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1 INTRODUCAO

Atualmente, as biotecnologias reprodutivas, como a inseminagdo artificial, estdo ocupando
grande espaco nos sistemas de criacao de bovinos (SILVA et al., 2013), e tais avangos na reprodugao
animal, associados a utilizagdo de sémen criopreservado nas técnicas de inseminacao artificial,
proporcionam a preservacdo do material genético dos animais (SOUZA et al., 2019), destacando-se a
criopreservacao seminal pela capacidade de manutencdo da eficacia de fertilizagdo do sémen apods
processamento, armazenamento ¢ inseminagdo. Partindo do exposto, sabe-se que as etapas de
resfriamento, congelacdo e descongelacdo do sémen desencadeiam reacdes de estresse oxidativo aos
espermatozoides, culminado na redug¢do da qualidade espermadtica, provocadas pela produgdo
excessiva de espécies reativas ao oxigénio (ROS) ou ainda, pela diminui¢cdo da concentragdo e
disponibilidade de antioxidantes (SILVA et al., 2013).

Os antioxidantes sdo substdncias como vitaminas, minerais, aminoacidos, acidos graxos e
outros compostos vegetais, que combatem e neutralizam os efeitos deletérios causados pelos radicais
livres no sémen criopreservado, por serem substancias que protegem a membrana plasmatica dos
espermatozoides, garantindo sua viabilidade e atividade metabodlica, bloqueando a peroxidacao
lipidica que desencadeia danos irreversiveis a célula (SILVA et al., 2018).

A Carya illinoensis, pertence a familia Junglandaceae, conhecida como nogueira, produz
como fruto; a noz pecd. Suas nozes e casca possuem alto teor de acidos graxos monoinsaturados,
com grande potencial antioxidante, justificado por sua elevada concentragdao de compostos fendlicos
e taninos condensados (BENVEGNU, 2010). Sendo assim, a avaliagdo da adi¢do de antioxidantes no
sémen porta-se como ferramenta de extrema relevancia, uma vez que, os mesmos atuam fortemente

no bloqueio das ROS, otimizando a qualidade do sémen criopreservado, contribuindo com o
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proposto por Silva et al. (2018), que verificaram melhora nos parametros espermaticos ap6s a adi¢ao

de substancias antioxidantes ao sémen.

2 OBJETIVOS
Avaliar os efeitos de diferentes concentragdes do extrato da casca de noz peca na cinética do

sémen bovino refrigerado sob diferentes periodos de resfriamento.

3 METODOLOGIA

Esse estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — UFFS, protocolo
CEUA n° 6089171220, e esta sendo realizado no Laboratorio de Reproducdo Animal - LABRA, da
SUHVU, Campus Realeza, UFFS. Para tanto, trés bovinos, em idade reprodutiva, das racas Angus,
Bradford e Brahman, foram submetidos a uma coleta ¢ avaliagdo do s€émen, mediante utilizagao de
eletroejaculador, segundo as normas e protocolos do CBRA (2013).

Certificada a viabilidade seminal (CBRA, 2013), o s€émen diluido, em diluidor comercial
(OptiXcell?, IMV Tecnologies) foi acrescido de extrato da casca de noz pecd (ECNP) e/ou resfriado
de acordo com o grupo experimental, como se segue:

- Grupo 1: Controle, sémen diluido e resfriado;

- Grupo 2: Sémen diluido, com adi¢do de 2% ECNP, e resfriado;

- Grupo 3: Sémen diluido, com adi¢do de 5% ECNP, e resfriado;

- Grupo 4: Sémen diluido, com adig¢do de 7,5% ECNP, e resfriado;

- Grupo 5: Sémen diluido, com adi¢ao de 10% ECNP, e resfriado.

O extrato da casca de noz pecd utilizado foi concedido por uma professora parceira do
estudo. O sémen foi acondicionado em tubos eppendorfs de 1,0 mL, identificados por animal e
grupo, colocados em bandejas plésticas e acondicionados em refrigerador exclusivo para esse fim,
calibrado a 4,0°C, com termdmetro externo acoplado. O periodo de resfriamento foi de zero, 12 e 24
horas. Apos cada periodo de resfriamento, o refrigerador foi aberto uma unica vez, € uma amostra de
sémen, de cada animal e grupo foi retirada, ¢ submetida a analise da cinética do movimento
espermatico pelo CASA (IVOS-II?, Hamilton Thorne) e da morfologia espermatica (CBRA, 2013).

Os dados parciais coletados foram organizados e apresentados de forma descritiva.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
Mediante utilizagcdo de diferentes concentragdes (2%, 5%, 7,5% e 10%) do extrato da casca

de noz peca no sémen bovino, observou-se a tendéncia da formagdo de precipitacdes em forma de
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aglomerados densos nas amostras (Figura 1), haja vista que, a presenga dos mesmos era maior

conforme aumentava-se a concentragdo do ECNP no sémen diluido, ndo sendo notdrio alteragdes na

proporcao dos aglomerados de acordo com os periodos de resfriamento (zero, 12 e 24 horas).

