucbes com pH &cido (Zhu et al., 1997; Bruno et al., 2014). Devido a prdpria fisiologia dos
espermatozoides os meios diluidores produzidos se encontravam proximos a pH 7. Este valor de
pH pode ter inativado as catequinas, perdendo a agdo antioxidante esperada. Para resolver este
problema poderia ser usada como estratégia a adi¢cdo de vitamina C ou a enzima SOD, para
conseguir estabilizar as catequinas do polifenol de cha verde, dessa forma seria evitada a
degradacdo e pro-oxidacdo (Wittayarat et al., 2012). Esta alternativa ndo foi testada no presente
trabalho.

O polifenol de cha verde possui propriedades antagdnicas. Em baixas concentracfes mostra ter
caracteristicas antioxidantes, mas se ultrapassar os limiares este se torna pré-oxidante
desencadeando estresse oxidativo, peroxidacdo lipidica, podendo ser letal. Além disso, foi
reportado que o polifenol de cha verde pode atuar de maneira simultanea: antioxidante e pro-
oxidante (Aitken et al., 2016), quando este desempenha sua atividade antitumoral (Yang et al.,
2000; Bruno et al., 2014; Kim et al., 2014). E conhecido que os compostos fenélicos atuam
diminuindo a peroxidacao de proteinas de baixa densidade (Mueen Ahmed e Baral, 2011). Apesar
disso, as respostas desfavoraveis em espermatozoides de bufalos obtidas na maior concentragdo
de polifenol de cha verde poderia indicar a atividade pré-oxidante descrita em estudos in vitro,
gue relatam as respostas geradas por EGCG ao produzir o blogueio da enzima catalase induzindo
a producdo de ERO, H.O2, lipoperoxidacao lipidica, perda da motilidade e viabilidade celular, e
finalmente, apoptose (Yang et al., 2000; Landau et al., 2006; Bruno et al., 2014; Aitken et al.,
2016). Estas causas podem ter levado a uma falta de expressdo nas respostas dos testes efetuados
neste experimento. Gale et al., (2015) relataram que ao adicionar 2.5, 5 e 10% de extrato de
Camellia sinensis ao meio lactose - gema de ovo para criopreservacdo de sémen de suino, ndo
teve melhora na qualidade dos parametros espermaticos. Apesar de ter tido taxas menores de
peroxidacdo no meio suplementado com 5% do extrato. Este estudo também registrou um
incremento na capacitacdo dos espermatozoides a medida que aumentava a concentracdo do
extrato no meio diluidor. Entretanto, outras pesquisas divergem destes resultados. Respostas
positivas tém sido observadas ao usar polifenol de cha verde em sémen refrigerado de cdo, sémen
congelado de carneiros e touros Sahiwal (Wittayarat et al., 2012; Ali et al., 2014; Mehdipour et
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al., 2016). As concentracBes 0,05; 5 pg/ml de polifenol de chd verde usadas no presente
experimento foram similares as usadas nas pesquisas citadas anteriormente, a exce¢do do estudo
de Gale et al., (2015). Nossos resultados indicam que o polifenol de cha verde ndo trouxe
beneficios para o sémen refrigerado de bufalo. Especulando que a falta de resultados pode se
dever a soma de fatores. A inativagdo dos compostos do polifenol de cha verde pode ter ocorrido
pelo valor neutro do pH, interagdo dos reagentes usados no meio diluidor, acdo pré-oxidante, ou
devido a que o polifenol de cha verde tem uma resposta espécie-especifica.

Na segunda fase do experimento, os parametros da cinética espermatica mostraram diferenca
significativa para A. canelilla 50 pg/ml gquando comparados com blueberry 50 pg/ml, polifenol
0,5 ng/ml e os meios diluidores controle. A motilidade espermética também foi melhor preservada
e durante mais tempo (120 horas de incubagéo) quando o meio diluidor continha Aniba canelilla
50 pg/ml. No entanto, as 120 horas blueberry 50 pg/ml foi superior a A. canelilla no quesito MT,
e igualou estatisticamente a A. canelilla nos parametros VCL, VSL, VAP, BFC e linearidade.
Os espermatozoides diluidos com A. canelilla teoricamente teriam maiores chances de fecundar
0 odcito, particularmente quando o tempo de incubagdo for mais prolongado, devido aos valores
obtidos da cinética espermatica. Segundo Ahmed (2016a), os espermatozoides com movimento
linear e velocidade rapida teriam maior possibilidade de alcancar o o6cito, enquanto 0s
parametros espermaticos VAP e VSL estdo positivamente correlacionados com a fertilidade na
espécie bubalina. Na concentracdo de 50 pg/ml de Aniba canelilla foi possivel aumentar a
longevidade de espermatozoides bubalinos, prolongando a motilidade e vigor espermatico
possivelmente pela acdo antioxidante e demais propriedades faladas anteriormente, que séo
expressivas nos compostos do 6leo essencial. Ajudando a preservar 0s espermatozoides desde o
inicio até o final da incubacéo.

