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BORGES, Jodo Pedro Terra Prado. Avaliacdo da acéo do extrato aquoso da polpa do jatoba
(Hymenaea stigonocarpa) na viabilidade do sémen bovino pds-congelamento. Orientador:
Ranulfo Piau Junior. 2025. 61f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal com Enfase em
Produtos Bioativos) - Universidade Paranaense, Umuarama, 2025.

Resumo

A criopreservacao de sémen é uma das ferramentas da reproducdo animal, sendo fundamental
no cenario atual da pecuaria. Apesar de sua capacidade de conservacdo, sabe-se que este
processo também impacta negativamente a integridade dos espermatozoides, devido as
mudancas drasticas de temperatura e manipulacdo, dessa forma o objetivo de pesquisas e
inovacOes tecnologicas é minimizar tais impactos e conferir melhores condicdes de
preservacdo. Com isso, sdo continuamente desenvolvidas formas de atenuar os efeitos
prejudiciais da congelacdo e da degradacdo natural, como a formulacdo de diluentes
crioprotetores. Este trabalho objetivou avaliar a capacidade do extrato aquoso de polpa de
Jatoba (Hymenaea stigonocarpa) de conferir protecdo antioxidante ao sémen bovino, quando
adicionado ao diluente comercial previamente ao processo de congelacdo. O estudo comparou
de forma inédita a qualidade do sémen congelado em diluente comercial Botubov® em sua
férmula padrdo, com grupos contendo diferentes concentracbes do extrato aquoso da polpa de
Jatoba adicionado ao diluente. Foram utilizados 5 touros da raca Nelore, com idade média de 5
anos. Para o estudo foram obtidos dois ejaculados de cada um dos cinco touros, no intervalo de
uma semana cada coleta, pelo método de eletroejaculacdo, totalizando dez partidas de sémen
criopreservadas. Os ejaculados foram divididos em 3 grupos: grupo controle (C): ejaculado
diluido em meio comercial, grupo 1 ejaculado diluido em meio comercial acrescido com 0,5%
de extrato aquoso da polpa do jatobd, grupo 2 ejaculado diluido em meio comercial acrescido
com 1% de extrato aquoso da polpa do jatoba. As amostras foram diluidas numa concentracéo
de 100 milhGes/mL e posteriormente acondicionadas em palhetas de 0,5 mL. O congelamento
das amostras teve inicio com o resfriamento, onde as palhetas foram mantidas por 4 horas a 5°C
e posteriormente, mantidas por 20 minutos em vapor de nitrogénio liquido (N2L) em caixa
isotérmica e em seguida, mergulhadas em N2L e armazenadas em botijdo criogénico. Para as
analises pos-descongelacao, as palhetas foram descongeladas a 36°C por 20 segundos. Foram
avaliados os parametros de cinética e cinematica espermatica pelo sistema computadorizado
(CASA - Computer-Assisted Semen Analisys). Com relacdo a cinética espermatica da primeira
coleta os resultados da motilidade total (%), motilidade progressiva (%), motilidade rapida
foram estatisticamente superiores no grupo controle em relacdo ao grupo com 1% de extrato

aquoso de polpa de jatoba e ndo diferiu do grupo com 0,5% de extrato. Ndo se observou



diferenca significativa entre os grupos na motilidade lenta (%), motilidade circular (%) e
motilidade local (%). Os espermatozoides imdveis foram menores no grupo controle quando
comparado com o grupo com 1% de extrato. Na segunda coleta ndo se observou diferencas
significativas entre os grupos com relacao as motilidades: total, progressiva, rapida, lenta e local
A motilidade circular foi maior no grupo controle e os espermatozoides imoveis foram menores
no grupo com 1% de extrato de jatoba. Com relagdo a cinematica espermatica da primeira e
segunda coleta ndo se observou diferencas significativas entre os grupos. Contudo, o0 presente
estudo revelou que a adicdo da polpa de extrato de jatoba a 0,5 e 1% ndo melhorou os
pardmetros de cinética espermética. O extrato de jatoba a 1% diminuiu os valores de motilidade
total progressiva, motilidade rapida e aumento do percentual de espermatozoides imoveis.
Ressalta-se, no entanto, a necessidade de novos estudos utilizando novas concentracdes do

extrato, novos métodos de integracdo e diluentes diferentes.

Palavras-chave: Bioativos. Criopreservacdo. Extrato vegetal. Reproduc¢éo animal.



BORGES, Jodo Pedro Terra Prado. Evaluation of the action of the aqueous extract of jatoba
pulp (Hymenaea stigonocarpa) on the viability of post-freezing bovine semen. Advisor:
Ranulfo Piau Junior. 2025. 61f. Dissertation (Master's in Animal Science with Emphasis on
Bioactive Products) - Universidade Paranaense, Umuarama, 2024.

Abstract

Semen cryopreservation is one of the tools used in animal reproduction and is essential in the
current livestock industry. Despite its preservation capabilities, this process also negatively
impacts sperm integrity due to drastic changes in temperature and handling. Therefore, research
and technological innovations aim to minimize these impacts and provide better preservation
conditions. Therefore, new approaches to mitigate the harmful effects of freezing and natural
degradation are continually being developed, such as the formulation of cryoprotective
extenders. This study aimed to evaluate the ability of aqueous extract of Jatoba pulp (Hymenaea
stigonocarpa) to provide antioxidant protection to bovine semen when added to a commercial
extender prior to the freezing process. The study compared, for the first time ever, the quality
of semen frozen in Botubov® commercial extender, using its standard formula, with groups
containing different concentrations of aqueous extract of Jatoba pulp added to the extender.
Five Nelore bulls with an average age of 5 years were used. Two ejaculates from each of the
five bulls were obtained one week apart by electroejaculation, totaling ten cryopreserved semen
batches. The ejaculates were divided into three groups: control group (C): ejaculate diluted in
commercial medium; group 1: ejaculate diluted in commercial medium supplemented with
0.5% aqueous extract of jatoba pulp; and group 2: ejaculate diluted in commercial medium
supplemented with 1% aqueous extract of jatoba pulp. The samples were diluted to a
concentration of 100 million/mL and subsequently stored in 0.5 mL straws. Sample freezing
began with cooling, where the straws were kept for 4 hours at 5°C and subsequently kept for
20 minutes in liquid nitrogen vapor (N2L) in an isothermal box, then immersed in N2L and
stored in a cryogenic cylinder. For post-thawing analyses, the straws were thawed at 36°C for
20 seconds. Sperm kinetics and kinematics parameters were evaluated by the computerized
system (CASA - Computer-Assisted Semen Analysis). Regarding sperm kinetics of the first
collection, the results of total motility (%), progressive motility (%), and fast motility were
statistically higher in the control group compared to the group with 1% aqueous extract of jatoba
pulp and did not differ from the group with 0.5% extract. No significant differences were
observed between the groups in slow motility (%), circular motility (%), and local motility (%).

Nonmotile sperm were smaller in the control group compared with the 1% extract group. In the



second collection, no significant differences were observed between the groups regarding total,
progressive, rapid, slow, and local motility. Circular motility was greater in the control group,
and nonmotile sperm were smaller in the 1% jatoba extract group. Regarding sperm kinematics,
no significant differences were observed between the groups in the first and second collections.
The present study revealed that the addition of 0.5% and 1% jatoba extract pulp did not improve
sperm kinetic parameters. The 1% jatoba extract decreased total progressive motility, rapid
motility, and increased the percentage of nonmotile sperm. However, the need for further
studies using new extract concentrations, new integration methods, and different diluents is

emphasized.

Keywords: Animal Reproduction. Bioactive. Cytoprotective. Plant extract.
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CRIOPRESERVACAO DE SEMEN BOVINO E O USO DE BIOATIVOS COMO
ANTIOXIDANTES

Resumo

A criopreservacdo de sémen € uma importante biotecnologia da reproducdo animal, sendo
fundamental para a pecuaria atual, esta técnica mantém as células sob temperaturas criogénicas,
inibindo ou reduzindo o efeito de processos degradantes ocorrentes em temperatura ambiente,
como a oxidagéo, preservando os espermatozoides e seu potencial de fecundacdo. Apesar de
sua capacidade de conservacdo, sabe-se que a criopreservacao também impacta negativamente
a integridade dos espermatozoides, através das mudancas drasticas de temperatura e
manipulacdo, dessa forma o objetivo de pesquisas e inovacgdes tecnoldgicas € minimizar tais
impactos e conferir melhores condi¢des de preservacgdo, almejando alcancar niveis de qualidade
préximos aos do sémen in natura. Com isso, sdo continuamente desenvolvidas formas de
atenuar os efeitos prejudiciais da congelacdo e da degradacdo natural, como métodos de
resfriamento e congelamento, técnicas de manipulacdo e formulacdes de diluentes
crioprotetores. Este trabalho objetiva reunir as principais informacgdes para a compreenséo
béasica do processo e do estado da arte da criopreservacao de sémen bovino e a importancia de
estudos relacionados aos efeitos nocivos aos espermatozoides provocados por esta técnica,
sobretudo quanto ao estresse oxidativo e a possibilidade de incorporacdo de bioativos aos
diluidores. Espera-se que seja possivel a utilizacdo de extratos naturais, em especial de espécies
nativas do Brasil, como a Hymenaea stigonocarpa de forma inédita, e que estes possam
melhorar a qualidade espermatica do sémen poés-congelamento e refrigeracdo, atuando
principalmente como atenuadores do processo oxidativo.

Palavras-chave: Congelamento; espermatozoides; extrato vegetal, produtos bioativos;
Reproducdo animal.
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Abstract

Semen cryopreservation is an important biotechnology for animal reproduction and is
fundamental to modern livestock farming. This technique maintains cells at cryogenic
temperatures, inhibiting or reducing the effects of degrading processes that occur at room
temperature, such as oxidation, thus preserving sperm and their fertilization potential. Despite
its preservation capabilities, cryopreservation also negatively impacts sperm integrity through
drastic changes in temperature and handling. Therefore, the goal of research and technological
innovation is to minimize these impacts and provide better preservation conditions, aiming to
achieve quality levels close to those of raw semen. Therefore, ways to mitigate the harmful
effects of freezing and natural degradation are continually being developed, such as cooling and
freezing methods, handling techniques, and cryoprotective diluent formulations. This work
aims to gather key information for a basic understanding of the process and state-of-the-art of
bovine semen cryopreservation and the importance of studies related to the harmful effects of
this technique on sperm, particularly regarding oxidative stress and the possibility of
incorporating bioactives into extenders. It is hoped that it will be possible to use natural extracts,
especially from species native to Brazil, such as Hymenaea stigonocarpa, in an unprecedented
way, and that these extracts may improve sperm quality after freezing and refrigeration,
primarily by mitigating the oxidative process.

