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RESUMO

Com a ascendéncia da biotecnologia, técnicas de reproducdo ganharam destaque no cenario de
conservacao e propagacdo do material genético animal. A introducdo destas técnicas, como a
criopreservacdo de espermatozoides, tem despertado o interesse do mercado e de grandes
criadores, que enxergam nessa técnica 0 caminho para aumentar o sucesso e o potencial
reprodutivo de muitos animais. Entretanto, muitos estudos envolvendo a manipulacdo do
sémen, com o objetivo de conserva-lo para uma utilizacdo posterior, relatam uma série de danos
causados a estrutura do gameta masculino. Acontece que, durante o processo de resfriamento
e/ou congelamento, a célula espermaética passa por mudancgas quimicas e fisicas que podem
interferir diretamente na integridade e na qualidade da célula espermatica, alterando a sua
funcdo bioldgica. Apesar da maioria das pesquisas evidenciarem que a criopreservagdo
espermatica ser um desafio para a comunidade cientifica, esse procedimento também traz
alguns beneficios inerentes a sua utilizacdo, como a reducdo de riscos na disseminacdo de
doencas, a diminuicdo de custos com transporte de animais e a preservacdo de espécies raras
ameacadas de extincdo. Este trabalho objetivou-se analisar a utilizacdo do 6leo essencial de
Abarema Cochliacarpos como agente antioxidante na diminuicdo das possiveis lesdes
ocasionadas pela criopreservacdo. Para alcancar tal objetivo foram utilizados sémen equino,
ovino e bovino, em idade reprodutiva, sendo coletado o material seminal em triplicata em dias
alternados, os mesmos foram congelados com a adi¢do do 6leo ao diluente de criopreservacgéo
nas seguintes concentragcfes: 0 (controle); 1mg; 0,5mg; 0,25mg; 0,125mg e 0,067 mg;, com
posterior descongelamento e avaliacdo dos parametros cinéticos no sistema computadorizado
CASA, avaliando-se também a integridade da membrana plasmatica e do potencial de
membrana mitocondrial por sondas de fluorescéncia. Os dados obtidos apos transformagao pelo
arco seno foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA), sendo as médias dos
tratamentos comparados com o Teste Tukey a 5% de significancia. Na avaliacdo do CASA néo
houve diferengas significativas entre as concentragdes nos parametros de: Motilidade Total
(MT), Velocidade Curvilinea (VCL), Velocidade Progressiva (VSL), Velocidade de Trajeto
(VAP), WOB e Amplitude do Deslocamento Lateral da Cabegca (ALH). No entanto, houve
diferenca significativa entre as concentracdes quando avaliados os parametros de Motilidade
Progressiva (MP), Linearidade (LIN), Retilinearidade (STR) e Frequéncia de Batimento
Flagelar Cruzado (BCF) com um destaque para a concentragédo de 0,125mg de Abarema
Cochliacarpos. Dessa forma, os resultados indicam que ndo houveram efeitos adversos do

Abarema Cochliacarpos na integridade de membrana plasmatica ou potencial mitocondrial nas



diferentes concentragOes desse experimento, com isso, constata-se que ndo ocorreu diferenca
estatistica entre os tratamentos na integridade de membrana ou no potencial mitocondrial. A
concentracdo de 0,125mg do extrato, apresentou-se como a concentracdo mais indicada neste
experimento. Concluindo, assim, que o extrato de Abarema Cochliacarpos pode ser usado na

criopreservacdo de sémen de variadas espécies.

Palavras-chave: biotecnologia reprodutiva; antioxidante; fertilizacdo in vitro; espermatozoide.



ABSTRACT

With the rise of biotechnology, reproduction technigues have gained prominence in the scenario
of conservation and propagation of animal genetic material. The introduction of these
techniques, such as the cryopreservation of sperm, has aroused the interest of the market and of
great breeders, who see in this technique the way to increase the success and reproductive
potential of many animals. However, many studies involving the manipulation of semen, with
the objective of preserving it for later use, have reported a series of damages caused to the
structure of the male gamete. It turns out that during the cooling and / or freezing process, the
sperm cell undergoes chemical and physical changes that can directly interfere with the integrity
and quality of the sperm cell, thereby altering its biological function. Although the vast majority
of research shows that sperm cryopreservation is still a challenge for the scientific community,
this procedure also brings with it some benefits inherent to its use, such as reducing risks in the
spread of diseases, reducing costs with transporting animals and the preservation of rare species
threatened with extinction. The objective of this work was to analyze the use of essential oil of
Abarema Cochliacarpos as an antioxidant agent that can reduce the possible injuries caused by
cryopreservation. To achieve this objective, equine, ovine and bovine semen of reproductive
age were used, and seminal material was collected in triplicate on alternate days, they were
frozen with the addition of the extract to the cryopreservation diluent in the following
concentrations: 0 (control); 1mg; 0.5mg; 0.25mg; 0.125 mg and 0.067 mg; being subjected to
freezing, with subsequent thawing and evaluation of the kinetic parameters in the CASA
computerized system, also evaluating the integrity of the plasma membrane and the potential
of the mitochondrial membrane by fluorescence probes. The data obtained after transformation
by the sine arc were subjected to analysis of variance (ANOVA), with the means of treatments
compared with the Tukey Test at 5% significance. In the assessment of CASA there were no
significant differences between the concentrations in the parameters of: MT, VCL, VSL, VAP,
WOB and ALH. However, there was a significant difference between the concentrations when
the parameters of Progressive Motility (MP), Linearity (LIN), Straightness (STR) and
Frequency of Cross-Flagellar Beat (BCF) were evaluated, with an emphasis on the
concentration of 0.125mg of Abarema Cochliacarpos. There was no statistical difference
between treatments for membrane integrity or mitochondrial potential. These results indicate
that there was no adverse effect of Abarema Cochliacarps on the integrity of the plasma
membrane or mitochondrial potential in the different concentrations of this experiment. The

concentration of 0.125mg of the extract, presented itself as the most indicated concentration in



this experiment. Concluding that the extract of Abarema Cochliacarpos can be used in the
cryopreservation of semen of different species.

Keywords: reproductive biotechnology; antioxidant; in vitro fertilization; sperm.
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1 INTRODUCAO

A composicao membranar do espermatozoide tem um alto nivel de acidos graxos poli-
insaturados que os leva a sofrer diversos danos oxidativos (POULOS; DARIN BENNET;
WHITE, 1973). Essa sensibilidade, ocasiona a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), causando danos significativos ao reduzir seu potencial reprodutivo (VALENCA,
GUERRA, 2007).

Na espécie equina, a selecdo dos reprodutores ndo baseia-se nas caracteristicas
reprodutivas, mas nos fatores fenotipicos que ndo consideram a qualidade ou viabilidade
espermatica. Dessa forma, existe uma necessidade da utilizacdo de estratégias visando a
melhoria da qualidade espermatica e da fertilidade desses animais (BALL, 2008).

Estudos mostram que a técnica de criopreservacao acarreta no estresse oxidativo a célula
espermatica, ocasionando um comprometimento de até 50% dos espermatozoides da amostra
(WATSON, 2000). A presenca de antioxidantes nos meios de congelamento e refrigeracédo de
sémen auxiliam na protecdo do espermatozoide contra as injurias induzidas pelos radicais
livres, reduzindo danos sobre a sua motilidade, viabilidade, além de interromper a reagdo em
cadeia da peroxidacdo dos lipidios das membranas espermaticas, em diversas espécies animais
(AISEN et al., 2005; BUCAK et al., 2009).

Os compostos utilizados para a melhoria da qualidade do sémen sdo substancias que
previnem o estresse oxidativo a célula espermatica (UPRETI et al., 1998; KRYZOSIAK et al.,
2000). Apesar de ser um método de fécil acesso, ainda apresenta um alto custo e resultados
controversos. Dessa maneira, é necessario uma alternativa a estes agentes, como 0s
antioxidantes a base de plantas, que possuem baixa citotoxicidade e baixo custo. Diversos
estudos descrevem a atividade antioxidante em plantas, como a constituicdo de uma reducéo
dos radicais livres, capaz de promover a preservacdo do sémen de garanhdes (PEREIRA et al.,
2009).

Metodologias que auxiliam na preservacdo seminal e na fertilidade em garanhdes,
também auxiliariam os produtores na selecdo de possiveis reprodutores. Segundo Baumber et
al. (2002), diversas técnicas que visam melhorias para a reproducéo, a exemplo a utilizacdo de
antioxidantes, vem sendo testadas a fim de contribuir para a reducdo de efeitos deletérios
causados pelos radicais livres. Assim, os antioxidantes agem na reducdo direta de danos a
membrana, a motilidade e a fertilidade (AURICH et al., 1997; BRUEMMER et al., 2002).
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Ao avaliar a capacidade espermoprotetora de plantas endémicas da regido Nordeste,
encontra-se materiais como fontes de subsidios protetores eficazes na regulacéo da fertilidade
capazes de melhorar aspectos como a ativacdo espermética poOs descongelamento.
Adicionalmente, diante da velocidade do fenbmeno de devastacdo da caatinga, ha o risco de
que muitas propriedades medicinais dessas plantas ndo sejam reconhecidas, tornando os
investimentos nessa area ainda mais urgentes.

Além disso, os mecanismos de acdo dos Oleos essenciais sobre as proteinas do
espermatozoide ainda ndo sdo bem elucidados, sendo necessario estudos moleculares, em
especial, 0 estudo do proteoma para a complementacgdo aos estudos fisioldgicos e de gendmica
permitindo examinar simultaneamente as alteracGes e classificar padrdes temporais de acimulo

ou diminuicédo de proteinas que ocorrem durante o processo de acdo dos 6leos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 MERCADO DE EQUINOS NO BRASIL

Os cavalos estdo inseridos nas mais diversas formas de atividades humanas. E datada
das civilizacGes mais antigas a utilizagcdo de cavalos como meio de transporte, destacando-se,
principalmente, por sua incrivel versatilidade no mundo dos esportes, dentre os quais sdo
mencionados a vaquejada e o hipismo. Conforme os dados do Ministério da Agricultura,
Pecuéaria e Abaste (MAPA) no ano de 2016, cerca de 72% dos equinos utilizados para o
trabalho, estdo vinculados a atividades pecuérias, como criacdo de bovinos. Os animais
brasileiros que ndo estdo voltados a pecudria, correspondem a cerca de 1,3 milhGes de animais
lotados em 500 mil estabelecimentos.

Uma estimativa do crescimento populacional de cavalos em milhdes de cabegas por ano,
como mostra a figura abaixo (figura 1), evidencia que existe uma evolucdo ao longo dos anos.

Os valores referentes ao ano de 2018, sdo parciais considerados até o presente momento.

Figura 1 — Crescimento populacional de equinos em milhdes.

20N 2012 2013 2014
2015 2016 2017 2018*

Fonte: IBGE (2018).

E erréneo acreditar que devido & alta procura, este tipo de animal receberia mais
cuidados que alguns outros. Segundo dados do MAPA no ano de 2016, o baixo investimento

no tratamento associa-se a dificuldade de verba por parte dos criadores. Ao considerar que sao
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animais utilizados na agricultura familiar ou em atividades ligadas a agropecuaria, a
movimentacdo econémica dentro da classe de equinos é consideravelmente pequena e isso faz
com que néo se tenha tanta preocupacdo com o bem-estar animal.

A comparacao de gastos com medicamentos veterinarios entre equinos e outros animais,
retratada pela figura 2 em porcentagem, evidencia que ndo existe grande investimento na saude

desses animais quando comparados aos gastos feitos com ruminantes e pets.