Durante a segunda fase do experimento a integridade acrossomal, integridade estrutural e
funcional da membrana plasmatica ndo apresentaram diferencas significativas entre tratamentos.
Os resultados obtidos do teste hiposmoético e integridade acrossomal sugerem que as
concentracdes usadas de A. canelilla, blueberry e polifenol de cha verde na segunda fase do
experimento ndo danificaram a membrana plasmatica além do que é normalmente esperado com
0 decorrer do tempo. Mantendo a sua funcionalidade e integridade espermaética em niveis
aceitaveis para sémen de bdfalo (Rasul et al., 2000; Rasul et al., 2001). Em bufalos as
percentagens altas de acrossomas intactos e espermatozoides viaveis sdo bons indices para
predizer a fertilidade in vivo (Ahmed et al., 2016a; Ahmed et al., 2016b) e também esta altamente
correlacionado com o sucesso de clivagem quando usada a fertilizagdo in vitro (Boccia et al.,
2010). Apesar da integridade acrossomal e a integridade estrutural da membrana plasmatica nao
terem apresentado diferenca significativa entre tratamentos (P>0.05), pode-se observar que as 72
horas o meio diluidor que possuia Aniba canelilla apresentou um maior nimero de
espermatozoides integros e acrossomas intactos. As percentagens obtidas em nosso trabalho na
analise da integridade acrossomal de sémen resfriado foram maiores aos valores obtidos por Rasul
etal., (2001) ap6s o descongelamento de sémen de bufalo em meio tris-acido citrico. No entanto,
os valores foram semelhantes em ambos estudos no sémen fresco e p6s diluicdo. O que sugere
que a integridade acrossomal é mais afetada quando o sémen é congelado.

Os resultados obtidos através da citometria de fluxo indicam que os espermatozoides mantiveram
alta a integridade estrutural da membrana plasmatica assim como o indice de fragmentacdo
indetectavel (DNA nao lesado), apontando que a estrutura espermatica foi pouco afetada até as
72 horas de avaliacdo. A importancia do DNA espermaético esta no fato que ele carrega 50% da
informagdo genética, é indispensavel para ocorrer a fertilizacdo, o desenvolvimento fetal e a
expressao plena das caracteristicas da progénie (Andrabi, 2007; Aitken et al., 2015). Em
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humanos, a fertilidade esta correlacionada com o IDF, valores do IDF <15% correspondem a
individuos normais (possivelmente férteis), >15% e < 27% afetacdo media da fertilidade,
enguanto >27% corresponde a individuos inférteis (Evenson e Jost, 2000a; Larson-Cook et al.,
2003; Goséalvez Berenguer et al., 2008). Ja em bufalos o IDF foi classificado como baixo quando
<8,5% e alto quando >8,5% (Pawar e Kaul, 2011). Os valores obtidos neste estudo, no indice de
fragmentacdo total foram <2% para todos os diluidores usados. O que permite especular que o
processo de fertilizacdo e clivagem ndo seria afetado se 0 meio diluidor Aniba canelilla 50 pg/ml
fosse usada. A fragmentacdo da cromatina pode ser originada durante a espermiogénese e a
compactacdo do DNA no intercdmbio de histonas por protaminas durante a maturacéo, no qual
ha certo tipo de rupturas no DNA que depois serdo reparadas. Também ocorre devido a acdo das
ERO guando existe o estresse oxidativo, ocasionando danos na base e rupturas de uma das hélices
do DNA. Adicionalmente a fragmentacdo da cromatina espermatica pode acontecer como
consequéncia do processo de apoptose (Andrabi, 2007; Gosalvez Berenguer et al., 2008; Aitken
e Koppers, 2011; Aitken et al., 2015; Kocer et al., 2015). Estas causas de fragmentacdo de
cromatina podem ocorrer em conjunto. A utilizagdo de Aniba canelilla no meio diluidor
preservaria a viabilidade dos espermatozoides mediante a protecdo do estresse oxidativo
principalmente na mitoc6ndria e na membrana plasmatica. Uma vez que a apoptose ocorre guando
mitocondria gera ERO e entra em estresse oxidativo, havendo perda do potencial de membrana
mitocondrial, ativacdo de caspases assim como a exposi¢do a fosfatidilserina, o que gera
finalmente a fragmentacdo do DNA com a ruptura da membrana (Koppers et al., 2008; Aitken et
al., 2015). Em espermatozoides de bovinos a ativagdo da caspase 9 unicamente aconteceu apos
a criopreservacdo dos espermatozoides (Hendricks e Hansen, 2009). J& em bufalos o potencial da
membrana mitocondrial diminui ap6s a diluicdo, enquanto a ativacao da caspase 9 acontece ap0s
o tempo de equilibrio e a desestabilizagdo da membrana plasmatica posterior ao congelamento e
descongelamento (Khan et al., 2009).

