UFERSA

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO
PRO-REITORIA DE GRADUACAO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
CURSO DE BIOTECNOLOGIA

HENRIQUE ALBANO NOGUEIRA GOMES

EFEITO DO EXTRATO ALCOOLICO DA PROPOLIS VERDE NA
CRIOPRESERVACAO DE ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMARIOS DE GATO
DOMESTICO (Felis catus — LINNAEUS, 1758)

MOSSORO
2016


http://www.niemeyer.org.br/

HENRIQUE ALBANO NOGUEIRA GOMES

EFEITO DO EXTRATO ALCOOLICO DA PROPOLIS VERDE NA
CRIOPRESERVACAO DE ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMARIOS DE GATO
DOMESTICO (Felis catus — LINNAEUS, 1758)

Monografia apresentada a Universidade
Federal Rural do Semi-Arido como requisito
para obtencdo do titulo de Bacharel em
Biotecnologia.

Orientador: Marcelo Barbosa Bezerra, Prof.
Dr.

MOSSORO
2016


http://www.niemeyer.org.br/

ERRATA



©Todos os direitos estdo reservados & Universidade Federal Rural do Semi-Arido. O
contetido desta obra é de inteira responsabilidade do (a) autor (a), sendo 0 mesmo, passivel de
sancOes administrativas ou penais, caso sejam infringidas as leis que regulamentam a
Propriedade Intelectual, respectivamente, Patentes: Lei n® 9.279/1996, e Direitos Autorais: Leli
n° 9.610/1998. O conteldo desta obra tornar-se-a4 de dominio publico apés a data de defesa e
homologacéo da sua respectiva ata, exceto as pesquisas que estejam vinculas ao processo de
patenteamento. Esta investigacao sera base literaria para novas pesquisas, desde que a obra e
seu (a) respectivo (a) autor (a) seja devidamente citado e mencionado os seus créditos
bibliogréaficos.

GE33e Gomes, Henrigue Albano Nogueira.
EFEITO DO EXTRATO ALCOOLICO DA PROPOLIS VERDE HA
CRIGPREEERVAC?LD DE ESPERMATOZOIDES EFIDIDIMARIOS
DE GATO DOMESTICO (Felis catus - LINMAEDS, 1758) /
Henrigue Albano Nogueira Gomes. — Z016.
T £, @ il.

Orientador: Marcelo Barbosa Bezerra.

Monografia (graduacdc) - Universidade Federal
Rural do Semi-drido, Curso de Biotecnologia,
2015.

1. Felideos. 2. Biotécnicas Reprodutivas. 3.
Espermograma. 4. CASA. 5. Prépolis Verda. I.
Bezerra, Marcelo Barbosa, orient. II. Titulo.

0 servigo de Geraglo Automafica de Ficha Catalografica para Trabalhos de Concluso de Curso (TCC's) foi desenvolvido pelo Instituto
de Ciéncias Matematicas e de Computagio da Universidade de S&o Paulo (USF) e gentiimente cedido para o Sistema de Bibliotecas

da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (SISE-UFERSA), sendo customizado pela Superintendéncia de Tecnologia da Informagio
& Comunicagdo (SUTIC) sob arientagio dos bibliotecarios da insfituigdo para ser adaptado &s necessidades dos alunos dos Cursos de
Graduagio & Programas de Pas-Graduagdo da Universidade.



HENRIQUE ALBANO NOGUEIRA GOMES

EFEITO DO EXTRATO ALCOOLICO DA PROPOLIS VERDE NA
CRIOPRESERVACAO DE ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMARIOS DE GATO
DOMESTICO (Felis catus — LINNAEUS, 1758)

Monografia apresentada a Universidade
Federal Rural do Semi-Arido como requisito
para obtencdo do titulo de Bacharel em
Biotecnologia.

Defendida em: 11/ 11/ 2016.

BANCA EXAMINADORA

Marcelo Barbosa Bezerra, rofjbr. (UFERSA)
~ Presiderite

Andréia Maria da Silva, Msc. (UFERSA)
Membro Examinador

Fernanda Araujo dos Santos, Msc. (UFERSA)
Membro Examinador


usuario.ufersa
Retângulo

usuario.ufersa
Retângulo

usuario.ufersa
Retângulo


A Henrique Ferreira Lima (In Memorian),
meu bisavé de quem herdei o nome e
vontade de viver. Fonte de inspiracéo e de

garra ao trabalho continuo.

A Venilton Gomes da Silva, meu pai,
meu suporte, meu amigo. Que tanto me
apoiou e ansiou pela chegada desse

momento.

A Ana Maria Nogueira da Silva, minha
mée, conselheira e melhor amiga,
minha Dona Ana. Sem palavras... A

senhora é uma Rainha.

A Venilton Gomes da Silva Janior, meu
irm&o, amigo de todas as horas que
acreditou em mim mais do que
ninguém, e a quem devo muito de quem

€u Ssou.



AGRADECIMENTOS

A inteligéncia suprema, que nos rege e nos ilumina na jornada em busca do nosso Eu Maior.
Bem como aos guias e amigos espirituais dessa eterna caminhada, pelos conselhos,

mensagens, avisos e companhia constante.

Aos meus pais, Venilton Gomes da Silva e Ana Maria Nogueira da Silva, que sempre
lutaram duro para me dar a melhor educacdo. Por todo esforcgo e confianga no meu potencial,

pelo amor incondicional, carinho e preocupagdes. Pais melhores ndo poderiam existir.

Ao meu irmdo, Venilton Gomes da Silva Junior, pela amizade incondicional, pelas
conversas, brincadeiras e todos 0s momentos juntos que s6 melhores irmaos/amigos sabem
como funciona: apesar de ndo saber descrever esse sentimento, sabemos bem o que ele

representa.

A Denilsa Pires Fernandes, minha namorada, companheira de trabalho no LTG-PIVE e na
caminhada da vida, por todos os momentos felizes. Que seguiu de perto todo o meu
desenvolvimento e as minhas dificuldades na vida académica. Auxiliando-me sempre que

precisei e me apoiando incondicionalmente nas minhas escolhas.

Ao meu querido orientador, Professor Dr. Marcelo Barbosa Bezerra. Por me acolher e
confiar a mim o desenvolvimento de um projeto tdo desafiador e importante. Por me
motivar, instigando a sede pelo conhecimento e descobertas, dando a liberdade e a
responsabilidade de experimentar o universo da biotecnologia animal junto a toda equipe do
LTG-PIVE. Sendo uma fonte de inspiragcdo na pesquisa e na educagéo.

A todos os meus familiares que torceram pela minha vitéria. As minhas tias Rita Welma
Nogueira Félix Barbosa, Expedita Nogueira Félix, Maria Vanilda da Silva Cavalcante,
Vanderjania Gomes da Silva. Ao meu tio Francisco Vantuil Gomes da Silva. As minhas
avos Maria Albaniza Nogueira e Maria Ferreira da Silva. Ao meu avé Vital Gomes da Silva.

E a todos meus outros tios e primos que torceram por mim.

Ao0s meus amigos da vida, da escola (colegas do CEC Ruy Barbosa e do Colégio Pdlos), da



vizinhanga, aos que porventura das circunstancias perdi o contato e aos que permanecem ao
meu lado até hoje. Ao meu amigo do peito Rodrigo Firmino Rodrigues, sem davidas esta
entre as pessoas mais importantes da minha vida, 0 meu muitissimo obrigado, meu irmdo. A
De-Angelis de Souza e a Rafael Bandeira Correia Mendoncga, com 0s quais eu tive a honra
de dividir a moradia, também sdo parte dessa histdria. A Kaic Pereira Lima, amigo de
infancia, e hoje, um exemplo a ser seguido de pai e guerreiro. A Mikael Oliveira de
Meneses, exemplo de prestatividade e definicdo de amizade leal. E a toda turma do Jubileu
no CEC Ruy Barbosa.

Aos meus amigos do Ciéncia sem Fronteiras, e a Espanha, pais que me acolheu e me abriu
os olhos para uma nova cultura, um novo idioma, um novo estilo de vida, enfim, uma
experiéncia inimaginavel. Aos amigos brasileiros de todos os locais do nosso grandioso pais,
que ajudaram e partilharam dos momentos dificeis e dos momentos de alegria. Aos amigos
estrangeiros, espanhdis, italianos, mexicanos, peruanos, americanos, ingleses, tchecos,
franceses, etc. Com vocés, os estudos, as viagens, as festas, foram inesqueciveis. Em
especial, meus agradecimentos a Paulo Henriqgue Gomes Santana, amigo de todas as horas.
A Herbet Filipe dos Santos Sousa também conhecido como Lek TR, a parceria é forte. A
Sheila Tiemi Nagamatsu, uma das pessoas que mais transformou minha vida positivamente,
ndo tenho palavras para demonstrar meu carinho por vocé. A Tatiany Aparecida Teixeira
Soratto, Mariana Camurca de Azevedo e Rubens Antodnio da Silva, por fazerem parte dessa

etapa da minha vida.

A turma da biotecnologia 2011.1. Sei, que ao longo do curso nos separamos, mas considero
a melhor turma do curso que passou pela UFERSA, tanto no carater, como no potencial,
cada um com uma caracteristica peculiar. Em especial agradeco a Savio Barbosa Fernandes
Cavalcante, com quem dividi o apartamento por 4 anos, um irmao que a vida proporcionou.
A Kamilla Karen Araujo de Carvalho, por ser quem vocé €, sempre prestativa e talentosa,
iluminando a todos ao seu redor. Luana Kelly Carvalho da Silva, por todos os bons

momentos.

Ao0s meus amigos de Mossoro e a essa cidade, onde construi minha primeira morada longe
dos meus pais. Foram 5 anos incriveis. Agradeco aos amigos da UFERSA, os quais

cruzamos em uma ou outra disciplina, nas atividades da faculdade ou até mesmo por



intermédio de outras pessoas. A turma da biotecnologia 2012.2, a qual entrei no retorno do
Ciéncias sem Fronteiras, onde fiz amizades incriveis com Pedro Henrique Fernandes de
Franca, Joseé Walter Mendes Farias Junior, Rodrigo de Assis Mendes e Ysla Christine da
Silva Fernandes. A Rackel Gurgel Hipdlito e a Felipe Amancio Franca da Cunha, por todo

carinho e pelos momentos.

Aos companheiros de trabalho pelo aprendizado, pela dedicacdo e ajuda. Por todos o0s
estresses e também pelos momentos alegres na rotina do LTG-PIVE, todos serviram de
aprendizado mutuo. O tempo foi curto, mas sem duvidas, todos tiveram sua parcela
fundamental de importancia, tanto para esse trabalho como na minha vida. Muito obrigado a
Fernanda Araujo dos Santos, por ser uma segunda chefa e amiga, pelos ensinamentos e pela
disciplina, pelas horas e horas dedicadas as atividades e também pela participacdo na banca
de defesa deste trabalho. Brenna de Sousa Barbosa, por me salvar quando mais precisei e
estava desesperado com o projeto, dando a famosa “luz no fim do tinel”. Roberta Gongalves
1zzo, a rainha do epididimo, por toda a ajuda durante a rotina de experimentos. Lua Barbalho
de Macédo, Yago Dantas da Mata e Erika Almeida Praxedes, pela ajuda e disponibilidade
durante os experimentos. A Parménedes Dias de Brito, pelo auxilio com os “numeros” e

parte do material da execugédo do projeto.