Keywords: Freezing; sperm; plant extract; bioactive products; animal reproduction.
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1.1 Introdugéo

Com o passar do tempo e a evolugéo cientifica, s aumentam as situacdes que justificam,
possibilitam ou necessitam de biotecnologias de reproducgéo, especialmente a inseminacéao
artificial (1A). Atualmente esta técnica é amplamente difundida no ambito da pecuéria,
impulsionada pela necessidade de melhoramento genético e otimizacdo de processos
produtivos, principalmente para satisfazer as demandas do grande avanco no setor de
exportacdo (Alves, Contini, Gasques, et al., 2008). O incremento no uso da IA muito se deu
pelo desenvolvimento de tecnologias como o método de inseminagdo artificial em tempo fixo,
caracterizado pela mimetizacdo da endocrinologia reprodutiva, utilizando farmacos ex6genos
para a sincronizacao do estro e/ou da ovulagéo, e formas cada vez mais eficazes de manutencao
da qualidade do sémen bovino criopreservado (ASBIA, 2021).

Desde 1678, quando espermatozoides foram descritos pela primeira vez pelo holandés
Antoni van Leeuwenhoek, cientistas de diversas areas de atuacdo contribuiram para a historia
da inseminacéo artificial (Ombelet; Van Robays, 2015). Sua primeira aplicacdo bem-sucedida
e descrita na literatura foi realizada em 1784 pelo sacerdote catélico e fisiologista italiano
Lazzaro Spallanzani (Spallanzani, 1789), a quem também se atribui a autoria da primeira
descricdo dos efeitos do resfriamento do sémen em espermatozoides, ao arrefecer sémen
humano a temperatura da neve e relatar a secdo dos movimentos das células espermaticas
(Ombelet; Van Robays, 2015). Sendo a criopreservacdo (preservacdo pelo frio) o principal
método de conservacdo de sémen até os dias atuais (Grotter et al., 2019), pesquisas como esta,
relacionadas a interacdo entre refrigeracdo e a viabilidade espermatica, viriam a ser replicadas,
em diferentes niveis de complexidade, por toda a historia da técnica.

A criopreservacdo mantém as células sob temperaturas criogénicas, inibindo ou
reduzindo o efeito de processos degradantes ocorrentes em temperatura ambiente, como a
oxidacgéo (Treulen et al., 2018). No entanto, o congelamento ou refrigeracdo do sémen resulta
em alteracBes permanentes nas estruturas das membranas, na integridade do DNA e na cinética
espermatica (Celeghini et al., 2008; Amidi et al., 2016). Tais alteracfes sdo determinantes para
a capacidade de fertilizacdo do sémen e podem estar relacionadas ao estresse osmatico,
formacéo de cristais intracelulares ou a liberagédo de radicais livres (Grotter et al., 2019).

Por conseguinte, para a protecdo das células, sdo utilizados meios diluentes compostos
por diferentes substancias protetoras relacionadas a cada um dos possiveis efeitos deletérios da
criopreservacao (Pinto et al., 2020; Whaley et al., 2021). Por exemplo, a gema de ovo, através
da acdo de moléculas de alto peso molecular, tem capacidade de preservar os espermatozoides
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do choque térmico; frutose e glicose sdo adicionados para atuar como provedores de energia e
o glicerol é uma importante salvaguarda contra alteragdes intracelulares (Oliveira et al., 2018).
E importante frisar que, apesar dos estudos e avancos na composicao de tais diluidores e de
métodos de manipulacdo e congelamento, a ciéncia ainda ndo foi capaz de alcancar com o
sémen criopreservado resultados de qualidade e fertilidade equivalentes aos do sémen in natura
(Watson, 2000; Bailey et al. 2003; Nagy et al, 2004; Tatone et al. 2010).

Entre os fatores que afetam a viabilidade espermatica do sémen, estd 0 processo
oxidativo. Neste contexto, ha a hipotese de que a formacéo de radicais livres, fator primordial
para a oxidacdo, pode ser aumentada pelas mudancas de temperatura. 1sso ocorre
principalmente a partir das respostas metabolicas de recuperacdo dos espermatozoides apos o
descongelamento do sémen, danificando funges vitais das células espermaticas, sobretudo na
integridade da membrana plasmaética. Apesar da presenca de citoprotetores e antioxidantes
naturais no plasma seminal, estes ndo sdo eficazes para conferir resisténcia suficiente as células
diante de situacbes extremas como a etapa de descongelamento e a exposi¢ao a temperatura
ambiente (Nordberg e Arner, 2001; Pegg, 2002; Tatone et al., 2010).

A luz do exposto, o presente trabalho tem o objetivo de reunir as principais informacdes
para a compreensao basica do processo e do estado da arte da criopreservacao de sémen bovino
e a importancia de estudos relacionados aos efeitos nocivos aos espermatozoides provocados
por esta técnica, sobretudo quanto ao estresse oxidativo e a possibilidade de incorporacao de

bioativos aos diluentes.

1.2 Revisédo da literatura

A criopreservacao de sémen bovino é um procedimento fundamental na reproducéo
animal, mas estd 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 (Lustosa et al., 2025). Na conservacdo seminal é
necessaria a utilizacdo de diluentes que fornecam nutrientes e protejam as células espermaticas
contra o choque térmico. Os aditivos de origem animal, como a gema de ovo e o leite,
amplamente empregados na preservacdo do sémen, representam um risco potencial de
contaminacéo (Santos et al., 2018).

Entre os fatores que afetam a viabilidade espermatica do sémen, estd 0 processo
oxidativo. Neste contexto, ha a hipotese de que a formacao de radicais livres, fator primordial

para a oxidacdo, pode ser aumentada pelas mudancas de temperatura. Isso ocorre
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principalmente a partir das respostas metabolicas de recuperacdo dos espermatozoides apos o
descongelamento do sémen, danificando fungdes vitais das células espermaticas, sobretudo na
integridade da membrana plasmatica. Apesar da presenca de citoprotetores e antioxidantes
naturais no plasma seminal, estes ndo séo eficazes para conferir resisténcia suficiente as células

diante de situacbes extremas como a etapa de descongelamento e a exposicao a temperatura
ambiente (Nordberg; Arner, 2001; Pegg, 2002; Tatone et al. 2010). Com o intuito de diminuir

tais contaminacgdes, vém-se desenvolvendo pesquisas biotecnoldgicas na area da reproducéo
animal, com a utilizacdo de crioprotetores de origem vegetal (Santos et al., 2018). Pesquisas
com diluidores a base de Aloe vera, hibisco, agua de coco, tém demonstrado bons resultados
no processo de protecdo da integridade espermatica quando criopreservados (Santos et al.,
2020).

1.2.1. Célula espermatica

A célula espermatica é a unidade basica de estudo deste artigo e para a compreenséo de
sua composic¢do e estrutura se faz necessario uma breve introducao acerca de sua formagdo. A
gametogénese masculina ou espermatogénese se caracteriza pelos processos de diferenciacédo e
divisdo celular dos quais se originam 0s gametas masculinos ou espermatozoides (Staub,
Johnson, 2018). Este processo conta com a participacdo das células de Sertoli e de Leydig,
presentes no parénquima testicular, com funcdes relacionadas a espermiogénese e a producédo
de testosterona respectivamente (Kretser et al., 1998).

A espermatogénese pode ser didaticamente dividida em trés fases principais:
espermatocitogénese, espermiogénese e espermiacdo. No inicio da espermatocitogénese, as
espermatog6nias, derivadas de células germinativas presentes no testiculo, se dividem
primariamente por mitose e em seguida por meiose, formando células haploides que passardo
por uma segunda meiose resultando na formacao das espermatides. Estas, por sua vez, passam
por transformacdes bioquimicas e morfoldgicas, caracterizando o inicio da espermiogénese,
onde tais células adquirem o formato caracteristico dos espermatozoides, com a cabeca
alongada, peca intermediaria e cauda. A espermiacdo, fase final deste ciclo, é a liberacdo das
células nos tabulos seminiferos. A partir desta fase os espermatozoides sdo armazenados e
maturados ao longo do epididimo (Chocu et al., 2012).

A célula espermatica possui uma forma hidrodindmica importante para sua trajetéria até
0 odcito e é formada por: cabeca, contendo o material genético a ser combinado com o material

genético do odcito; acrossoma, constituido de enzimas hidroliticas necessarias para interacao
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com o odcito; pega intermediaria, onde se localizam as mitocondrias, responsavel por fornecer
energia para a movimentacao e a cauda (Cunningham, 2014).

Diante da importancia da integridade da membrana para a viabilidade espermatica e seu
potencial de fertilizacdo (Watson, 2000), é imprescindivel a compreensdo de sua composicao
estrutural. A membrana € constituida por uma cadeia lipidica de acidos graxos insaturados
agrupados em uma bicamada, com a presenca de proteinas responsaveis pelo transporte de
moléculas para o meio intracelular (Ding et al., 2015).

Ao longo de sua formacéo a célula germinativa modifica seu arranjo de organelas e,
como dito anteriormente, adquire a conformacdo espermatica tradicionalmente conhecida. O
conhecimento da espermatogénese € essencial para a avaliacdo espermatica, fornecendo
informacBes importantes para o diagndstico da origem de deformidades encontradas (Schmidt-
Hebbel, 2000; Brito et al., 2004).

1.2.2 Plasma seminal

O plasma seminal é a porcdo liquida do sémen, composto por diferentes fracdes
provenientes do testiculo, epididimo e de cada uma das glandulas sexuais acessorias, nos
bovinos essas glandulas sdo: ampolas, prostata, glandulas bulbouretrais e glandulas vesiculares.
Além de transportar os espermatozoides, limpar a uretra e lubrificar o pénis e a vagina, também
atua como fornecedor de substancias nutritivas e como um agente tampao, regulando o pH do
trato reprodutivo feminino (Frandson, 2013).