Os altos valores da integridade estrutural da membrana plasmaética e a integridade da cromatina
espermatica as 24 e 72 horas de incubacdo mostram um contraste quando comparados com 0s
valores da motilidade que decrescem com o decorrer do tempo. Estes resultados estdo em
concordéncia com estudos feitos em sémen refrigerado de bufalo (Kadirvel et al., 2009) e sémen
congelado de bovino (Martin et al., 2004). A curva de resfriamento realizada durante o
experimento teve uma queda de -0,25°C/minuto aproximadamente, estando proxima ao desejado.
Os resultados obtidos revelam que a membrana plasméatica e DNA espermatico conseguiram ser
preservados, mostrando que o processo de resfriamento ndo ocasionou grandes crioinjdrias aos
espermatozoides. Vantagem que pode ser aproveitada na inseminacéo artificial ao usar sémen
refrigerado versus congelado. As maiores lesdes ocasionadas nos espermatozoides pelas
crioinjurias acontecem durante o congelamento e descongelamento (Martin et al., 2004). Isto em
conformidade com resultados obtidos em sémen resfriado de bdfalo, os quais sugerem que o
processo de refrigeracdo ndo afeta significativamente o dano do DNA (Kadirvel et al., 2009).
Kumar et al., (2011) relataram que a integridade do DNA espermatico sofreu alteraces e danos
irreversiveis, assim como a perda da qualidade seminal no sémen congelado de bufalo. Esta
implicagdo foi associada a um baixo perfil antioxidante e estresse oxidativo presente no sémen.

O processo de criopreservacdo de sémen envolve inimeras varidveis, que podem afetar as
estruturas e o funcionamento normal dos espermatozoides, comprometendo consequentemente a
fertilizacdo. O conhecimento dos efeitos que as ERO exercem sobre os espermatozoides
favoraveis quando em concentracdes desejaveis e deletérios quando em excesso, permite propor
0 uso de antioxidantes ndo enzimaticos para combater os efeitos causados pelas ERO. Melhorando
a preservacao das células quando submetidas aos processos de resfriamento, congelamento e
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descongelamento. No entanto, ainda néo esta claro qual seria 0 mecanismo exato de como essas
sustancias interatuam na estrutura espermatica durante o estresse oxidativo.

Os achados do presente experimento demonstraram o efeito favoravel de Aniba canelilla na
dosagem de 50 pg/ml para preservacdo de espermatozoides de bufalo a temperatura de 5°C.
Enquanto o polifenol de cha verde expressou toxicidade espermatica na maior concentragao.
Adicionalmente, todas as concentracdes de blueberry e as menores concentracdes de polifenol de
ché verde ndo expressaram vantagens de uso no sémen de bdfalo quando comparado com o meio
Tris 10% LDL, sendo estes resultados condizentes com certos relatos encontrados na literatura
referentes a outras espécies de uso doméstico. Aniba canelilla ¢ um composto novo que podera
ser de consideravel ajuda pratica na preservacdo dos espermatozoides, se ajustadas as
concentracdes nos meios diluidores. Tanto para sémen bubalino como para outras espécies. Ha
necessidade de serem realizadas mais avaliagfes para atingir as concentragdes 6timas de cada
substancia e testes especificos para avaliar a capacidade antioxidante da sustancia. Com o fim de
obter um ganho na preservagdo de espermatozoides in vitro e protegé-los do estresse oxidativo.
Também se requerem mais estudos sobre a fungdo e atividade que cada composto dos extratos
vegetais tém sob a capacidade fertilizante dos espermatozoides.

7. CONCLUSOES

— Aadigao do 6leo essencial de Aniba canelilla na concentragdo de 0,5 e 5 pug/ml, blueberry
10, 50 e 100 pg /ml e polifenol de cha verde na concentracéo de 0,05 e 5 pg/ml ao meio
a base tris 10% LDL ndo apresentaram melhorias notaveis na cinética espermatica e
integridade funcional da membrana plasmatica;

— A concentragdo de 50 pg/ml de polifenol de chd verde tém efeitos nocivos na
sobrevivéncia espermatica e consequéncias negativas, registrados na motilidade e na
funcionalidade da membrana plasmatica nos espermatozoides de bufalos;

— A adigdo do Oleo essencial de Aniba canelilla ao meio a base tris 10% LDL na
concentracao de 50pug/ml mostrou ser mais apropriado que o blueberry e polifenol de cha
verde na preservacao da cinética de espermatozoides bubalinos resfriados e mantidos a
5°C;

— A integridade funcionalidade e estrutural da membrana plasmatica, integridade do
acrossoma, e integridade da cromatina de espermatozoides bubalinos foram igualmente
preservados com a adi¢do de A. canelilla 50 pg/ml; blueberry 50 pg /ml e polifenol de
cha verde 0,05 pg/ml no meio a base tris 10% LDL e refrigerados a 5°C;

— O uso de Aniba canelilla promove a longevidade espermatica em sémen de bufalo
refrigerado a 5°C.
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9. ANEXOS
ANEXO 1
Tabela 17. Médias (+DP) da cinética de espermatozoides de bufalos (n=9) diluidos em meio a base tris
10% LDL contendo 0,5; 5 e 50 pg/ml Aniba canelilla, resfriados a 5°C e avaliados a cada 24 horas.
Tris 109% LDL Tris 10% LDL  Tris 10% LDL

Tris 10% LDL

Parametro Hora Tris 10% LDL DMSO 0.5% Anibacanelilla  Anibacanelilla  Anibacanelilla pvalor
0,5 ug/mi 5 ug/mi 50 ug/ml