Figura 2 — Faturamento da indUstria veterinaria, por espécie animal de 2004 a 2013 no Brasil.
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#Ruminantes mAves = Suinos Pets mEquinos = Outros
Fonte: SINDAN (2015).

A utilizacdo de animais em modalidades competitivas revela um grande aumento em
seu rebanho, gerando, principalmente, um aumento significativo nos trabalhos diretos e
indiretos frente a este rebanho. Dando visibilidade e importancia, considerando que a
movimentacdo econémica ocorre em demasia, quando retratados em questdo de numeros,
Santos, Brandi e Gameiro (2018), destacam que o Brasil possui um rebanho de
aproximadamente 5,8 milhGes de equinos, em que cerca de 8.700 estdo vinculados ao hipismo
sendo registrado na associacao que 0s representa, movimentando cerca de R$ 16,15 bilhdes ao
ano e geram em torno de 610 mil empregos diretos e indiretos.

Em um patamar internacional, os nimeros de importagdes e exportagdes destes animais
excedem os calculos do crescimento esperado para tal &rea. Os Estados Unidos da América
(EUA) se apresenta como o primeiro colocado em exportacdes, com nimeros que ultrapassam
0s 180 mil. Quando comparado com o capital gerado pelos Estados Unidos, o Brasil ndo é visto
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como grande adversario, pois conta com pouco mais de 3 mil exporta¢6es por ano. Entretanto,
devido a recente evolucdo deste mercado e com base nos dados do MAPA no ano de 2017, o
Brasil fica a frente de paises como Uruguai e Argentina.

Quando refere-se a dados econémicos sobre gastos com bem-estar animal, depararmo-
nos com nimeros ndo t&o expressivos, que se esperaria de uma classe em ascensao. Os nimeros
apesar de baixos devem ser considerados necessarios a criacdo e manutencdo destes animais
que despontam grande interesse. Tanto os cavalos que representam grande maioria do rebanho
brasileiro, quanto os destinados ao esporte e ao lazer despontam ativos gastos para uma possivel
ampliac&o de vida util convertida em bem-estar.

Os investimentos e 0s gastos em pesquisas que auxiliem em &reas de saude e bem-estar
equino, como pesquisas na area da biotecnologia no desenvolvimento de técnicas reprodutivas
menos invasivas e mais eficazes, em que ha também inovacao terapéutica para uma possivel

diminuigdo da mortalidade e uma maior humanizagéo dos tratamentos.

2.2  TECNICAS DE REPRODUCAO IN VITRO

2.2.1 Importancia das técnicas de criopreservacao.

A reproducdo assistida tanto humana quanto animal tem passado nos Gltimos anos por
uma grande evolucdo, incluindo neste meio os avancos das biotécnicas reprodutivas. O uso da
criobiologia tem assumido papel fundamental para a preservacdo de gametas femininos e
masculinos, mostrando-se assim como parte crucial das tecnologias de reproducao
(FAUSTINO et al., 2011).

A criobiologia favorece a conservagdo da capacidade de fecundacdo tanto de células
germinativas femininas como masculinas, além de preservar a viabilidade e a sobrevivéncia
embrionaria por longos periodos para 0 uso posterior através da congelagédo ou da vitrificagdo
(RODRIGUES et al., 2001). Atualmente, o0 uso destas técnicas que manipulam os gametas
masculinos e femininos funcionam como instrumentos significantes nas técnicas de reproducédo
assistida. Gragas ao aprimoramento nos processos de criopreservacao tornou-se possivel a
preservacdo de embrides, tecidos e células. A possibilidade de criopreservar embrides e
ovocitos passou a ser considerada como um ponto fundamental na reproducéo assistida, tanto
em humanos quanto na medicina veterinaria. Segundo Boité (2008), biotécnicas como producao
in vitro e transferéncia nuclear tém sua taxa de sucesso otimizada quando ligadas a um processo

eficiente de criopreservacéo seja de celulas, gametas ou embrides.
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Sao descritos dois métodos para criopreservacao: congelacdo lenta ou congelagdo
convencional e a vitrificagdo. Por muitos anos a congelagéo convencional dominou as técnicas
de criobiologia, neste método ndo é raro a formacdo intracelular de cristais de gelo, e estes
podem gerar danos na membrana, ocasionando morte celular (SILVA, 2015). Por outro lado, a
vitrificacdo, método que consiste em répidas taxas de resfriamento e aquecimento e que ndo
ocasiona a formacdo de cristais de gelo, além de ser uma op¢do mais simples e rapida e com
um custo relativamente baixo, a desvantagem deste método € alta concentracdo de cioprotetores
na solucdo, que em indices elevados torna-se altamente toxico (LIMA, 2012).

A criobiologia oferece as mulheres e aos homens envolvidos em Fertilizagdo in vitro
(FIV) ou Injecdo Intra Citoplasmatica de Espermatozoide (ICSI) a chance de realizar
tratamentos com a transferéncia de embrides sem a necessidade de recorrer ao procedimento de
estimulacdo ovarica, evitando dessa maneira desconforto fisico, emocional e afetivo, bem como
custo financeiro. Observa-se, nesse caso, a reducdo do risco da sindrome de hiper estimulagéo
ovarica que pode provocar alteragdes no funcionamento do corpo das mulheres, além da
oportunidade de armazenar os embrides excedentes e viaveis do procedimento anterior e
promover a possibilidade de doacdo destes embrides excedentes para casais ou para pesquisa
(PEREIRA, 2014).

Muitos casais recorrem a técnicas de reproducdo com a fertilizacdo in vitro (FIV), cujo
procedimento ocorre a transferéncia do embrido diretamente no tubo uterino da mulher. Neste
procedimento, € produzido um numero de embriGes em excesso, em que apenas alguns poderao
ser implantados no Utero e os demais ganhardo outro destino: o congelamento. De acordo com
Gasda (2015), o congelamento desse material bioldgico figura entre as principais técnicas
complementares de reproducéo assistida. A criopreservacao de embrides depende do estagio de
desenvolvimento e da qualidade morfoldgica dos mesmos, podendo estes ser congelados desde
0 estagio de zigoto até de blastocistos (VIEIRA, 2012).

Holt (1998) descreve claramente os objetivos das técnicas de criobiologia, para a
medicina humana, a meta ¢é solucionar problemas reprodutivos associados a infertilidade e na
medicina veterinaria, o objetivo é aumentar a procriagdo de animais que apresentam elevado
valor genético, e até mesmo a preservacdo de espécies raras ameagadas de extingdo, as quais
podem ser utilizadas para disseminar e proteger a biodiversidade. Dessa maneira, a
criopreservacao de embrides tem despontado como uma parte inerente da reproducéo assistida
em animais, em especial, de espécies domésticas (PYLES, 2003).

A inseminac&o artificial € uma técnica que esta sendo bastante recorrida na reproducéo

de animais, como equinos, em que seleciona-se os melhores garanhdes, a fim da reducéo de
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riscos de acidentes e minimizacao da incidéncia de doencas venéreas, tendo esse resultado como
consequéncia do congelamento da célula espermatica do garanhdo (LORENZONI, 2010).
Estudos cientificos sobre a utilizacdo das técnicas de criopreservacdo estdo sendo realizados
com o intuito de formar bancos de gametas femininos, onde estes poderdo ser usados para
pesquisas e/ou aplicacbes comerciais. Naturalmente, uma vaca de valor genético alto, pode
gerar de seis a oito crias em toda a sua existéncia, mas com a superovulagéo podem ser gerados
até 60 bezerros do mesmo animal em um periodo de 12 meses, com o uso da transferéncia de
embribes para fémeas receptoras (LIMA, 2012).

Os avancos na criobiologia tém surgido como importante ferramenta, principalmente,
para aqueles que em um dado momento de sua vida, possam apresentar estados que
comprometam a sua fertilidade como o cancer. A grande maioria dos tratamentos oncolégicos
sdo dirigidos para aquelas células que apresentam um indice elevado de proliferacdo celular,
acontece que estas terapéuticas além de danificarem as células tumorais, comprometem outras
células saudaveis do corpo humano, e uma das consequéncias aos sobreviventes do cranco é
enfrentar problemas em sua saude reprodutiva, como a infertilidade, devido aos efeitos tdxicos
nas células da linhagem germinativa (CARVALHO, 2010).

A criopreservacgéo tem sido indicada para mulheres que apresentam enfermidades como
0 cancer, visto que estas biotécnicas permitem a preservacao de células germinativas femininas
antes da manipulacdo dos medicamentos anticancerigenos, assim, torna-se uma alternativa de
grande relevancia para aquelas pacientes que almejam gerar e conceber uma crianca ap0s a cura
do cancer (SILVA, 2015). A preservacdo do tecido ovariano é uma das alternativas para aquelas
que apresentam neoplasias, para um posterior autotransplante (ALMEIDA, 2005). O
congelamento do tecido ovarico € um caminho simples e efetivo de preservar a linhagem
germinativa feminina, o tecido armazenado em nitrogénio liquido podera ser descongelado e
reimplantado no organismo da paciente oferecendo a chance de uma gravidez futura (ROLO,
2012).

A criopreservacdo de tecido ovariano tem como finalidade preservar a fertilidade de
mulheres jovens que se encontram em idade reprodutiva antes que deem inicio ao tratamento
contra doencas malignas. 1sso tem mostrado o quanto a criopreservagdo do tecido ovariano é
uma importante tecnologia, com proveitos medicos e cientificos (FAUSTINO et al., 2011). Para
os homens que sofrem com a mesma enfermidade, a modernidade e o avango das técnicas de
criopreservacdo, permitem a preservagdo da fertilidade em homens adultos com céncer,

preservando amostras de sémen antes do inicio da terapéutica, assegurando assim a
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possibilidade de paternidade bioldgica, mesmo em casos em que a azoospermia seja o resultado
obtido pos o tratamento (ALVARENGA et al., 2012).

Para aqueles homens com cancer no periodo pré-puberal que apresentam apenas
espermatogOnias e espermatdcitos podem recorrer a criopreservacdo do tecido testicular,
através de uma bidpsia testicular em que os tubulos seminiferos sdo aspirados e as células-
tronco de espermatogdnias sdo congeladas, essa técnica oferece a oportunidade para que apos
o tratamento e comprovada a cura, as células possam ser reimplantadas no testiculo, ou até
mesmo diferenciadas e produzidas in vitro para extracdo de espermatozoides que serdo
utilizados para fertilizacdo de ovocitos por meio de ICSI, possibilitando ao homem a
paternidade bioldgica (OLIVEIRA, 2015).

E notavel a contribuicdo da criobiologia para o potencial reprodutivo de humanos e
animais. Dentre as técnicas mais comuns oferecidas na procriacdo medicamente assistida,
encontra-se: Inseminacéo Intra-Uterina (11U); Fertilizacdo in vitro (FIV) e a Micro injecéo
Intracitoplasmatica de Espermatozoides (ICSI), ambas utilizam esperma a fresco ou esperma
congelado, como nas situacdes de pacientes oncoldgicos para preservacdo da fertilidade. De
acordo com Carvalho (2010), a criopreservacdo espermatica aliada ao conjunto das técnicas de
reproducdo assistida veio a somar e possibilitar aos doentes de cranco a possibilidade de
paternidade, devido a preservacgdo das células germinativas em periodo de idade reprodutiva,

para uso futuro.

2.3 DANOS CAUSADOS NO PROCESSO DE CRIOPRESERVACAO A CELULA
ESPERMATICA

A criopreservacdo tem sido um processo amplamente utilizado na procriagédo, sendo um
meio procurado para aumentar o potencial reprodutivo de muitos animais e uma ferramenta de
grande valor em tecnicas de inseminacéo artificial e producéo in vitro de embrides (LEITE et
al., 2011). Prien e Lacovides (2016), descrevem o uso da criopreservagao como a capacidade
de armazenar células por um tempo indeterminado, mantendo a sua viabilidade e integridade a
uma temperatura abaixo de zero para um uso posterior.