A equipe do Laboratorio de Conservacao de Germoplasma Animal da UFERSA coordenada
pelo professor Dr. Alexandre Rodrigues Silva, pelo tempo dedicado e pelo auxilio na
execucdo de parte desse projeto. Em especial a Andréia Maria da Silva pelo auxilio nas
rotinas de experimentos e participacdo na banca de defesa, e ao proprio professor Dr.
Alexandre Rodrigues Silva, por ceder materiais fundamentais para boa execucdo desse

trabalho.

A todos os professores. Sem duvidas, a profissdo mais importante de todas, e em especial
aos mestres que tiveram papel fundamental na minha educagéo e formacgdo. No ensino
médio posso citar os professores Vandeilton Sucupira Francelino e Mario Davi Martins de
Lacerda, que me despertaram o amor pela biologia e posteriormente pela biotecnologia. E na
academia agradeco especialmente aqueles que me orientaram, foram amigos e/ou fonte de
inspiracédo e dedicacgéo a educacdo e a formacéo dos seus alunos, muito obrigado Profa. Dra.

Alexsandra Fernandes Pereira, Prof. Msc. Marcelino Gevilbergue Viana, Prof. Dra.



Karolline Mikaelle de Paiva Soares, Prof. Dr. Marcos Antdnio Nobrega de Sousa, Profa.

Dra. Ana Carla Didgenes Suassuna Bezerra.

A todas as pessoas que passaram pela minha vida e me ajudaram, mesmo que da menor
forma possivel, com uma palavra, um gesto ou uma atitude. As pequenas coisas, muitas
vezes causam uma transformacdo gigantesca. Por isso, ndo poderia deixar de agradecer a
vocés, desconhecidos ou conhecidos. Vocés fizeram diferenca na minha vida e na minha

formacéo.



“A ciéncia e a espiritualidade ndo estdo em
desacordo. E que a ciéncia é muito jovem
para compreender e a religido muito
conservadora para aceitar.”

(Adaptada do livro Anjos e Demdnios, Dan
Brown)



RESUMO

Atualmente existe uma intensa busca por substéncias de origem natural que promovam a
manutencdo da viabilidade dos espermatozoides apds a criopreservacdo sem apresentar o
revés da toxicidade celular. Nesse contexto, a propolis por apresentar vérias propriedades
benéficas relatadas se apresenta como uma substancia potencial a ser explorada. Diante dessa
perspectiva, objetivou-se avaliar o efeito de diferentes concentragdes da propolis verde na
criopreservacdo de espermatozoides epididimarios do gato doméstico (Felis catus). Para
tanto, foram utilizados 17 complexos testiculos-epididimos de gatos. Inicialmente os
epididimos foram separados e a regido caudal foi submetida a coleta por flutuacdo com
diluente TRIS. Apo6s a recuperacdo, as amostras foram analisadas em 4 grupos: amostras
frescas, teste de toxicidade, amostras resfriadas e amostras descongeladas. Todas elas foram
submetidas a um grupo controle e a trés tratamentos diferentes de acordo com a concentragéo
de propolis adicionada no diluente: P1 (0,1 mg/mL), P2 (0,3 mg/mL) e P3 (0,6 mg/mL). Os
parametros avaliados foram: concentracdo, analise CASA, vigor, motilidade, integridade de
membrana, funcionalidade de membrana, analise da condensacdo da cromatina e morfologia
espermatica. A propolis ndo apresentou toxicidade para as células esperméaticas em nenhuma
das concentracdes avaliadas. Ndo houve influéncia do extrato da propolis nem do processo de
criopreservagao sobre a integridade e funcionalidade da membrana, condensacéo da cromatina
espermatica e classificacdo dos defeitos morfoldgicos. Os resultados da analise do CASA
apresentaram uma reducdo da motilidade de todas as amostras resfriadas (com excecdo do
tratamento P3) e descongeladas. A morfologia espermatica ndo sofreu alteracdes com relagédo
a criopreservacao, no entanto, apresentou um decaimento da porcentagem de células normais
no tratamento P2 do grupo resfriado e nos tratamentos P1 e P2 do grupo descongelado. Os
tratamentos com a prépolis provavelmente inibiram o desenvolvimento dos micro-organismos
observados nas amostras contaminadas. Com base nesses resultados, pode-se concluir que a
concentracdo de 0,6 mg/mL (tratamento P3) da propolis verde apresentou os melhores
resultados, promovendo a manutencdo da motilidade dos espermatozoides ap6s o resfriamento
e a morfologia normal durante a curva de criopreservacao. Além disso, a prépolis possui uma
potencial utilizacdo como um componente do meio de criopreservacéo, visto que ndo é toxica
para 0s espermatozoides e possivelmente inibe micro-organismos contaminantes.

Palavras-chave: Felideos. Biotécnicas Reprodutivas. Espermograma. CASA. Propolis Verde.



ABSTRACT

Currently there is an intense search for naturally occurring substances that promote viability
maintenance of spermatozoa after cryopreservation without showing setback cell toxicity. In
this context, the propolis due his many beneficial properties it's reported itself as a potential
substance to be explored. Given this perspective it was aimed to evaluate the effect of
different concentrations of propolis in epididymal spermatozoa cryopreservation of the
domestic cat (Felis catus). Therefore, the separation of the complex testis-epididymis of 17
cats was performed. Initially the epididymis were separated and the caudal region was
collected by flotation with TRIS diluent. After recovery, samples were analyzed in 4 groups:
fresh samples, toxicity test, samples cooled and thawed. All of them were subjected to a
control group and three different treatments according to the concentration of propolis added
in Diluent: P1 (0.1 mg/mL), P2 (0.3 mg/mL) and P3 (0.6 mg/mL). The evaluated parameters
were: concentration, CASA analysis, vigor, motility, membrane integrity, membrane
functionality, analysis of chromatin condensation and sperm morphology. Propolis showed no
toxicity to sperm cells in any of the tested concentrations. There was no influence of propolis
extract neither the cryopreservation process on the integrity and functionality of the
membrane, condensation of sperm cell chromatin and classification of morphological defects.
The CASA analysis results showed a decrease in motility of all cooled samples (excepting the
P3 treatment) and thawed. The spermatic morphological did not change in relation to
cryopreservation, however, it was showed a reduction of the percentage of normal cells in the
P2 treatment of cold group and P1 and P2 treatments of thawed group. The treatments with
propolis probably inhibited the development of microorganisms observed in contaminated
samples. Based on these results, it can be concluded that the concentration of 0.6 mg/mL (P3
treatment) of green propolis presented the best results, promoting the maintenance of sperm
motility after cooling and normal morphology during the cryopreservation curve. In addition,
propolis has a potential use as a component of the cryopreservation medium, since it is non-
toxic to sperm and possibly inhibits contaminating microorganisms.

Keywords: Felidae. Reproductive Biotechiniques. Spermogram. CASA. Green Propolis.
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1. INTRODUCAO

A criopreservacdo é uma tecnologia que tem como principio a utilizacdo de substancias
(crioprotetores) que permitem a manutencdo de amostras bioldgicas a temperaturas abaixo do
ponto de congelagdo da &gua. Dessa maneira, essa teécnica conserva as células em estado
quiescente, preservando sua composicdo e viabilidade por tempo indeterminado (SILVA;
GUERRA, 2011). A aplicacédo dessa tecnologia as células espermaticas de animais domésticos,
de companhia ou de grande valor zootécnico, possibilita a preservagdo do material genético e
possivelmente sua aplicacdo em outras técnicas da biotecnologia reprodutiva, como, por
exemplo, a inseminacdo artificial (IA), producdo in vitro de embrides (PIVE) e a injecdo
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) (KUNKITTI et al., 2016; MARTINS;
JUSTINO, 2015; MATTQOS, 2001). Para animais selvagens, essa biotécnica possibilita a
manutencdo da variabilidade genética, a partir da criacdo de bancos de germoplasma, os quais
abrigam colecbes-base de populacfes extintas ou em risco de extincdo (DECO et al., 2010;
SILVA et al., 2012). No caso dos felinos, essa justificativa é bastante evidente, visto que todas
as espécies, com excecdo do gato domestico, estdo ameacadas ou em risco de extingdo
(IUCN, 2016).

A obtencdo de espermatozoides felinos para criopreservacdo pode ocorrer por meio da
eletroejaculacdo, vagina artificial ou ainda da obtencdo de células espermaéticas epididimarias.
Essa ultima técnica apresenta algumas vantagens diante das demais, como por exemplo:
possibilidade de recuperacdo de espermatozoides de animais post mortem, impossibilitados de
ejacular ou copular, além disso, possuem elevada concentracdo celular apds a colheita, e 0
animal ndo necessita ser treinado (EMERENCIANO et al., 2013; MARTINS; JUSTINO,
2015). Em relacéo a técnica de colheita que mais se adequada a esta biotécnica tem-se a
flutuacdo, pois é a que melhor se adapta as pequenas dimensfes do ducto epididimario do
gato doméstico (ANGRIMANI et al., 2013; MOTA-FILHO; SILVA, 2012).

Apesar de sua importancia, a criopreservacao apresenta o revés do estresse celular
devido as variacfes de temperatura, além da toxicidade celular, por conta das substancias
utilizadas no processo. Esse conjunto de fatores ocasiona efeitos prejudiciais a integridade e
funcionalidade do espermatozoide. Sabe-se que células espermaticas de diferentes espécies
possuem propriedades criobioldgicas especificas e graus de sensibilidade variados para
manipulacdo experimental, choque térmico, congelacdo e tolerancia osmotica (SILVA,
GUERRA, 2011).

Nesse contexto, ha uma crescente prospecgdo de substéncias de origem natural que
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possam conferir protecdo ao sémen ou aos espermatozoides epididimarios. Uma dessas
substancias € a propolis, que devido a suas propriedades bioldgicas, apresenta-se como uma
matéria-prima com grande potencial na conservacdo da qualidade das células espermaticas
submetidas a congelacdo. Sendo, portanto, intensamente investigada, por sua atividade
antimicrobiana e antioxidante. Além disso, diversos estudos procuram compreender 0s
mecanismos de agdo da propolis sobre a morfologia dos 6rgdos reprodutivos e sobre a
producdo de espermatozoides, bem como sua agdo protetora sobre a estrutura da célula
espermatica (CAPUCHO et al., 2012; CEDIKOVA et al., 2014).