0h 975+20 a 97510 a 975+15 a 955+22 b 9,2 +14 b  0.0006

24h 88565 b 90,4 £4,6 ab 926 41 a 886 £50 b 925+49 a 00233

MT 48h 630179 b 745 +144 a 623199 b 708 +13,0 a 754 +133 a  0.0004

(%) 72h  30,7+152 ¢ 40,1 £23,0 ab 394 £237 b 453 £21,8 ab 46,6 266 a  0.0004

96h 150+137 b 20,5174 ab 190+188 b 20,0 £16,0 ab 258 +222 a  0.0466

120 h 52+105 b 92113 b 83102 b 98118 b 170 +£140 a  0.0212

Oh 273 %117 a 26,3 #1055 ab 234 2100 b 22,7 299 b 242 90 b  0.0062

24h 361 112 385 +121 36,1 +121 369 +125 42,1 +118 0.3694

MP 48h 213 117 245 +75 231 +133 254 +90 278 =101 0.1497

(%) 72h 93 166 ¢ 100 +75 ¢ 113 90 bc 138 *106ab 162 *124 a  0.0045

96h 37 38 54 251 54 59 57 %55 84 85 0.0529

120h 13 27 b 23 29 b 18 28 b 27 35 ab 45 +£40 a 00152

Oh 869 %60 876 +39 856 52 840 81 850 *64 0.2023

24h 667 96 bc 702 106 ab 732 72 a 635 +116 c 734 +81 a 0.0038
Rapidos 48h 363 +185 ¢ 443 +141 ab 390 %197 bc 413 191 bc 496 +157 a 0.0060
(%) 72h 126 *92 ¢ 16,1 #133 bc 175 x151 bc 206 #152ab 254 *195 a 0.0011

96h 45 £49 76 +79 70 77 81 70 11,2 +10,6 0.0664

120h 18 37 29 35 24 +35 30 +37 51 +47 0.0727

Oh 1119 +18,6 108,1 +13,8 109,5 + 19,0 109,0 +16,0 105,4 + 15,0 0.3064

24 h 82399 a 793185 ab 85,1 +10,6 a 740+112 b 81,2+86 a 0.0131

VCL 48 h 61,3 +14,1 64,1 +10,3 651 +15,1 61,0 14,4 68,4 +12,0 0.2184
(umv/s) 72h 462 +131 b 4431121 b 481 141 b 49,0 £10,4 ab 542 +146 a 0.0088
96 h 25,7 £20,1 29,8 +23,3 24,6 24,2 30,6 +23,4 34,8 £23,4 0.1877

120 h 9,9 £19,6 189 +224 172 +215 185 +222 26,7 +215 0.1199

0h 352 +10,4 33389 32,3 +113 32,4 £9,9 31,6 +8,6 0.1508

24 h 285 +32 28,7 +4,8 29,1 £50 26,2 £3,1 29,0 £35 0.2574

VSL 48 h 20,0 £6,3 20,7 £3,0 21,8 +6,5 20,8 £5,8 229 +4,4 0.2772
(umv/s) 72h 143 £54 bc 13143 ¢ 152 £52 bc 155 +4,6 ab 178 +60 a 0.0065
96 h 78 £6,4 9172 8,1+83 10,0 £8,1 116 +89 0.2182

120 h 3161 6379 56 £7,7 6,2 £7,6 88 £76 0.1153

Oh 67,1 £13,1 64,6 +10,6 64,4 +15,0 64,9 +12,8 63,0 +12,2 0.5069

24h 45444 a 45,7 £66 a 48274 a 406 £59 b 452 £42 a 0.0130

VAP 48 h 32191 336 £6,5 35192 32594 36,5 +6,5 0.2823
(umvs) 72h 23376 b 221 6,7 b 245 82 b 251 6,6 ab 280 +84 a 0.0183
96 h 12,8 +10,3 150 +11,9 129 +12,9 16,0 +12,4 18,6 +13,3 0.1568

120 h 5099 10,0 +12,2 93 +12,1 96 +116 137 +11,3 0.1379

0h 31577 30,8 £7,0 29,1 +6,8 298 £7,2 30,1 +6,6 0.0907

24 h 35051 36,4 £6,1 345 +6,3 36,0 £5,6 36,1 +5,6 0.7738

LIN 48 h 322 6,1 325 +3,6 332 +£50 33935 33,7 £4,3 0.7901
(%) 72 h 30,1 £6,2 29,3 £33 31,3 £47 31,4 £4,2 324 +2,8 0.1810
96 h 20,2 £15,8 20,2 +15,3 18,3 +18,2 21,4 £16,5 24,7 +£16,5 0.2419

120 h 6,9 +137 14,7 £18,2 14,0 +176 149 +17,9 215 +16,7 0.0667

0h 11,1 +10 ab 116 +09 a 106 £0,8 b 11,115 ab 113+13 a 0.0144

24 h 10,7 £1,0 115+11 11,313 10,7 £1,0 112 +08 0.0542

BCF 48 h 9914 9909 101 £15 10,0 £15 105 +1,3 0,5636
(Hz) 72 h 82 +31 8,409 8914 9112 9712 0.3015
96 h 4,7 +£38 6,1 £4,7 49 +£48 54 45 6,5 +50 0.2246

120 h 2039 b 3947 ab 36 +45 ab 3846 ab 60+48 a 0.0482

Médias seguidas por letras diferentes na linha indicam diferenca estatistica entre tratamentos (P<0.05).
MT: motilidade total, MP: motilidade progressiva, Rapidos, VCL: velocidade curvilinea, VSL: velocidade
linear progressiva, VAP: velocidade média do trajeto, LIN: linearidade, BCF: frequéncia de batimento
flagelar.
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Tabela 18. Médias (£DP) da cinética de espermatozoides de bdfalos (n=9) diluidos em meio a base tris

ANEXO 2

10% LDL contendo 10, 50 e 100 g de blueberry/ml, resfriados a 5°C e avaliados a cada 24 horas.

