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Resumo: A criopreservacao de sémenbovino é um procedimento fundamental na reproduc¢do animal,
mas esta associada a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que podem causar danos
significativos aos espermatozoides. Esses danos estdo relacionados a infertilidade e a diminuicdo
da qualidade espermatica. Nesse contexto, a utilizacdo de diluidores seminais enriquecidos com
antioxidantes representa uma estratégia promissora para minimizar ou até reverter esses efeitos
deletérios. O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos de diferentes concentracdes de ésteres de
pequi (Caryocar coriaceum) como suplementacao ao diluente de criopreservacdo de sémen bovino.
Foram coletados 42 ejaculados de seis touros, submetidos ao exame androlégico e considerados
aptos. As amostras foram analisadas, diluidas em Tris-gema, suplementadas com ésteres de pequi (0;
0,5 1,0 e 1,5 mL/L), envasadas e criopreservadas. Os parametros espermaticos avaliados no sémen
pos-descongelamento incluiram o teste de termorresisténcia fisiolégica (TTR), a funcionalidade da
membrana plasmatica (HOST), as taxas de clivagem e blastocisto, bem como a quantificacdo de
glutationa reduzida e de malondialdeido (MDA). Os resultados mostraram que as concentragdes de
1,0 e 1,5 mL/L de ésteres de pequi reduziram significativamente a concentra¢cdo de malondialdeido
no sémen criopreservado. No entanto, ndo foram observados efeitos significativos dos ésteres de
pequi nos parametros de motilidade, funcionalidade espermatica, taxas de clivagem e blastocisto, ou
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na quantificacdo da glutationa reduzida. Conclui-se que a suplementacdo com os ésteres de pequi
(1,0 e 1,5 mL/L) na criopreservacdao de sémen bovino pode ser benéfica para minimizar os efeitos
da peroxidacado lipidica dos espermatozoides, uma vez que houve reduc¢do na concentracdo de
malondialdeido pds-descongelamento.

Palavras-chave: Curraleiro Pé Duro; espécies reativas de oxigénio; malondialdeido.

Abstract: Bovine semen cryopreservation is a fundamental procedure in animal reproduction.
However, it is associated with the production of reactive oxygen species (ROS), which can cause
significant damage to spermatozoa, leading to infertility and reduced sperm quality. In this context,
using seminal diluents enriched with antioxidants presents a promising strategy for minimizing or even
reversing these harmful effects. This study aimed to evaluate the effects of different concentrations of
pequi (Caryocar coriaceum) esters as a supplement to bovine semen cryopreservation diluents. Forty-
two ejaculates were collected from six bulls that had undergone an andrological examination and
were deemed suitable. The samples were analyzed, diluted in Tris-egg yolk medium, supplemented
with pequi esters (0.0, 0.5, 1.0, and 1.5 mL/L), packaged, and cryopreserved. The sperm parameters
evaluated in the post-thaw semen included the thermoresistance, plasma membrane functionality,
cleavage and blastocyst rates, and quantification of reduced glutathione and malondialdehyde. The
results showed that the concentrations of 1.0 and 1.5 mL/L of pequi esters significantly reduced
malondialdehyde levels in cryopreserved semen. However, no significant effects of pequi esters
were observed on motility parameters, sperm functionality, cleavage and blastocyst rates, or on
the quantification of reduced glutathione. Supplementation with pequi ester (1.0 and 1.5 mL/L) in
the cryopreservation of bovine semen may be beneficial in minimizing lipid peroxidation effects, as
evidenced by the reduction in malondialdehyde concentration after thawing.

1. Introducao

A criopreservacdo de sémen bovino € um processo que, embora essencial para a
reproducao assistida, gera um estresse oxidativo significativo, resultando em desequilibrio
entre a producdo de espécies oxidativas e as defesas celulares antioxidativas. Esse estresse
pode comprometer a fisiologia espermatica, levando a casos de infertilidade ou subfertilidade
em touros M. Radicais livres, presentes sob condi¢8es fisioldgicas, desempenham papéis
cruciais em diversas etapas da reprodug¢do, como espermatogénese e fecundagao @. Assim,
para mitigar os danos causados pela criopreservacao, a suplementacdo com antioxidantes
no diluidor seminal é uma estratégia promissora, visando preservar a qualidade do sémen e
a capacidade reprodutiva dos espermatozoides (34,