Diante dessa perspectiva, 0 objetivou-se avaliar o efeito de diferentes concentragdes do
extrato alcodlico da propolis adicionados ao meio diluente sobre células espermaticas obtidas da
cauda do epididimo do gato doméstico (Felis catus), submetidas ao resfriamento e a

criopreservacao.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. CARACTERISTICAS DO SEMEN E DO ESPERMATOZOIDE FELINO

Sob condic¢6es fisiologicas normais, o sémen felino possui o pH entre 6,6 - 8,8. Essa
alcalinidade incrementa a mobilidade espermatica e neutraliza a acidez da cavidade vaginal
ap6s a ejaculagdo (FLORINDO, 2011). Espermatozoides normais de gato medem
aproximadamente 26 pm de comprimento e apresentam maior resisténcia a solugdo
hipertonica, quando comparado a solugbes hipotdnicas. A osmolaridade do sémen desta
espécie varia entre 290 mOsm/kg a 320 mOsm/kg (FLORINDO, 2011; LUVONI, 2006).

As células espermaticas de felinos apresentam varias alteracbes morfoldgicas
encontradas com frequéncia como a macro e microcefalia, cabecas duplas ou destacadas e
caudas duplas, dobradas ou enroladas (FLORINDO, 2011). Outras alteracdes que sdo
relatadas em felinos séo a teratozoospermia, oligozoospermia e a astenozoospermia. A
teratozoospermia é uma condi¢do na qual os espermatozoides apresentam alta taxa de
incidéncia de defeitos morfoldgicos, onde mais de 60% das células espermaticas sdo
aberrantes (JEWGENOW et al. 2009; ZAMBELLI; LEVY, 2010). Geralmente, o0s
espermatozoides teratozoospérmicos apresentam uma gota citoplasmatica retida, resultando
em angulacgdes na peca intermediaria e no flagelo, defeitos no acrossoma, anormalidades na
cromatina e fragmentagdo do DNA ou condensacdo incompleta (LUVONI, 2006). Essa
condicdo pode estar associada a uma diminuicao da variacdo genética e a uma diminuicdo da
secrecdo de testosterona (FILLIERS et al., 2010). A oligozoospermia se caracteriza pela baixa
concentracdo de espermatozoides recuperados e a astenozoospermia pela motilidade das
celulas ser menor que 70% (ZAMBELLI; LEVY, 2010).

O conhecimento e o estudo das caracteristicas do sémen e das células espermaticas de
felinos sdo necessarios para desenvolver metodologias que potencializem a conservacdo da
sua qualidade. Esse fato é evidenciado quando se observa que o ejaculado dos felideos tem
caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas peculiares que dificultam a sua criopreservacao
(FILLIERS et al., 2010; FLORINDO, 2011; LUVONI, 2006).

2.2. GATOS DOMESTICOS COMO MODELO PARA ANIMAIS SILVESTRES

A biodiversidade vem apresentando uma redugdo acelerada nas Ultimas décadas.

Diante disso, surgiu a necessidade de introduzir biotecnologias na reproducdo animal, de
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forma a permitir a preservacdo dos recursos genéticos (SILVA et al., 2012). Dentre essas
biotecnologias, a criopreservacdo de espermatozoides do epididimo oferece uma ferramenta
potencial para o resgate de material genético dos machos de populacbes ameacadas.
Adicionalmente, permite a aplicacdo desse material em diversas técnicas de reproducéo
assistida (COCCHIA et al., 2009).

O uso de animais domésticos como modelo em pesquisas de reproducdo mostra-se
como um instrumento Util na obtencdo de informacGes sobre as caracteristicas de
espermatozoides e odcitos. A validacdo desses modelos permite a criacdo de protocolos
eficientes para a manutencdo da viabilidade dos gametas apds o descongelacédo, bem como o
desenvolvimento de biotécnicas reprodutivas potencialmente aplicdveis para animais
selvagens ameacados de extin¢do (LUVONI, 2006).

Atualmente, existem 38 espécies de felideos, onde, apenas o gato doméstico (Felis
catus) ndo se encontra ameacado de extingdo (IUCN, 2016). Por esse motivo e devido ao
amplo conhecimento de sua fisiologia reprodutiva, ele se torna excelente modelo
experimental para as demais espécies de felideos. Devido a isso, € necessario a padronizagédo
e desenvolvimento de um protocolo eficiente de criopreservacdo espermatica para essa
espécie, visto que os espermatozoides dos felideos possuem caracteristicas peculiares,
produzindo resultados bastante varidveis. Entretanto, os protocolos ja existentes sao
promissores e possuem implicacdes importantes quanto a conservacdo da biodiversidade,
possibilitando a recuperacdo, o armazenamento por tempo indefinido e a troca entre
localidades distantes de germoplasma de felideos de interesse ecologico e econémico
(MACENTE et al., 2012).

Para realizar a técnica de criopreservacdo de espermatozoides € necessario

inicialmente realizar a coleta, que pode ser feita por diversas metodologias.

2.3. RECUPERACAO DE ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMARIOS

A obtencdo de espermatozoides em felinos pode ser realizada atraves de
eletroejaculacdo, vagina artificial ou pelo processamento dos epididimos de animais que
passaram por esterilizacdo cirargica ou que subitamente vieram a 6bito (EMERENCIANO et
al., 2013; KUNKITTI et al., 2016; ZAMBELLI et al., 2010). A técnica de recuperacdo de
espermatozoides epididimarios de gatos € de suma importancia para avangos nas pesquisas de
preservacdo de germoplasma, principalmente para felideos selvagens (MACENTE et al.,

2012). A perspectiva de armazenamento do complexo testiculo-epididimo sem grandes perdas
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de viabilidade ap6s a morte do animal ou castragdo é de até 5 horas a 36 °C ou 24 horas sob
refrigeracdo a 5 °C, permitindo o resgate dos gametas para posterior processamento e
criopreservacao, aumentando a aplicabilidade dessa técnica em diferentes espécies de
mamiferos (KUNKITTI et al., 2016; MOTA-FILHO; SILVA, 2012).

A colheita de espermatozoides epididiméarios pode ser realizada por diferentes
abordagens a depender da espécie do animal. Em animais de pequeno porte, que geralmente
possuem epididimo de pequeno calibre, é preferivel realizar o fatiamento ou a flutuacdo. E
interessante que antes dessas técnicas se realize a remoc¢do dos vasos sanguineos proximos a
estrutura do epididimo para evitar a contaminacdo das amostras com sangue. A flutuagéo
consiste no fatiamento da estrutura epididiméaria e, em seguida, 0 repouso em um meio
diluidor, para favorecer a migracdo dos espermatozoides para o meio diluidor. No fatiamento
0 epididimo é seccionado em numerosos fragmentos e comprimido suavemente, com auxilio
de pin¢as e/ou seringas, para promover o extravasamento do liquido epididimario. Outras
técnicas menos utilizadas para animais de pequeno porte sdo o fluxo retrégrado e aspiragdo
direta da cauda do epididimo (ANGRIMANI et al., 2013; MOTA-FILHO; SILVA, 2012).

Utilizando a flutuacdo como técnica de recuperacdo espermatica, o fatiamento do
epididimo gera inevitavelmente contaminacdo das amostras com células epiteliais, sanguineas
(devido a presenca dos vasos), micro-organismos e outros debris, os quais podem levar a
producdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS) podendo afetar a capacidade fecundante dos
espermatozoides (CHATDARONG; THUWANUT; MORRELL, 2010). Essa afirmacdo €
outra justificativa para utilizacdo da propolis como componente do meio diluidor, visto que
essa substancia possui atividade antioxidante relatada (CEDIKOVA et al., 2014; DE
CASTILHO, 2008).

2.4 TECNICAS DE AVALIACAO ESPERMATICA

Posteriormente a colheita, avaliagdes microscépicas devem ser realizadas visando
determinar a qualidade das células espermaticas, visto que essa qualidade estd diretamente
ligada a capacidade fecundante. As principais analises tem como principio a avaliagdo dos
componentes da célula espermatica, como a membrana plasmatica, o0 material genético e a
morfologia celular, bem como a motilidade e qualidade desse movimento (MARTINS;
JUSTINO, 2015). Os principais testes de avaliagdo espermatica estdo descritos a seguir:

A qualidade do movimento avalia de maneira geral a quantidade e a qualidade do

movimento das células moveis. Pode ser avaliada de forma subjetiva, avaliando o vigor e a
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motilidade total em microscépio Optico, ou de forma automaética, através da analise seminal
computadorizada (Computer-Assisted Sperm Analysis — CASA). O método de anélise CASA,
¢ um sistema completo (hardware e software) que avalia tanto caracteristicas de células
individuais, como populacdes de células, fornecendo valores como a motilidade total (MT),
motilidade progressiva (MP), velocidade espermaética ao longo de uma trajetoria real (VCL),
velocidade espermaética ao longo de uma trajetéria média (VAP), velocidade espermatica ao
longo de uma linha reta (VSL), indice de linearidade (LIN), deslocamento lateral da cabeca
(ALH) e frequéncia do batimento flagelar (BCF) (MARTINEZ-PASTOR et al., 2010;
MATOS et al., 2008).

- A morfologia espermatica se baseia em alteracbes nas pecas morfoldgicas dos
espermatozoides: cabeca, peca intermediaria e cauda. Um Unico espermatozoide pode ter mais
de uma alteracéo, e para ser classificado como anormal, necessita apenas de uma. Para serem
considerados normais, os espermatozoides ndo devem apresentar qualquer falha morfolégica
(SILVA et al., 2009);

- O teste hiposmotico ou teste de funcionalidade da membrana avalia a capacidade de
trocas entre a membrana espermatica e 0 meio através da exposicdo a diferentes gradientes de
concentracdo de solutos. Dessa maneira, quando expostos a um meio hiposmotico, 0s
espermatozoides com membrana funcional, irdo assimilar mais agua pela regido com maior
permeabilidade, a cauda. Esse processo ocasiona o “Swelling” ou enrolamento da cauda de
espermatozoides normais, enquanto que aqueles com cauda reta sdo considerados néo
funcionais. Esse teste independe da motilidade inicial do espermatozoide, podendo este
apresentar membranas funcionais inclusive em espermatozoides iméveis (SILVA et al. 2009);

- O teste de viabilidade ou integridade de membrana estd fundamentado na coloragédo
de células com ruptura na membrana plasmatica. Assim, células com membranas integras ndo
se coram quando submetidas a coloracgdo vital (SILVA et al., 2009);

- A anélise de condensacdo da cromatina através do corante azul de toluidina se baseia
na compactacdo do material genético. Podendo ser identificada através da coloracdo do
material genético ou fluorescéncia. No caso da coloracdo, os corantes interagem com o
complexo compactado DNA-proteinas, corando as células com cromatina compactada
(SILVA et al., 2009).

A andlise espermatica é de extrema importancia para determinar a qualidade de

amostras espermaticas durante e apds o processo de criopreservagao.
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2.5. CRIOPRESERVACAO DE ESPERMATOZOIDES FELINOS

A criopreservacao € um procedimento de submisséo das células, tecidos e/ou embrides
a uma refrigeragcdo moderada e controlada, com posterior armazenamento em nitrogénio
liguido a temperatura de -196 °C, possibilitando sua conservacdo e utilizacdo para
procedimentos futuros (SILVA; GUERRA, 2011). Os protocolos de criopreservacdo de
espermatozoides sdo estabelecidos com base em caracteristicas fisicas celulares a fim de
manter a viabilidade e limitar os danos de membrana que podem ocorrer durante a submisséo
a condicdes ndo fisiologicas (DA SILVA; ACKERMANN; SILVA, 2012).