Tris 10% LDL

Tris 10% LDL

Tris 10% LDL

Parametro Hora Tris 10% LDL Blueberry Blueberry Blueberry p. valor
10 ug/ml 50 ug/ml 100 ug/ml

Oh 9570 17 95,95 + 2,7 93,76 * 6,3 93,74 £ 6,1 0.2595

24h 8937 +£78 90,44 £ 5,0 91,04 £ 5,0 91,39 £ 51 0.5899

MT 48h 7333 +10,1 7750 = 11,5 76,18 + 10,8 76,59 + 10,2 0.4890

(%) 72h 4062 +192 p 5684 +174 a 5648 £ 175 a 51,79 + 180 a  0.0015

96h 2298 +179 b 3470 +227 a 3636 + 196 a 3412 + 215 a  0.0058

120h 665 + 838 12,53 + 18,6 10,30 + 13,1 13,72 + 247 0.3282

Oh 365+ 130 364 +11.2 36,2 + 14,1 35,68 + 12,9 0.9853

24h 375 +145 ¢ 454 + 105 b 478 +129 ab 5266 + 129 a <.0001

MP 48h 257 +63 b 334 +96 a 343 +£114 a 31,32 £91 a 00088

(%) 72h 128 +74 b 191 =75 a 191 +66 a 1676 +82 a 0.0037

96 h 6,2 +53 b 115 £92 a 115 £71 a 1214 +96 a 0.0104

120h._. 07 14 25 =5 19 =3 395 +77 0.1431

Oh 755 +62 771 =73 758 =+ 10,3 76,07 +81 0.9600

24h 654 =134 649 +97 69,0 = 9,6 69,60 + 14,1 0.3686

Rapidos 48h 464 + 109 471 * 144 474 + 14,6 48,42 + 15,6 0.9271

(%) 72h 196 £ 151 b 289 +149 a 292 +145 a 26,73 17,6 a 0.0015

96 h 9+97 b 154 +168 a 171 +154 a 17,93 +183 a 0.0206

120h__ 14 +30 48 +98 31 +51 507 +113 0.2538

Oh 1084 + 16,6 107,3 + 194 108,0 + 155 109,2 + 159 0.9690

24h 754 £101 741 £ 83 77,0 £ 8.2 753 + 12,6 0.7468

VCL  48h 69,0 + 10,9 64,9 £ 95 64,7 = 10,9 66,5 + 13,6 0.9271

(pm/s) 72h 529 %+ 115 57,0 £ 10,5 56,2 + 9,6 552 + 11,7 0.2227

96h 424 +96 b 46,2 + 120 a 50,5 £ 120 a 532 + 121 a 0.0027

120h 143 + 185 174 + 247 163 + 22,1 154 + 242 0.5420

Oh 457 +163 44,0 + 10,3 439 + 124 43,7 + 11,7 0.8910

24h 28877 b 31361 ab 33376 a 343 +£85 a 0.0099

VSL 48h 242 +52 245 + 45 248 + 4.8 242 +55 0.9758

(um/s) 72h 17,6 £ 35 198 £ 41 191 + 27 18,6 + 4,0 0.1245

96h 137 £33 b 162 +41 ab 170+39 a 185 +£50 a 00126

120h_ 38 +56 50+ 80 48 + 71 49 +78 0.3200

Oh 725 £ 17,0 70,7 £ 12,9 715 £ 12,3 704 + 121 0.9358

24h 445 77 442 + 6,0 465 + 6,7 46,6 + 9,1 0.4566

VAP 48h 39070 359 £55 36,2 £ 6,0 36,7 £78 0.3945

(pm/s) 72h 282 £65 30,6 6,0 296 = 4,4 292 + 6,1 0.3881

96h 223 %53 b 247 +63 ab 261 +69 a 279 +80 a 00223

120h 71 +95 84 + 128 8,0 + 110 78 + 122 0.7675

Oh 415110 413 + 9,0 40,8 + 10,3 39,8 +£ 89 0.6764

24h 380 +68 b 420 + 54 a 431 +75 a 453 £68 a 0.0025

LIN 48h 350 47 b 377 +£38 a 383 +37 a 363 +£21 ab 00354

(%) 72h 334 +18 348 £ 39 342 £ 35 338 £ 29 0.7355

96h 325 %51 352 £ 35 337 £25 345 + 38 0.4988

120h 108 * 13,7 10,7 + 14,2 115+ 151 104 + 157 0.8618

0h 98 £ 1.2 103 £ 1,0 103 £ 1,3 103 +11 0.1939

24h 110+ 10 112 £ 09 115 £ 0,7 111 +13 0.5707

BCF  48h 108 + 14 104 + 08 103 £ 1,2 103 £+ 13 0.3611

(Hz) 72h 10,0 £ 10 97 £10 93 06 95 + 07 0.0810

96 h 99 +14 ab 99 £10 ab 9306 b 101 +£1,7 a 05252