Apesar de ser uma técnica bastante procurada, a criopreservacdo tem enfrentado
problemas para garantir a sobrevivéncia de espermatozoides e o sucesso de fertilizacdo. Durante
esse processo, 0s espermatozoides passam por uma via de etapas: resfriamento, congelacao e
descongelacéo. E, estas sdo responsaveis por causar danos a célula espermaética, diminuindo sua

capacidade de fertilidade se comparada ao sémen fresco (THOMSOM, 2009). Essa diminuigéo
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para Watsom (2000), se atribui a perda da viabilidade espermética e da motilidade dos
espermatozoides sobreviventes. No resfriamento e congela¢do do sémen, mudancas quimicas e
fisicas afetam o espermatozoide causando a desidratacdo parcial, a reorganizagéo estrutural dos
lipidios e proteinas da membrana, a penetracédo dos crioprotetores na célula, a exposicao as altas
concentragdes de solutos e aos cristais de gelo sao consequéncias da criopreservacao (SOUZA,
2013).

A integridade da célula espermatica € indiscutivel para a fertilizacdo acontecer, pois a
preservacdo das estruturas espermaticas ap0s o processo de congelacdo se da através da
interacdo entre diluentes, crioprotetores, curvas de resfriamento, congelacdo e descongelacao,
e de acordo com cada particularidade seminal de cada espécie (CASTELO, 2008). Estudos tém
demonstrado que a qualidade do proprio sémen interfere na criopreservacdo, pois alguns
individuos produzem ejaculados mais aptos e resistentes a criopreservacdo do que outros
(CIPRIANO; FREITAS, 2013). A variedade de temperatura nas etapas de refrigeracgéo,
congelacdo e descongelacdo sdo responsaveis por causar danos a morfologia e a funcéo
espermatica. Silva e col. (2012), relatam em um estudo com catetos (P. Tajacu) que houve uma
reducdo da motilidade espermatica apds refrigeracdo a 5 °C, m, dos fatores mais avaliados na
crioconservacao € a taxa de congelacgdo, que quando lenta leva a desidratacao celular e o choque
osmatico, devido a elevada concentracdo de sal do meio e a formacao de gelo extracelular em
temperaturas abaixo de zero. Por outro lado, ataxa de congelagdo rapida ndo permite que ocorra
a desidratacdo da célula, favorecendo a formacdo de cristais de gelo intracelular (ANZAR,
2011).

Os crioprotetores sdo substancias usadas com o intuito de proteger os espermatozoides
durante a criopreservacdo, sendo o glicerol o crioprotetor mais usado nesse processo, vez que
seu efeito na membrana plasmaética acontece por uma ligacdo direta aos fosfolipidios da
membrana, reduzindo sua fluidez e interferindo na permeabilidade seletiva da membrana
celular a agua e aos ions. No entanto, os proprios crioprotetores podem ser toxicos quando
usados em altas concentraces, uma vez que 0S espermatozoides sdo vulneraveis a ataques
osmaticos (SAID; GAGLANI; AGARWAL, 2010).

2.3.1 Danos celulares
Ribas-Maynou et. al (2014), em seus estudos recentes revela que o efeito da

criopreservacao sobre o dano no DNA do esperma, mostrando que o principal responsavel por

induzir a danos nucleares durante o processo de congelamento e descongelamento do sémen,
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s80 as espécies reativas de oxigénio, pois levam a descondensacao da cromatina, desnaturacao
do DNA e a indugéo da vacuolizagdo nuclear (MUKHOPADHYAY et al., 2011).

A criopreservacdo prolongada aumenta o nivel de espécies reativas de oxigénio (ROS),
0 sémen criopreservado sofre fragmentacdo do DNA prejudica o potencial fertilizante
(MUKHOPADHYAY et al., 2011). As espécies reativas de oxigénio (EROs), causam danos a
cromatina de espermatozoides submetidos a um periodo longo de armazenamento em
nitrogénio liquido (SOUZA, 2013). A formacdo de espécies reativas de oxigénio inibe a
atividade antioxidante do corpo, essas moléculas derivadas do oxigénio como o perdxido de
hidrogénio, agem como poderosos oxidantes e sdo normalmente formados tanto no trato genital
masculino como no genital feminino. Espermatozoides crioconservados sao propensos ao
estresse oxidativo, que leva a um aumento do numero de ROS presentes, causando uma reducéo

no nivel de antioxidantes importantes, como a glutationa (YELUMALAI et al., 2012).

2.3.2 Danos ao citoesqueleto

As membranas celulares sdo ancoradas no citoesqueleto e qualquer alteracdo nessas
estruturas terdo efeitos negativos na funcdo. Saunders e Parks (1999), identificaram que a
despolarizacdo prematura dos filamentos de actina em embrifes bovinos que sofreram
resfriamento trazem complicacgdes na criopreservagado dos espermatozoides, pois muitas dessas
proteinas estruturais apresentam despolimerizacdo e repolimerizacdo de acordo com a
temperatura a qual sdo submetidas (SOUZA, 2013).

O decaimento da motilidade, observado ap6s congelacdo e descongelacdo da célula
espermatica pode ser explicado, em parte, pelas mudancas no transporte ativo e permeabilidade
da membrana plasmatica na regido da cauda, como também a interferéncias na disponibilidade

de energia ou danos nos elementos do axonema (WATSOM, 1995).

2.3.3 Danos as membranas

A capacidade de fertilizacdo dos espermatozoides é caracterizada pela integridade
funcional e estrutural da membrana plasmatica e do acrossoma (SOUZA, 2013). No entanto,
durante a etapa de refrigeracdo, a membrana celular dos espermatozoides passa por algumas
mudancas relacionadas a sua estrutura, principalmente, aos lipidios. No processo de congelacéo
répida, aliado a descongelacdo lenta, crioinjurias serdo geradas pela formacdo de pequenos
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cristais de gelo, os quais podem se agrupar formando cristais grandes, rompendo a membrana.
(WATSOM, 2000).

A membrana plasmética da célula espermatica é rica em fosfolipidios, com
fosfatidilcolina e esfingomielina encontradas no folheto externo da bicamada lipidica, enquanto
fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina localizam-se no folheto interno (LADHA, 1998).
Durante a crioconservacdo, a membrana plasmatica sofre modificacbes para se adaptar as
mudancas de temperatura, como o movimento de translocacdo de fosfolipidios, com
externalizacdo da fosfatidilserina (SILVA; GUERRA, 2011). Thomas (2006), relata que a
criopreservacao ocasiona uma maior fluidez na membrana plasmatica e exposicéo a sitios de
ligacdo a moléculas externas, requerendo menor tempo para a célula se capacitar.

Na membrana plasmatica encontram-se as proteinas integrais, que sdo agrupadas pela
separacdo da fase lipidica, os lipidios e proteinas celulares podem ser danificados
(YELUMALAI et al., 2012). Robert e Watson (1986), relatam que algumas dessas proteinas,
como os canais i0nicos (Ca++), tém sua funcdo afetada pelo fato da permeabilidade da
membrana aumentar apds o resfriamento, ocasionando implicacdes deletérias sobre a funcédo
espermatica, ja que a regulacdo do célcio reflete em sérios efeitos, levando a complicacdes na
capacitacdo e na fusdo entre a membrana plasmatica e a por¢cdo externa da membrana do
acrossomo (CRITSER, 1998). Para Watson (1995) e Souza (2013), o choque frio causado pela
congelacdo e descongelagdo provoca um conjunto de alteracdes que afetam as membranas
plasmaticas, como a do acrossoma, interferindo na morfologia dessa estrutura. Em estudos com
elefantes, Sa-Ardrit et al. (2006), verificaram por imagens de ultraestrutura, danos ao acrossoma
de espermatozoides p6s-descongelados, como: ruptura da membrana, vazamento do contetido
acrossomal, acrossoma edemaciado e perda completa da estrutura. A integridade da membrana
¢ um fator importante para a viabilidade e motilidade espermatica (SAID; GAGLANI,
AGARWAL, 2010).

2.3.4 Danos mitocondriais

A integridade mitocondrial e seu funcionamento sdo importantes para que a célula
espermatica seja capaz de exercer sua funcdo, localizadas na peca intermediaria, as
mitocOndrias sdo responsaveis pela producdo da energia necessaria para a motilidade
espermatica, estas produzem energia em forma de adenosina trifosfato (CARREIRA, 2012). Os

cristais de gelo intracelulares formados causam danos as membranas e afetam o funcionamento
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das organelas, gerando a reducdo da sobrevivéncia celular (OBEROI; KUMAR; TALWAR,
2014).

Danos mitocondriais como mudangas na sua estrutura ou alteracbes na forma,
condensacéo e perda de material mitocondrial (SILVA; GUERRA, 2011). A diminuicdo da
motilidade espermética tem sido atribuida a danos & membrana mitocondrial, de acordo com
Keel e Webster (1993), a motilidade dos espermatozoides diminui em 50% apos a fase de
descongelamento por congelamento. Em 1995, Watson, relatou que a perda do contetdo
estrutural e a formacdo de grandes cristais de gelo nas mitocondrias espermaticas no processo
de congelacgéo, afetaram a producéo de adenosina trifosfato (ATP), ocasionado por alteragoes
na fosforilacdo oxidativa e no transporte de prétons na crista mitocondrial interna. A
criopreservacao é responsavel ainda, por ativar o processo de apoptose mitocondrial, devido a
abertura dos poros mitocondriais e posterior liberacdo dos fatores pré-apoptoticos dessa

organela, suscitando a diminuigdo no potencial de membrana (SOUZA, 2013).

2.3.5 Apoptose

A apoptose é outra crioinjiria causada no processo de criopreservacdo. A morte celular
programada é um processo que pode ocorrer em todas as células, considerando de acordo com
Wang (2003), Said, Gaglani e Agarwal (2010), alguns fatores contribuem para a apoptose em
espermatozoides humanos, grandes concentracdes de espécies reativas de oxigénio (ROS),
foram relacionadas com a inducdo a apoptose.

Acontece, que quando as concentragdes de enzimas antioxidantes caem ou as
concentragOes de ROS aumentam, o efeito de ROS oprime a célula levando a apoptose. Durante
a criopreservacao a célula espermaética passa por uma série de mudancas fisicas e quimicas, que
resultam em danos ao DNA, como também uma mudanca estrutural na membrana plasmética
causando uma desordem lipidica. Esses fatores tém sido reconhecidos por ativarem vias
apoptoticas. Em conformidade com os estudos atuais de Prien e Lacovides (2016), percebe-se
que a criopreservacao tem sido indicada como fator para apoptose, devido a permeabilidade da
membrana e fosfatidilserina. Martin et al. (2004), mostrou em seu estudo, que a criopreservacao
foi associada a ativacdo das caspases 3, 8 e 9, uma comparacdo entre espermatozoides
criopreservados e frescos demonstrou que a criopreservacdo aumenta significativamente a
porcentagem de caspases ativadas de 21% para 47% (SAID; GAGLANI; AGARWAL, 2010).

A principal fonte de estresse oxidativo para espermatozoides € a mitocondria. A

producdo de ROS aumenta em mitocondrias da celula espermatica devido a congelacdo e
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descongelacdo, enquanto que um estresse osmotico pode levar o aumento da permeabilidade da
membrana mitocondrial, ativando assim a apoptose (PRIEN; LACOVIDES, 2016). A
externalizacdo da fosfatidilserina na membrana do espermatozoide é outro marcador de
apoptose, sendo reconhecida por varios receptores em fagdcitos para destruicéo, a fragmentacéo
do DNA também é um indicador para apoptose em espermatozoides, causada pela ativacao da
caspase-3 (SAID; GAGLANI; AGARWAL, 2010).