A ejaculacdo acontece em trés fases, em que a primeira porc¢do do ejaculado, chamada
de pré-seminal, possui teor aquoso, coloracao translicida e praticamente ndo ha presenca de
espermatozoides, esta ndo é colhida em uma coleta de sémen, o recomendavel é que se espere
pela segunda fase da ejaculacdo, cuja fracdo secretada apresenta um aspecto mais consistente
leitoso ou cremoso e rica em células espermaticas. Entre os compostos mais especificos e
relacionados a manutencdo da viabilidade espermatica, tem-se antioxidantes, proteinas,
insulina, acido citrico, enzimas, agUcares, entre outros (Mann, 1981; Lee et al., 2016).

Na composicdo do plasma seminal, h4 um equilibrio entre o potencial antioxidante e
espermatozoides com o proposito de controlar o estresse oxidativo, caracterizado neste caso
pelo processo de peroxidacao lipidica, uma das principais causas de degradacdo da membrana
plasmatica de diferentes tipos de células com envolto lipidico, inclusive de espermatozoides. O
sémen conta com mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos de defesa contra a oxidagao. Entre

0S mecanismos enzimaticos incluem-se: superéxido dismutase (SOD), catalase e glutationa
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redutase e peroxidase; ja como mecanismos ndo enzimaticos estdo o urato, acido ascoérbico,
vitamina E, taurina, hipotaurina, carotenoides e piruvato (Stradaioli et al., 2007; Whaley et al.,
2021).

As proteinas presentes no sémen, por sua vez, ligam-se a parede da membrana atuando
como reguladores da capacitagdo espermética, estimulando o efluxo de lipoproteinas e
colesterol da membrana plasmatica (Manjunath, 2002).

Ja a insulina, secretada pelas células de Leydig e Sertoli, tem a funcdo de auxiliar na
espermatogénese e esteroidogénese (Lee et al., 2016), além de desempenhar importante papel
na manutencdo da motilidade espermaética e da integridade de membrana, como demonstrado

em estudos com bovinos (Henricks et al., 1998).

1.2.3 Criopreservacao

A criopreservacdo de sémen tem o objetivo de conservar o sémen a temperaturas
negativas mantendo sua capacidade de fertilizacdo por indeterminado periodo de tempo (Pegg,
2015). Apesar da capacidade de conservacdo da técnica, sabe-se que estd também impacta
negativamente a integridade dos espermatozoides, dessa forma o objetivo de pesquisas e
inovacOes tecnoldgicas é minimizar tais impactos e conferir melhores condi¢Ges de
preservacao, almejando alcancar niveis de qualidade proximos aos do sémen in natura (Watson,
2000; Grotter et al., 2019). A desidratacdo ou estresse osmotico, também relacionado a
formacdo de gelo, e o estresse oxidativo sdo os principais fatores de deterioracdo das células
causadas pelo processo de preservacao (Baumber et al., 2005).

Em resumo, os passos da criopreservacdo sdo: 1) adicdo de crioprotetores ao esperma
antes do resfriamento e subsequente congelamento quando for o caso, 2) refrigeracdo e
estabilizacdo possibilitando seu armazenamento em nitrogénio liquido sob temperaturas
préximas a -196°C, 3) Reaquecimento do esperma congelado para sua utilizacdo. O grande
obstaculo ndo € a resisténcia ao congelamento em nitrogénio, mas sim a capacidade da célula
resistir as alteracfes de temperatura, especialmente em torno de -10 e 5°C, intervalo em que
acontecem importantes alteragdes osmoticas (Watson, 2000; Pegg, 2015; Grétter et al., 2019).
O estresse osmatico estd principalmente relacionado a velocidade de redugdo da temperatura,
as células podem ser danificadas por um resfriamento muito rapido ou muito lento (Grotter et
al., 2019). O resfriamento rapido demais causa a transformacéo da dgua remanescente dentro
da célula em cristais de gelo, devido ao tempo insuficiente para desidratacdo total; ja o

resfriamento muito lento, por permitir uma desidratagdo prolongada, deforma a célula, o que a
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reduz em volume danificando a membrana de forma severa, incapacitando a célula de recuperar
seu volume e conformagdo normal na fase de descongelamento (Mazur 1984, Watson 1995,
Mayers, 2005; Pegg, 2015; Whaley, 2021). Crioprotetores também sdo potenciais causadores
de estresse osmotico, por isso sua incorporacao ao sémen deve ser realizada de forma gradual
(Varish, 2022).

O estresse oxidativo causa a reducdo da integridade funcional e estrutural dos
espermatozoides devido a formacdo de grandes quantidades de ROS e radicais livres, que
ocorrem durante a manipulacdo, exposicdo a luz e mudancas de temperatura. Além disso, a
danificacdo das membranas durante a criopreservagdo resulta na saida de moléculas
antioxidantes para 0 meio extracelular, reduzindo sua capacidade interna de protecdo contra
ROS (Bucak et al., 2010; Varigh, 2022). Trata-se de um processo natural de degradacéao, que
pode ser potencializado em consequéncia de alteracdes estruturais das células causadas pelo
congelamento e pelas mudancas de temperatura (Watson, 2000; Baumber et al., 2005).

Apesar das principais distinges quanto as caracteristicas do sémen estarem atreladas as
diferencas entre espécies ou ragas, podem haver variacdes entre individuos (Thurston et al.,
1999). Variacdes relacionadas a congelabilidade, por exemplo, sdo definidas por propriedades
da membrana plasmatica das células espermaticas, podendo estar ligadas ou ndo a fatores
genéticos (Thurston et al., 1999). Ademais, ejaculados de um mesmo individuo também podem
se distinguir ao longo do tempo, de acordo com fatores internos e externos, como estado
sanitario, idade, nutri¢do, condi¢6es climaticas, frequéncia de ejaculacBes, ambiente, luz solar,
entre outros (Biniova et al., 2017). Destaca-se também a presenca de subpopulacdes com
diferentes graus de vulnerabilidade a manipulacdo ou a congelacdo em um Unico ejaculado,
determinado por variacbes morfoldgicas causadas por distirbios na espermatogénese ou
durante a maturacdo. (Thurston et al., 1999).

Considerando os entraves previamente apresentados, sdo continuamente desenvolvidos
métodos para atenuar seus efeitos prejudiciais, como métodos de resfriamento e congelamento,
técnicas de manipulagéo e formulacGes de diluentes crioprotetores. Estes recursos otimizam o
aproveitamento das amostras coletadas, porém quanto maior o nivel de estresse térmico e tempo
de manipulacdo, menor o potencial de fertilizacdo. Ou seja, o sémen fresco tera melhor
qualidade em relagcdo ao sémen refrigerado, e este melhor qualidade em relacéo ao congelado
(Watson, 2000; Bailey et al. 2003; Tatone et al., 2010).

Para a congelagdo foram desenvolvidos padroes de cadéncia de refrigeracéo, ja que a

mudanca abrupta de temperatura é altamente prejudicial as células (Grotter, 2019). S&o
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comumente utilizadas geladeiras especificas ou caixas de isopor com design préprio a fim de
proporcionar uma curva de resfriamento adequada. Quanto as etapas da criopreservagao:
previamente a congelacdo o sémen é resfriado e estabilizado a temperaturas préximas a 0°C,
logo depois é posto em contato com o vapor do nitrogénio liquido, onde ultrapassara os -100°C,
somente em seguida o semen é envasado e mergulhado em nitrogénio liquido atingindo em
torno de -196°C (Boscarato, 2016; Tvrda, 2017; Sebastido, 2018; Patel, 2019; Whaley et al.,
2021).

Notavelmente na década de 70, uma pesquisa de Ahlquist et al. concluiu que as taxas
de descongelacao tinham maiores influéncias na sobrevivéncia celular pos-criopreservacéo que
as taxas de congelacdo. Portanto, o descongelamento das palhetas de sémen é realizado em
banho maria, com aquecedores especificos, a uma temperatura de 37°C (Tvrda, 2017; Whaley
et al., 2021); pelo menos um estudo demonstrou evidéncias de que a curva de aquecimento
entre 2°C/min a 100°C/min ndo apresentaram diferencas na viabilidade espermatica (Thorpe,
1976).

1.2.4 Diluicao

O plasma seminal ndo é constituido de forma a prover protecdo suficiente aos
espermatozoides contra processos oxidativos decorrentes da exposicdo ao ambiente externo,
dessa forma o sémen é rapidamente diluido para que permaneca 0 minimo possivel sem acao
de agentes protetores. Entre 0s componentes com resultados mais expressivos estdo a gema de
ovo ou leite utilizados como base do meio, o glicerol, antibi6ticos e antioxidantes (Beconi et
al., 1993; Pegg, 2002; Tvrd4, 2017; Whaley et al., 2021).

A capacidade criopreservante da gema de ovo e sua aplicacdo na industria bovina foi
descoberta por Paul Phillips e Henry Lardy, em 1940; em 1949, Polge et al. (1949), descobriu
a utilizacdo do glicerol como protetor celular. Posteriormente, foi descoberta a possibilidade da
adicao de antibioticos e sodio citrato (o citrato atua como tamponante para a manutenc¢éo do pH
proximo da neutralidade (6,8 a 7,1) ao meio diluente para aumentar a quantidade de células
sobreviventes ap6s o descongelamento. Fornecedores de energia também sdo utilizados, como
a insulina e diferentes carboidratos (Henricks, 1998; Whaley et al., 2021; Pinto, 2023).

A gema de ovo em combinacgdo com o TRIS (hidroximetil aminometano) e o citrato é a
formulacéo mais utilizada. Devido a dificuldade de padronizagéo de produtos a base de matéria
prima de origem animal, foi sugerida a substituicdo destes por componentes sintéticos ou de

origem vegetal, porém estudos demonstraram melhores resultados na avaliacéo espermatica pos
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descongelamento com a utilizagdo de TRIS e gema de ovo. (De Leeuw, 2000; Thun, 2002;
Niasari-Naslaji, 2006).

A presenca de proteinas conhecidas como bovine seminal plasma (BSP), responsaveis
pela capacitacao espermatica no plasma seminal, se torna uma das barreiras para a conservacao
do sémen. Este processo é essencial para a funcionalidade dos espermatozoides no momento da
fecundacdo j& no trato reprodutivo feminino, porém a a¢do dessas proteinas causa a capacitagdo
precoce do esperma a ser preservado. As BSP se ligam aos fosfolipideos da membrana
espermatica e atuam como reguladores da capacitacdo, estimulando o efluxo de lipoproteinas e
colesterol da membrana plasmatica, tornando as células mais vulnerdveis aos danos da
criopreservacdo. Para minimizar tal efeito séo utilizados crioprotetores extracelulares como a
gema do ovo, as lipoproteinas de baixa densidade presentes nessas substancias se ligam de
forma estavel as BSP impedindo sua acdo sobre a membrana dos espermatozoides (Manjunath
etal., 2002).