A primeira tentativa de criopreservacdo de espermatozoides de gatos e, posterior
utilizacdo em inseminacao artificial foi relatada por Platz; Wildt; Searge (1978). Desde entéo,
a técnica foi aperfeicoada e um grande ndmero protocolos foi desenvolvido, inclusive o
desenvolvimento da técnica de criopreservacdo de espermatozoides epididimarios (LUVONI
et al., 2003; TSUTSUI et al., 2003). A eficiéncia dos protocolos de conservacao das células
espermaticas depende da composicdo do diluente, da concentracdo adequada de crioprotetores
e de uma taxa ideal de congelagdo (HUSSAIN; LESSARD; ANZAR, 2011).

2.5.1. Diluentes na criopreservacao

O diluente é o meio responsavel pela manutencdo da sobrevivéncia dos
espermatozoides. Para tal, possuem vérias funcfes, desde o fornecimento energético para
manutencdo do metabolismo, manutencdo da pressdo osmdtica e concentracao de eletrolitos,
até a protecdo da membrana espermatica do choque térmico. Essa Gltima funcéo é essencial ao
processo de criopreservacdo, visto que o grande revés dessa técnica sdo as injdrias a
membrana celular (MARTINS; JUSTINO, 2015).

Os principais diluentes usados para felinos sdo o Tris (tris-hidroximetil-aminometano)
e TES (&cido sulfénico N-tris-hidroximetil-metil-2-aminometano) adicionados de acucares,
que servem como substrato energético (DA SILVA; ACKERMANN; SILVA, 2012).
Também pode ser utilizado como alternativa o diluente a base de agua de coco em po ou in
natura e/ou extensores comerciais (JIMENEZ et al., 2013), no entanto, eles ndo apresentaram
resultados positivos na coleta (SILVA, 2008) nem no resfriamento (LIMA et al., 2014) de
espermatozoides felinos, apresentando diminui¢do da motilidade em ambos os casos, quando
comparado ao Tris. Nos protocolos de criopreservacdo, esses diluidores geralmente s&o

acrescidos de 10 a 20% de gema de ovo (crioprotetor extracelular), associados a um outro
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crioprotetor intracelular. Algumas solugdes diluidoras séo adicionadas de antibiéticos, como
penicilina e estreptomicina e antioxidantes (DA SILVA; ACKERMANN; SILVA, 2012).

2.5.2. Crioprotetores na criopreservacao

Os crioprotetores podem ser classificados como intracelulares e extracelulares, de
acordo com a sua capacidade de transpassar a membrana celular, caracteristica que esta
diretamente ligada ao tamanho molecular. De maneira geral, atuam modificando as
propriedades do diluente, tornando o meio favorével a sobrevivéncia dos espermatozoides ap0s
as modificag0es fisicas da congelagdo. As principais alteracfes sdo: prevengdo da formagédo de
cristais de gelo intracelular; reducdo do estresse osmotico; promover estabilidade da membrana
e reducdo do ponto de congelacdo da agua (SILVA; GUERRA, 2011). Vérias substancias
crioprotetoras sdo aplicadas na criopreservacdo de células espermaéticas, tais como 0s
crioprotetores intracelulares glicerol, dimetilsulfoxido (DMSQO) e etilenoglicol, e o0s
extracelulares gema de ovo, leite em po e acgucares simples (BITTENCOURT et al., 2013).
Dentre essas substancias as mais utilizadas para amostras de espermatozoides felinos sdo a
gema de ovo (extracelular) e o glicerol (intracelular) (SILVA, 2008; COCCHIA et al., 2009;
MACENTE et al., 2012; MACENTE, 2014).

A gema de ovo ¢é utilizada em diversos protocolos de criopreservacao para diferentes
espécies. O mecanismo de acdo da gema sobre a célula espermatica ndo estad totalmente
elucidado, porém sabe-se que esta atua estabilizando as membranas, minimizando os efeitos
negativos do choque térmico. Todavia, a gema apresenta algumas desvantagens, como a
possibilidade de propagacdo da contaminacdo por microrganismos patogénicos. Sabe-se
também que algumas substancias da gema dificultam a respiracdo celular, interferindo no
sistema de transporte de elétrons nas mitocondrias (SILVA; GUERRA, 2011; SOUZA,;
LIMA; SILVA, 2014).

O glicerol € o crioprotetor mais comumente utilizado na criopreservacdo de diversas
espécies de mamiferos. Porém, sabe-se que esse crioprotetor, em determinadas concentracdes
e temperaturas, apresenta efeito toxico sobre as células. A toxicidade do glicerol varia
significativamente entre as espécies (DECO-SOUZA et al., 2013). Nos felideos, concentragdes
iguais ou superiores a 8% de glicerol sdo consideradas tdxicas aos espermatozoides (DA
SILVA; ACKERMANN; SILVA, 2012). O glicerol ou propano-1,2,3-triol atua diretamente
na membrana plasmatica, ligando-se aos fosfolipideos presentes na cabeca do

espermatozoide, reduzindo sua fluidez e interagindo com ligacdes proteicas e glicoproteicas
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da membrana. O glicerol pode ser adicionado no momento da diluigdo inicial, a temperatura
ambiente, quando o crioprotetor esta em concentracdo total no diluente utilizado, ou apds a
refrigeracdo de amostras espermaticas a 4 — 5 °C, com a finalidade de reduzir os seus efeitos
toxicos (SILVA; GUERRA, 2011).

2.5.3. Aspectos técnicos da criopreservacao

Durante o processo de criopreservacdo € importante controlar a taxa de refrigeracdo da
amostra de sémen e/ou lavado epididimario. Sabe-se que o resfriamento modifica a fluidez da
membrana e promove a formacdo de pequenos cristais de gelo, que podem agrupar-se e gerar
o rompimento da membrana da célula (SILVA; GUERRA, 2011). Diversas curvas de
congelacdo foram propostas na tentativa de conservar as células espermaéticas de gatos
domésticos e, assim estabelecer a melhor curva de congelacdo. Cocchia et al. (2009)
realizaram o resfriamento dos espermatozoides, a 4 °C por 60 minutos, antes de submeté-los a
vapor de nitrogénio, obtendo resultados satisfatorios na conservacdo dos espermatozoides
epididimarios nas espécies gato e tigre. J& Bonaura et al. (2013) submeteram as amostras
bioldgicas a 20 minutos de resfriamento e observaram alteragdes na membrana plasmaticas,
no acrossoma e nas mitocondrias dos espermatozoides congelados-descongelados. Acredita-se
entdo que taxas mais lentas de refrigeracéo (0,2 a 0,5 °C/ min) minimizam os danos causados
as membranas plasmaticas e acrossomais dos espermatozoides (PUKAZHENTHI et al.,
1999).

Além da curva de criopreservacdo, outro parametro bastante discutido é a
centrifugacdo, onde é recomendada a centrifugacdo das amostras a baixa rotacdo. Em
trabalhos ja publicados, observou-se forca de rotacdo que variou de 300-800 g por 5 a 20
minutos (CHATDARONG; THUWANUT; MORRELL, 2010; COCCHIA et al.,2009;
MACENTE et al., 2012; WAURICH et al., 2010). Apesar da variagéo, a centrifugacdo dos
espermatozoides € uma etapa essencial. No caso de amostras oriundas da ejaculacdo essa
etapa é importante para retirada do plasma seminal (DA SILVA; ACKERMANN; SILVA,
2012). Enquanto que nas amostras obtidas do epididimo, € importante para promover a lise
das celulas sanguineas oriundas dos vasos adjacentes a estrutura epididimaria que porventura
venham a contaminar a amostra (KUNKITT]I et al., 2016).

Assim como as demais etapas citadas acima, a descongelacdo dos espermatozoides é
extremamente relevante na garantia da manutencdo da motilidade e, consequentemente da

capacidade de fecundacgéo dessas células, devendo ser rigorosamente controlada (DA SILVA;
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MOTA-FILHO, 2012). A descongelacéo é realizada por imerséo das palhetas de 0,25 mL em
banho-maria a 37 °C por 30 ou 40 segundos (MARTINS; JUSTINO, 2015). Entretanto outras
temperaturas e tempos sdo relatados em protocolos de criopreservacao, com bons resultados.
Além disso, a busca por novas substancias, vem aprimorando a técnica de criopreservacao de
espermatozoides. Uma dessas substancias é a propolis, que por apresentar propriedades
bioldgicas de interesse, como a atividade antimicrobiana e antioxidante, torna-se um potencial

componente de meios de criopreservacao.

2.6. PROPOLIS VERDE NA CRIOPRESERVACAO DE ESPERMATOZOIDES

A prépolis é uma substancia resinosa de composi¢do complexa, coletada por abelhas a
partir de diversas plantas e/ou de diferentes partes da mesma planta, sendo modificada na
colmeia através da adicdo de secrecOes salivares e cera (DOS SANTOS, 2014). A composi¢do
da prépolis depende da origem botéanica e da espécie de abelha. Mas de modo geral, essa
substancia natural é constituida de 55% de resinas vegetais, 30% de cera, 10% de Oleos
essenciais e 5% de pélen (CAPUCHO et al., 2012).

A propolis verde é encontrada apenas no Brasil, principalmente regido de Séo Paulo e
Minas Gerais, e esta associada a planta de alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia).
Este composto apresenta uma gama de propriedades biologica, tais como antibacteriana,
antiviral, antifungica, antiparasitaria, anti-inflamatoria, quimiopreventiva, imunomoduladora,
hepatoprotetora e antioxidante (CEDIKOVA et al., 2014).

A propolis possui mais de 160 componentes quimicos, incluindo flavonoides, acidos
aromaticos, terpenos, aldeidos, alcoois, ésteres, aminoacidos, esteroides, aglcares, vitaminas e
minerais. A atividade antioxidante da prépolis esta associada a presenca de substancias como
flavonoides, vitaminas A e C, CAPE (Ester fenetil do acido caféico), 4cido dicafeoquinico e
propol (DE CASTILHO, 2008). De Sousa et al. (2009) detectaram diversos compostos
fendlicos associados a atividade antioxidante, tais como &cidos caféicos, acido ferulico, acido
p-cumario, &cido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico e baccarin. A sintese desses componentes
pela planta esté intimamente relacionada a condicGes de estresse ambiental.

O tipo de extracdo utilizando o alcool como solvente € importante, pois consegue
retirar da amostra natural 0 maximo de componentes possiveis. Apesar da composi¢do da
propolis ser influenciada por varios fatores, acredita-se que 0s principais componentes da

propolis verde séo similares aos caracterizados por Dos Santos (2014), descritos no quadro 1.
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Quadro 1 - Principais componentes do extrato alcodlico da Préopolis Verde.

Componentes \ Concentracdo (mg/g)
Acido P-Cumaérico 4,673
Acido-3-Prenil-4-Hidroxicindmico 1,951
Canferida 5,623
Acido-3,5-Diprenil-4-Hidroxicinamico 16,322
Acido Cinamico e Derivados 6,692

Fonte: Dos Santos, 2014.