Neste contexto, o 6leo de pequi (Caryocar coriaceum) surge como um potencial
antioxidante, devido a sua composicao rica em acidos graxos insaturados e a presenca de
compostos como o acido galico, conhecido por sua capacidade de eliminar espécies reativas
de oxigénio 69, Estudos anteriores indicam que o 6leo de pequi é eficaz na reducao de lesdes
oxidativas em células, bem como na protecao contra a peroxidacdo lipidica e danos ao DNA .
Considerando essas propriedades, o presente estudo tem como objetivo avaliar os ésteres de
pequi como antioxidante na criopreservacdo de sémen bovino, analisando sua influéncia em
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parametros cruciais de qualidade espermatica, como teste de termorresisténcia fisioldgica
(TTR), funcionalidade da membrana plasmatica (HOST), taxas de clivagem e formacao de
blastocistos, além da quantificacao de glutationa reduzida e malondialdeido.

Assim, ao investigar a aplica¢cdo dos ésteres de pequi na criopreservacao espermatica, o
estudo nao apenas busca preencher uma lacuna na literatura cientifica, mas também propde
uma alternativa viavel para a melhoria da eficiéncia reprodutiva em touros, evidenciando
a interseccdo entre a biotecnologia reprodutiva e a utilizacdo de recursos naturais com
propriedades antioxidantes.

2. Material e métodos

Todos os procedimentos realizados com os animais estavam de acordo com a legisla¢ao
europeia para experimentacdo animal (Diretiva 2010/63/UE) e com a legislacdo brasileira
sobre pesquisa animal (Lei 11.794, de 8 de outubro de 2008). O procedimento descrito no
presente artigo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da EMBRAPA
MEIO-NORTE, sob Protocolo N° 001/2016.

O ¢6leo de pequi foi obtido na usina escola governador Alberto Silva da Universidade
Federal do Piaui, por reacdo de transesterificacdo. Para o processo foi utilizado 10 g de
6leo de pequi refinado, 2 g de metanol e 0,05 g de NaOH. A mistura ficou sob agitacao a
temperatura ambiente por um periodo de 30 min. A ocorréncia da reacdo foi monitorada
através da mudanca de cor da mistura reacional, de acordo com o método Soxhlet descrito
pela AOCS Bc 3-49 ®), expresso em porcentagem. Esta mistura foi transferida para um funil de
separac¢ao de 250 mL, para separacao dos ésteres (fase superior) da glicerina (fase inferior).
A fase superior foi lavada com varias por¢des de 50 mL de dgua destilada para retirada das
impurezas e posteriormente aquecida a 110 °C para secagem dos ésteres (biodiesel).

Os constituintes volateis foram analisados por Cromatografia Gasosa Acoplada a
Espectrometria de Massas (CG/EM). O equipamento trace GC Ultra da Thermo Scientific com
detector de ionizacao por chama (DIC) modelo I1SQ, marca Thermo Scientific SHIMADZU GC-
17A acoplado a um espectrédmetro de massas QP5050A I1SQ Thermo Scientific equipado com
uma coluna capilar HP- 5MS da AgilentDB-5 HT.

O diluente Tris-gema de ovo composto por 3,605 g de Tris, 2,024 g de acido citrico, 1.488
g de frutose, 25 mg de gentamicina, 50.000 Ul de penicilina, 100 mL de agua destilada, 20
% de gema de ovo e 5 % de glicerol, com osmolalidade ~350 mOsm e pH 6,8, foi preparado
no Laboratério de biotecnologia da Reprodu¢ao Animal do Centro de Ciéncias Agrarias, da
Universidade Federal do Piaui, e utilizado para diluir e congelar o s€men. Foram preparados
quatro diluentes experimentais diferentes: (0; 0,5; 1,0 e 1,5 ml/L de ésteres de pequi (EP)
adicionado ao diluente Tris-Gema.

Foram utilizados seis touros da raga Curraleiro Pé-Duro provenientes da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA Meio Norte, localizada na cidade de Campo
Maior, Piaui, Brasil (04°49'40" latitude Sul e a 42°10'07" longitude Oeste), com idade média
de 5 anos, peso entre 310 e 365 kg e escore de condicao corporal de 3 a 4 (escala de 1 a 5).
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Os touros tinham historico de fertilidade comprovada e foram avaliados quanto a saude
geral, integridade dos 6rgaos reprodutivos e qualidade do sémen. Durante o experimento,
os touros foram mantidos em sistema extensivo, com livre acesso a piquetes de Panicum
maximum, dgua e sal mineral.