Sendo necessario que o nimero de espermatozoides funcionais seja maior que o nimero
considerado minimo para atingir alta probabilidade de fecundacdo — 20x10%ml- (Watson,
2000). Considerando espermatozoides congelados e as perdas decorrentes da congelacdo, é
necessaria uma concentracdo oito vezes maior para alcancar uma taxa de fecundacdo
equivalente a do sémen in natura (Shannon, 1995).

A dose inseminante é calculada de acordo com as caracteristicas do sémen coletado, a
avaliacdo feita definira a quantidade de espermatozoides funcionais e partir deste resultado o
sémen serd considerado apto para a utilizacdo ou serd descartado. O manual de exame
androldgico do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA) traz alguns parametros a serem
considerados para a selecdo do sémen. Quanto a motilidade, seleciona-se o ejaculado que
apresentar resultado acima de 70%, e anormalidades morfoldgicas totais abaixo de 20%
(CBRA, 2013).

Como apresentado anteriormente, logo ap6s a coleta o sémen deve ser imediatamente
diluido em proporcéo 1:1, esta etapa ¢ feita antes mesmo dos célculos de diluicdo. Em relagdo
aos calculos, estes sdo realizados a partir da avaliagdo da concentragdo espermatica,
considerando o volume do ejaculado e a dose inseminante adotada. A relagéo entre esses valores
sera a base do calculo para se chegar a quantidade de diluidor a ser incorporada ao ejaculado e
a quantidade de doses a serem envasadas (EMBRAPA, 2017).

1.2.5 Peroxidacao lipidica
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A peroxidacao lipidica é um processo de degradacdo oxidativa em que a cadeia lipidica
perde moléculas de hidrogénio para radicais livres dispersos no meio (Silva, 1999; Voet, 2004).
Os radicais livres, responsaveis por desencadear a peroxidacéo, sao liberados naturalmente pela
interacdo com oxigénio, exposicdo a luz e em consequéncia da manipulacdo. Esses radicais
livres sdo moléculas de oxigénio instaveis, que se estabilizam através de ligacbes com
hidrogénio. Com a perda dos elétrons presentes no hidrogénio, a cadeia se enfraquece e com o
decorrer do tempo a membrana composta por estas cadeias pode perder sua conformacéo,

romper-se e perder sua funcionalidade (Buettner, 1993; VVoet, 2004).

1.2.6 Atividade antioxidante em espermatozoides criopreservados

Os antioxidantes sdo substancias que em baixas concentracdes reduzem ou impedem a
oxidacdo de determinado substrato, no caso em questdo protegendo a membrana plasmatica dos
espermatozoides criopreservados, j& que sua estrutura consiste de uma bicamada lipidica
formada por &cidos graxos insaturados, a constituicdo lipidica mais vulneravel a peroxidacéo;
dessa forma os antioxidantes mantém a atividade metabolica e viabilidade das células
espermaticas (Beconi et al., 1993). Seu mecanismo de acdo € caracterizado pelo fornecimento
da molécula de hidrogénio necessaria para a estabilizacdo dos radicais livres, ou seja, os radicais
livres se estabilizam a partir do recrutamento do hidrogénio proveniente da substancia
antioxidante e ndo da molécula de hidrogénio das cadeias lipidicas da membrana (Buettner,
1993; Voet, 2004).

As propriedades ideais de um antioxidante sdo, baixa capacidade de perder elétrons,
capacidade reagir com o oxigénio, manifestar atividade antioxidante mesmo em pequenas
quantidades, passivel de ser reciclada direta ou indiretamente por sistemas enzimaticos e

apresentar menor energia de ativacdo que as moléculas oxidaveis (Buettner, 1993).

1.2.7 Potencial antioxidante de extratos de frutos da flora brasileira

Com a crescente demanda por tratamentos naturais e diminuicdo de aditivos sintéticos,
compostos bioativos tém sido objeto de estudo de inUmeras pesquisas em diferentes areas.
Frutos com potencial antioxidante e antimicrobiano estdo presentes em todos os biomas do
Brasil e com o empenho de pesquisadores e incentivo governamental o pais tem potencial para
se tornar referéncia em inovagGes com compostos bioativos de frutos tropicais (Funari e Ferro,
2005; Silva, 2020).

Os extratos dos frutos a serem analisados sdo obtidos através de solugdes alcoodlicas ou
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aquosas e sao feitas a partir dele, a determinacdo de atividade antioxidante, determinacdo de
acido ascorbico (vitamina C) e determinacdo de compostos fendlicos. As pesquisas Sao
engendradas a fim de testar os efeitos dos extratos em situacdes especificas e controladas para
o0 desenvolvimento de novos produtos e farmacos (Silva, 2020).

O cerrado é bastante diversificado, concentrando um terco da biodiversidade nacional e
5% da flora e da fauna global, onde se encontram diversas espécies vegetais de interesse
cientifico, principalmente devido as substancias de potencial medicinal presentes em frutos
tipicos (Souza et al., 2007). Frutos como: Pequi (Caryocar brasiliense); Buriti (Mauritia
vinifera); Murici (Byrsonima verbascifolia); Jatobd (Hymenaea stigonocarpa); Cajui
(Anacardium humile); Mangaba (Hancornia speciosa), Cagaita (Eugenia dysenterica), espécies
do género Anacardium (Caju), Guapeva (P. gardneriana) e Pitanga-do-cerrado (E. calcyna).

Os frutos citados se destacam pela alta concentragdo de compostos fendlicos, cido ascorbico
(vitamina C) com propor¢Oes variadas entre as especies, conferindo a eles atividade antioxidante
cujo grau também varia entre elas (Rocha et al., 2011, Silva, 2020). A acdo antioxidante dessas
espécies € conhecida de forma empirica pelas comunidades locais e faz parte do conhecimento
tradicional (Avidos; Ferreira, 2003).

Compostos fenolicos funcionam como sequestradores de radicais — processo antioxidante
— e algumas vezes como quelantes de metais (Shahidi et al., 1992; Soares, 2002), agindo tanto
na etapa de iniciagdo como na propagacao do processo oxidativo. Os compostos fendlicos e
alguns de seus derivados séo, portanto, eficazes para prevenir a oxidacdo lipidica; entretanto,
devido principalmente a sua toxicidade, conhecida por estudos para a industria de alimentos
(Shahidi et al., 1992), é de suma importancia o estudo da a¢do destas substancias in vivo. Entre
0s principais compostos fendlicos presentes nos vegetais estao, taninos, flavonoides, tocoferois
(Soares, 2002, Rocha et al., 2011; Freire, 2013).

O é&cido ascérbico age impedindo a formacdo de hidroperdxido de lipideos nas
lipoproteinas plasmaticas, e desse modo, previne os possiveis danos oxidativos que afetam as
células espermaticas (May, 1999; Nordberg e Arner, 2001). Ja foram realizados estudos
envolvendo a adicéo desta substancia ao sémen criopreservado de diversas espécies, 0s quais
relatam que o acido ascorbico ndo causa alteracdes na morfologia espermética, porém também
ndo melhora a motilidade das células espermaticas ap0s 0 processo de criopreservagao — mesmo
reduzindo danos oxidativos do processo — (Garcez, 2011).

No sémen de coelhos demonstrou eficacia na reducdo das concentragdes de substancias
reativas do oxigénio (Yousef et al., 2007). Em bovinos, demonstrou-se que, tanto isolada

guanto combinada com outro antioxidante enzimatico, apresentou impactos positivos nas
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células espermaéticas, apds o processo de criopreservacdo do sémen (Hu et al., 2010; Eidam,
2016).

1.2.8 Atividades bioldgicas do Extrato de Hymenaea stigonocarpa

A Hymenaea stigonocarpa, popularmente conhecida como Jatob4, € uma das espécies
em foco de estudos para o desenvolvimento de novos farmacos. Trata-se de uma arvore
encontrada na floresta amazonica, mata atlantica, cerrado e pantanal brasileiro, atingindo até 20
metros de altura seu fruto € um legume seco, alongado e arredondado, sua cor varia do marrom-
claro ao marrom-escuro e a frutificagdo ocorre no més de agosto. A polpa do fruto é farinacea
e comumente utilizada na confecgéo de alimentos (Carvalho, 2007).

O fruto e as folhas do Jatoba também sdo utilizados tradicionalmente para fins
medicinais, de forma empirica foi constatada sua eficacia para o tratamento de colica estomacal,
afeccOes respiratdrias, geniturinarias e hepaticas em geral, além de apresentar potencial
vermifugo, cicatrizante, antipirético, antifungico e antioxidante (Garcia, 2011).

Ja foi demonstrada a presenca de terpenoides, esteroides e flavovoides com o exame
fitogquimico do alburno de H. stigonocarpa e avaliada sua capacidade antimicrobiana frente a
bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus (Valentim, 2006). Ademais, a presenga de
compostos fendlicos e &cido ascorbico foi detectada e sua atividade antioxidante foi considerada
relevante (Silva, 2020).

A capacidade antioxidante dos extratos também foi avaliada em sistema modelo de co-
oxidagdo do B-caroteno/acido linoleico, este método avalia a atividade de inibigdo de radicais
livres gerados durante a peroxidacao do acido linoleico (Mattos et al., 2009). Outras formas de
avaliacdo da atividade antioxidante sdo o método de sequestro de radicais livres do DPPH (2,2
difenil-1-picrilhidrazil) e 0 método de reducéo do ferro (Rufino et al., 2006, 2007).

Os valores da atividade antioxidante do extrato aquoso de jatoba estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1 - A atividade antioxidante do extrato aquoso de jatoba pelo sistema e co-oxidagao [3-

caroteno betacaroteno/acido linoleico do extrato.

Concentracao extrato p-caroteno/acido linoleico
aquoso (mg/mL) AA(%trolox 400uM)

5,00 68,04 +3,04a

2,50 65,87+1,13a

1,00 66,08+0,39%
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0,50 64,87+1,29a
Fonte: Lopes, 2018.

De acordo com Rufino et al. (2010), estes resultados demonstram uma atividade

antioxidante intermediéaria.