120h 18 + 36 29 +£45 30 + 47 28 + 44 0.1102

Médias seguidas por letras diferentes na linha indicam diferenca estatistica entre tratamentos (P<0.05).
MT: motilidade total, MP: motilidade progressiva, Rapidos, VCL: velocidade curvilinea, VSL: velocidade
linear progressiva, VAP: velocidade média do trajeto, LIN: linearidade, BCF: frequéncia de batimento
flagelar.
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ANEXO 3
Tabela 19. Médias (£DP) da cinética de espermatozoides de bufalos (n=9) diluidos em meio a base tris
10% LDL contendo 0,05; 5 e 50 pg/ml de Polifenol de ché, resfriados a 5°C e avaliados a cada 24 horas.
Tris 10% LDL  Tris 10% LDL  Tris 10% LDL
Parametro Hora Tris 10% LDL Polifenol de cha Polifenol de cha Polifenol de cha p. valor

verde 0,05 ug/mil verde 5 ug/ml verde 50 ug/ml
Oh 942 +45 a 915 55 bc 949 +23 a 839 +124 c <0,0001*
24h 90077 a 899 *+63 a 87,6 13,0 a 64,8 £240 b 0,0061*
MT 48h 781 + 11,7 76,6 £ 11,6 71,9 + 12,8 37,1 =304 0,0616*
(90) 72h 481 +178 a 46,6 + 174 a 48,1 + 185 a 155 +239 b 0.0014
96h 284 +110 a 26,5+ 16,0 a 20,8 + 18,7 ab 84 +171 b 0.0322
120 h 12,7 + 13,9 14,0 + 13,1 12,4 + 149 31+92 0.1238
Oh 284 +7,9 30,3 + 9,6 37,3 + 134 314 + 17,6 0.3910
24h 423 +140 a 475 115 a 443 + 139 a 17,4 £240 b 0.0005
MP 48h 30,8 £125 a 337+91 a 303+91 a 85+138 b <0,001
(90) 72h 157 +83 a 17,1 £+7,0 a 160 £ 96 a 51+93 b 0.0064
96 h 78 £57 a 63+52 a 63 +68 a 15+30 b 0.0190
120 h 42 +6,5 42 +43 41 +57 06 +17 0.0918
Oh 76,1 +64 ab 728 +12,1 bc 771 +89 a 56,1 +224 c 0,0007*
24h 625 173 66,9 + 11,6 63,3 + 17,3 30,5 + 33,3 0,1603*
Rapidos 48 h 46,5+ 160 a 47,9 108 a 42,3 139 a 125 +202 b <.0001
(90) 72h 240 +122 a 219 £10,1 a 223 +141 a 6,1 +103 b 0.0015
96h 105 *6,1 9,1 + 9,6 8,8 + 10,0 27 +£6,1 0.1063
120 h 4,6 + 6,6 50 +57 50 + 6,5 0,7 £21 0.0682
Oh 916 + 14,8 a 88,1 + 169 a 88,4 + 19,2 a 60,6 + 16,8 b <.0001
24h 71,2 +£10,0 73,5 + 8,3 70,6 + 11,2 46,6 = 22,4 0,1603*
VCL 48h 625 +109 a 635 +65 a 60,6 = 10,6 a 320+156 b <.0001
(nm/s) 72h 542 +83 a 51,2+55 a 50,8 + 11,8 a 148 £225 b 0,0010*
96h 460 *82 a 40,9 £ 120 a 36,7 209 a 86 175 b <.0001
120h 265 +219 a 282 +228 a 253 +£247 a 40+119 b 0.0124
Oh 30,8 +68 a 315+86 a 327+74 a 216 £96 b 0.0003

24 h 29,0 £ 5,7 31,7 £ 57 29,0+ 7,0 17,0 + 14,7 0,1409*

VSL 48 h 229 £57 a 248 £32 a 229 42 a 8774 b <.0001
(um/s) 72 h 18,7 42 a 193 +40 a 182 +6,0 a 5183 b <.0001
96 h 147 +39 a 124 +35 a 119+76 a 2651 b <.0001

120 h 93+92 a 96 77 a 83 +86 a 12+35 b 0.0122

Oh 546 £9,7 a 534 +123 a 534 +£123 a 338+121 b <.0001

24h 421 *+64 442 £ 59 41,2 + 8,2 28,3 = 15,8 0,1080*

VAP 48 h 35469 a 36,6 £39 a 342 +64 a 176 £88 b <.0001
(nm/s) 72 h 296 £59 a 282 44 a 28081 a 80+123 b <.0001
96 h 240 £53 a 20,7 £ 6,6 a 190+114 a 4183 b <.0001