Na literatura ja foi relatado a acdo antioxidante da propolis sobre a fertilidade em
animais de laboratério (ELMAZOUDY; ATTIA; EL-SHENAWY, 2011; GARCIA et al.,
2012). Recentemente, Dos Santos (2014) investigou o uso da prépolis no resfriamento de
sémen equino, observando reducdo da motilidade durante o processo e relatou que
possivelmente as concentracdes utilizadas foram elevadas, culminando em um efeito toxico as
células espermaticas. No estudo de Ogretmen; Inanan; Oztiirk (2014), a propolis mostrou-se
como 6timo componente do meio crioprotetor para o sémen de peixe, incrementando de
forma significativa a motilidade dos espermatozoides apos a descongelacéo.

Além da funcdo antioxidante, a atividade antimicrobiana da propolis € relatada desde a
antiguidade e amplamente descrita pela medicina tradicional (PEREIRA; SEIXAS; AQUINO
NETO, 2002). Essa atividade esta relacionada principalmente aos flavonoides, acidos
fenolicos e ésteres, aldeidos fenolicos e cetonas (ENDLER et al., 2003; FERNANDES
JUNIOR et al., 2006), e desencadeia acéo contra diversas cepas de bactérias Gram positivas,
Gram negativas, fungos e leveduras (FERNANDES JUNIOR et al., 2006; LUSTOSA, 2007;
VARGAS et al., 2004). Apesar da acdo bactericida e bacteriostatica comprovadas, ainda ndo
se sabe os mecanismos pelos quais o0s constituintes da prépolis promovem a atividade
antimicrobiana (ENDLER et al., 2003).

Sendo assim, devido, principalmente, as suas atividades antimicrobiana e antioxidante,
e na tentativa de encontrar alternativas aos produtos de origem animal utilizados como
crioprotetores, a prépolis pode ser uma alternativa de antioxidante natural que contribua para

melhorar a qualidade dos espermatozoides criopreservados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. SELECAO DOS DOADORES DE ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMARIOS

O critério inicial para selecdo das amostras foi a idade dos doadores. Na qual foi
estabelecida como idade minima 12 meses, visto que a puberdade dos gatos esta situada entre
8 e 10 meses. Sendo esse o periodo a partir do qual essa espécie produz células esperméticas
normais e em boa concentragdo (JOHNSTON; KUSTRITZ; OLSON, 2001).

O segundo critério foi a qualidade do movimento das células espermaticas na amostra
fresca recém-coletada, assim, dos dezessetes CTE’s colhidos e processados apenas onze
geraram amostras satisfatorias para seguir com o protocolo de resfriamento e criopreservacéo.
Essa selecdo foi baseada na motilidade e vigor espermatico, dessa maneira, amostras com

motilidade < 50% e vigor < 3 foram descartadas.

3.2. OBTENCAO DO EXTRATO ALCOOLICO DA PROPOLIS

A coleta da propolis verde foi realizada na cidade de Nazareno- Minas Gerais, sendo a
sua origem boténica predominante a Baccharis dracunculifolia, popularmente conhecida
como alecrim-do-campo ou vassourinha do campo. Preparou-se entdo o extrato alcodlico
baseado na metodologia adaptada de Park et al. (1998). Para tanto, iniciou-se o trituramento
da propolis, seguido da extracdo em alcool cereal. Todo o processo foi realizado com o
auxilio de banho-maria em &gua termostatizada, sob agitacdo manual e aquecimento constante
a 60 °C por 2 horas.

O extrato alcodlico pronto foi conservado a 5 °C em tubos de fundo cénico tipo Falcon
de 50 mL até a sua utilizacdo. Para adicdo do extrato no meio de criopreservacdo, este foi
mantido em banho-maria a 60 °C até a completa evaporacdo do solvente. O extrato seco
resultante foi solubilizado no préprio diluente da criopreservacdao (TRIS), com o auxilio de
um agitador magnético a temperatura de 60 °C (Figura 1A). Uma vez obtido o extrato
solubilizado no meio diluente, foram preparadas trés diluicdes baseadas na relacdo massa da
propolis/volume de TRIS até atingir as concentra¢des de 0,1 mg/mL (P1); 0,3 mg/mL (P2);
0,6 mg/mL (P3) (Figura 1B).
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Figura 1 - Obtencdo do extrato alcodlico diluido em TRIS. (A) Diluicdo da massa de
propolis em agitador magnético. (B) Extrato alcodlico de propolis em diferentes
concentracoes.

L o

Fonte: Acervo do autor.

3.3. COLHEITA DOS ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMARIOS

Os espermatozoides epididimarios desse estudo foram obtidos ex situ a partir do
aproveitamento de complexos testiculos-epididimos (CTEs) provenientes de castracbes
eletivas realizadas rotineiramente no Hospital Veterinario (HOVET) da Universidade Federal
Rural do Semi-Arido (UFERSA), estando dessa maneira, em total conformidade com normas
éticas preconizadas pela Lei 11794/2008 e amparada pela Diretriz Brasileira para o Cuidado e
a Utilizacdo de Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica — DBCA
(Capitulo VI; item 6.1.10, sub-item B-11) (BRASIL, 2008).

Foram colhidos CTEs de dezessete gatos adultos e saudaveis com idade entre 12 e 34
meses. ApoOs a colheita, os CTEs foram transportados a temperatura ambiente até o
Laboratério de Transplantes Gonadais e Producéo In Vitro de Embrides (LTG-PIVE) em
tubos plasticos de fundo conico de 50 mL contendo solucdo salina acrescida de penicilina
(Figura 2A). A abordagem do CTE ocorreu em placa de Petri de 35 mm de didmetro, onde foi
selecionada apenas a cauda do epididimo, visto que essa regido possui a maior concentracao
de espermatozoides em completo estagio de desenvolvimento.

A estrutura anatémica selecionada foi transferida para outra placa de Petri contendo 1
mL de solucdo Tris(hidroximetil)aminometano (TRIS) (Quadro 2), onde procedeu-se a
colheita dos espermatozoides pela técnica da flutuacdo, que consistiu de trés etapas: separacdo
da cauda do epididimo do CTE; remocéo de vasos sanguineos e incisdes para proporcionar a

migracdo dos espermatozoides no limen da cauda do epididimo; repouso para migracao dos
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espermatozoides para o meio (Figura 2B) (JIMENEZ et al., 2011; MOTA-FILHO, 2014).

Figura 2 - Transporte e processamento dos complexos testiculos-epididimos. (A) CTE
em solucdo salina. (B) Técnica de fatiamento da cauda do epididimo.
1 ' ‘

Fonte: Acervo do autor.

Quadro 2 - Composicdo quimica do diluente (TRIS).

Componentes | g/L
D-frutose 12,5
Acido citrico mono-hidratado 17,8
TRIS 30,28
Agua destilada 1000 mL

Fonte: Salamon; Visser, 1972.

3.4. CRIOPRESERVACAO E TESTE DE TOXICIDADE

As amostras biologicas foram submetidas a quatro tratamentos (Controle, P1, P2, P3),
todos com a mesma curva de congelacdo. No Controle, as amostras foram submetidas ao
protocolo convencional de criopreservagdo, ja estabelecido na literatura por Cocchia et al.
(2009). Esse protocolo utiliza os crioprotetores glicerol e gema de ovo em concentracGes de
4% e 20%, respectivamente, diluidos em solucdo TRIS. Enquanto que, nos tratamentos P1,
P2, P3 foram adicionados as amostras a mesma proporcao dos componentes do grupo controle
acrescidos do extrato alcoolico da propolis nas concentragdes de 0,1 mg/mL; 0,3 mg/mL; 0,6
mg/mL, respectivamente.

Os espermatozoides obtidos do fatiamento da cauda do epididimo foram submetidos a
uma centrifugacdo (500 g por 6 min) antes de serem diluidos nas solucdes. Apos a diluicdo,
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no respectivo tratamento, as amostras foram avaliadas para os parametros da qualidade do
movimento espermatico (Analise CASA) e vigor, com a finalidade de determinar se as
concentracdes da propolis utilizadas no tratamento seriam toxicas ou nao para as células
espermaticas (Teste de Toxicidade). Constatada a ndo toxicidade, seguiu-se com
acondicionamento sob refrigeracdo a 4 °C por 60 minutos. Passados 55 minutos de
acondicionamento, foi adicionada a solucédo crioprotetora contendo o glicerol na concentragdo
de 4%, bem como retirou-se as amostras para avaliacdo das células espermaticas refrigeradas.
Sendo analisados todos os parametros citados no tépico 3.5, com excecdo da analise de
condensacédo da cromatina.

Logo em seguida, as amostras foram envazadas em palhetas francesas de 0,25 mL com
concentracdo final de 100 x 10° espermatozoides/mL, lacradas com alcool polivinilico e
expostas a vapores de nitrogénio (-70 °C) em artefato de isopor por 20 minutos, distando as
palhetas 6 cm do nivel de nitrogénio liquido (Nr). Ao fim deste periodo, as palhetas foram
acondicionadas em botijéo de nitrogénio a —196 °C.

As palhetas foram descongeladas ap6s o intervalo de uma semana, sendo retiradas da
canuleta do botijdo de N, mantidas a temperatura ambiente (aproximadamente 28 °C) por 5
segundos e posteriormente imersas em banho-maria a 37 °C por 30 segundos. Em seguida,
foram transferidas para tubos plasticos de 2 mL aclimatados a temperatura ambiente e,

imediatamente ap6s, submetidas a avaliacdo espermatica descrita no tépico 3.5.

3.5. AVALIACAO ESPERMATICA

Apbs a colheita, realizou-se avaliagbes dos parametros espermaticos de velocidade e
qualidade do movimento, vigor, concentracdo, viabilidade, analise de condensacdo da
cromatina, funcionalidade da membrana e morfologia. Em suma, foram realizadas avaliagdes
espermaticas em 4 momentos: espermatozoides frescos apos a coleta (todas as analises), apds
a adicdo do tratamento (teste de toxicidade — Analise Casa e vigor), amostra resfriada (todas
as analises com excecdo da analise de condensacdo da cromatina) e apds a descongelacao
(todas as andlises), como observado na Figura 3.



Figura 3 — Delineamento Experimental

- Vigore

Motilidade
- HOST
- Cromatina

- Viabilidade
- Morfologia

—

_____ Coleta por
- CASA Flutuacao

- Vigore
Motilidade

- CASA

- Vigore
Motilidade

- HOST

- Cromatina

- Viabilidade

- Morfologia

36

\ )
- CASA 1
- Vigore
Motilidade
- HOST
- Viabilidade
- Morfologia
™

D —

Para analisar a qualidade do movimento, as amostras foram submetidas & avaliacéo

computadorizada. Para isso 2 ul da amostra foram inseridos em uma Camara de Makler (Sel-

Medical Instruments), previamente aquecida a 37 °C e avaliada no sistema com valores
previamente ajustados para felinos (ANEXO 1) (VILLAVERDE, 2007). As variaveis
analisadas estao descritas no Quadro 3.