1.3 Concluséo

A técnica de criopreservacdo de sémen € antiga e pouco mudou nas Ultimas décadas,
porém percebe-se a partir desta revisdo que ha margem para o melhoramento e inovacao,
principalmente em relacdo as espéecies cujo sémen é mais vulneravel ao congelamento e a
oxidacdo, como bovinos, equinos e suinos. Espera-se que seja possivel a utilizacdo de extratos
naturais, em especial de espécies nativas do Brasil, e que estes possam melhorar a qualidade
espermatica do sémen pds-congelamento e refrigeracdo, atuando principalmente como

inibidores do processo oxidativo.
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1.5 Objetivo

O objetivo do trabalho foi a avaliacdo da eficacia da adicdo de extrato aquoso da polpa
do fruto de jatoba (Hymenaea stigonocarpa) nas proporcdes de 0,5% e 1% em meio diluidor
de sémen bovino sobre os pardmetros de cinética e viabilidade espermética pds-

descongelacéo.
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2.1 AVALIACAO DA ACAO DO EXTRATO AQUOSO DA POLPA DO JATOBA
(Hymenaea stigonocarpa) NA VIABILIDADE DO SEMEN BOVINO POS-
CONGELAMENTO
Artigo editado de acordo com as normas de publicacdo da Revista Arquivo Brasileiro de
Medicina Veterinaria e Zootecnia — ISSN 1678-4162,

Resumo:

Este trabalho objetivou avaliar a capacidade do extrato de polpa de Jatobd (Hymenaea
stigonocarpa) de conferir protecdo antioxidante ao sémen bovino, quando adicionado ao
diluente comercial previamente ao processo de congelacdo. O estudo comparou de forma
inédita a qualidade do sémen congelado em diluente comercial Botubov® em sua formula
padrdo, com grupos contendo diferentes concentracdes do extrato aquoso da polpa de Jatoba
adicionado ao diluente. Foram utilizados 5 touros zebuinos da raca Nelore, com idade média de
5 anos. Para o estudo foram obtidos dois ejaculados de cada um dos cinco touros, no intervalo
de uma semana cada coleta, pelo método de eletroejaculacdo, totalizando dez partidas de sémen
criopreservadas. Os ejaculados foram divididos em 3 grupos de estudos: grupo controle (C):
ejaculado diluido em meio comercial, grupo 1 ejaculado diluido em meio comercial acrescido
com 0,5% de extrato aquoso da polpa do jatob, grupo 2 ejaculado diluido em meio comercial
acrescido com 1% de extrato aquoso da polpa do jatoba. As amostras foram diluidas numa
concentracdo de 100 milhdes/mL e posteriormente acondicionadas em palhetas de 0,5 mL.
Foram mantidas por 4 horas a 5°C e posteriormente, mantidas por 20 minutos em vapor de
nitrogénio liquido (N2L) em caixa isotérmica e em seguida, mergulhadas em N2L e
armazenadas em botijao criogénico. Para as analises pos-descongelacdo, as palhetas foram
descongeladas a 36°C por 20 segundos. Foram avaliados os parametros de cinética e cinematica
espermatica pelo sistema computadorizado (CASA - Computer-Assisted Semen Analisys). Foi
observado no grupo com 1% de extrato uma menor motilidade total, motilidade progressiva e
motilidade rapida dos espermatozoides. Os espermatozoides imoveis foram maiores no grupo
com 1% de extrato. Nao se observou diferencas significativas na cinematica espermatica entre
0s grupos. O presente estudo revelou que a adi¢do da polpa de extrato de jatoba a 0,5 e 1% néo
melhorou os parametros de cinética espermatica. O extrato a 1% diminuiu os valores de
motilidade total progressiva, motilidade rapida e aumento do percentual de espermatozoides
imoveis. Ressalta-se, no entanto, a necessidade de novos estudos utilizando novas
concentragOes do extrato, novos métodos de integracédo e diluentes diferentes.

Palavras-chave: Bioativos. Criopreservagédo. Extrato vegetal. Reprodugéo animal.



38

Abstract:

This study aimed to evaluate the ability of Jatoba pulp extract (Hymenaea stigonocarpa) to
confer antioxidant protection to bovine semen when added to a commercial extender prior to
freezing. The study compared in an unprecedented way the quality of semen frozen in
Botubov's® standard commercial extender with groups containing different concentrations of
Jatoba pulp aqueous extract added to the extender. Five Nellore Zebu bulls, with an average
age of 5 years, were used. Two ejaculates (two collections) were obtained from each of the five
bulls, one week apart, using the electroejaculation method, totaling ten cryopreserved semen
batches. The ejaculates were divided into 3 study groups: control group (C): ejaculate diluted
in commercial medium; group 1: ejaculate diluted in commercial medium added with 0.5%
aqueous extract of jatoba pulp; and group 1: ejaculate diluted in commercial medium added
with 1% aqueous extract of jatoba pulp. The samples were diluted to a concentration of 100
million/mL and subsequently stored in 0.5 mL straws. They were kept for 4 hours at 5°C and
subsequently kept for 20 minutes in liquid nitrogen vapor (N2L) in an isothermal box and then
immersed in N2L and stored in a cryogenic cylinder. For post-thaw analyses, the straws were
thawed at 36°C for 20 seconds. Sperm kinetics and kinematics parameters were evaluated by
the computerized system (CASA - Computer-Assisted Semen Analysis). Lower total motility,
progressive motility, and rapid motility of sperm were observed in the 1% extract group. The
number of non-motile sperm was higher in the 1% extract group. No significant differences in
sperm kinematics were observed between the groups. The present study revealed that the
addition of 0.5 and 1% jatoba pulp extract had a negative effect on sperm kinetics, decreasing
total progressive motility and rapid motility values, and increasing the percentage of non-motile
sperm. However, the need for further studies using new extract concentrations, new integration
methods, and different diluents is emphasized.

Keywords: Animal Reproduction. Bioactive. Cytoprotective. Plant extract.
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INTRODUCAO:

Com o passar do tempo e a evolucdo cientifica, s6 aumentam a aplicabilidade e
necessidade das biotecnologias de reproducdo. Atualmente a técnica de inseminacdo artificial
(IA) é amplamente difundida no ambito da pecuéaria, impulsionada pela necessidade de
melhoramento genético e otimizacao de processos produtivos, principalmente para satisfazer as
demandas do grande avanco no setor de exportacdo (Alves, Contini, Gasques, et al., 2008). O
incremento no uso da IA muito se deu pelo desenvolvimento de tecnologias como o0 método de
inseminacdo artificial em tempo fixo, caracterizado pela mimetizacdo da endocrinologia
reprodutiva, utilizando farmacos exdgenos para a sincronizagdo do estro e/ou da ovulacéo, e
formas cada vez mais eficazes de manutencdo da qualidade do sémen bovino criopreservado
(ASBIA, 2021).

Desde 1678, quando espermatozoides foram descritos pela primeira vez pelo holandés
Antoni van Leeuwenhoek, cientistas de diversas areas de atuacdo contribuiram para a histdria
da inseminacdo artificial (Ombelet; Van Robays, 2015). Sua primeira aplicacdo bem sucedida
e descrita na literatura foi realizada em 1784 pelo sacerdote catélico e fisiologista italiano
Lazzaro Spallanzani (Spallanzani, 1789), a quem também se atribui a autoria da primeira
descricdo dos efeitos do resfriamento do sémen em espermatozoides, ao arrefecer sémen
humano a temperatura da neve e relatar a secdo dos movimentos das células espermaticas
(Ombelet; Van Robays, 2015). Sendo a criopreservacdo (preservacao pelo frio) o principal
método de conservacdo de sémen até os dias atuais (Grotter et al., 2019), pesquisas como esta,
relacionadas a interacdo entre refrigeracdo e a viabilidade espermatica, viriam a ser replicadas,
em diferentes niveis de complexidade, por toda a historia da técnica.

A criopreservagédo, seja 0 congelamento ou refrigeracdo do sémen, apesar de sua
capacidade de conservacao, resulta em alteracfes permanentes nas estruturas das membranas,
na integridade do DNA e na cinética espermatica (Celeghini et al., 2008; Amidi et al., 2016;
Treulen et al., 2018). Tais alteragOes séo determinantes para a capacidade de fertilizagéo do
sémen e podem estar relacionadas ao estresse osmatico, formacéo de cristais intracelulares ou
a liberacdo de radicais livres (Grotter et al., 2019). Por conseguinte, para a protecao das células,
sdo utilizados meios diluentes compostos por diferentes substancias protetoras relacionadas a
cada um dos possiveis efeitos deletérios da criopreservacdo (Pinto et al., 2023; Whaley et al.,
2021).

Entre os fatores que afetam a viabilidade espermatica do sémen, estd 0 processo

oxidativo. Neste contexto, ha a hipotese de que a formacao de radicais livres, fator primordial
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para a oxidagdo, pode ser aumentada pelas mudangas de temperatura. Isso ocorre
principalmente a partir das respostas metabolicas de recuperacdo dos espermatozoides apos o
descongelamento do sémen, danificando func@es vitais das células espermaticas, sobretudo na
integridade da membrana plasmatica. Apesar da presenca de citoprotetores e antioxidantes
produzidos pelo préprio organismo no plasma seminal, estes ndo séo eficazes para conferir
resisténcia suficiente as células diante de situagdes extremas como o congelamento,
descongelamento e a exposicdo ao oxigénio (Nordberg e Arner, 2001; Pegg, 2002; Tatone et
al. 2010; Souza, 2016).

Para solucionar esse entrave sdo adicionados ao sémen aditivos citoprotetores, porém o
uso destes aditivos pode aumentar consideravelmente o preco das doses de sémen, enquanto o
uso de substancias naturais, como o0 extrato de plantas podem melhorar a viabilidade
espermatica com menor custo. (Tvardé et al., 2020)

Para este trabalho a espécie vegetal escolhida foi o Jatoba. Lopes (2018) em seu trabalho
de pesquisa com a H. stigonocarpa obteve os seguintes resultados em uma pesquisa in vitro em
relacdo a atividade antioxidante com o método de co-oxidagdo do B-caroteno/acido linoleico os
resultados para o extrato aquoso (1,0 mg/mL) foram de 66,08% de trolox 400 M, considerado
atividade antioxidante intermediéria.

Dessa forma, os estudos realizados por Lopes (2018), obtiveram resultados satisfatérios
tanto para atividade antioxidante, porém ainda sdo necessarios estudos para averiguar tal
atividade in vivo, para assim atestar a viabilidade da utilizacdo do extrato aquoso de H.
stigonocarpa como uma alternativa de antioxidante para as técnicas de criopreservacdo de
sémen.