120h 139 + 126 a 146 + 119 a 13,3 +134 a 21+62 b 0.0154

Oh 33,6 £4,7 355 + a 37,4 £ 57 34,4 £ 56 0.2850

24h 406 +£42 ab 43050 a 40,6 56 ab 31,2+133 b 0,0394*

LIN 48 h 365 +61 a 392 +49 a 38,0 +£43 a 232+98 b <.0001

(%0) 72 h 345 44 a 37,761 a 35478 a 11,3176 b 0,0061*

96 h 31,8 54 a 30,6 +4,0 a 269 12,7 a 6,7+133 b <.0001

120h 224 + 185 a 227 +17,3 a 18,1 +178 a 3297 b 0.0113

Oh 10,8 + 0,8 a 112 +12 a 115+*06 a 8421 b <.0001

24 h 10,7 £10 ab 116 +10 a 10,7 £ 15 ab 6439 b 0,0246*

BCF 48 h 103 +12 a 105 +0,9 a 101 11 a 40+40 b 0,004*

(Hz) 72 h 96 09 a 9711 a 96 +16 a 2741 b 0,0004*

96 h 93 +07 a 78 £26 a 7241 a 1,735 b 0.0001

120 h 52+45 a 58+44 a 48 +48 a 09+27 b 0.0225

Médias seguidas por letras diferentes na linha indicam diferenca estatistica entre tratamentos (P<0.05).
*Valores obtidos pelo teste de Friedman. MT: motilidade total, MP: motilidade progressiva, Répidos, VCL:
velocidade curvilinea, VSL: velocidade linear progressiva, VAP: velocidade média do trajeto, LIN:
linearidade, BCF: frequéncia de batimento flagelar.
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ANEXO 4
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Sémen fresco

Tris 10% LDL

Tris 10% LDL DMSO 0,5%

Tris 10% LDL A.canelilla 0,5 pg/ml
Tris 10% LDL A.canelilla 5 pg/ml

Tris 10% LDL A.canelilla 50 pg/ml

Sémen fresco
Tris 10% LDL

Tris 10% LDL Blueberry 10 pg/ml
Tris 10% LDL Blueberry 50 pg/ml

Tris 10% LDL Blueberry 100 pg/ml

Sémen fresco

Tris 10% LDL

Tris 10% LDL Polifenolcha verde 0,05 pg/ml

Tris 10% LDL Polifenol cha verde 5 ug/ml

Tris 10% LDL Polifenol cha verde 50 pg/ml

Figura 13. Médias (xDP) de espermatozoides de bufalos (n=9) reativos ao teste de integridade
funcional de membrana plasmatica avaliados pelo teste hiposmdtico (HO). A) A. canelilla; B)

Blueberry; C) Polifenol de ché verde.
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ANEXO 5

Tabela 20. Médias (£DP) da cinética de espermatozoides de bdfalos (n=9) diluidos em meio a base tris
10% LDL adicionado A. canelilla 50 pg/ml; blueberry 50 pg/ml e polifenol de cha verde 0,05 pg/ml,
resfriados a 5°C e avaliados a cada 24 horas.

. Tris 10% LDL Tris 10% LDL Tris 10% LDL
Tris 10% LDL is 10% is 10% is 10%

Parametro Hora Tris 10% LDL 5 Aniba canelilla  Blueberry Polifenol de cha p. valor
DMSO 0,5% 50 ug/ml 50 ug/ml verde 0,05 ug/ml

Oh 96,4+15 952+25 95,3+ 3,6 97,0+1,1 96,3+1,8 0.2537

24h  91,7+39 a 88857 b 93,1+48 a 91,2+52 ab 920+28 a 0.0464

MT 48h 61,7223 c 70,4+19,7 b 792173 a 70,0+£156 b 71,1+165 b 0.0021

(%) 72h  41,0+232 b 44,7224 b 59,3+218 a 474+183 b 48,6+20,1 b 0.0011

96h 245+283 28,1+257 371179 30,7+ 20,1 245+179 0.2150

120h 115+179 c 13,3+16,3 ¢ 31,6+233 b 385297 a 118+144 ¢ 0.0013

Oh 22,8+159 20,3+13,2 20,0+10,3 20,4120 21,9144 0.9258

24h 382+130 b 357+125 b 455140 a 41,8+159 ab 41,4+14,2 ab 0.0369

MP 48h 26,4+138 ¢ 30,3+155 bc 39,6+134 a 28,6134 c 333+99 ab 0.0021
(90) 72h 135%87 b 16,1+105 b 21,1+12,1 a 165+98 b 16,8+9,4 ab 0.0308
96 h 66+84 b 8282 b 138499 a 7448 b 59+50 b 0.0093

120 h 22438 b 22+27 b 8659 a 13,7+125 a 27136 b 0.0007

Oh 80,2457 77,794 78,1+10,9 82,8469 83,7+5,6 0.2553

24h 64676 61,1+9,2 69,0+ 6,6 65,2+ 12,0 67,8 18,6 0.1724

Répidos 48h 342171 c 40,7+155 bc 50,3+ 16,3 39,6 +159 bc 412+153 b 0.0018
(%0) 72h 175+127 b 21,1+131 b 322159 a 223114 b 20,8+104 b 0.0001

QD

96h 11,1+183 11,3+11,9 16,7 £ 10,4 13,5+10,9 76+75 0.1456

120 h 41466 b 40+59 b 12,7+114 a 18,9+150 a 31+45 b 0.0008

Oh 95,6 +15,9 90,7+15,1 97,8 + 20,6 96,1+ 19,2 95,0+17,7 0.5945

24h 687+78 65,4+8,0 71,7+6,7 70,5+ 14,8 70,2+8,8 0.0823

VCL 48h 58,0115 59,8+9,4 64,5+114 60,5+ 14,0 60,7+11,3 0.1298

(umv/s) 72h 46,791 b 50,0+104 b 57,1+10,1 a 508+9,1 b 475481 b 0.0001
96h 262274 c 31,5+24,6 bc 4521196 a 384241 ab 32,1+19,4 bc 0.0096