Amostras de sémen foram coletadas uma vez por semana durante sete semanas,
totalizando 42 ejaculados, via eletroejaculacdo (Biocon®, Uberaba, Minas Gerais, Brasil)
utilizando-se tubo de ensaio graduado estéril de 15 mL, devidamente protegido com folha de
papel aluminio para evitar a exposi¢cdo do sémen a luz. Os ejaculados foram transportados
em caixa isolada a 37 °C até o laboratério de Reproduc¢do Animal do Campo Experimental
da EMBRAPA, Campo Maior, para avaliacdo. Imediatamente apds chegar ao laboratério, as
amostras de sémen de cada animal foram colocadas em banho-maria a 37 °C e avaliadas
separadamente quanto a cor, aparéncia, volume, motilidade total e vigor, sob microscépio
de contraste de fase (Olympus). Ltd., Téquio, Japao), seguindo recomendacdes descritas
no Manual para Exame Androlégico e Avaliacao de Sémen Animal do Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal ©. A concentracao espermatica foi obtida em camara de Neubauer na
diluicdo 1:200 em solucao de citrato de sédio em formaldeido a 4 %. O método de camara
Uumida foi utilizado para analisar a morfologia espermatica seguindo recomendacdes
descritas no Manual para Exame Androlégico e Avaliagdo de Sémen Animal do Colégio
Brasileiro de Reproducdo Animal ©. Somente ejaculados com motilidade total > 80 %; vigor
> 3; concentracdo espermatica > 3,5 X 10° espermatozoides/mL e patologias espermaticas
< 20 % foram utilizadas no estudo. Quando aprovadas, amostras dos seis ejaculados foram
misturadas para formar um pool para aumentar o volume de sémen e eliminar a variabilidade
entre as amostras estudadas. Logo apds a formacdo do pool, este foi dividido em quatro
aliquotas, mantidas a 37 °C em banho-maria antes da diluicdo nos diluentes experimentais.

Quatro aliquotas de sémen previamente avaliadas e aprovadas foram diluidas em meio
de Tris-gema (37 °C) contendo éster de pequi (0,5; 1,0 e 1,5mL/L), enquanto uma aliquota
sem qualquer suplementac¢do foi mantida como controle. O sémen diluido foi colocado em
palhetas de 0,25 mL, com concentracdo final de 160 x 10° espermatozoides/mL, e congelado
em maquina TK 3000® (TK Tecnologia em Congelacao Ltda, Uberaba, MG, Brasil). A curva
foi programada para realizar a refrigeracao do sémen a 0,25 °C/min até 5 °C, temperatura
na qual as palhetas foram mantidas por 4 h. Para o congelamento, foi utilizada curva
com velocidade -20 °C/min até chegar a temperatura de -120 °C. Imediatamente apds, as
palhetas foram imersas em nitrogénio liquido, organizadas em racks e armazenadas em
cilindro criogénico a -196 °C até descongelamento. As analises pos-criopreservacao foram
realizadas no Laboratério de Biotecnologia da Reproducao Animal da Universidade Federal
do Piaui, onde as amostras foram descongeladas em banho-maria a 37 °C por 30 segundos
e avaliadas quanto ao teste de termorresisténcia fisiolégico, funcionalidade da membrana
espermatica, Producdo in vitro de embrides - PIV, Quantificacdo da glutationa reduzida e de
malondialdeido.

Para a avaliar a termorresisténcia espermatica, foi utilizado a avaliacdo fisiolégica
descrita por 9. As amostras descongeladas foram incubadas em banho-maria a 37 °C por
um periodo de 3 horas, e avaliadas ao longo do tempo, quanto a motilidade total (MT - %) e
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o vigor (1-5) espermatico por meio de microscopia de contraste de fase (Olympus optical Co.,
Ltda., Téquio, Japao), com aumento de 400x, nos tempos 0, 60, 120 e 180 minutos .