Quadro 3 - Variaveis do movimento espermaético analisadas pelo método CASA.

Variavel (unidade de

medida) Descricdo

MT (%) Motilidade Total

MP (%) Motilidade Progressiva
VCL (um/s) Velocidade Espermética ao Longo de uma Trajetoria Real
VAP (um/s) Velocidade Espermética ao Longo de uma Trajetoria Média
VSL (um/s) Velocidade Espermética ao Longo de uma Linha Reta

LIN (%) Linearidade (VSL/VCL)
ALH (um) Deslocamento Lateral da Cabeca

BCF (Hz) Frequéncia do Batimento Flagelar

Fonte: adaptada de Matos et al. (2008).
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Na analise subjetiva, foram avaliados o vigor espermatico e a motilidade, para tal foi
adicionada uma gota de 5 ul da amostra sobre uma lamina pré-aquecida a 37 °C, esta foi
analisada em microscopio com ampliacdo de 100 a 400 vezes. Na motilidade, a amostra foi
pontuada de 0 a 100% de acordo com o numero de células moveis em relagdo ao total de
espermatozoides presentes. Na avaliacdo do vigor, os espermatozoides foram classificados em

uma escala 0 a 5, de acordo com a qualidade do movimento (Quadro 4).

Quadro 4 - Escala de vigor espermatico de acordo com a qualidade do movimento dos
espermatozoides.

Qualidade do Movimento | Descricéo
0 Células paradas, sem nenhum movimento;
1 Células se movimentam, no entanto, ndo se deslocam;
2 Células se deslocam em circulos, movimento circular;
3 Células se deslocam de forma progressiva, lentamente;
4 Células se deslocam de forma progressiva, rapidamente;

5 Células de deslocam progressivamente em velocidade flechante.

Fonte: adaptada de Johnston; Kustritz; Olson, 2001.

A concentracéo total espermatica foi calculada a partir da dilui¢do de 5 pl da amostra
biologica com 95 ul de solugédo salina formolizada a 0,1%. Sendo feita a contagem em uma
camara hematimétrica com auxilio de um microscopio (EMERENCIANO et al., 2013).

Para determinar a viabilidade celular foram utilizadas aliquotas de 5 pl adicionadas de
5 ul do corante azul de bromofenol em Iaminas de vidro. Sendo posteriormente realizado o
esfregaco e contagem de cem células por lamina, sob microscopia de luz (400x) e
consideradas vidveis ou ndo de acordo com a coloracdo ou transparéncia apresentada
(EMERENCIANO et al., 2013).

Para o teste de analise da condensacdo da cromatina, foi adicionado em uma lamina 10
ul da amostra, seguido do esfregago da mesma. Seguiu-se com o procedimento de fixacdo: 1
minuto em solucdo de etanol e acido acético na propor¢do de 3:1; 3 minutos em solucdo de
etanol 70%; 25 minutos em solugdo de HCI (&cido cloridrico) 4M. Apos a fixagdo, a lamina
foi lavada com agua destilada. Apos secar, foi adicionado 5 ul do corante azul de toluidina
(pH 4) e contados 500 espermatozoides em aumento de 400x. Avaliou-se o estado de
condensacdo do material genético a partir da presenca ou auséncia da coloracdo azul
(KAMIMURA; JACOMINI; BELETTI, 2010).
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O teste de funcionalidade de membrana ou teste hiposmético consistiu na incubacgao
de 5 pl da amostra por 60 minutos em 45 ul de solugdo com osmolaridade de 150 mOsm/L.
Sendo posteriormente preparadas as laminas de leitura, nas quais foram contadas 100 celulas
espermaticas, avaliando se a cauda permanecia reta ou enrolada (EMERENCIANO et al.,
2013).

A avaliacdo da morfologia espermatica consistiu na preparacdo de ldminas contendo 5
ul da amostra diluida em 45 pl de solucdo corante rosa bengala a 1,5%. Foram contados, de
forma aleatéria, 200 espermatozoides em um microscopio com aumento de 400 vezes,
analisando a quantidade de células normais e anormais. E dentre as células anormais, foram
avaliadas alteracdes na cabeca (macro e microcefalia, dupla, formato anormal, destacada), na
peca intermediaria (dobrada, quebrada, espessa, gota citoplasmatica proximal ou distal) e na
cauda (enrolada, fortemente enrolada, dupla, quebrada), podendo ser pontuada por célula
espermatica, mais de uma anormalidade. Cada uma dessas anormalidades foi classificada
como defeitos de cabeca, de peca intermediéria e de cauda (RASKIN; MEYER, 2011).

3.6. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram expressos em média e desvio padrdo e analisados através dos
programas estatisticos BioEstat 5.3 (AYRES et al., 2007) e Statistica 8.0 (Statsoft INC, 2007).
Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk e Kolmogorov—-Smirnov.
Posteriormente, os valores obtidos a partir das analises do CASA, HOST, viabilidade,
morfologia e condensacdo da cromatina foram comparados pelo teste de Kruskal-Wallis
seguido do teste de Dunn. Os dados referentes ao vigor espermatico foram avaliados pelo

teste de Mann-Whitney. Os resultados foram considerados significativos quando P < 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. OBTENCAO DO MEIO CONTENDO O EXTRATO DA PROPOLIS

Para a obtengdo final do meio diluente contendo a propolis, apds a evaporacdo do
solvente, foi utilizado o proprio TRIS (do meio de criopreservacdo) como diluente, visto que,
a partir de um teste de solubilidade, este diluiu de forma mais homogénea e rapida o extrato
seco, quando comparado a outros solventes testados como tampdo fosfato e &gua para
embrides (DADOS NAO PUBLICADOS). Além disso, adicionou-se menor nimero de
substancias possiveis ao meio de criopreservacdo, evitando a utilizacdo de outro diluente

poderia afetar de maneira desconhecida a qualidade das células espermaticas.

4.2. TESTE DE TOXICIDADE

Os resultados para o teste de toxicidade oriundos da analise CASA (MT, VAP, VCL,
VSL, LIN, ALH, BCF) para a qualidade do movimento espermatico e da analise subjetiva do

vigor, estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Teste de toxicidade do extrato alcodlico da prépolis verde para os parametros
da qualidade do movimento espermatico.

Variavel FRESCO = T‘eSte de TPOZXiCidade‘ =

Vigor 3,17 + 0,41 267+ 1,03 3,00 + 0,00 3,00 + 1,09
MT (%) 78334937  5333+2088  5867+165 60,50 + 16,91
VAP (umis)  6427+410 60,98 +8,13 60,05+389 70,17 +11,64
VCL (um/s)  128.68+486  11055+1726  113.90+10,69 120,22 + 7,44
VSL (um/s)  4548+351 46,35+ 7,99 4042 +647 5637 +11,72
LIN (%) 37504356 43,50+ 4,13 43174763 46,83+7,63

ALH (um) 6,90 + 1,36 743+214 8,60 + 1,27 8,80 + 2,00
BCF (Hz) 2015+251 18,80+ 2,00 20524382 19,43+ 2,00

P1: concentracdo de propolis a 0,1 mg/mL; P2: concentracdo de prépolis a 0,3 mg/mL; P3: concentracdo de propolis a 0,6
mg/mL; Controle: Sem adi¢do de propolis; MT: Moatilidade Total; VAP: Velocidade ao longo de uma trajetéria média; VCL:
Velocidade ao longo de uma trajetdria real; VSL: Velocidade ao longo de uma linha reta; LIN: Linearidade; ALH:
Deslocamento Lateral da Cabeca; BCF: frequéncia do batimento flagelar. Teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn (p <
0,05).

Em nenhum dos pardmetros avaliados, ocorreu diferenca (p < 0,05) da amostra fresca
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(sem adicdo do extrato da propolis) com relagdo aos tratamentos P1 (0,1 mg/ml), P2 (0,3
mg/ml), e P3 (0,6 mg/ml). A partir desses resultados, pode-se inferir que nenhuma das
concentracdes utilizadas, ocasionaram toxicidade aos espermatozoides epididimarios, visto

que ndo houve decréscimo na qualidade do movimento.

4.3. QUALIDADE DO MOVIMENTO DAS CELULAS ESPERMATICAS

Os dados obtidos para os parametros da motilidade espermatica, parametros de
velocidade (VAP, VCL e VSL), LIN, ALH e BCF, oriundos da anélise CASA, estdo
expressos na Tabela 2. Pode-se observar que a motilidade total da andlise do CASA ndo
apresentou diferenca (p > 0,05) dentro dos tratamentos de um mesmo grupo (Amostra
Resfriado e Amostra Descongelada). Tampouco, o controle e o tratamento P3 do grupo
“Resfriado”. Em divergéncia, os tratamentos P1 e P2 do grupo “Resfriado” apresentaram um
decaimento significativo com relacdo a amostra fresca. O decaimento persistiu no controle e
em todos os tratamentos da amostra descongelada, com relacdo a amostra fresca e em

comparagdo com o grupo resfriado.

Tabela 2 - Qualidade do movimento de subpopulacbGes espermaéticas por grupos
(Amostra Fresca, Amostra Resfriada e Amostra Descongelada) e tratamentos (Controle,
P1, P2 e P3) para as varidveis oriundas da anélise no CASA.

VAP VSL ALH
Tratamento MT (% VCL (um/s LIN (% BCF (Hz
(%) (umis) (Hm/s) (umis) (%) (um) (Hz)
37,50 + 6,90 + 20,15 +
FRESCO 78,33+937 6427+4,10 12868+4,86 4548 +351 356 136 251
Controle 61,83 + 76,45 + 136,05 + 58,78 + 4517 + 8,55 + 23,78 +
22,70 11,15 26,75 10,52 6,94 0,79 4,39
=} 54,83 + 44,33 + 8,10 = 17,77 +
_c i) 1 il il
g P1 13,922 66,22 +505 119,67 9,93 49,78+4,73 6.05 165 295
% 58,67 + 46,33 + 737+ 18,10 +
& p2 8,212 63,68 +9,39 114,03+9,23 49,83 +9,06 6,53 1,53 327
74,17 + 116,48 + 42,67 + 8,03 + 19,30 +
P3 1845 64,00 + 6,36 13.01 47,15 £ 6,05 704 1,03 414
15,50 + 53,57 + 60,00 + 6,83 + 14,75 +
s Controle 855 10,88 89,33 +31,10 43,57 +8,52 1316 6.16 11,04
< 15,50 + 64,23 + 53,33 + 62,17 + 6,00 + 13,07 +
“éu Pl 15,58P 13,75 95,18 £38,20 15,34 21,89 4,22 7,89
S b 62,55 * 55,73 + 56,50 * 6,22 + 10,23 +
g P2 156752 37,70  J0S7TE58SS - Tapag 30,28 4,98 11,92
) P3 12,67 + 67,32 + 103,68 + 49,92 + 48,83 + 6,55 + 13,83 +
6,77° 29,43 45,24 2755 23,31 5,44 11,86

P1: concentracdo de propolis a 0,1 mg/mL; P2: concentracdo de propolis a 0,3 mg/mL; P3: concentracdo de propolis a 0,6
mg/mL; Controle: Sem adigdo de propolis; MT: Motilidade Total; VAP: Velocidade ao longo de uma trajetéria média; VCL:
Velocidade ao longo de uma trajetdria real; VSL: Velocidade ao longo de uma linha reta; LIN: Linearidade; ALH:
Deslocamento Lateral da Cabeca; BCF: frequéncia do batimento flagelar. a, b, c: letras diferentes na mesma coluna
indicam valores diferentes entre grupos comparados (Fresco, Resfriado e Descongelado); A, B, C: letras diferentes
na mesma coluna indicam valores diferentes entre os tratamentos comparados (controle, P1, P2, e P3). Teste de
Kruskal-Wallis seguido de Dunn (p < 0,05).
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Os parametros de velocidade (VAP, VCL e VSL), LIN, ALH e BCF, nédo
apresentaram diferenca (p > 0,05) entre 0s grupos e nem entre os tratamentos de um mesmo
grupo. Os valores de VAP variaram entre 53,57 um/s e 76,45 um/s, VCL entre 89,33 um/s e
136,05 um/s e VSL entre 43,57 um/s e 58,78 um/s. Os valores de LIN variaram entre 37,50%
e 62,17%, ALH entre 6,00 um e 8,80 um e BCF entre 10,23 Hz e 23,78 Hz (Tabela 2).