2.3.6 Estresse oxidativo

O sucesso da crioconservacdo para Souza e Morais (2016) é parcial, vez que 0 processo
de congelacao-descongelacdo prejudica cerca de 50% das células, ocorrendo devido ao fato da
célula espermatica apresentar alta sensibilidade ao estresse oxidativo gracas as espécies reativas
de oxigénio (ROS) produzidas durante o processo de criopreservacdo, pois todas as células
vivas que se encontram sob condicGes aerdbicas estdo continuamente sujeitas aos efeitos
paradoxos do oxigénio (FERREIRA; ABREU, 2007). Isto acontece porque o oxigénio
molecular ao mesmo tempo em que tem um papel vital para a sobrevivéncia celular pode ser
extremamente deletério para a mesma, sendo responsavel por causar danos a célula (LUZ et al.,
2011).

Nas condicoes fisioldgicas (aerdbicas), o oxigénio é o aceptor final de elétrons durante
a fosforilacdo oxidativa, sendo responsavel para a sintese de ATP, indispensavel para a célula.
Mas, para que aconteca a sintese de energia, a molécula de oxigénio passa por uma reducéao
tetravalente, ou seja, ganha quatro elétrons na sua ultima camada de valéncia, durante esse
processo sdo produzidos varios compostos intermediarios relativamente instaveis, como: o
anion superoxido (02-), peroxido de hidrogénio (H202) e radical hidroxila (OH), denominados
de espécies reativas de oxigénio ou simplesmente ROS (MAIA; BICUDO, 2009).

Os espermatozoides maduros e imaturos, células oriundas de diferentes fases da
espermatogénese, os leucdcitos e outros tipos de células, como as células epiteliais, sdo
considerados células seminais. Entre estes, 0s espermatozoides imaturos e os leucécitos sdo
considerados as principais fontes de espécies reativas de oxigénio. O acimulo dessas ROS na
célula promove o estresse oxidativo, condi¢cdo na qual acontece um desiquilibrio na producgéo
de ROS, que séo radicais livres, moléculas que possuem elétrons desemparelhados (ARRUDA
et al., 2005).

O 02 é um composto que apresenta uma vida curta e ndo é capaz de permear a

membrana bioldgica, no entanto, quando ocorre permeabilidade da mesma, este pode ser
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extremamente danoso no local que foi produzido, além disso, 0 O2 pode transformar-se
espontaneamente ou enzimaticamente em outros ROS, como 0 H202, que possui vida longa e
alta capacidade de atravessar membranas biolégicas e gerar o radical OH (TREVIZAN, 2013).
O radical hidroxila (OH) é apontado como o radical livre mais reativo nos sistemas biologicos,
sendo o responsavel por causar mais danos do que qualquer outra ROS. Este é formado a partir
do peroxido de hidrogénio em uma reagdo catalisada por ions metais (Fe++ ou Cu+), o radical
hidroxila reage rapidamente com biomoléculas desencadeando a cascata de peroxidacdo dos
lipidios nas membranas da célula espermatica (SILVA, 2011).

Segundo estudos, acredita-se que a gravidade e a letalidade das ROS deve-se aos danos
oxidativos que estas podem causar a diversas moléculas como: lipidios, proteinas e DNA.
Varios fatores estdo ligados ao desencadeamento do stress oxidativo, partindo do pressuposto
de que esse estresse surge do aumento da producdo excessiva de ROS e a reducdo de
antioxidantes disponiveis. A escassez de antioxidantes, a colheita de sémen, a sujei¢do de
animais a condicdes de stress e a geracdo natural de ERO nos espermatozoides sdo alguns desses
fatores (PENA et al., 2009). O sémen submeti do a congelacdo e Varios passos no seu
processamento podem levar a producao de ROS, bem como a reducdo de antioxidantes naturais
(ASSUNCAO, 2016).

Figura 3 — Superproducdo de ROS (1) ocasionando estresse oxidativo (2) devido a redugdo dos
compostos antioxidantes intracelulares (3) promovendo diversas alteragdes: peroxidacéo lipidica (4),
fragmentagdo do DNA (5) e oxidagdo de diferente moléculas, levando a célula a morte.
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O dano mais comum envolvendo ROS é a peroxidagdo de lipidios. A membrana é um
dos componentes celulares mais atingidos devido a oxidacao dos acidos graxos ou peroxidagdo
lipidica, pois leva a alteracbes na sua estrutura e permeabilidade, promovendo a perda da
seletividade ibnica, a formacao de produtos citotdxicos, a liberacdo do conteddo das organelas,
e, consequentemente, a morte celular (LUZ et al., 2011). Braga (2014), pondera que a
membrana plasmatica da célula espermatica é extremamente rica em fosfolipidios (acidos
gordos poli-insaturados), o que faz com que essas células se tornem suscetiveis aos efeitos
degenerativos causados pelas ROS. Sendo assim, alteragdes morfolégicas na membrana
plasmaética durante o processo de criopreservagdo causam a peroxidacdo da bicamada lipidica,
devido a excessiva producdo de ROS, produzidas durante o processo de congelacdo-
descongelacdo (SOUZA et al.,, 2016). O dano oxidativo causado aos espermatozoides é
atribuido as diferencas individuais na composicdo de acidos graxos da membrana das células
espermaticas, ou seja, depende da proporcdo de acidos gordos saturados e poli-insaturados nos
fosfolipidios presentes na membrana destas células (GARCIA et al., 2011).

Entende-se que o estresse oxidativo ocasiona a baixa geracdo dos niveis de ATP
intracelular, e estes sdo responsaveis pela motilidade da célula, resultando na diminuicdo da
motilidade espermética dando inicio a um processo chamado de peroxidacao lipidica, o qual
tem sido apontado como a causa da reagdo acrossomica anormal e a perda de fluidez da
membrana, acarretando a diminuicdo de potencial fertilizante dos espermatozoides. Portanto, o
estresse oxidativo é considerado um vildo para a técnica de criopreservagao, pois em alguns
casos, é capaz de comprometer o congelamento, visto que além dos efeitos negativos das ROS
sobre 0s espermatozoides, estas também sdo responsaveis por causarem danos aos constituintes
do sémen (proteinas, amino&cidos, lipidios e carboidratos), que sdo componentes
indispensaveis para o processo de fecundacéo, assim, qualquer alteracdo nesses compostos do
ejaculado tem potencial para a uma reducdo das taxas de fecundidade (CHENOWETH e
LORTON, 2014).

A peroxidag&o lipidica € um processo no qual oxidantes, como os radicais livres, atacam
os lipidios que contém cadeias duplas de carbono. Acidos graxos poli-insaturados séo aqueles
em que se encontram duas ou mais liga¢fes carbono-carbono (H2C=CH2). Os lipidios mais
atacados sdo os &cidos gordos poli-insaturados, que sofrem a remocao de hidrogénio de um
carbono, com a adicéo de oxigénio, resultando em radicais peroxil lipidicos e hidroperoxidos
(BRAGA, 2014).

Ferrusola et al. (2009), relata que a mitocondria quando congelada e descongelada,

aumenta a producédo de ERO, que por meio da cadeia transportadora de elétrons, é a principal
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fonte geradora de ROS, enquanto a osmose tende a aumentar a permeabilidade da membrana,
favorecendo as ROS uma difusdo répida, ativando um mecanismo celular semelhante a
apoptose.

Em espécies distintas de mamiferos, mais de 60% dos lipidios presentes na membrana
plasmética da célula espermatica, sdo &cidos graxos insaturados, estes conferem excelente
fluidez & membrana celular, aumentando a sua elasticidade e resisténcia para mudancas de
volume. Entretanto, essas insaturacdes tornam as células espermaticas mais vulneraveis a agdo
de ROS, levando a lipoperoxidagdo de membranas (ASSUNCAO, 2016). Aitiken et al. (1993),
em seus estudos, notaram uma estreita relacdo entre 0s niveis de peroxidagdo no ejaculado
humano e a morfologia dos espermatozoides (movimento espermatico) e a capacidade de fuséo
espermatozoide-ovocito considerados de extrema importancia para o sucesso da fertilizacao.

A cascata da peroxidacdo lipidica se inicia quando a OH, conhecida como a ROS
iniciadora da peroxidacdo, retira um atomo de hidrogénio dos &cidos graxos poli-insaturados
da membrana celular (NUNES; OLIVEIRA; MORAIS, 2006). Esse processo acontece porque
os acidos poli-insaturados das membranas celulares possuem duplas ligacdes e estdo mais
propensos ao ataque desses radicais. A lipoperoxidacdo pode ser utilizada para medir os danos
causados durante o processo de criopreservagéo e, consequentemente, a reducéo da fertilidade
(TREVIZAN, 2013).

Ferreira e Matsubara (1997), definem que a peroxidacdo lipidica possui trés etapas:
iniciacdo, propagacdo e terminacdo. A iniciacdo se da pelo ataque a um lipidio por qualquer
ROS que tenha reatividade suficiente para abstrair um atomo de hidrogénio de um grupo
metileno (- CH2-). O seu término ocorre quando os radicais lipidicos e peroxila (R—Ce e —
ROO¢) produzidos propagam-se até se destruirem (MAIA; BICUDO, 2009). Ao fim das etapas
da reagdo em cadeia da peroxidacao lipidica tém-se o acumulo de hidroperéxidos (LOOH) e,
em sequéncia, a formacao de produtos citotoxicos, como o malonaldeido, que € responsavel por

causar prejuizos a celula espermatica alterando a membrana dessas células (LUZ et al., 2011).

24  ANTIOXIDANTES

Com o proposito de melhorar o grau de sucesso de fertilidade através da utilizagdo da
técnica do sémen criopreservado, estudos tém sido desenvolvidos com o intuito de manter a
integridade e funcionalidade da célula espermaética nas etapas da criopreservagdo. O estresse

oxidativo e os danos causados tém evidenciado a necessidade e a importancia do uso de
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antioxidantes, durante a manipulacdo do ejaculado com o objetivo de reduzir as criolesdes
ocasionados durante esse processo (SILVA; GUERRA, 2011).

Durante as etapas da conservacao do sémen, o desequilibrio entre a producédo de ROS e
a atividade antioxidante pode ser gerado tanto pelo comprometimento da capacidade protetora
dos antioxidantes presentes no proprio ejaculado, para Watson (2000) a partir do momento em
que acontece uma atenuada reducéo de suas concentrag¢fes apos dilui¢do do sémen, quanto pelo
estimulo a producdo de ROS, durante a criopreservacdo. Tal desequilibrio, favorecendo os
oxidantes, resulta em efeitos totalmente toxicos que comprometem a funcionalidade celular, o
que conduz, consequentemente, a apoptose (morte celular) e reducdo da fertilidade dos
espermatozoides (SOUZA et al., 2016).

Os antioxidantes podem ser definidos como substancias ou moléculas que tém
capacidade de converter as ROS em agua, cuja a finalidade é prevenir a producdo excessiva,
essas substancias quando usadas em baixas concentragdes, em comparacdo ao substrato
oxidavel, retardam ou inibem, significativamente, a oxidagdo de um determinado substrato
oxidavel (ASSUNCAO, 2016). Nas células, os antioxidantes podem atuar por meio de dois
sistemas: 0 sistema enzimatico e o sistema ndo enzimatico, enquanto os antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos sao responsaveis por trabalhar no combate ao estresse oxidativo
(BANSAL; BILASPURI, 2010).