A funcionalidade da membrana espermatica foi avaliada pelo teste hiposmotico (HOST).
Para isso, 20 pL de sémen foram incubados a 37 °C por 60 minutos em uma solucao de 150
mOsm/Kg contendo D-frutose (13,5 g/L; Sigma) e citrato de sodio (7,3 g/L; Sigma) (. Apds o
periodo de incubag¢do, as amostras foram fixadas em 0,5 mL de formol salino. Em seguida,
10 yL da solucao foi colocada em uma lamina e coberta por laminula. Posteriormente, 100
espermatozoidesforam classificadosdeacordocomapresencaouaausénciadodobramento/
enrolamento da cauda em microscopia optica (aumento de 1000x). O calculo da resposta
osmoética foi determinado pela porcentagem de células reativas ao teste hiposmoético (%
HOST) = (% de alteracBes na regido de cauda apos teste HOST) - (% de alteracdes na regiao
de cauda dos espermatozoides antes do teste HOST) ('213),

A avaliacdo da fertilidade foi realizada pela producao in vitro de embrides 4. Os ovarios,
foram colhidos de vacas provenientes de abatedouro, e transportados para o laboratério,
a temperatura de 35 °C, em recipiente térmico contendo DMPBS - FLUSH (Nutricell®).
No laboratério, os ovarios foram lavados com DMPBS - FLUSH a 35 °C e os Complexos
Cumulus-Odcitos (CCOs) recuperados por aspiracao de foliculos de 2-8 mm, utilizando
agulhas descartaveis 21 G, acoplado a uma seringa de 10 mL. O conteudo do aspirado
folicular foi depositado em uma placa de Petri de 100 x 20 mm para rastreamento em lupa
estereomicroscopica. Os Complexos Cumulus-Odcitos (CCOs) selecionados foram transferidos
para uma placa de Petri 100 x 20 mm contendo meio de manuten¢ao TQC Holding Plus
(Nutricell®), e classificados de acordo com a qualidade morfoldgica em Graus |, 11, lll e [V 9,
E somente os CCOs viaveis (Grau | e Il) foram selecionados para maturacao de acordo com
os tratamentos.

Os CCOs selecionados, passaram por trés banhos em meio de maturacao, em placa
de Petri 100 x 20 mm. Foram utilizados 10 a 20 odcitos por 100 pyL de meio de maturacao
(GeneUp Biotecnologia), composto por TCM 199 e 10 % de SFB (Soro Fetal Bovino), sob 6leo
mineral, em placas de Petri 100 x 20mm, incubados a 38,5 °C com atmosfera de 5 % de
CO2 em ar, por um periodo de 24 horas. Apds a maturacao, os CCOs foram fecundados em
meio de fertilizacdo (Gene Up Biotecnologia®), constituido de PHE (penicilina, hipotaurina e
epinefrina), heparina e BSA (Albumina Sérica Bovina), por periodo de 22 h, em temperatura
de 38,5 °C com atmosfera de 5 % de CO2 em ar.

Parafertilizacdo, foram descongeladasa37°Cpor30segundosamostras correspondentes
ao controle e aos tratamentos de 0,5; 1,0 e 1,5mL/L de éster de pequi, e centrifugada em
gradiente de Percoll (45 e 90%; GeneUp Biotecnologia) a 8000 rpm, durante 7 minutos. Apos
a centrifugacdo, o sobrenadante foi removido, os espermatozoides ressuspendidos em 1
mL de meio de fertilizacdo e centrifugados a 3200 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado, e 5 pL do pellet (60 pL) diluido em 250 pL de solucdo formol salina, para realizacao
da contagem espermatica em camara de Neubauer, bem como 5 pL do pellet colocado entre
lamina e laminula para avaliagdo de motilidade e o vigor. Posteriormente, cada gota foi
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co-incubado com espermatozoides dos tratamentos experimentais, a concentracao final de
1 x 10° espermatozoides/mL.

Os presumiveis zigotos foram banhados trés vezes em meio SOF (Gene Up
Biotecnologia®). Posteriormente, foram transferidos para uma placa de Petri 100 x 20 mm,
contendo microgotas de 100 pL de meio SOF composto por SOF, EGF (Fator de Crescimento
Epidermal), BSA e SFB, e mantidos em estufa a temperatura de 38,5 °C, em 5 % de CO2,
durante 7 dias. A avaliacdo da taxa de clivagem foi realizada ap6s 48 horas do inicio do cultivo
e a formacao de blastocisto ap6s 168 horas. Os blastocistos foram avaliados segundo (9.