Em estudo utilizando espermatozoides epididimarios foi obtida taxa de motilidade
total (CASA) de 67,32% para a amostra fresca (LIMA, 2015), valor inferior ao recuperado
nesse estudo, de 78,33%. Ja quando avaliou-se espermatozoides contidos no sémen fresco,
também a partir do CASA, foram obtidas taxas de 88,1% (MAGALHAES, 2013) e 89%
(VILLAVERDE, 2007). Diversos autores relataram valores na literatura de motilidade total
de amostras frescas, variando de 54,7% até 75%, demonstrando que o valor de 72,5% obtido
nesse estudo estd dentro da normalidade (COCCHIA et al., 2009; EMERENCIANO et al.,
2013; FLORINDO, 2011; MACENTE et al., 2012; MACENTE, 2014). Para gatos
domésticos, sdo relatados resultados de motilidade pds-descongelacdo de: 23,7%
(MACENTE, 2012) e 24% (TSUTSUI et al.,, 2003) para lavado epididimario; 52,8%
(VILLAVERDE, 2007) e 70,6% (PLATZ et al., 1978) para sémen coletado por vagina
artificial; e 70% por eletroejaculacdo (CHATDARONG et al., 2007).

Com relagdo as variaveis VAP, VCL, VSL, LIN, ALH e BCF, todas elas foram
semelhantes aos valores descritos na literatura para amostras recuperadas da cauda do
epididimo de gatos, respectivamente, 47,15 um/s, 86,55 um/s, 33,75 um/s, 39,65%, 3,94 um
e 5,96 Hz (LIMA, 2015). Porém, divergem dos dados encontrados em amostras seminais,
respectivamente, 140,2 um/s, 171,7 upm/s, 123,2 um/s, 71,8 %, 4,3 um, 36,2 Hz
(VILLAVERDE, 2007).

A partir das analises anteriores é possivel observar que a qualidade do movimento
espermatico tem uma relacdo intima com a fonte de recuperacdo dos espermatozoides. Essa
diferenca é notavel quando se compara 0 sémen com 0s espermatozoides epididimarios.
Fatores como o contato das células espermaticas com os liquidos seminais provavelmente
possuem influéncia nesses parametros. Sabe-se, por exemplo, que o contetdo do plasma
seminal esta diretamente ligado com a fertilidade dos machos (ARAUJO, 2014) e exerce
varias funcdes sobre o metabolismo espermatico e o processo de fecundagdo como a ativacédo
da motilidade espermatica (GUASTI; MONTEIRO; PAPA, 2012), o que pode explicar o fato
de amostras seminais possuirem motilidade superior aquelas recuperadas do epididimo.

Outra teoria que esta ligada a esse resultado diz respeito as ROS (espécies reativas de

oxigénio). Apesar dessas substancias em altas quantidades causarem danos a nivel molecular
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(material genético, lipidios e proteinas) e funcional (estresse oxidativo e diminuigdo do
metabolismo) a presenca destes compostos em baixas quantidades, esta ligada ao processo de
capacitacdo espermatica como a hiperativacdo da motilidade. O sémen é o responsavel pela
producdo do anion superdéxido e o peroxido de hidrogénio, relacionados a esse processo
(MAIA; BICUDO, 2009). No entanto, ainda sdo necessarios estudos que realizem essa
comparacdo de forma especifica e padronizada, com o intuito de entender melhor as
caracteristicas e os fatores que influenciam nessa diferenca.

Todos os parametros que relacionam a qualidade do movimento espermatico estao
intimamente ligados com a fertilidade do animal e consequentemente com a utilizacdo dessas
células para as técnicas que visem a fecundacdo in vitro ou in vivo. Apesar da motilidade ser
considerada comumente como 0 parametro mais importante para predizer a capacidade de
fecundacdo de um ou uma populacdo de espermatozoides (COX et al., 2006), a analise
computadorizada consegue correlacionar esse parametro com 0s outros parametros de
qualidade do movimento, demonstrando suas analogias. Valores maiores de VAP, VSL, VCL
e ALH, por exemplo, podem estar relacionados com a capacidade de fecundagdo de odcitos,
sendo fatores determinantes para a PIVE e IA. LIN e BCF estdo ligados a capacidade de
migragéo e penetracdo no muco cervical do aparelho reprodutor feminino e consequentemente
a taxa de prenhez, sendo analises importantes que podem servir de suporte para as técnicas de
reproducéo assistida (VERSTEGEN; IGUER-OUADA; ONCLIN, 2002).

Dessa maneira acredita-se que a propolis nas concentracdes avaliadas ndo tenha efeito
significativo nos parametros relacionados a motilidade espermatica. Enquanto que o contato
dos espermatozoides felinos com o plasma seminal possivelmente resulte em incremento da

motilidade.

44. VIGOR, INTEGRIDADE E FUNCIONALIDADE DA MEMBRANA E
CONDENSACAO DA CROMATINA ESPERMATICA

Os resultados do vigor espermatico (Tabela 3) ndo apresentaram variagdes (p > 0,05)
dos tratamentos dentro de um mesmo grupo e nem entre 0S grupos, com excegdo do
tratamento P1 do grupo “Descongelado”, que apresentou uma reducdo quando comparado
com a amostra fresca (p < 0,05). Os parametros de funcionalidade de membrana, viabilidade
de membrana e anlise de condensagdo da cromatina ndo apresentaram diferencas (p > 0,05)
entre 0s grupos da criopreservacdo (amostra fresca, amostra resfriada e amostra descongelada)

e tampouco entre os tratamentos com a propolis (Tabela 3), podendo indicar que essas
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variaveis ndo foram influenciadas pelas modificacdes fisicas da temperatura e nem pelas

concentragOes do extrato de prépolis testadas.

Tabela 3 - Caracteristicas das amostras por grupos (Amostra Fresca, Amostra
Resfriada e Amostra Descongelada) e tratamentos (Controle, P1, P2 e P3) para as
variaveis de vigor, funcionalidade de membrana, integridade de membrana e
condensacdo da cromatina.

HOST (% Viabilidade (% Cromatina (%
Tratamento Vigor membranas membranas cromatinas

funcionais) integras) condensadas)

FRESCO 3,17+0,41 70,00 £ 14,4 40,50 + 20,67 99,70 £ 0,73
Controle 2,17+1,33 65,83 + 10,53 47,83 + 14,37
g Pl 3,00+ 0,63 66,33+12,74 46,67 + 14,13
E P2 2,67+0,82 70,67 + 6,68 40,00 £ 12,77
P3 2,50 £ 0,84 70,50 £ 8,73 46,33 + 20,13

o Controle 2,17+1,33 49,17 + 11,05 36,5+ 17,26 99,50 £ 0,41

% P1 1,83 +0,98? 54,67 + 15,53 38,00 + 6,32 99,87 £ 0,16

§ P2 2,00+ 1,09 61,33+9,75 32,67 +£6,95 99,77 £ 0,20

& P3 2,33+£1,03 50,50 + 17,85 40,33 + 10,29 99,90 £ 0,10

P1: concentracdo de propolis a 0,1 mg/mL; P2: concentragéo de propolis a 0,3 mg/mL; P3: concentracdo de propolis a 0,6
mg/mL; Controle: Sem adigdo de prépolis. a, b, c: letras diferentes ha mesma coluna indicam valores diferentes
entre grupos comparados (Fresco, Resfriado e Descongelado); A, B, C: letras diferentes na mesma coluna indicam
valores diferentes entre os tratamentos comparados (controle, P1, P2, e P3). Teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn
e teste de Mann-Whitney (para o pardmetro de vigor) (p < 0,05).

A avaliacdo da funcionalidade de membrana, através do teste hiposmotico, apresentou
valores variando entre 49,17% e 70% de espermatozoides com membrana funcional,
considerando todos os grupos e tratamentos (Tabela 3). A partir do teste de viabilidade de
membrana com a coloragdo supravital azul de bromofenol foram obtidos valores de
membranas integras entre 32,67% e 47,83%, considerando todos 0s grupos e tratamentos
(Tabela 3). Com relacdo a condensacdo da cromatina foram realizadas apenas as analises da
amostra fresca e descongelada, visto que a variacdo observada na literatura para outras
espécies era minima, obtendo uma variacdo de 99,5% a 99,9% de células espermaticas com
cromatina condensadas (Tabela 3).

Em estudos utilizando amostras espermaticas frescas foram encontrados valores de
vigor espermatico entre 3,5 e 4,7 (EMERENCIANO, 2013; LIMA; 2015: MACENTE, 2012),
superiores ao valor de 3,17, obtido nesse estudo. De maneira similar, para amostras resfriadas

e descongeladas relatou-se valores de 3,7 e 2,4, respectivamente (MACENTE, 2012). Essa
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diferenga pode ser explicada pela subjetividade da andlise, além de ser um parametro
qualitativo e de pequena escala.

A literatura relata valores da funcionalidade de membrana em amostras frescas, que
variam de 65,4%, até 79,9% de membranas funcionais (EMERENCIANO et al., 2013;
MACENTE, 2014; LIMA, 2015), valores semelhantes aos obtidos no presente estudo. J& para
0 parametro da viabilidade foi descrito o intervalo de 41,7% até 43,0% (VILLAVERDE,
2007; EMERENCIANO et al., 2013), valores semelhantes aos obtidos nesse estudo. No
entanto, Macente (2014), encontrou valor consideravelmente superior de 74,5 % de
membranas viaveis. Acredita-se que essa diferenca seja uma influéncia do diluidor utilizado
(Botu-Crio®), visto que essa influéncia sobre a viabilidade da membrana espermatica ja foi
relatada em outros estudos (CRESPILHO et al., 2006; FELIPE-SILVA et al., 2011,
SNOECK; HENRY; MELO, 2007).