O proéprio plasma seminal e nas proprias células sexuais masculinas, encontram-se
varios antioxidantes e enzimas antioxidantes que sdo responsaveis por proteger 0s
espermatozoides durante o processo de criopreservacao, de forma a prevenir o dano oxidativo,
esse sistema de defesa antioxidante tem a fung&o de inibir ou reduzir os danos causados pela
acao degenerativa dos radicais livres. Os antioxidantes enzimaticos ou também chamados de
antioxidantes naturais € o primeiro sistema a agir. Esse sistema é composto pelas enzimas
superdxido dismutase (SOD), glutationa (GSH), glutationa redutase (GSH redutase), glutationa
peroxidase (GSH peroxidase) e catalase (CAT), que agem neutralizando o excesso de ROS e
prevenindo estas de causarem danos na estrutura celular (LUZ et al., 2011).

No entanto, mesmo o espermatozoide contendo antioxidantes dentro do citoplasma,
durante o seu periodo de maturacdo, a célula espermaética perde grande parte do seu citoplasma,
resultando numa deficiéncia do mecanismo que regule essa defesa. Bilodeau et al. (2000),
descrevem que o sémen congelado perde cerca de 78% de glutationa peroxidase e 50% de
superoxido dismutase, reduzindo a viabilidade do sémen em consequéncia do stress oxidativo.
No meio extracelular, ele é protegido pelo plasma seminal que contém agentes redutores de

ROS, enzimaticos e ndo enzimaticos, como: vitamina C (acido ascérbico), vitamina E (alfa-
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tocoferol), ubiquinonas (coenzima Q), resveratrol, entre outros (TREVIZAN, 2013). O sistema
de defesa antioxidante da célula pode atuar através de mecanismos distintos de acéo, um deles
é inibindo a formacdo dos radicais livres ou espécies ndo-radicais (sistemas de prevencao),
impedindo a acéo desses (sistemas varredores) ou, atuando no reparo e na reconstituicdo das

estruturas bioldgicas lesadas (sistemas de reparo) (BARBOSA et al., 2010).

2.4.1 Acido ascérbico

O écido ascorbico, ou simplesmente vitamina C, ou ainda, ascorbato, € uma vitamina
hidrossoltvel encontrada abundantemente nas células vegetais e animais, podendo estar ligada
a uma proteinas ou de forma livre, possui uma alta solubilidade em &gua e pertence a um grupo
organico chamado de lactonas que sdo &cidos carboxilicos e apresenta uma estrutura molecular
com C6H806 (COSTA, 2015).

Tem sido considerado o mais importante antioxidante do fluido extracelular, sendo
apontado com um importante limpador de espécies reativas de oxigénio e seu uso é de extrema
importancia no combate aos danos gerados pelo estresse oxidativo, como a peroxidacao lipidica
(RODRIGO; GUICHARD; CHARLES, 2007). No entanto, estudos tém demostrado que ao
entrar em contato com metais de transicdo como o ferro podem atuar como pro-oxidantes,
tornando-se capaz de produzir espécies radicais como OH.

Branco e col. (2009), notaram que o uso do ascorbato minimiza os danos oxidativos e
mantém a integridade do DNA de espermatozoides humano, elevando assim os niveis de
fertilidade. Por outro lado, trabalhos utilizando 4cido ascorbico como antioxidante em coelhos
machos, mostrou que este reduziu significativamente as concentracfes de radicais livres e
aumentou a atividade de enzimas antioxidantes (GST, SOD e CAT) em compara¢do com
animais ndo tratados (ANDRADE et al., 2010).

2.4.2 Alfa-tocoferol

O a-tocoferol, conhecido popularmente como vitamina E, é uma substancia
lipossoluvel, reconhecida por possuir uma alta atividade inibidora da peroxidacéo lipidica. Sua
presenca na membrana € de valor inestimavel, pois a protege contra a oxidagédo lipidica e
também contra o extravasamento de material intracelular (TONIOLLI, 2012). A vitamina E, €
um antioxidante estrutural, predominante na membrana plasmética das células animais e séo

encontradas no ovario e no fluido folicular.
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Na criopreservagdo, estudos apontam que o uso deste antioxidante (o-tocoferol)
adicionado ao ejaculado de suino, reduziu os danos oxidativos, melhorou a motilidade
espermatica, manteve a integridade mitocondrial e da membrana plasmatica e ainda, reduziu a
expressao de genes pro-apoptdticos (LUZ et al., 2011). Através de pesquisas, acredita-se que
esta vitamina remova, principalmente, o &nion superoxido gerado por enzimas ligadoras de
membrana que participam na oxidacédo bioldgica (SILVA; GUERRA, 2011). A vitamina E ao
oxidar interrompe a reacdo em cadeia da peroxidacdo lipidica de biomembranas e lipoproteinas,
esse antioxidante contém um grupo hidroxila por que reage com elétrons desemparelhados,
podendo assim, reduzir radicais peroxil (GUIMARAES, 2011).

O uso de tocoferol durante a conservagdo dos ejaculados tem demonstrado efeitos
variados, visto que o0 processo de oxidacdo atua distintamente entre as estruturas das células
espermaticas de acordo com a particularidade de cada espécie, pouco efeito da adicdo deste
antioxidante foi visto no sémen refrigerado de equinos e no sémen congelado de homens
(TONIOLLI, 2012). Por outro lado, no sémen ovino, observou-se que a adi¢do de tocoferol
prolonga o periodo de conservacdo do sémen, melhora a motilidade do espermatozoide e reduz
0 grau de danos celulares (ANDRADE et al., 2010). Estes dados indicam que o processo de
oxidagdo pode ter efeito diverso, dependendo da espécie animal e das estruturas afetadas na
célula espermatica. Desta forma, os efeitos da vitamina E variam de acordo com a dose utilizada
como também da quantidade de radicais hidroxilas a serem inativados. Apesar dos efeitos
benéficos, o a-tocoferol pode agir como pro-oxidante em determinadas concentracdes.

O mecanismo de acdo do alfa-tocoferol consiste na destruicdo do radical hidroxila, uma
vez que funciona quebrando cadeias causadas pelas ROS, entretanto, ndo apresenta uma fungéo
de limpeza, na presenca de glutationa e ascorbato. A funcdo da vitamina E em quebrar ligacdes
em cadeia € mantida, na maioria das vezes, pelo acido ascérbico, ja a glutationa trabalha
atuando como um antioxidante preventivo. Dessa forma, mesmo quando a quantidade de
vitamina E encontre-se em baixas concentracfes, ao unir-se com a capacidade redutiva do
ascorbato garante a atividade de quebrar as cadeias formadas pelas ROS, protegendo assim a

célula contra a peroxidacéo lipidica (BRAGA, 2014).

2.4.2 Resveratrol

O resveratrol (trans-3, 5, 4-trihidroxi-trans-estilbeno) € um tipo de polifenol que pode

ser encontrado em alguns grupos de plantas como o pinhdo, as uvas, as amoras entre outras, e
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através de estudos, essa substancia tém indicado um alto poder antioxidante no combate aos
radicais livres (ASSUNCAO, 2016).

Esse composto pode ser sintetizado naturalmente da planta sob duas formas isdbmeras:
trans-resveratrol e cis-resveratrol. Os efeitos benéficos deste antioxidante contra as lesdes
oxidativas in vitro e in vivo deve-se a regulacdo de antioxidantes enddgenos, atuando como um
limpador de ROS, este também mostra uma alta eficicia na inibicdo da formacéo de radicais
livres de oxigénio, e ainda, quela o metal de transi¢do cobre, o0 qual é responsavel por gerar
espécies reativas de oxigénio que levam a peroxidacdo lipidica (OURIQUE, 2012).

O resveratrol tem uma acéo antioxidante comprovada, pois de acordo com Yen et al.
(2003), percebe-se que este composto em concentragdes de 10-100 mM, concede uma elevada
protecdo contra o dano oxidativo. Alguns pesquisadores propdem que sua acao antioxidante
pode ser explicada pela regulacdo de cascatas sinalizadoras intracelulares e também pela
remocao de ROS, modulagéo de enzimas e quelacdo de metais.

Em estudos sobre o congelamento do ejaculado humano, notou-se que o antioxidante
preveniu a peroxidacdo de lipidios na célula espermatica, por outro lado, observou-se também
gue o mesmo levou a uma diminuicdo de motilidade no sémen quando comparado ao grupo
controle, este efeito foi atribuido por alguns autores, ao fato do resveratrol ser conhecido como
um inibidor da COX1, uma enzima que esta envolvida na sintese de prostaglandinas-2 que
relacionam-se com a motilidade espermética (ASSUNCAO, 2016).

A acdo do resveratrol € dependente da composicdo da membrana plasmatica de cada
individuo, a qual existe diferencas na composicao lipidica, tal diferenca pode explicar uma
menor ou maior acdao de um antioxidante usado na protecdo da célula espermatica. Os estudos
que foram realizados com este antioxidante tém usado diferentes concentracbes de
antioxidantes, em diferentes espécies, o que pode gerar controveérsias quanto ao beneficio deste.
Silva e Guerra (2012), utilizando o resveratrol, ndo notaram melhoria significativa dos
parametros espermaticos pds-descongelacdo, em amostras de sémen ovino tratadas com
diferentes concentraces (5, 10, 15 e 20 pg/mL). De outro modo, Bucak et al. (2014), em testes
com ejaculado bovino, utilizando uma concentracdo de 1 mM no diluente, constatou que a
utilizacdo do resveratrol é altamente benéfica, pois aumentou a motilidade, a atividade
mitocondrial e, por fim, a diminuicdo de danos ao ao DNA, contudo, em outros aspectos como
integridade do acrossoma e estresse oxidativo ndo houve diferenga em compara¢ao com grupo

controle.
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2.4.3 Catalase

A catalase consiste em uma hemeproteina citoplasmatica (enzima antioxidante)
localizada na regido do peroxissoma e mitocondria das células, a qual desempenha importante
papel protetor contra os danos oxidativos (SILVA; GUERRA, 2011). Esse antioxidante é uma
das mais eficientes enzimas conhecidas, pois 0 mesmo ndo pode ser saturado por nenhuma
concentracdo de seu substrato, a catalase tem como funcéo prevenir a formacéo da hidroxila a
partir do H202, vez que essa enzima catalisa a reducdo do H202 que produzird agua e o
oxigénio molecular. A catalase é encontrada na célula espermética e no plasma seminal de
humanos, ratos e coelhos e é capaz de neutralizar as ROS gerados durante as etapas de
criopreservacao, favorecendo assim para que 0 Sémen continue em boas condicdes
(GUIMARAES, 2011).