A quantificacdo de malondialdeido (MDA) foi estimada pela medida do nivel de MDA,
utilizando o acido tiobarbiturico (TBA), baseado no método descrito por . A quantificacao de
malondialdeido foi medida apds a suplementac¢ao de 500 yL de sémen pds-criopreservado,
mais Tampao Tris-acido citrico, pH 7,4, adicionado a 1 mL do reagente TBA (15 % de acido
tricloroacético; 0,25N de acido cloridrico e 0,375 % de acido tiobarbiturico) e 1 % (v/v) de BHT
50 mM. A mistura foi tratada em agua fervente (100 °C) durante 15 min. Posteriormente as
amostras foram resfriadas, e centrifugadas 1.200 g por 15 min. O sobrenadante foi removido
e a absorbancia foi medida a 532 nm em espectrofotdmetro UV-VIS (Perkin Elmer - Lambda
25). A concentracao de MDA foi determinada pela curva de calibracao feita diariamente
com malondialdeido como padrdo, nas concentracdes de 1 a 20 uMol. O MDA produzido foi
expresso em nmol de TBARS/mL de diluidor.

A quantificacdo de glutationa reduzida (GSH) foi baseada na reacdo de Ellman
(5,5'-ditiobis (acido 2-nitrobenzoico), conforme algumas modificacdes da técnica descrita por
(1®, Em um tubo foram adicionados 400 pL das amostras (tampdo EDTA pH 5,4), acrescidos
de 320 pL de agua destilada e mais 80 pL de acido tricloroacético a 50 %. O material foi
agitado e centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos. Em seguida, foram recolhidos 400 pL do
sobrenadante e acrescido de 800 pL de tampao Tris-HCl 0,4 M, pH 8,9 e mais 20 pL de DTNB
0,01 M; e, ap6s 1 minuto de reacdo, foi feita a leitura em espectrofotometro em 412 nm.
A concentracao foi expressa em pMol/mL. Para a curva padrdo da glutationa foram feitas
solucdes de glutationa a 6,66; 13,33; 26,66; 40; 53,33 e 66 uMol.

O delineamento experimental foi em bloco ao acaso, com quatro tratamentos: (controle;
0,5;1,0e1,5ml/L), seis blocos (animais), sete repeticdes (coletas). O teste de Termorresisténcia
e avaliacdo da funcionalidade da membrana espermatica poés-descongelacdo foram
submetidos a anadlise de variancia (ANOVA) utilizando-se o procedimento modelos
lineares gerais (Proc GLM) e para compara¢ao de média foi utilizado o teste de Student-
Newman-Keuls (SNK), na probabilidade de 5 %. As analises foram executadas através do
programa Statistical Analysis System (SAS Institute Inc, 2013).

Ataxadeclivagemeaproducaode blastocistoforam avaliadas pelo teste de Qui-quadrado
a 5 % de probabilidade de erro. A quantifica¢do da glutationa reduzida e de malondialdeido
foi submetida a Analise de Variancia (ANOVA), seguido de Tukey como post hoc teste, na
probabilidade de 5%. As analises foram realizadas por meio do software GraphPad Prism
6.01 (GraphPad Software, EUA, 2012).
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3. Resultados

A analise do perfil de acidos graxos do 6leo de pequi (Caryocar coriaceum), observado na
figura 1 etabela 1, revelou uma composicao predominante de acidos graxos insaturados, com
destaque para o acido oléico, que representou 46,3% do total. Além disso, o acido estearico
(29,6%) e o acido palmitico (21,5%) foram os outros componentes significativos, enquanto
os acidos graxos insaturados, como o palmitoléico (1,2%) e linoléico (1,4%), apresentaram
teores muito baixos. A intensidade dos compostos de acidos graxos do biodiesel de pequi
segue na Figura 1 e a concentra¢dao dos compostos na Tabela 1.

C 18:1

Intensidade

Tempo de retengio (min)

Figura 1. Intensidade de acidos graxos no biodiesel de pequi.

Tabela 1. Composi¢do em acidos graxos de biodiesel de pequi

Acido graxo Teor % (p/p)
Palmitico (C16:0) 21,5
Palmitoléico (C16:1) 1,2
Estedrico (18:0) 29,6
Oléico (18:1) 46,3
Linoléico (18:2) 1,4

Os resultados obtidos a partir da analise de motilidade espermatica em diferentes
tempos de incubacdo e concentracBes de ésteres de pequi (Caryocar coriaceum) sao
apresentados na Tabela 2. Observou-se uma diminuicdo significativa (P<0,05) na motilidade
espermatica ao longo do tempo, no entanto, ndo diferiram estatisticamente (P>0,05) entre
os tratamentos aplicados. No tempo inicial (0 minutos), todos os tratamentos apresentaram
valores semelhantes, com o grupo controle e os grupos tratados com éster de pequi
mostrando motilidade média entre 23,71% e 29,52%. Ao final do periodo de incubac¢do de
180 minutos, a motilidade espermatica caiu drasticamente, com o controle apresentando
apenas 5,95% de motilidade, enquanto os grupos com éster de pequi tenderam a uma leve
melhora, especialmente o tratamento com 0,5 mL/L, que atingiu 9,02%.
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Tabela 2. Motilidade total pdés-descongelamento de sémen bovino criopreservado em trés
concentrac8es diferentes (0,5; 1,0 e 1,5 mL/L) de éster de pequi (Caryocar coriaceum) avaliados pelo
teste de termo resisténcia (TTR) fisioldgico