A membrana plasméatica do espermatozoide possui fungdes ativas no processo de
fertilizacdo como a capacitacédo, reacdo acrossomica, hiperativacdo da motilidade e interacéo
com a membrana plasmatica do odcito, dessa maneira a utilizacdo de técnicas como a
integridade e a funcionalidade da membrana sdo essenciais para avaliar a viabilidade das
celulas espermaticas que serdo utilizadas em diferentes biotécnicas reprodutivas (GADELLA
etal., 2001).

N&o foram encontrados dados da condensacdo da cromatina para a espécie F. catus.
No entanto, Barros (2007) avaliou atraves de eletroforese e teste cometa a fragmentacdo do
material genético de Leopardus tigrinus (gato-do-mato-pequeno), encontrando valores
inferiores de cromatina intacta, variando entre 52,89% e 60,44%. Acredita-se que essa
diferenca de valores se deva ao padrdo da espécie ou a maior sensibilidade dos testes
utilizados, pois estes testes além de avaliar a condensacdo, analisam a fragmentacdo do
material genético. A cromatina espermatica € um aglomerado de acido desoxirribonucleico
(DNA), acido ribonucleico (RNA) e proteinas que se localizam no interior do ndcleo do
espermatozoide. O grau de compactacdo dessas moléculas é importante para a transmissao
dos caracteres genéticos de descendéncia. Grande parte dos espermatozoides maturados
possui cromatina compactada, no entanto, fatores genéticos, ambientais, nutricionais,
fisioldgicos e a idade podem levar a alteragcbes como a descompactacdo e fragmentacdo da
cromatina que estdo associadas a defeitos genéticos na prole (COURTENS; LOIR, 1981).

A partir desses resultados pbde-se evidenciar que as concentracbes da propolis

testadas ndo alteraram de maneira significativas nenhum dos parametros avaliados.
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4.5. MORFOLOGIA ESPERMATICA

Os resultados obtidos do percentual de células que apresentaram morfologia normal e
a classificacdo dos defeitos estdo apresentados na Tabela 4. A porcentagem de células

normais variou entre 39,92% e 66,08% dentro de todos os tratamentos e grupos analisados.

Tabela 4 — Morfologia e classificagdo dos defeitos esperméticos de gato por grupos
(Amostra Fresca, Amostra Resfriada e Amostra Descongelada) e tratamentos (Controle,
P1, P2 e P3).

Tratamento | Morfologia (% céls. normais) DC % DP % DK %

FRESCO 53,42 + 26,14 81,56 +20,79 9,36+7,16 9,07+ 16,06

Controle 61,75 + 19,96 78,48 +13,69 14,14+1168 7,38+3,51

,83 P1 57,45+ 19,93 80,14 + 13,27 1496+11,43 4,90+4,12

g P2 39,92 + 4,647 91,92+6,5 571 +4,64 2,37+ 2,87
P3 64,33 £ 20,73 77,65+1441 995+4,11 12,41+11,19

o Controle 66,08 + 10,32 85,60+7,03 8,01+4,38 6,39 + 7,85

% P1 47,75 + 10,724 88,01 +520 7,31+442 4,68 £ 5,45

é P2 46,83 + 7,394 91,60+7,18 515+5,93 3,25+ 2,65

5 P3 65,75 + 16,39 82,31+8,41 1098+792 6,71+6,02

P1: concentragdo de propolis a 0,1 mg/mL; P2: concentracdo de prépolis a 0,3 mg/mL; P3: concentracdo de propolis a 0,6
mg/mL; Controle: Sem adi¢do de propolis; DC: Defeitos de cauda; DP: Defeitos na pega intermediéria; DK: Defeitos de
cabeca. a, b, c: letras diferentes na mesma coluna indicam valores diferentes entre grupos comparados (Fresco,
Resfriado e Descongelado); A, B, C: letras diferentes na mesma coluna indicam valores diferentes entre os
tratamentos comparados (controle, P1, P2, e P3). Teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn (p < 0,05).

Ndo foram encontradas diferencas (p > 0,05) entre os grupos da curva de
criopreservacao, demonstrando que ndo ha relagdo entre a submissdo das células a congelacao
e alteracfes morfoldgicas. No entanto, a comparagdo entre o controle e 0s tratamentos dentro
de um mesmo grupo mostrou que no grupo “Resfriado”, o tratamento P2 reduziu a
porcentagem de células com morfologia normal para 39,92%, e no grupo “Descongelado”, os
tratamentos P1 e P2 também apresentaram essa reducdo (p < 0,05). De maneira geral,
acredita-se que menores proporcbes de propolis afetam negativamente a morfologia
espermatica, diferente do observado no tratamento P3 que manteve resultado semelhante ao
do grupo controle (Tabela 4).

Os resultados das amostras espermaticas para o parametro de morfologia estdo de
acordo com os resultados encontrados na literatura. Sendo relatadas porcentagens de células

com morfologia normal para as amostras recuperadas do epididimo: amostra fresca entre 56,8
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% e 62,8 % (COCCHIA et al., 2009; FLORINDO, 2011; MACENTE et al., 2012); amostra
resfriada 62,1 % (MACENTE et al., 2011); amostra criopreservada entre 40% e 47,2 %
(VILLAVERDE, 2007; COCCHIA et al., 2009). Diferindo apenas de valores encontrados
para a amostra seminal fresca, com 84,2 % de espermatozoides com morfologia normal
(VILLAVERDE, 2007).

Dentre as amostras analisadas, apenas o tratamento P2 (39,92%) do grupo resfriado
apresentou um percentual de alteragdes morfologicas fora do padrdo de normalidade para
gatos, sendo o valor minimo de referéncia de 40% de células normais. O restante dos valores
obtidos esta dentro dos limites aceitaveis, sendo entdo considerados normozpérmicos
(JEWGENOW et al., 2009; ZAMBELLI; LEVY, 2010).

O percentual de células com alteracfes morfoldgicas foi separado em alteracfes na
cauda, peca intermediaria e cabeca (Tabela 4 e Figura 4). Nesses parametros ndo foram
observadas variagfes (p > 0,05) entre os grupos da curva de criopreservagao e entre 0s
tratamentos. Através desses resultados pode-se deduzir que as alteragdes morfoldgicas ndo
estdo associadas nem as mudangas fisicas da criopreservacdo nem as concentracfes do extrato
da propolis, podendo essas estar relacionada a fatores genéticos e/ou fisioldgicos
(FLORINDO, 2011). Os defeitos de cauda s&o os mais comuns variando entre 77,65% e
91,92%, seguidos dos defeitos de peca intermediaria (5,15% e 14,96%) e por Ultimo os
defeitos de cabeca (2,37% e 12,41%). Essa mesma proporcao foi relatada por Macente et al.
(2012).

Figura 4 — Analise morfoldgica de espermatozoides epididimarios de gato. (A)
Espermatozoides com morfologia normal. (B) Cauda enrolada. (C) Cauda quebrada. (D)
Peca intermediaria quebrada. (E) Cabeca dupla. (F) Peca intermediaria dobrada.

Fonte: acervo do autor.
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A morfologia espermatica é uma técnica importantissima para avaliar a fertilidade de
um animal de acordo com a concentracdo de células normais em uma amostra. Estando
diretamente ligada com a capacidade de fecundacdo do odcito pelo espermatozoide, visto que
espermatozoides com morfologias alteradas tém viabilidade e a qualidade do movimento
afetado. No entanto, esse parametro ndo é capaz de mensurar com precisao a funcionalidade
da célula espermatica, por isso é importante que esteja associada a outras técnicas como a
analise CASA (ARRUDA et al., 2011).

4.6. EFEITO ANTIMICROBIANO

Dentre as 11 amostras analisadas, em 3 delas foram observadas células néo
espermaticas com movimento progressivo e espiral, que possuiam morfologia bacilar. Por
vezes, essas células tendiam a se agrupar em conjuntos com mais de 3 unidades celulares,
gerando a morfologia semelhante aos micro-organismos estreptobacilos (Figuras 5 e 6).
Acredita-se, que seja uma contaminacdo proveniente da gema do ovo, produto no qual ja sdo
relatadas contaminacdes por bactérias do género Salmonella ssp. (OLIVEIRA; SILVA, 2000)
e Pseudomonas ssp. (MENDES et al., 2014) por exemplo, que possuem agrupamentos
morfologicos semelhantes. Algumas dessas células permaneceram moveis durante toda a

cadeia da curva de criopreservacdo (amostra fresca, resfriada e descongelada).

Figura 5 - Micro-organismos observados na andlise morfoldgica de espermatozoides de
gato. As setas apontam os grupamentos bacilares unidos na forma de estreptobacilos.

Fonte: acervo do autor.

Vale ressaltar que foi utilizada a mesma gema de ovo no preparo do meio crioprotetor

controle e tratamentos contendo prépolis. No entanto, apenas 0s grupos controle apresentaram
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a presenga dos micro-organismos bacilares. Acredita-se entdo que todos os tratamentos com
as diferentes concentracGes de propolis apresentaram efeitos na reducdo da multiplicacdo
celular ou eliminacdo desses organismos, visto que os tratamentos foram acrescidos com
propolis desde o inicio do preparo dos meios e que ha relatos do efeito antimicrobiano da
prépolis na literatura (CEDIKOVA et al., 2014).

Figura 6 - Micro-organismos bacilares visualizados atraves do software da analise
CASA em amostra controle.

LIVE IMAGE (SETUP=GATO)

Fonte: acervo do autor.
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5. CONCLUSOES

As células espermaticas epididimarias conseguem manter boas taxas de motilidade
quando submetidas ao teste de toxicidade com diferentes concentracdes do extrato da
propolis. Nenhuma das concentracBes do extrato teve efeitos significativos sobre os
pardmetros esperméticos de funcionalidade e integridade da membrana, condensagdo da
cromatina e na classificacdo dos defeitos morfologicos.

O tratamento P3 (0,6 mg/mL de propolis adicionados no TRIS) foi considerado o mais
promissor na manutengdo da morfologia espermatica normal e da motilidade das amostras
resfriadas. Apesar das concentragdes avaliadas da propolis ndo apresentarem beneficios na
manutencdo da motilidade total e progressiva dos espermatozoides epididimarios de F. catus
apos o procedimento de criopreservacdo, esta substancia natural se mostrou como um
importante componente do meio, potencialmente atuando na inibigdo do crescimento de
micro-organismos contaminantes. Essa afirmacdo é reforcada pelo fato da prépolis tampouco
apresentar efeito toxico nas concentracGes avaliadas.

No entanto, como esse trabalho é pioneiro na utilizacdo dessa substancia na
conservagdo de espermatozoides felinos, ainda sdo necessarios outros estudos sobre o efeito
de concentragdes mais elevadas visando o desenvolvimento de protocolos de criopreservagéo

para felinos que obtenham bons resultados nas amostras descongeladas.
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ANEXO 1

Figura 7 - Valores do setup estabelecido para a avaliagdo do sémen do gato doméstico no

sistema HTR-I1VOS-10, Botucatu, 2007.
ANAL YSIS SETUP #7: Gato
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Fonte: Villaverde, 2007.
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