Este trabalho teve o objetivo de avaliar a capacidade do extrato de polpa de Jatoba
(Hymenaea stigonocarpa) de conferir protecdo antioxidante ao sémen bovino, quando
adicionado ao diluente comercial previamente ao processo de congelacdo e contribuir com os
avangos no conhecimento dos bioativos e seu potencial, em especial visando sua utilizagdo
como alternativa para protecdo de celulas espermaticas no contexto das biotecnologias

reprodutivas.

MATERIAIS E METODOS:

Obtencéo do material vegetal
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Hymenaea stigonocarpa (Jatoba) foi coletada no municipio de Umuarama, regido
noroeste do estado do Parand, Brasil, nas coordenadas latitude 23° 47' 55" Sul e a longitude
53° 18’ 48" Oeste”. O acesso a espécie foi registrado no Sistema Nacional de Gestao do
Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado sob o nimero AE4365B.
Obtencéo dos extratos

Os frutos foram secos a temperatura ambiente, foram retiradas as polpas dos frutos e
separadas das sementes, a polpa foi macerada em gral com pistilo, foi utilizado nitrogénio
liquido para quebra de particulas maiores, e pulverizada a uma granulometria a 710 um. Foi
preparado o extrato aquoso, com adaptacdo de acordo com a metodologia de Arakaki (2015).
Para o preparo do extrato aquoso, foi utilizado agua purificada Milig (2700 L) como solvente,
para o extrato etandlico foi utilizado 700mL alcool absoluto 96° GL, e para o extrato hidro
cetbnico (20/80) foi utilizando 200 mL agua purificada Milig e 500 ml de acetona, foi utilizado
50 g da polpa pulverizada em ambos, foram mantida sob maceragdo dindmica com renovacao
de solvente por 20 minutos, logo apds foram filtradas , repetindo esse processo até o filtrado
ficar mais claro. Em seguida os extratos foram concentrados, utilizando-se um evaporador
rotativo (Tecnal TE-210) até completa evaporacdo do solvente, obtendo desta forma os extratos
brutos aquoso, etanolico e hidro cetonico (20/80). Os extratos brutos foram liofilizados & uma
temperatura de -42 °C.

Locais e processamento das amostras

As atividades de colheitas foram realizadas no Laboratério de Reproducdo Animal do
Hospital Veterindrio da Universidade Paranaense (UNIPAR), localizado no municipio de
Umuarama, Parand, Brasil, e na Fazenda Trés Minas, localizada no municipio de Xambré.
Todos os procedimentos realizados durante o experimento foram aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa Envolvendo Experimentacdo Animal da Universidade Paranaense, sob
protocolo n° 41405/2024.

Foram utilizados 5 touros zebuinos da raca Nelore, de escore corporal de 3 a 4,, com
idade media de 5 anos, criados de forma extensiva a pasto nas dependéncias da Fazenda Trés
Minas, com agua e suplementacdo mineral disponiveis a vontade. Através de exame
andrologico e exame fisico os 5 touros foram considerados aptos a reproducdo segundo
parametros do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 2013). Para o estudo foram
obtidos dois ejaculados (duas coletas) de cada um dos cinco touros, no intervalo de uma semana
cada coleta, pelo método de eletroejaculagdo, totalizando dez partidas de sémen

criopreservadas.
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Neste experimento foi utilizado um meio diluente comercial para sémen de touro e
pequenos ruminantes (Botubov®, Botupharma Biotecnologia Animal, Botucatu, Brasil).

Os parametros estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA,
2013) utilizados para a avaliacdo do sémen foram volume, aspecto, coloracdo, turbilhonamento,
motilidade espermatica progressiva retilinea, vigor e concentragdo espermatica. Considerando
aptos a criopreservacdo somente ejaculados com aspecto leitoso, vigor minimo 3 e com
motilidade espermatica acima de 70%.

A avaliacdo do sémen (volume, motilidade, vigor e turbilhonamento) da primeira coleta

esta apresentada na tabela 2.

Tabela 2 - A avaliacdo do sémen (volume, motilidade, vigor e turbilhonamento) da primeira
coleta utilizando o aparelho Androscope CASA system 12500/3000, minitube.

Touro Volume (ml) Motilidade (%) Vigor (1-5) Turbilhonamento (1-5)
4047 6 90 4 3
4053 5 80 3 1
4049 7 90 4 3
4045 6 70 3 1
4041 5,5 90 4 3

Fonte: O autor

A avaliacdo do sémen (volume, motilidade, vigor e turbilhonamento) da segunda coleta

esta apresentada na tabela 3.

Tabela 3 - A avaliacdo do sémen (volume, motilidade, vigor e turbilhonamento) da segunda
coleta utilizando o aparelho Androscope CASA system 12500/3000, minitube.

Touro Volume (ml) Mototilidade (%) Vigor (1-5) Turbilhonamento (1-5)

4047 6,5 80 3 1
4053 4,5 70 3 2
4049 11 90 3 3
4045 15 80 3 2
4041 6 95 4 5

Fonte: O autor
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Apos a coleta e preparacdo das aliquotas de andlise, os ejaculados foram subdivididos
em mesma quantidade em trés tubos, em cada um dos tubos o sémen foi diluido em proporcao
1:1, com o diluidor de sémen Botubov® adicionados de diferentes concentracdes do extrato da
polpa de jatoba (Hymenaea stigonocarpa), enquanto as analises e calculos e concentracéo eram
realizados com o auxilio do sistema CASA do aparelho Androscope da Minitube.

Apos a triagem inicial cada ejaculado foi aliquotado em 3 grupos de estudo:

1) Grupo controle: meio diluidor comercial,
2) Grupo tratamento 1: meio diluidor comercial e 0,5% de extrato aquoso da polpa de
jatoba.

3) Grupo tratamento 2: meio diluidor comercial e 1% de extrato aquoso da polpa de jatoba.

Apbs a adicdo extrato de jatoba os tubos foram homogeneizados na proporcao 1:1 e
incubados em banho-maria a temperatura de 37°C pelo tempo de 10 minutos, foram realizadas
as analises e determinacdo de diluicdo para a incorporacdo do agente antioxidante.

A diluicdo do sémen foi determinada pelo resultado do célculo de concentragdo, de
forma que cada um dos trés tubos resultasse em doze palhetas francesas de 0,5mL (IMV®
Tecnologies L’Aigle Cedex, France) contendo 30 milhdes de espermatozoides viaveis cada.
Cada um destes tubos representa um dos grupos de avaliagdo apresentados acima.

As amostras passaram por uma incubacédo de 20 minutos antes de serem dispostas em
uma caixa de isopor previamente refrigerada a 5°C e posteriormente congeladas de acordo com
Crespilho et al. (2006). As palhetas foram armazenadas em um botijdo de nitrogénio por 3 dias
antes de serem expostas as analises.

As palhetas apds preenchidas com determinada dilui¢do, foram incubadas por 20
minutos, antes do processo de congelamento. Foram utilizadas caixas de isopor Botuflex para
a etapa de refrigeracdo; este método estabiliza a temperatura das amostras a 5°C em um periodo
de 4 horas. Em seguida as palhetas foram dispostas sobre vapor de nitrogénio por 20 minutos,
nesta etapa ocorre a transicdo das amostras para -20°C que logo apds sdo mergulhadas em
nitrogénio liquido atingindo até -196°C. Para as analises as amostras foram descongeladas em
descongelador WTA a 37°C, por 30 segundos e dispostas em laminas e laminulas pré-aquecidas
na mesma temperatura.

Analises de sémen assistidas por computador

A motilidade e a cinematica dos espermatozoides foram analisadas utilizando o método

CASA (Fernandez-Novo et al. 2021). As amostras de sémen em cada tratamento foram diluidas

com o mesmo diluente até que a concentracio de espermatozoides atingisse 6 x 108 células por
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mL. As amostras de sémen foram colocadas em um tubo de ensaio de 2 ml com tampa e
aquecidas por dois a trés minutos a 37 °C em uma unidade de aquecimento mével (minitube).
Apdbs o preenchimento da cadmara de contagem com trés microlitros da amostra de sémen, a
camara foi colocada dentro do Androscope (Androscope CASA system 12500/3000, minitube),
previamente conectado a um computador. Ap6s o foco, a cinematica e a motilidade dos
espermatozoides foram examinadas. Pelo menos 8 campos aleatrios com um minimo de 1.000
espermatozoides/amostra foram utilizados para analise. Os parametros de motilidade dos
espermatozoides analisados incluiram motilidade total (%), motilidade progressiva (%),
motilidade rapida (%), motilidade lenta (%), motilidade circular (%), motilidade local (%) e
sem motilidade (%). Enquanto a cinematica dos espermatozoides incluiu velocidade em linha
curva (VCL) em pum/s, velocidade em linha reta (VSL) em pm/s, velocidade média do trajeto
(VAP) em pm/s, distdncia em linha da curva (DCL), distancia em linha reta (DSL), Distancia
média do trajeto (DAP), amplitude do movimento lateral da cabeca (ALH) em pum, frequéncia
de batimento da cauda (BCF) em Hz, atividade da cabeca (HAC) em rad, linearidade (LIN) em

% e retilineariedade (STR) em %.

Andlise estatistica

Os dados foram avaliados quanto a distribuicdo pelo teste de Shapiro-Wilk e
posteriormente foi feito o histograma para a avaliagdo visual da curva de normalidade. A
homogeneidade de variancias foi avaliada pelo teste de Levene. Para a comparacdo entre 0s
grupos foi realizada ANOVA para dados paramétricos e quando o valor de p foi menor que
0,05, foi realizado o post hoc com teste de Tukey para multiplas comparacdes. As analises
foram realizadas utilizando o software R versdo 4.4.1, sendo considerado como significativo o
valor de p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Este trabalho traz de forma inédita os resultados do efeito da adi¢do do extrato de Jatoba
na viabilidade espermatica pds-descongelamento do sémen bovino, de modo que estes
resultados, considerando a metodologia utilizada, podem indicar o caminho para o estudo deste
extrato vegetal nesta seara. Os efeitos destacados foram negativos quanto a cinética espermatica
e ndao demonstraram nenhum efeito positivo quanto as variaveis de cinematica espermatica

obtidas por analise computadorizada do sémen (p>0,05).
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Como demonstrado a seguir na tabela 4, com relacéo a cinética espermatica, na primeira
coleta os resultados da motilidade total (%), motilidade progressiva (%), motilidade rapida
foram estatisticamente superiores no grupo controle em relacdo a grupo com 1% de extrato
aquoso de polpa de jatoba e ndo diferiu do grupo com 0,5% de extrato. Ndo se observou
diferenca significativa entre os grupos na motilidade lenta (%), motilidade circular (%) e
motilidade local (%). Os espermatozoides imdveis foram menores no grupo controle quando
comparado com o grupo com 1% de extrato. Na segunda coleta ndo se observou diferencas
significativas entre os grupos com relacdo as motilidades: total, progressiva, rapida, lenta e
local. A motilidade circular foi maior no grupo controle e os espermatozoides iméveis foram

menores no grupo com 1% de extrato de jatoba.