Tratamentos
Tempo (min)
Controle 0,5 mL/L 1,0 mL/L 1,5 mL/L

0 23,71~ 26,554 27,384 29,524
60 16,78 8 22,008 20,92°8 23,698
120 12,23 ¢ 14,88 ¢ 15,07 ¢ 14,07 ¢
180 5,95° 9,02° 7,95° 7,95°
EPM 1,49 1,81 1,81 1,87

*Médias dos tempos, com letras maidsculas e distintas na coluna diferem entre si (P<0,05) pelo teste de SNK. EPM: erro
padréo da média.

Os dados da Tabela 3 mostram uma reducdo progressiva e significativa ((P<0,05) do vigor
ao longo do tempo, no entanto, ndo diferiram estatisticamente (P>0,05) entre os tratamentos
aplicados.

Tabela 3. Vigor poés-descongelamento de sémen bovino criopreservado em trés concentracdes
diferentes (0,5; 1,0 e 1,5 mL/L) de éster de pequi (Caryocar coriaceum) avaliados pelo teste de termo
resisténcia (TTR) fisiologico

Tratamentos
Tempo (min)
Controle 0,5 mL/L 1,0 mL/L 1,5 mL/L

0 2,714 2,834 2,854 2,824

60 2,238 2,408 2,388 2,398
120 1,88¢ 1,95 ¢ 2,00 ¢ 1,97 ¢
180 1,90° 1,38° 1,30° 1,29°
EPM 0,11 0,09 0,10 0,09

*Médias dos tempos, com letras maidsculas e distintas na coluna diferem entre si (P<0,05) pelo teste de SNK. EPM: erro
padrdo da média.

Observou-se que os tratamentos com diferentes concentrac¢des (0,5; 1,0 e 1,5 mL/L) de
éster de pequi apresentou médias préximas ao controle, variando de 36,54 a 38,61, sem
diferenca significativa (P>0,05) entre os tratamentos para a funcionalidade da membrana
plasmatica (Tabela 4).

Tabela 4. Funcionalidade da membrana plasmatica po6s-descongelamento de sémen bovino
criopreservado em trés concentracdes diferentes (0,5; 1,0 e 1,5 mL/L) de éster de pequi (Caryocar
coriaceum)

Tratamentos
Controle 0,5 mL/L 1,0 mL/L 1,5 mL/L
37,52 36,54 38,61 36,64
EPM 1,934 1,534 1,774 2,398

*Médias dos tempos, com letras maidsculas e distintas na linha diferem entre si (P<0,05) pelo teste de SNK. EPM: erro
padréo da média.
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A taxa de clivagem e a taxa de embrides avaliadas na producao in vitro ndo diferiram
significativamente (p>0,05) entre os tratamentos (Figuras 2 e 3).

Taxa de clivagem (%)

Controle 0S5Sml/L 1,0ml/LL 1,5ml/L

Figura2.TaxadeClivagemdeodcitosfertilizadoscomsémenbovinocriopreservadoemtrésconcentra¢desdiferentes
(0,5;1,0e1,5mL/L)de éster de pequi(Caryocar coriaceum), e grupo controle semtratamento experimental. Osvalores
representamamédia+ D.P.M. As diferencas entre os grupos foram determinadas por Analise de Variancia (ANOVA).

~
=]
1

i
=

Taxa de embriio (%)

Controle 0,5 ml/LL 1,0 mI/L 1.5 mI/L

Figura 3. Taxa de desenvolvimento embriondrio fertilizado com sémen bovino criopre-
servado em trés concentragdes diferentes (0,5, 1,0 e 1,5mL/L) de éster de pequi (Caryo-
car coriaceum), e grupo controle sem tratamento experimental. Os valores representam a mé-
dia + D.P.M. As diferencas entre os grupos foram determinadas por Analise de Variancia (ANOVA).