Figura 1: Amostra de s€émen bovino diluido e acrescido com extrato da casca de noz peca. Circulo: precipitacdes
na forma de aglomerados. Seta: cabeca de um espermatozoide.

Fonte: Autor

Todavia, ndo foi possivel evidenciar alteragdes morfologicas e/ou na cinética do movimento
espermatico que indiquem efeitos toxicos do extrato aquoso da casca de noz peca sob a viabilidade
dos espermatozoides. Dessa forma, € possivel levantar proposicdes sobre a origem da formagao dos
precipitados nas amostras de sémen.

Nogara (2018) relatou que a prevaléncia de doencas de carater fungico ¢ alta em culturas de
nozes (Carya illinoinensis), causando danos as folhas, cascas e também na cépsula que envolve a
noz. Partido do exposto, pode-se relacionar a formagdo dos grumos nas amostras de sémen com a
possivel presenca de filamentos celulares fungicos em forma de hifas, sendo necessaria a realizacao
de técnicas de diagnostico, que incluem exames microscopicos mediante coloragdo das amostras,
bem como realizagdo de procedimentos de cultura, a fim de identificar a presenca dos
microrganismos no extrato da casca de noz peca (SCHREIBER et al., 2010). De forma semelhante,
estudos apontam a ocorréncia de alteracdes dos parametros morfométricos dos espermatozoides,
mediante influéncia do tipo de diluente empregado nas técnicas de processamento e criopreservagao
espermatica (ARAGAO et al., 2013), tendo em vista que, o sucesso de tais biotecnologias

reprodutivas relaciona-se com a manutencdo da capacidade fertilizante dos espermatozoides apds
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resfriamento, congelagdo e descongelagcdo, garantindo a integridade e a funcionalidade de suas
estruturas celulares (SILVA et al., 2011).

Dessa forma, ¢ notério que varios diluentes estdo sendo utilizados e testados, em que se
preconiza, especialmente, viabilizar a durabilidade e a qualidade dos espermatozoides. Nesse
contexto, Silva et al. (2011) discorreram que para o meio diluidor ser considerado completo e eficaz,
0 mesmo necessita apresentar algumas substincias, como compostos idnicos € ndo idnicos,
lipoproteinas, glicerol, agentes intracelulares, glicose ou frutose e outros aditivos.

O diluente comercial utilizado apresenta-se como um meio diluidor pronto para o uso, livre
de proteinas de origem animal, contendo em sua composi¢do lipossomas, carboidratos, sais minerais,
antioxidantes, fosfolipideos, glicerol, antibidticos (gentamicina, tilosina e entre outros), sendo
esterilizado por meio de filtracdo, com filtros de 0,22 pum. Dessa forma, trata-se de um diluente
completo e enriquecido. Assim sugere-se a ocorréncia de interacdes do extrato aquoso da casca de
noz peca com os constituintes do diluente seminal, o que poderia acarretar na formacao das
precipitagdes evidenciadas nas amostras, fazendo-se necessaria a investigagdo das possiveis
interagdes entre os compostos, substituindo-se o diluente empregado no estudo por um meio menos
enriquecido, a fim de minimizar a reacdes de aglutinacdo dos componentes.

Ademais, o método de analise espermatica computadorizada - CASA (Computer Assisted
Sperm Analysis), baseia-se em uma programagdo capaz de avaliar a cinética do movimento dos
espermatozoides mediante diversos parametros, por meio da movimentacdo da cabegca dos
espermatozoides, o que ¢ justificado pela maior facilidade em acompanhar o movimento da cabega
do gameta quando comparado com os batimentos do flagelo dos mesmos (MATOS et al., 2008).
Assim, devido a prevaléncia das estruturas em forma de aglomerados nas amostras de sémen do

\

estudo, a mensuracdo dos pardmetros referentes a cinética dos espermatozoides apos adicdo do
extrato da casca de noz peca ao sémen diluido e resfriado, apresentou impossibilidade de leitura,
tendo em vista, que tais precipitacdes foram identificadas pelo sistema automatico CASA como
cabegas de espermatozoides, conferindo assim dados ndo fidedignos em relagdo aos pardmetros de
motilidade e viabilidade espermatica.

Dessa forma, o estudo sera continuado e readequado, com o intuito de determinar a causa da
formacao de tais precipitagdes e assim viabilizar a avaliacao do efeito do extrato da casca de noz
peca, em suas diferentes concentragdes como agente antioxidante do s€émen bovino refrigerado, o que

ira viabilizar a continuidade do estudo, ¢ assim avaliagdo da agdo do ECNP como antioxidante em

diferentes concentragdes no s€men bovino refrigerado.
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5 CONCLUSAO
O uso do extrato de noz peca como diluente do sémen bovino altera a cinética dos

espermatozoides e promove aglomeragao espermatica.
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