Tabela 4. Média e respectivos erros padrdo das variaveis relacionadas com a cinética
espermatica das amostras de sémen criopreservadas com adicdo de extrato de Jatoba, divida
entre a primeira e segunda coleta de sémen.

12 coleta
Tratamentos
Variaveis Pré- Controle 0,5% 1%
congelacéo
Motilidade total (%) 865+45% 527+42° 475+31 317+47°¢

Motilidade progressiva (%) 81,6+552 40,8+54P 341+49% 242+62¢

Motilidade rapida (%) 635+53% 249+49° 214+38" 14,4 +4°

Motilidade lenta (%) 87+16% 136+1,7° 11,05+1,6°2 91+2°2

Motilidade circular (%) 93+162% 22+0,8°" 1,4+05° 06+0,1°

Motilidade local (%) 48+112% 10,7+14° 106+0,7" 92+1,1°

Imoveis (%) 134+45° 471+38° 5531+42% 668+6,2°
22 Coleta

Tratamentos
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Variaveis Pré- Controle 0,5% 1%
congelacéo
Motilidade total (%) 86,3+3,7% 442+71° 316+38° 281+48°

Motilidade progressiva (%) 81,5+4,3% 342+6,8° 218+36°" 19,5+4°
Motilidade rapida (%) 634+51% 208+52P 135+26° 11,8+29°
Motilidade lenta (%) 8,7+24% 12+1,7% 81+15% 74+£15%2

*Motilidade circular (%) 92+182 1,4+05% 076+03° 0,73+0,2°

Motilidade local (%) 48+11%  98+09°" 9,5+0,8" 9+1,1°

Iméveis (%) 13,7+37% 558+71P 683+38° 71,9+48°

Diferentes letras subscritas na mesma linha representam significancia estatistica (p < 0,05) na
comparacao entre 0s grupos. * Variavel ndo parameétrica

Apesar da comprovada atividade antioxidante do extrato da polpa de Jatoba (Lopes,
2018), sua adicdo ao diluidor de criopreservacao nao trouxe melhora nos parametros de cinética
espermatica relacionados a fertilidade do sémen. (p>0,05). Fato que discorda de achados em
estudos anteriores com outros extratos vegetais que possuem substancias em comum e atividade
antioxidante semelhante com o extrato abordado na presente pesquisa.

Podem ser citados estudos como o de Tvard4, et al. (2020) que demonstrou a eficacia
das propriedades protetoras e antioxidantes do extrato de Omija (Schisandra chinensis) contra
danos oxidativos aos espermatozoides bovinos, porém o que chama a aten¢do na comparacao
com este artigo € a utilizagdo de concentracfes significativamente mais baixas, obtendo
melhores resultados com 0,005% do extrato avaliado. Isso pode sugerir uma alteracdo
metodoldgica para futuros estudos com o Jatoba.

Utilizando concentragdes similares em meio diluente basico, Merati e Farshad (2019)
realizaram experimentos com extrato de gengibre, em que a analise atraves do CASA
demonstrou condigdes de motilidade espermaética superiores no sémen descongelado em meio
diluente adicionado de 1 e 2% do extrato de gengibre quando comparado com o grupo controle.
No trabalho de Zhao et al. (2009) a medida que as concentragdes do extrato aquoso de Rhadiola

Sacra aumentam a motilidade espermatica também aumenta, atingindo o pico de motilidade na
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concentracéo de 4 e 6 mg/mL. Nestes dois casos, por se tratarem de pesquisas realizadas com
sémen ovino e de sémen de Javali respectivamente, abre-se um precedente para o teste do
extrato de Jatoba em sémen de outras espécies com diferentes sensibilidades a oxidacao devido
a variacdo na composicdo seminal.

Ja com relacgdo a cinematica espermatica da primeira e segunda coleta ndo se observou
diferencas significativas entre os grupos, considerando a manutencdo destes parametros
relatados abaixo na tabela 5, pode se tratar de um indicativo favoravel para o incentivo de novos

estudos envolvendo o extrato em questdo e o congelamento sémen.

Tabela 5. Médias e respectivos erros padrdo das variaveis relacionadas com a cinematica
espermatica das amostras de sémen criopreservadas com adicdo de extrato de Jatoba.

12 coleta
Tratamentos
Variaveis Pré-congelacao Controle 0,5% 1%
VCL 192,6+14,1% 106,4+11,2° 106,7+9,8° 95,3+6,4°
VSL 835+7,7°2 41,4 +54° 375+4,4" 31,7+1,9°"
VAP 97+7,7°% 50,7 +6,7° 48,1+54° 41,8+2,6°
DCL 50+2,6° 355+28° 343+26° 31,1+2,1°
DSL 21,1+1,9° 135+1,7" 11,7 14" 99+0,7°
DAP 251+1,7°2 16,8+1,8° 152+1,4° 13,3+0,8°
ALH 39+0,2° 26+0,3° 26+0,2° 2,45+0,2°
BCF 144+13?2 121+08% 11+1® 9,7+06°"
HAC 048+0,03%  0,34+0,03° 034+002° 031+0,02°"
LIN 044+0,02%  041+003% 036+001% 0,35+0,012
STR 0,75+0,05%  0,76+0,03% 0,740,022 0,73+0,012




22 Coleta
Tratamentos
Variaveis Preé-congelacio Controle 0,5% 1%
VCL 200,6+185%  100,6+6,9°  943+47° 952+6,7"°
VSL 822+7,7° 37,2+39" 31,6+1,9° 33,3+2,7"
VAP 97,4+95° 46+3,8° 40,1+1,9° 429+31°
DCL 51,4+23% 34,7+24° 31,2+26° 30,3+1,7°
DSL 206+1,92 12,6 +1,4° 99+14° 98+06°
DAP 249+1,6° 158+ 1,4° 13,2+0,7° 13,1+0,7°
ALH 4,1+0,3?2 2,4+0,08° 23+0,1° 2,4+0,1°
BCF 14,08 12 122+09%  102+04% 95+0,4°
HAC 052+005%  0,31+0,02% 031+001% 0,31£0,02°2
LIN 043+0,02% 039+002%® 035+001° 0,36+0,01%
STR 0,840,032 0,77+0,02%  0,73+0,01% 0,74 +0,0092

48

Legenda: VCL - Velocidade em linha curva-um/s, VSL - Velocidade em linha reta-um/s, VAP -
Velocidade trajetéria média-um/s, DCL - Distancia em linha curva, DSL - Distancia em linha reta, DAP
- Distancia média do trajeto, ALH - Amplitude do deslocamento - um, BCF - Frequéncia no cruzamento
- Hz, HAC - Atividade da cabeca - rad, LIN - Linealidade, STR - integridade. Diferentes letras
subscritas na mesma linha representam significancia estatistica (p < 0,05) na comparacdo entre os

grupos.

Dentre os parametros comparados na tabela 5, 0 VAP (velocidade em trajetdria média)
é 0 pardmetro com maior relagdo com capacidade de fertilizacdo do espermatozoide. Também
com alta relevancia diante da fertilidade espermatica se encontra o VSL (velocidade em linha
reta), ambos os parametros tém influéncia direta com a velocidade em que um determinado

espermatozoide é capaz de chegar ao odcito (Nagy, 2015).
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Outro ponto relevante da tabela 5 é o pardmetro DAP (distancia trajetéria média), que
representa um importante aspecto para a fertilidade relacionando-se principalmente com a
atividade mitocondrial espermatica (Madeja, 2021; Blagojevi¢, 2024), percebe-se que 0s grupos
com maior presenca do extrato mantiveram o percentual de varios indicadores em relagcdo ao
grupo controle. O que pode indicar que, com uma corre¢do nos métodos de utilizagdo do extrato
estes pardmetros poderiam ser altamente beneficiados, melhorando a fertilidade o sémen pos
congelamento.

Dessa forma pode-se considerar como hipoteses quanto a auséncia de resultados
positivos do uso do extrato aquoso de polpa de jatobd, a concentracdo de extrato utilizada, que
pode ser alterada para estudos futuros; o periodo de incubacdo do sémen em contato com o
diluente acrescido do extrato e o tempo de incubagdo do proprio extrato em contato com o
diluente, assim como a forma e integracdo e um ao outro, estes podem estar relacionados tanto
a capacidade de transferéncia das propriedades antioxidantes do extrato para 0 meio quanto do
extrato para os proprios espermatozoides; e também o tipo e diluente comercial, cujo alguns

componentes nao levados em consideracdo podem interferir no resultado.

CONCLUSAO:

O presente estudo revelou que a adicdo da polpa de extrato de jatoba a 0,5 e 1% néo
melhorou os pardmetros de cinética espermética. O extrato a 1%, diminuiu os valores de
motilidade total progressiva, motilidade rapida e aumento do percentual de espermatozoides
imoveis. Ressalta-se, no entanto, que apesar da auséncia de resultados positivos, é promissor o
estudo da utilizacdo do extrato da polpa de jatoba, ja que dentre a porcentagem remanescente
de espermatozoides mdveis os parametros de cinematica mais importantes relacionados a
fertilidade individual de cada célula se mantiveram. Portanto ha a necessidade de novos estudos

utilizando novas concentracdes do extrato, novos métodos de integracdo e diluentes diferentes.
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3. CONCLUSAO

1. O presente estudo revelou que a adi¢do da polpa de extrato de jatobd a 0,5 e 1% ndo melhorou
0s parametros de cinética espermatica. O extrato a 1%, diminuiu os valores de motilidade total

progressiva, motilidade rapida e aumento do percentual de espermatozoides imoveis.