A quantificacdo de glutationa reduzida (Figura 4) do sémen bovino criopreservado nao
diferiu entre os tratamentos (p>0,05). A quantificacdo de MDA do sémen bovino (Figura
5) apds descongelacao diferiu significativamente (p<0,05), reduzindo a concentracdo de
malondialdeido nos tratamentos 1,0 e 1,5 mL/L, em comparag¢do ao tratamento 0,5 mL/L de
éster de pequi e o controle.
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Controle 0,5 ml/L 1,0 ml/L 1,5 ml/L

Figura 4. Quantificacdo de glutationa reduzida (GSH) em sémen bovino criopreservado em
trés concentracBes diferentes (0; 0,5, 1,0 e 1,5mL/L) de éster de pequi (Caryocar coriaceum),
e grupo controle sem tratamento experimental. Os valores representam a média + D.P.M.
As diferencas entre os grupos foram determinadas por Andlise de Varidncia (ANOVA).

2.5 -+

2.0

uM/mL

Controle 0,5Sml/L 1,0 mIL 1,5 ml/L

Figura 5. Quantificacdo de malondialdeido em sémen bovino criopreservado em trés concentragdes diferentes
(0,5; 1,0 e 1,5mL/L) de éster de pequi (Caryocar coriaceum), e grupo controle sem tratamento experimental. Os
valores representam a média = D.P.M. As diferencas entre os grupos foram determinadas por Analise de Variancia
(ANOVA). Médias com letras mailsculas e distintas na coluna diferem entre si (P<0,05) pelo teste de SNK.

4. Discussao

O acido oléico (18:1) é um acido graxo monoinsaturado amplamente reconhecido por
suas propriedades antioxidantes e benéficas a saude. Sua presenca em concentracdes
elevadas pode contribuir para a protecao contra estresse oxidativo, o que é relevante para a
preservac¢ao da qualidade espermatica durante a criopreservacdo. Estudos tém demonstrado
que a suplementacdo com acidos graxos insaturados pode melhorar a integridade da
membrana plasmatica dos espermatozoides e reduzir os danos oxidativos 9.

O acido estearico (18:0) e o acido palmitico (16:0), ambos acidos graxos saturados,
também desempenham papéis importantes na composicao de lipidios da membrana celular.
Embora a presenca elevada de acidos graxos saturados possa estar associada a efeitos
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adversos na fluidez da membrana espermatica, o equilibrio entre acidos graxos saturados
e insaturados é crucial para manter a funcionalidade espermatica 9. A combinacdo desses
acidos graxos no 6leo de pequi sugere um potencial sinérgico que poderia ser explorado
para otimizar a preservacao do sémen. Além disso, a baixa concentracao de acidos graxos
poliinsaturados, como o linoléico (18:2), é favoravel, uma vez que esses compostos estao
mais suscetiveis a oxidacdo, o que poderia comprometer a qualidade do sémen durante o
processo de criopreservac¢ao ©". A menor quantidade de acido palmitoléico também indica
que o Oleo de pequi tem uma composicdo que pode ser menos propensa a degradagao
oxidativa.

Estudos com éster de pequi em criopreservacao espermatica ndo foram descritos
anteriormente, mas estudos com compostos presentes no éster de pequi como o acido
oleico e o acido linoléico ao meio de diluicdo ja foram relatados em estudos promovendo
aumento da motilidade de espermatozoides suinos ??. Por isso foi considerado que a
suplementacao de éster de pequi aumentasse os valores de motilidade e vigor espermatico
em comparag¢do ao controle, uma vez que os antioxidantes podem preservar ou reduzir os
radicais livres liberados pelo metabolismo celular 3. Mas o efeito da atividade antioxidante
do éster de pequi nesse estudo ndo demonstrou aumentar ou preservar a velocidade e
0 vigor espermatico. Esse resultado pode ser atribuido as propriedades antioxidantes do
6leo de pequi, que, embora sejam capazes de neutralizar o estresse oxidativo (um fator
que contribui para a diminuicdo da motilidade), ndo foram suficientes para manter esses
parametros®@?,

A reducdo da motilidade espermatica ao longo do tempo é um fenémeno esperado
em contextos de criopreservacdo, onde a perda da viabilidade celular é frequentemente
observada ©?. A redu¢ao acentuada nos tempos de 120 e 180 minutos reflete a fragilidade
dos espermatozoides sob condi¢des ndo ideais, mesmo na presenca de antioxidantes. A
funcionalidade da membrana espermatica ndo diferiu estatisticamente nesse estudo, entre
os tratamentos e o controle, contudo foram reativos ao teste. Estudos demonstram que
antioxidantes naturais, podem melhorar a resisténcia ao estresse criogénico, protegendo a
estrutura e fun¢ao da membrana @4,