A catalase tem sido um antioxidante muito utilizado na técnica de criopreservagdo com
0 intuito de obter um maior percentual de células vivas e capacitadas ap6s 0 armazenamento
em nitrogénio liquido em diferentes espécies. Em estudos com humanos, foi revelado que o uso
da catalase na manipulacdo de sémen reduziu significativamente os niveis de ROS e melhorou
a qualidade de espermatozoides apds o processo de descongelacdo, tornando a célula mais
capacitada para a fertilizacdo. Em diferentes espécies de animais a utilizacdo da catalase no
meio de diluicdo para a criopreservacdo de sémen melhorou os aspectos espermaticos, sémen
de caninos, ovinos e bovinos também mostraram uma qualidade melhorada quando a catalase
foi utilizada (LUZ et al., 2011).
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RESUMO

A Fertilizagcdo in vitro (FIV) de bovinos é uma biotécnica da reproducéo utilizada
mundialmente, cuja finalidade estd associada a aceleracdo na obtencdo de bovinos
geneticamente superiores. Contudo, essa ferramenta de reproducdo ainda apresenta certas
limitacGes, pois embrides cultivados in vitro sdo submetidos a espécies reativas ao oxigénio
(EROs), capazes de provocar estresse oxidativo, resultando em danos celulares e,
consequentemente, diminuindo a viabilidade embrionaria. Diante disso, esse trabalho teve
como objetivo avaliar o efeito do 6leo essencial da Abarema Couchlicarpos durante o cultivo
de embrides bovinos, afim de obter uma maior recuperagdo embrionéria. Por esse motivo, foi
adicionado ao meio de cultivo 6leo da Abarema Cochliacarpos em trés diferentes concentragdes
no meio de fluido sintético de tuba uterina (SOF), formando os seguintes tratamentos: 0 mg
(controle); 0,125 mg (C 12,5); 0,25 mg (C 0,25); 0,50 mg (C 0,50). Apds 48 horas foram
observadas as caracteristicas morfologicas das estruturas encontradas. No C 0,25 ndo foi
observado a ocorréncia de clivagem, tampouco a contaminacdo no meio de cultura, enquanto
que o controle desenvolvido nas mesmas condi¢gdes mostrou-se com contaminacgéo, sugerindo
que o extrato atuou como agente antimicrobiano. No C 0,50 foi possivel identificar a progressao
do desenvolvimento embrionario no estagio de mérula no D6 com aproximadamente 16 células,

que corresponde a 35% (7/20), ndo havendo contaminacdo. E, no C 0,125 ndo foi verificado
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ocorréncia de clivagem e de contaminacgéo, todavia nessa concentracdo do extrato mostrou-se
deletéria, ndo permitindo o desenvolvimento embrionério. A anélise realizada no estudo
permite afirmar que o 6leo da Abarema Cochliacarpos atuou como agente antimicrobiano nos
trés tratamentos nas concentracdes de 0,125 mg ,0,25 mg; 0,50 mg. Contudo, na maior
concentracdo estudada, verificou-se que, mesmo diante de condicbes desfavoraveis, o extrato
favoreceu o desenvolvimento do zigoto. Diante da baixa taxa de clivagem nos grupo controle e
dos tratamentos, tornou-se necessario pesquisar causas do insucesso da producao in vitro.
Levando-se em consideracdo que o sémen € a principal fonte de contaminacdo dos meios de
fertilizacdo e cultivo, vez que ndo é um material possivel de ser esterilizado. Concluindo que,
os resultados obtidos demonstraram que o extrato de Abarema Cochiliacarpos em todas as
concentracdes estudadas apresentaram atividade antibacteriana, prevendo-se um potencial

farmacoldgico para sua utilizacdo em meios de FIV.

Palavras-Chave: FIV; abarema cochliacarpos; atividade antimicrobiana.

INTRODUCAO

A criacdo de bovinos é uma das maiores atividades de importancia econémica para o
mercado brasileiro. Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) no
ano de 2015, o pais possui um rebanho de 215,2 milhGes de cabecas. Assumindo assim o posto
de segundo maior produtor de carne bovina, sendo superado apenas pelos Estados Unidos
(SCHLESINGER, 2010).

O cenario econémico nacional da pecuaria tem sofrido alteraces nas ultimas décadas,
em razdo dos investimentos em biotécnicas da reproducéo, visando o melhoramento genético
do rebanho, assim como encurtando o intervalo entre as gerages e intensificando a selecéo e o
ganho genético. Dentre as biotecnologias reprodutivas que visam a melhoria da qualidade
genética e aumento do rebanho bovino podemos citar, de acordo com Freitas et. al (2005) e
Morais (2011), a inseminac&o artificial, criopreservacdo de sémen, transferéncia de embrides,
producdo de animais transgénicos e a producao de embrides in vitro.

A Producéo in vitro de embrides bovinos é uma técnica indispensavel na obtencéo de
animais geneticamente superiores e na compreensdo de Vvarios processos reprodutivos. Esta
técnica é uma excelente ferramenta para pesquisa de fendmenos biol6gicos como maturacgéo,
fecundacdo e cultivo de ovocitos, e no estudo do desenvolvimento embrionério. Além de

permitir o aproveitamento de fémeas que ainda ndo alcancaram a idade reprodutiva, ou
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adquiriram alteracdes de forma natural, ou aquelas que seriam destinadas ao descarte. Apesar
da criacdo de condi¢des semelhantes as encontradas fisiologicamente no organismo materno, o
indice de sucesso da técnica ainda é baixo, quando comparado aos resultados obtidos in vivo.
Freitas et al. (2005), Crocomo et al. (2012) e Gouveia (2011), destacam que dentre os fatores
que interferem na producdo de embrides, a qualidade olcitéria, as condigdes do meio de
maturacéo e o cultivo sdo determinantes na obtengdo de embriGes viaveis.

Uma das maiores problematicas na viabilidade dos embrides cultivados in vitro consiste
na producéo de espécies reativas ao oxigénio (EROs), que provocam estresse oxidativo. Assim,
dentre as EROs, a peroxidacdo lipidica tem sido associada a diminuicdo da viabilidade
ovdcitaria e embrionaria. A alta tensdo de oxigénio associada a interferéncia da luz e outros
fatores favorecem a formacao de radicais livres, e por possuirem elétrons desemparelhados em
sua Orbita mais externa apresentam alta instabilidade e reatividade com o oxigénio. Portanto,
para se tornarem estaveis, reagem com moléculas ao seu redor como carboidratos, lipidios e
acidos nucleicos, provocando assim, a oxidacao dessas moléculas. Resultando em reacdes em
cadeia que levam a danos celulares como a peroxidacao de lipidios, desnaturacéo de proteinas,
alteracdes mitocondriais, entre outros (CROCOMO et al., 2012).

Diante desse contexto, o0 uso de antioxidantes tém se mostrado necessario a fim de
diminuir os danos celulares, provocados pela formacéo de radicais livres na maturagéo e cultivo
de embrides bovinos com o intuito de melhorar a sua eficiéncia. Sendo assim, tém se estudado
a utilizacdo de agentes alternativos com esse proposito, como antioxidantes naturais extraidos
de plantas da caatinga, como por exemplo a Abarema Couchilicarpos que possuem baixa
citotoxidade e baixo custo. Assim, a atividade antioxidante de plantas é promissora na redugéo
de radicais livres, resultando na melhoria da técnica e aumentando as taxas de viabilidade

embrionaria.

MATERIAL E METODOS

COLETA DE OVARIOS

Os ovarios foram coletados de fémeas em abatedouro na cidade de Garanhuns,
localizada no estado de Pernambuco, Brasil. Apds a coleta, foram transportados imediatamente;
em solucdo salina 0,9% (NaCl), suplementada com antibio6ticos a temperatura de 36°C, para o
Laboratorio de Reproducdo Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco — Unidade
Académica de Garanhuns (UFRPE/UAG).
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RECUPERACAO E ASPIRACAO FOLICULAR

Foliculos antrais de 2 a 8 mm foram puncionados utilizando-se agulhas 40 x 12 e
seringas de 10 mL, o fluido folicular obtido foi depositado em tubos de 15 mL. Terminada a
puncdo, os tubos permaneciam em repouso por aproximadamente 5 a 10 minutos para
decantacdo. O sedimento foi transferido para uma placa de petri estéril de poliestireno de 35
mm de didmetro, contendo Meio 199 com tampé&o Hepes acrescido 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB) (v/v), 0,22mM de piruvato, 62,6pg/mL de penicilina, 50ug/mL de gentaminica (H- 199).

O rastreamento foi realizado em lupa estereomicroscépica sob um aumento de 16 x.

SELECAO DE OOCITOS

Conforme Gongalves et al. (2002), os CCOs foram selecionados de acordo com sua
qualidade, que vai de 1 a 4:

Qualidade 1: Cumulus compacto, presente, contendo mais de trés camadas de células,
ooplasma com granulacgdes finas e homogéneas, preenchendo o interior da zona pellcida e de
coloragéo marrom.

Qualidade 2: Cumulus compacto, parcialmente presente em volta do oécito ou rodeando
completamente o o6cito, com menos de trés camadas celulares, ooplasma com granulacGes
distribuidas heterogeneamente, podendo estar mais concentradas no centro e mais claras na
periferia ou condensadas em um sO local aparentando uma mancha escura. O ooplasma
preenche o espaco do interior da zona pelUcida.

Qualidade 3: Cumulus presente, mas expandido, ooplasma contraido com espaco entre
a membrana celular e a zona pelucida, preenchendo irregularmente o espaco perivitelinico,
degenerando, vacuolizando ou fragmentando.

Qualidade 4: odcito desnudo (sem cumulus). Apds a selecdo os oocitos foram lavados
em meio de manipulagdo (MM; TCM - 199 com sais de Earle, HEPES a 25 mM) e divididos

em grupos de 15 a 20 CCOs e encaminhados para estufa para maturacgéo.
MATURACAO IN VITRO
Os odcitos foram lavados e incubados em meio de MIV: (MM; TCM-199 com sais de

Earle, HEPES a 25 mM) + 10% de soro de égua em estro (EMS), suplementado com 26,2 mM
de bicarbonato de sodio, 0,2 mM piruvato de sodio, 0,01 UI/mL FSHp (Folltropin, Bioniche,
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Saude Animal, Belleville, Ontério, Canadd), 0,5 mg de LH (Lutropin, Bioniche, Satde Animal,
Canadd). A incubac&o foi feita em placas de petri com gotas de 100 pL sob 6leo mineral estéril
com (15 a 20 odcitos por gota), em estufa de CO2 a 5%, com 38,5°C de temperatura e atmosfera

Umida, durante 24 horas.

FECUNDACAO IN VITRO

Para o processo de FIV células espermaticas de bovinos criopreservadas foram
descongeladas e os espermatozoides vivos foram separados do diluidor por sedimentacdo em
gradiente Percoll (ADONA et al., 2008). Apds os procedimentos de cada grupo experimental,
a concentracdo espermatica foi ajustada para 2 x106 SPTZ/mL e, entdo, foram depositados
junto com os odcitos maturos em gotas de 80 puL de meio de FIV meio TALP, suplementado
com albumina sérica bovina (BSA) heparina, penicilamina, hipotaurina, epinefrina conforme
destaca (PARRISH et al., 1995). Os gametas permaneceram co-incubados sob as mesmas

condicdes citadas para a MIV por um periodo de 18 horas.

CULTIVO IN VITRO

Apos fecundacdo, os zigotos foram parcialmente desnudados e transferidos para
microgotas de 90 puL de meio sintético de fluido de oviduto (SOF) suplementados com
diferentes concentracGes de antioxidantes. O cultivo foi conduzido em incubadora a
temperatura de 38,5°C, contendo 5% de CO2 em ar atmosférico e 99% de umidade durante 7
dias. A cada 48 horas, 50% do meio de cultivo foi renovado.

AVALIACAO DA TAXA DE CLIVAGEM DE BLASTOCISTO

De acordo com a STRINGFELLOW E SEIDEL (1998), a avaliacéo da taxa de clivagem
foi realizada 48 horas pos-fecundacdo — D2 e a taxa de blastocisto e qualidade embrionéria foi
realizada no D7.

DIVISAO DE GRUPOS EXPERIMENTAIS

Grupo 1: Producédo in vitro de embrifes na auséncia de antioxidantes da Abarema

Couchilicarpos (Grupo Controle).