120h 157236 b 181+222 b 358+215 3594272 a 178215 b 0.0158

Oh 27,6 +10,0 25,6 +10,8 27,3+10,7 279+133 28,7+125 0.6162

Qo

24h 253%48 bc 242+50 c 289+59 a 275+93 ab 27,054 abc 0.0419

VSL 48h 21342 b 21841 b 256+64 a 21969 b 241+50 ab 0.0453
(umv/s) 72h 16,0+36 b 17534 ab 196+41 a 171439 b 170+£29 b 0.0356
96 h 82+86 b 101+79 b 16,3+88 a 118+71 b 101+61 b 0.0043

120 h 45268 b 50+60 b 121+72 a 121+91 a 51+62 b 0.0017

Oh 57,4121 54,0119 58,2+ 15,0 57,2+149 58,0+ 14,2 0.6402

24h 391+50 37,557 41,855 41,0118 41,3+6,2 0.2029

VAP 48h 31,3+%6,6 32,7+54 364738 329+85 34676 0.0678

(umY/s) 72h  245+59 b 269+58 b 31,162 a 26,759 b 25751 b 0.0005
96h 133+140 c 16,1+12,6 bc 242+115 19,8+12,3 ab 16,6+9,9 bc 0.0045

Q

120 h 79+119 b 88+108 b 189+115 a 190+144 a 8,7+10,7 b 0.0070

Oh 29,0+ 10,2 28,0+9,3 27,7+8,0 28,385 295+9,1 0.9250

24h 37,1+68 37,1+6,9 40375 38,8+8,0 38,7+6,6 0.1558

LIN 48h 369249 b 36,7+6,7 b 39661 a 360+62 b 39,8+45 a 0.0161
(90) 72h  343%48 351+35 34,3146 33432 36,044 0.3486

96 h 175+16,7 b 215+16,2 b 31,3+133 a 243145 ab 248+14,6 ab 0.0439
120 h 95+144 125+14,9 bc 265+154 a 224+17,0 ab 12,6 +15,0 bc  0.0089

(]

Oh 10,4+0,9 10,711 10,711 11,0+£1.3 11,0+15 0.4174

24h 115%07 11,5+0,9 11,7+0,8 11,6+0,7 11,7+£1,0 0.8364

BCF 48h 10507 10,6 £0,9 10,8+1,0 103+14 108+11 0.5107
(%) 72h 95+0,9 97+14 10,3+1,0 99+14 10,1+0,9 0.1670
96 h 52+5,0 6,4+4,9 91+36 76+4,6 6,6+3,8 0.0636

120 h 30+45 ¢ 35+42 bc 76+44 a 66+50 ab 3745 bc 0.0181

Médias seguidas por letras diferentes na linha indicam diferenca estatistica entre tratamentos (P<0.05).
MT: motilidade total, MP: motilidade progressiva, Rapidos, VCL: velocidade curvilinea, VSL: velocidade
linear progressiva, VAP: velocidade média do trajeto, LIN: linearidade, BCF: frequéncia de batimento
flagelar.
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ANEXO 6

E= sémen fresco E= Tris 10% LDL Aniba canelilla 50 ug/ml
[ Tris 10% LDL Tris 10% LDL Blueberry 50 pg/ml
[ Tris 10% LDL DMSO 0.5% EBS Tris 10% LDL Polifenol de cha verde 0,05 ug/ml
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Figura 14. Médias (+DP) da integridade funcional da membrana plasmatica e integridade acrossomal
de espermatozoides de bufalos (n=9) diluidos em meio a base tris 10% LDL adicionado A. canelilla
50 pg/ml, blueberry 50 pg/ml e polifenol de cha verde 0,05 pg/ml, resfriados a 5°C. segunda fase A)
Espermatozoides reativos ao teste de integridade funcional de membrana plasmatica (teste hiposmotico).
B) Integridade acrossomal (coloracdo de Giemsa).
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ANEXO 7

B3 Tris 10% LDL Aniba canelilla 50 pg/ml
[ ] Tris 10% LDL
Tris 10% LDL Blueberry 50 pg/ml
[] Tris 10% LDL DMSO 0,5%
BE Tris 10% LDL Polifenol de cha verde 0,05 ug/ml
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Figura 15. Médias (+tDP) da integridade estrutural da membrana plasmatica e indice de
fragmentacdo da cromatica de espermatozoides de bufalos (n=9) diluidos em meio a base tris 10%
LDL adicionado A. canelilla 50 pg/ml; blueberry 50 pg/ml e polifenol de cha verde 0,05 pg/ml. A)
Espermatozoides positivos ao teste de integridade estrutural da membrana plasmética avaliado mediante
citometria de fluxo (sonda PI/SBYR). B) indice de fragmentagio de cromatina de espermatozoides de
bufalos, avaliados mediante citometria de fluxo (sonda AO
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