As diferentes concentracdes de éster de pequi ndo influenciaram a taxa de clivagem e a
taxa de embrides, apesar de ter sido observado menor produ¢dao de MDA nos tratamentos
com éster de pequi em comparacao ao controle, o que pode ser explicado por diversos
fatores envolvidos na criopreservacao e no desenvolvimento embrionario. Estudos recentes
sugerem que a criopreserva¢dao de sémen afeta ndo apenas a integridade da membrana
plasmatica, mas também provoca danos no DNA espermatico e na fun¢ao mitocondrial,
fatores que sdo essenciais para o desenvolvimento embrionario adequado 524, no entanto
os testes ndo foram realizados neste estudo.

A auséncia de efeito nas taxas de clivagem pode estar relacionada ao fato de que, embora
0 éster de pequi apresente propriedades antioxidantes, a sua capacidade de prevenir a
peroxidacao lipidica pode ndo ser suficiente para proteger contra danos mais profundos,
como a fragmentacdo do DNA espermatico. Fragmentacao de DNA pode ocorrer mesmo em
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espermatozoides que retém motilidade, e esses danos podem resultar em embrides de baixa
qualidade que ndo conseguem atingir os estagios de desenvolvimento mais avancados 9.

A quantificacao de glutationa reduzida (GSH) nos tratamentos mantiveram-se constante
ndo diferindo do controle. A atividade do GSH é importante no controle da geracdo de
perdxidos lipidicos, pois evita alteracdao na fluidez da membrana plasmatica necessaria
para a fusdo espermatozoide-o6cito “”. Contudo a criopreservacao altera o metabolismo
espermatico, através do desequilibrio induzido, aumentando a producdo de espécies
reativas e reduzindo a atividade antioxidante do sémen, resultando na reducdo da glutationa
peroxidase do sémen ©® Em outro estudo, avaliou o efeito da polpa de pequi na dieta de
ratos, e verificou efeito protetor ao figado aumentando o conteudo de glutationa total e
reducdo da peroxidacdo lipidica 9.

No presente estudo, a adicdo de 1,0 e 1,5 mL/L de éster de pequi (Caryocar coriaceum)
mostrou-se eficaz na prevencdo da produc¢do de malondialdeido (MDA), um marcador de
peroxidacao lipidica. Esse achado é consistente com outros estudos que demonstraram a
inibicao da lipoperoxidacdo (LPO) por antioxidantes durante a criopreservacdo espermatica
(2426 O estresse oxidativo, causado pelo desequilibrio entre a produgdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) e a capacidade antioxidante celular, € uma das principais causas de danos
as membranas celulares e a motilidade espermatica durante a criopreservacao @,

As mitocdndrias sdo particularmente vulneraveis a danos induzidos por ROS, uma
vez que sdo as principais fontes de producdo de ROS na célula. Quando comprometidas,
elas contribuem para a geracdo de estresse oxidativo, o que pode resultar em danos
severos as membranas espermaticas, ao DNA e, consequentemente, na imobilizacao dos
espermatozoides ©4. A adicao de antioxidantes como o éster de pequi visa neutralizar essas
ROS e minimizar o impacto negativo na integridade e funcdo celular durante o processo de
congelamento e descongelamento 2.

Estudos anteriores ja demonstraram que a polpa de pequi apresenta significativo
potencial antioxidante, relacionado aos altos niveis de acido ascérbico (Vitamina C) ®. In
vivo, esta substancia caracteriza-se como um bom antioxidante por ser capaz de neutralizar
as ROS e inibir a peroxidacdo lipidica na forma direta ou indireta atuando fortemente como
02", H202, hipoclorito (ClO’), OH* e radical peroxil (OOH") €%, Além disso, em determinadas
condicdes, a vitamina C pode atuar como pré-oxidante, estimulando a producdo de H.0: e
promovendo reac¢des de Fenton, que geram radicais hidroxila (OH"), os quais, em excesso,
também podem causar danos as células @,

5. Conclusao

A partir dos resultados encontrados, conclui-se que a suplementa¢dao com o éster
de pequi (1,0 e 1,5 mL/L), na criopreservacao de sémen bovino, pode ser benéfica para
minimizar os efeitos da peroxidacao lipidica dos espermatozoides, visto que houve reducao
na concentracao de malondialdeido pds-descongelamento.
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