2. Ressalta-se, no entanto, que apesar da auséncia de resultados positivos, é promissor o estudo
da utilizacdo do extrato da polpa de jatoba, ja que dentre a porcentagem remanescente de
espermatozoides modveis 0s parametros de cinematica mais importantes relacionados a
fertilidade individual de cada célula se mantiveram, alem da manutencdo da integridade de
membrana. Portanto ha a necessidade de novos estudos utilizando novas concentragdes do

extrato, novos métodos de integracdo e diluentes diferentes.
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ANEXO 1 - Normas da revista Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia

Tipos de artigos aceitos para publicagao
Artigo cientifico

E o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-se
na premissa de que os resultados sao posteriores ao
planejamento da pesquisa.

Secbes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e
Afiliacdo (somente na "Title Page" - Step 2), Resumo,
Abstract, Introducdo, Material e Métodos, Resultados,
Discussao (ou Resultados e Discussao), Conclusodes,
Agradecimentos (quando houver) e Referéncias.

O numero de paginas nao deve exceder a 15, incluindo
tabelas, figuras e Referéncias.

O numero de Referéncias ndo deve exceder a 30.
Relato de caso

Contempla principalmente as areas médicas em que o
resultado é anterior ao interesse de sua divulgacdo ou a
ocorréncia dos resultados ndo € planejada.

Secoes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e
Afiliacdo (somente na "Title Page" - Step 2), Resumo,
Abstract, Introdugdo, Casuistica, Discussao e Conclusdes
(quando pertinentes), Agradecimentos (quando houver) e
Referéncias.

O numero de pdginas ndo deve exceder a dez, incluindo
tabelas e figuras.

O numero de Referéncias ndo deve exceder a 12.
Comunicacao

E o relato sucinto de resultados parciais de um trabalho
experimental digno de publicacao, embora insuficiente ou
inconsistente para constituir um artigo cientifico.

SecOes do texto:Titulo (portugués e inglés), Autores e
Afiliacao (somente na "Title Page" - Step 2). Deve ser
compacto, sem distincao das secdes do texto especificadas
para "Artigo cientifico", embora seguindo aquela ordem.
Quando a Comunicacao for redigida em portugués deve conter
um "Abstract" e quando redigida em inglés deve conter um
"Resumo"”.
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O numero de paginas nao deve exceder a oito, incluindo
tabelas e figuras.

O numero de Referéncias ndo deve exceder a 12.

Preparacao dos textos para publicacao

Os artigos devem ser redigidos em portugués ou inglés, na
forma impessoal.

Formatacao do texto

° O texto NAO deve conter subitens em nenhuma
das sec¢bes do artigo, deve ser apresentado em arquivo
Microsoft Word e anexado como “Main Document”
(Step 2), no formato A4, com margem de 3cm
(superior, inferior, direita e esquerda), na fonte Times
New Roman, no tamanho 12 e no espacamento de
entrelinhas 1,5, em todas as paginas e segoes do artigo
(do titulo as referéncias), com linhas numeradas.

. N3o usar rodapé. Referéncias a empresas e
produtos, por exemplo, devem vir, obrigatoriamente,
entre paréntesis no corpo do texto na seguinte ordem:
nome do produto, substancia, empresa e pais.

Secoes de um artigo

Titulo: Em portugués e em inglés. Deve contemplar a esséncia do artigo e
nao ultrapassar 50 palavras.

Autores e Filiacdao: Os nomes dos autores sao colocados abaixo do
titulo, com o numero do ORCID e com identificacdo da instituicdo a qual
pertencem. O autor e o seu e-mail para correspondéncia devem ser
indicados com asterisco somente no "Title Page” (Step 6), em arquivo
Word.

Resumo e Abstract: Deve ser o mesmo apresentado no cadastro
contendo até 200 palavras em um sé paragrafo. Ndo repetir o titulo e ndo
acrescentar revisao de literatura. Incluir os principais resultados
numeéricos, citando-os sem explica-los, quando for o caso. Cada frase
deve conter uma informagdo completa.

Palavras-chave e Keywords: No maximo cinco e no minimo duas*.
* na submissao usar somente o Keyword (Step 3) e no corpo do artigo
constar tanto keyword (inglés) quanto palavra-chave (portugués),
independente do idioma em que o artigo for submetido.
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Introducao:Explanacdo concisa na qual os problemas serdo estabelecidos
, bem como a pertinéncia, a relevancia e os objetivos do trabalho. Deve
conter poucas referéncias, o suficiente para baliza-la.

Material e Métodos: Citar o desenho experimental, o material envolvido,
a descricdo dos métodos usados ou referenciar corretamente os métodos
ja publicados. Nos trabalhos que envolvam animais e/ou organismos
geneticamente modificados deverao constar obrigatoriamente o
numero do Certificado de Aprovagcao do CEUA. (verificar o Item
Comité de Etica).

Resultados: Apresentar clara e objetivamente os resultados encontrados.

Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas.
Usar linhas horizontais na separacdo dos cabecalhos e no final da tabela.
O titulo da tabela recebe inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo
numero de ordem em algarismo arabico e ponto (ex.: Tabela 1.). No
texto, a tabela deve ser referida como Tab seguida de ponto e do nimero
de ordem (ex.: Tab. 1), mesmo quando referir-se a varias tabelas (ex.:
Tab. 1, 2 e 3). Pode ser apresentada em espagamento simples e fonte de
tamanho menor que 12 (o menor tamanho aceito é oito). A legenda da
Tabela deve conter apenas o indispensavel para o seu entendimento. As
tabelas devem ser obrigatoriamente inseridas no corpo do texto de
preferéncia apods a sua primeira citagao.

Figura. Compreende qualquer ilustragdao que apresente linhas e pontos:
desenho, fotografia, grafico, fluxograma, esquema etc. A legenda recebe
inicialmente a palavra Figura, seguida do nimero de ordem em algarismo
arabico e ponto (ex.: Figura 1.) e é citada no texto como Fig seguida de
ponto e do numero de ordem (ex.: Fig.1), mesmo se citar mais de uma
figura (ex.: Fig. 1, 2 e 3). Além de inseridas no corpo do texto, fotografias
e desenhos devem também ser enviados no formato JPG com alta
gualidade, em um arquivo zipado, anexado no campo proprio de
submissdo, na tela de registro do artigo. As figuras devem ser
obrigatoriamente inseridas no corpo do texto de preferéncia apds a sua
primeira citagao.

Nota: Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicada deve conter,
abaixo da legenda, informacdo sobre a fonte (autor, autorizacdo de uso,
data) e a correspondente referéncia deve figurar nas Referéncias.

Discussao: Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: As
secOes Resultados e Discussao poderdo ser apresentadas em conjunto a
juizo do autor, sem prejudicar qualquer uma das partes).

Conclusdes: As conclusGes devem apoiar-se nos resultados da pesquisa
executada e serem apresentadas de forma objetiva, SEM revisao de
literatura, discussao, repeticdo de resultados e especulagdes.

Agradecimentos: Ndo obrigatério. Devem ser concisamente
expressados.

Referéncias: As referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética,
dando-se preferéncia a artigos publicados em revistas nacionais e
internacionais, indexadas. Livros e teses devem ser referenciados o
minimo possivel, portanto, somente quando indispensaveis. Sdo adotadas
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as normas gerais da ABNT, adaptadas para o ABMVZ, conforme
exemplos:

Como referenciar:
1. Citagoes no texto

A indicagdo da fonte entre parénteses sucede a citagcdo para evitar
interrupgao na sequéncia do texto, conforme exemplos:

° autoria Unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuario...,
1987/88) ou Anuario... (1987/88);

° dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e Moreno
(1974);

° mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou
Ferguson et al. (1979);

° mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva (1971);

Ferguson et al. (1979) ou (Dunne, 1967; Silva, 1971; Ferguson et
al., 1979), sempre em ordem cronoldgica ascendente e alfabética
de autores para artigos do mesmo ano.

Citacdo de citacdo. Todo esforco deve ser empreendido para se consultar
o documento original. Em situagdes excepcionais pode-se reproduzir a
informacdo ja citada por outros autores. No texto, citar o sobrenome do
autor do documento ndo consultado com o ano de publicacdo, seguido da
expressdo citado por e o sobrenome do autor e ano do documento
consultado. Nas Referéncias deve-se incluir apenas a fonte consultada.

Comunicacdo pessoal. Nao faz parte das Referéncias. Na citacdo coloca-se

o sobrenome do autor, a data da comunicagdo, nome da Instituicdo a qual
o autor é vinculado.

2. Periodicos (até quatro autores citar todos. Acima de quatro autores
citar trés autores et al.):

ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48, p.351, 1987-88.

FERGUSON, J].A.; REEVES, W.C.; HARDY, J.L. Studies on immunity to
alphaviruses in foals. Am. J. Vet. Res., v.40, p.5-10, 1979.

HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al. Anestesia general
del canino. Not. Med. Vet., n.1, p.13-20, 1984.

3. Publicacao avulsa (até quatro autores citar todos. Acima de quatro
autores citar trés autores et al.):

DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. 981p.

LOPES, C.A.M.; MORENO, G. Aspectos bacterioldgicos de ostras, mariscos
e mexilhdes. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINARIA,
14., 1974, Sao Paulo. Anais... Sao Paulo: [s.n.] 1974. p.97. (Resumo).
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MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In: DUNNE, H.W. (Ed).
Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. p.400-415.

NUTRIENT requirements of swine. 6.ed. Washington: National Academy of
Sciences, 1968. 69p.

SOUZA, C.F.A. Produtividade, qualidade e rendimentos de carcaca e de
carne em bovinos de corte. 1999. 44f. Dissertacao (Mestrado em Medicina
Veterinaria) - Escola de Veterinaria, Universidade Federal de Minas
Gerais, Belo Horizonte.

4. Documentos eletronicos (até quatro autores citar todos. Acima de
guatro autores citar trés autores et al.):

QUALITY food from animals for a global market. Washington: Association
of American Veterinary Medical College, 1995. Disponivel em:
<http://www.org/critcal6.htm>. Acessado em: 27 abr. 2000.

JONHNSON, T. Indigenous people are how more cambative, organized.
Miami Herald, 1994. Disponivel em:
<http://www.summit.fiu.edu/MiamiHerld-Summit-RelatedArticles/>.
Acessado em: 5 dez. 1994.

ANEXO 2 - Certificado de aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo

Experimentagcdo Animal (CEPEA)


http://www.org/critca16.htm
http://www.summit.fiu.edu/MiamiHerld-Summit-RelatedArticles/
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