39

Grupo 2: Producdo in vitro de embrides adicionando antioxidantes da Abarema
Couchilicarpos no meio de cultivo nas seguintes concentragdes: 0,25 mg (C 0,25); 0,50 mg (C
0,50); 12,5 mg (C 12,5).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Obteve-se no total de 468 ovarios e 1423 odcitos recuperados, o que implica dizer que,
o indice médio de ovdcitos recuperados foi de 3 por animal. Contrapondo Teixeira et al. (2009),
que afirma que a aspiracdo de ovarios de matadouro permite obten¢do média de dois complexos
cumulus-odcito por ovério, reafirmando que os ovarios de abatedouros sdo uma fonte de odcitos
de menor custo e mais abundante para producéo de embrides, embora o uso seja limitado devido
ao historico e condicdes higiénico-sanitarias serem inespecificas (LEGA et al., 2009). Os dados

referentes a esse contexto estdo demonstrados no gréfico 1, abaixo:

Gréfico 1 — Numero de odcitos por coleta.

Numero de odcitos obtidos por coleta

Fonte: Nascimento Junior e col. (2020).

A analise do gréafico deixa evidente a inconsisténcia do numero de odcitos recuperados
por ovario de fémeas bovinas de abatedouro, o que pode ser justificado devido ao perfil de
vacas abatidas. Pois, sdo em grande parte vacas velhas, descartadas quando o desempenho
produtivo ndo corresponde mais as expectativas esperadas ou ainda quando apresentam
problemas reprodutivos. Segundo alguns autores, constanta-se que ha diminuicdo na contagem
de foliculos antrais e menor recuperagdo dos odcitos, desencadeando menor producao
embrionaria de fémeas mais velhas quando comparadas com as mais jovens (MELLO et al.,
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2016). Ao considerar que os bovinos da regido sdo submetidos ao sistema de criagdo intensivo
ou semi-intensivo, € evidente que a qualidade do pasto na nutricdo das vacas interfere
diretamente na sua capacidade reprodutiva e, consequentemente, na qualidade do odcito.

Dessa forma, este &€ outro fator que pode justificar a variabilidade de odcitos
recuperados. De acordo com Almeida et al. (2007), o odcito se desenvolve em um perfil
bioguimico varidvel no interior do foliculo, que reflete as mudancas nutricionais, interferindo
diretamente no desenvolvimento e na qualidade dos odcitos.

No C 0,25 nao foi observado a ocorréncia de clivagem, embora o extrato tenha atuado
como agente antimicrobiano. Conforme Neto et al. (2016), o extrato da Abarema
Couchilicarpos possui atividade antimicrobiana e ainda, ensaios desenvolvidos com os extratos
ciclohexanico, aceténico e etandlico da casca de Abarema Cochliacarpos demonstraram
atividade antibacteriana (TENORIO et al., 2016). Outros resultados foram encontrados por
Silva et al. (2009), que confirmaram a presenca de saponinas, catequinas, taninos, fendis.
Segundo Santos et al. (2017), a capacidade de inibicdo do crescimento bacteriano do extrato da
casca de A. Cochliocarpos, provavelmente, pode estar diretamente relacionada com a estrutura
da parede celular. No C 0,50 foi identificado progressdo do desenvolvimento embrionario no
estagio de moérula no D6 com aproximadamente 16 células, que corresponde a 35% (7/20), ndo
havendo contaminagdo. No C 1,0 néo foi verificado ocorréncia de clivagem e de contaminacéo,
todavia nessa concentracdo do extrato mostrou-se deletéria, ndo permitindo o desenvolvimento
embrionario. Nos tratamentos C 0,25 e C 1,0, repetindo as observaces no D3, D5 e D8, pode
ser verificado que as estruturas nao clivaram, portanto ndo houve desenvolvimento
embrionario, quando deveriam apresentar aproximadamente 8, 32 e 256 células
respectivamente.

Nas circunstancias do presente estudo, o uso de diferentes concentracbes do Oleo de
Abarema Couchilicarpos no meio de cultivo, objetivando a diminuicdo de formacdo de EROs
e consequente melhora na producdo de embrides bovinos, mostrou diferentes resultados para
cada tratamento. Logo, a analise realizada no estudo permite afirmar que o extrato da Abarema
Couchilicarpos atuou como agente antimicrobiano nos trés tratamentos nas concentragdes de
0,25 mg; 0,50 mg e 12,5 mg. Contudo, na concentracdo intermediaria estudada verificou-se
que, mesmo diante de condi¢des desfavoraveis, o extrato favoreceu o desenvolvimento do
zigoto.

Diante da baixa taxa de clivagem nos grupo controle e dos tratamentos, tornou- se
necessario pesquisar causas do insucesso da producdo in vitro. Levando-se em consideracdo

que o sémen € a principal fonte de contaminacgéo dos meios de fertilizacdo e cultivo e sendo um
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material ndo possivel de ser esterilizado, pois agentes quimicos e fontes de calor
proporcionariam alteracdes morfoldgicas nas células esperméticas, comprometendo
consequentemente a fertilizacdo e obtencdo de embribes. Tornou-se oportuno a realizacdo de
analise microbioldgica do sémen. O sémen foi cultivado em BHI liquido e observado apds 24
horas, onde observou-se turvacdo do meio, indicando contaminagdo bacteriana, onde foi
confirmado através da observacio de coldnias apds semeadura em Agar sangue, podendo ser
observado a formacdo de col6nias. Em um estudo realizado por Melo et al. (2013), constata-se
que de 64 amostras de sémen analisadas 61,6% apresentavam cocobacilos negativos, o que
demonstra o alto grau de contaminagdo do sémen (FOIZER et al., 2014).

De acordo com os estudos de Foizer (2014), em meios de cultura de placas de cultivo,
constatou-se que a contaminacdo microbiolégica aumentou o nimero de embrides de baixa
qualidade, dessa forma, os micro-organismos presentes no meio interferem diretamente no
desenvolvimento embrionario. Portanto, as condi¢des in vitro, que apresentam baixa taxa de
sucesso comparado ao in vivo, associada a agentes estranhos que produzem toxinas, estdo
diretamente ligados a diminuicdo das taxas de sucesso da técnica. Por isso ha a necessidade do
uso de antibidticos nos meios utilizados, embora Souza (2006), evidencie que bactérias como
Staphylococcus spp, Proteus sp, Enterobacter e Pseudomonas Aeroginosa sejam resistentes aos
agentes antimicrobianos comumente utilizados nos meios de cultivo como penicilina e
estreptomicina.

Diante disso, a ocorréncia da contaminacdo do sémen foi imprescindivel para constatar
a atividade antimicrobiana do 6leo em estudo. No entanto, isso enfatiza a importancia de
realizacdo de andlise microbiol6gica no sémen utilizado nos procedimentos de producdo in
vitro, pois apesar do meio de diluicdo e meio de fertilizacéo e cultivo apresentarem antibiéticos,
existe a possibilidade de bactérias resistentes persistirem nessas condi¢des. A utilizacdo de 6leo
de Abarema Couchilicarpos pode constituir-se como uma alternativa viavel na adi¢cdo dos
meios de cultivo com funcédo antibacteriana.

Os resultados obtidos em nosso experimento, demonstraram que o 0leo de Abarema
Couchilicarpos em todas as concentragdes estudadas apresentaram atividade antibacteriana
prevendo-se um potencial farmacoldgico para sua utilizacdo. Além disso, pode se constituir
também como uma alternativa viavel e econémica para utilizagdo em meios de cultivo de FIV
como compostos bioativos de acdo antibacteriana. Entretanto, maiores estudos serdo
necessarios para determinar o mecanismo de acdo e as concentragdes mais adequadas a serem

utilizadas nesse modelo.
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CONCLUSAO

Diante dos experimentos realizados no presente estudo, é notorio a possibilidade de
utilizacdo do 6leo vegetal de Abarema Cochliacarpos como agente antimicrobiano em meio de
cultivo, visto que néo foi verificado presenca de contaminagdo nos tratamentos com extrato, ao
contrario do que ocorreu na C 0,25, onde o grupo controle foi contaminado. Ainda foi possivel
verificar que, no C0,50 ainda promoveu o desenvolvimento embrionario, 0 que nao foi
observado no controle. Portanto, o extrato pode favorecer na obtencdo de embribes, embora
seja necessario mais estudos para que possa precisar a concentracdo necessaria a ser utilizada,
capaz de promover ac¢do antimicrobiana e antioxidante, sem causar efeito deletério, como foi
verificado na concentracdo maior estudada de C 12,5. Vale ressaltar que o experimento em
estudo foi o pioneiro no uso do agente fitoterapico A. Cochlicarpos nos meios de producéo in
vitro, pois até entdo existe pouca producéo cientifica acerca da utilizacdo do extrato obtido da
casca da planta, popularmente conhecida como barbatimdo. Embora empiricamente seja
conhecido por seu potencial cicatricial.

Portanto, os resultados obtidos demonstram que o extrato da Abarema Cochliacarpos
possui atividade antimicrobiana e antioxidante, mostrando-se uma alternativa viavel e

econOmica para utilizagdo nos meios de producéo in vitro.
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RESUMO

A expressividade da ovinocultura no setor agropecudrio para a regido Nordeste torna importante
0 desenvolvimento de biotecnologias da reproducéo que aprimorem o rebanho e ajudem no
crescimento econémico deste setor. O uso de biotecnicas da reproducdo como a inseminagéo
artificial (1A) e a criopreservacdo de sémen causam extensivos danos as membranas
espermaticas, os quais sdo atribuidos a alteragcdes na transi¢do da fase lipidica e/ou aumento na
peroxidacdo lipidica. Diversos estudos tém relatado o papel dos oxidantes na fisiologia
espermatica, assim como a possibilidade de preservar a integridade destes gametas ao se
adicionar substancias antioxidantes aos diluentes de criopreservacgao. Abarema cochliacarpos,
€ uma especie vegetal pertencente a familia Fabaceae, contendo em sua composic¢ao quimica,

catequinas (seus dimeros e trimeros), saponinas, taninos e proantocianidinas. Pesquisas tem
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demonstrado uma agdo antioxidante, anti-inflamatdria, anti-ulcerogénica e cicatrizante. O
trabalho objetivou testar o efeito do extrato desta planta na criopreservacdo de sémen ovino.
Foram utilizados ovinos, mesticos, em idade reprodutiva, sendo coletado o sémen em triplicata
e congelados com a adicdo do extrato ao diluente de criopreservacdo nas seguintes
concentragdes: 0 (Controle), 2,5mg; 1,25mg; 0,67mg; 0,31mg e 0,2 mg; sendo submetido ao
congelamento, com posterior avaliacdo dos parametros cinéticos no sistema computadorizado
CASA, avaliando-se também a integridade da membrana plasmatica e do potencial de
membrana mitocondrial. Os dados obtidos apo6s transformacdo pelo arco seno foram
submetidos a Analise de Variancia (ANOVA), sendo as médias dos tratamentos comparados
com o Teste Tukey a 5% de significancia. Na avaliacdo do CASA ndo houve diferencas
significativas entre as concentraces nos parametros de: Motilidade Total (MT), Velocidade
Curvilinea (VCL), Velocidade Progressiva (VSL), Velocidade de Trajeto (VAP), WOB e
Amplitude do deslocamento lateral da cabeca (ALH). No entanto, houve diferenca significativa
entre os tratamentos quando avaliados os parametros de motilidade progressiva (MP),
linearidade (LIN), retilinearidade (STR) e frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF) com
um destaque para a concentracao de 1,25mg de Abarema Cochliacarpos. Ndo houve diferenca
estatistica entre os tratamentos na integridade de membrana ou no potencial mitocondrial. Esses
resultados indicam que ndo houve um efeito adverso do Abarema Cochliacarpos na integridade
de membrana plasmatica ou potencial mitocondrial nas diferentes concentracdes desse
experimento. A concentracdo de 1,25mg do extrato, apresentou-se como a concentragdo mais
indicada neste experimento. Conclui-se que o extrato fitoterapico da Abarema Cochliacarpos
pode ser usado na criopreservacdo de sémen ovino, no entanto mais estudos serdo necessarios
para mensurar a concentracdo adequada do extrato para que este desempenhe o papel

antioxidante esperado.

INTRODUCAO

A ovinocultura é uma das atividades agropecuarias que mais se adaptou as condicoes
edafoclimaticas do Nordeste brasileiro. Segundo dados langados pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) no ano de 2015, em Pesquisa Pecuaria Municipal, o rebanho
ovino no Brasil estava estimado em 18.433.810 cabecas. No ranking de maiores rebanhos o
Nordeste se destaca na criacdo de ovinos, sendo Pernambuco (3° na criagéo de ovinos) um dos
principais estados detentor dos maiores rebanhos com cerca de 2.416.977 cabegas.
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Diante do numero do rebanho de ovinos observa-se uma cadeia produtiva em
crescimento (NOBREGA, 2016). Fatores como genética, nutricio e a sanidade auxiliam no
processo mercantil, pois todos estdo interligados. O manejo reprodutivo influencia diretamente
no desempenho produtivo do rebanho, portanto, deve-se agrupar um conjunto de préaticas diarias
adequadas que permitam os animais expressarem todo o seu potencial produtivo, usando além
da genética associada uma correta nutricdo e um eficiente programa de prevencéo e controle de
doencas (FILHO, 2009).

Uma das técnicas mais utilizadas para a melhoria do potencial produtivo dos animais €
a inseminacao artificial (1A). Essa técnica biotecnoldgica € uma das mais antigas aplicadas com
finalidade de melhoramento genético animal e a que provocou o0 maior ganho genético em
decorréncia da facilidade de seu dominio pratico se tornou a mais difundida.

Para realizacdo da IA podem ser usados sémen de animais testados, sendo estes
utilizados a fresco ou conservados sob refrigeracdo e congelacdo. Os primeiros diluentes
desenvolvidos usavam em sua base gema de ovo e citrato, visando proteger o sémen contra 0s
danos causados pelo choque térmico, para o sémen ovino além destes citados, podem ser usados
diluente a base de leite e/ou agua de coco (NUNES, 2010). O uso do diluente se faz necessario
devido ao fato de que o ejaculado, da maioria dos animais domésticos, apresenta uma maior
concentracdo espermatica que a necessaria para fecundacdo, possibilitando dilui-lo,
maximizando assim seu uso tendo um maior aproveitamento do ejaculado (CASTELO, 2008).

O sémen quando congelado sofre varios danos estruturais, quimicos e fisicos aos
espermatozoides, levando a diminuicdo nos parametros de motilidade, viabilidade e fertilidade
(GUERRA et al., 2009). Estes danos causados ndo estdo relacionados com a permanéncia do
sémen a temperatura de -196°C, ja que nessa temperatura ndo ocorrem reagdes bioquimicas.
Mas estdo ligados aos processos de resfriamento, congelacdo e descongelacdo
(BITTENCOURT et al., 2007). Vale ressaltar que a ocorréncia destes danos difere entre as
espeécies, devido a variacao de tamanho e forma dos espermatozoides, bem como a composi¢éo
lipidica. As alteracdes causadas por esse processo se deve a mudanca na temperatura, injurias
oxidativas, formacdo de cristais de gelo, lesbes no DNA, alteracbes na membrana do
espermatozoide, estresse osmatico, além da toxicidade dos crioprotetores (SOARES, 2009).

Com intuito de minimizar as injurias oxidativas diversos estudos tem lancado méo de
meios com substancias antioxidantes melhorando assim a qualidade espermaética pos-
descongelamento, mas os resultados ainda sdo contraditérios (GUERRA et al., 2009). Nesse
panorama, o uso de antioxidantes torna-se imprescindivel, pois fisiologicamente a concentracéo

de oxigénio ¢ reduzida nos fluidos do sistema reprodutor feminino, exceto no momento em que
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ocorre a ovulacao, para ndo ser prejudicial aos espermatozoides. Dai compreende-se 0 uso do
antioxidante nos meios diluentes com a funcdo de reduzir as espécies reativas de oxigénio
(ROS), sendo essa acdo necessaria para que o espermatozoide adquira capacidade fertilizante,
caso isso, ndo ocorra, 0 sémen sera afetado. Pois, as concentracdes de ROS estando elevadas
comprometem a motilidade, a viabilidade, o metabolismo energético e a integridade do DNA
dos espermatozoides (SOARES, 2009).

A adicdo de antioxidantes a base de substratos de origem vegetal é uma alternativa
viavel. Além disso, a utilizacdo desses extratos possibilita um maior controle sanitario do
produto utilizado. Com o passar dos anos e a evolucgdo tecnoldgica, o conhecimento sobre as
plantas evoluiu e ocasionou a possibilidade de isolamento dos principios ativos presentes nestas
fontes vegetais (BITTENCOURT et al., 2013).

Nascimento (2016), constatou que ao testar extrato de Mauritia Flexuosa em sémen
caprino, apesar de o tratamento controle ter sido o melhor em determinados parametros pds-
descongelamento quando comparado aos demais grupos tratamentos contendo o extrato,
ocorreu uma melhora nos parametros de motilidade e vigor nos tratamentos contendo este
extrato, podendo dessa forma sugerir que este poderia ser uma alternativa viavel para o
congelamento de sémen, no entanto, requereria mais estudos quanto a determinacdo de uma
concentragdo mais segura a ser usada.

Abarema Cochliacarpos é uma espécie nativa do Brasil presente, principalmente, na
Mata Atlantica, pertencente a familia Leguminosae-Mimosiodae, caracteriza-se como uma
arvore frondosa de pequeno a médio porte, possuindo inflorescéncia em glomérulos globosos,
frutos do tipo legume contorcido, flores ligeiramente amareladas, folhas compostas e sementes
brancas acinzentadas, amplamente utilizada in natura no Brasil como planta medicinal, e é
considerada uma espécie vulneravel a extingdo. Essa planta apresenta inimeras propriedades
medicinais, pois estudos fitoquimicos primérios relataram a presenca de saponinas, catequinas,
taninos, fendis e antraquinonas. Nas catequinas mostram evidéncias de atividade antioxidante
e capacidade de combate aos radicais livres (LINS NETO, 2015; TENORIO et al., 2016).
Segundo Lins-Neto (2015), as folhas de A. Cochliacarpos apresentam relevante acdo
antioxidante naturais, que agem de maneira benéfica sobre o estresse oxidativo, esses resultados
foram obtidos frente aos ensaios do DPPH, ABTS e Capacidade Antioxidante Total (CAT).

Diante disso, o trabalho objetivou-se a testar o efeito na qualidade seminal de ovinos
antioxidante de origem vegetal extraido da Abarema Cochliacarpos, visando diminuir as

espécies reativas de oxigénio nas amostras de sémen ovino criopreservado.
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METODOLOGIA

ANIMAIS, LOCAL E PERIODO DO EXPERIMENTO

O presente trabalho de pesquisa foi realizado no Laboratorio de Reproducdo Animal de
Pernambuco (LABRAPE), localizado nas dependéncias da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE), Unidade Académica de Garanhuns (UAG), em que foram utilizados
ovinos, oriundos de propriedades rurais no municipio de Garanhuns, na Mesorregido do Agreste
Pernambucano, localizada a uma latitude: 08° 53* 25 S ¢ longitude: 36° 29’ 34” W. Distante
cerca de 230 km da capital pernambucana, Recife. O experimento foi realizado no més de
janeiro de 2018 e teve aprovacdo do Comité de Etica para Uso dos Animais (CEUA), licenca
namero 127/2017.

PREPARO DO EXTRATO

Para o preparo do extrato aquoso foram utilizadas 20 g de p6 seco das folhas de Abarema
Cochliacarpos para 1000 mL de &gua destilada, em 5 etapas de preparacdo para obtencéo do
extrato aquoso estéril: 1) Vinte gramas (20 g) de matéria vegetal seca (p6) foram suspensos em
300 mL de agua destilada a 100°C, permanecendo em infusdo por 24h, devidamente fechado e
protegido da luz; 2) Apos este periodo, procedeu-se a filtragem e foram adicionados mais 350
mL de &gua destilada ao residuo vegetal da filtracdo a temperatura de 100°C, sendo este mantido
em infusdo por mais 24 horas de forma semelhante a primeira fase; 3) A extracdo obtida nesta
segunda fase foi filtrada e ao residuo resultante da filtragem, foram adicionados mais 350 mL
de agua destilada a 100°C e mantidos em infusdo por mais 24 horas, concluindo o processo de
extracdo; 4) Ao final da dltima filtragem foram obtidos trés extratos aquosos brutos que foram
misturados resultando em um unico extrato; 5) O extrato final foi submetido a filtracdo a vacuo,
sendo que no momento da realizacdo do experimento o volume de extrato que seria utilizado
foi previamente submetido & filtragdo microbiologica com membrana Milipore® de 0,22 um, e

esta solucdo foi acondicionada em tubos estéreis de vidro, mantidos a 4°C e protegidos da luz.

COLETA DO SEMEN

Foram utilizados dois ovinos machos adultos, selecionados apds exame andro-légico,

que apds serem condicionados a coletar com vagina artificial, passaram a ser coletados em dias
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alternados dando descanso aos animais de 72 horas entre as coletas. Durante a coleta fazia-se
uso de ovelhas como manequins ndo necessariamente em estro, a qual era contida manualmente.

A recepc¢do do sémen foi em cone coletor de silicone e tubos Falcon® graduados.

AVALIACAO DO SEMEN FRESCO

A medida que o sémen era coletado 0 mesmo era encaminhado ao Laboratério de
Reproducdo Animal de Pernambuco (LABRAPE) para realizacdo do espermograma,
quantificando os seguintes parametros: volume (mL), concentracdo espermatica (x109
espermatozoide/mL), motilidade individual progressiva (MIP, 0-100%), e vigor (0-5), de
acordo com os critérios preconizados pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA,
2013). Pipetava-se uma aliquota de 2,5uL de sémen diluindo em 997,5uL de agua ficando dessa
forma numa concentracdo de 1:400, onde a partir dessa amostra foi realizado a contagem

espermatica, definindo a concentragdo espermatica usando-se a cdmera de Neubauer.

ADICAO DO OLEO AO SEMEN.

O sémen foi diluido adicionando o meio diluente, ja acrescido do 6leo de Abarema
Cochliacarpos. O sémen recebeu concentracfes de extrato ja preestabelecidas. O 6leo obtido
através da extracdo aquosa foi submetido a diversos testes quanto a atividade antioxidante
(SILVA et al., 2009; BIANCHETTI, 2014). Posteriormente, foi feito a analise juntamente com
sémen de carneiro utilizando-se as concentracfes: CO (controle); C2,5; C1,25; C0,67; CO0,31;
C0,2 miligramas do extrato.

CONGELAMENTO DE SEMEN

Apos a diluicdo o sémen foi envasado em palhetas de 0,25ml e submetido ao processo
de congelamento, utilizando-se a maquina TK3000® (TK Tecnologia em congelagdo LTDA,
Uberaba, Brasil), utilizando-se uma curva rapida de congelamento (P3:S1) com um periodo de
uma (01) hora de estabilizacdo conforme estudos anteriores em nosso laboratorio (CARNEIRO,
2008). Em seguida, foi iniciada a curva de congelacdo (-20 C/ min), até atingir-120 °C. Entéo,
as palhetas foram imersas e estocadas em nitrogénio liquido (-196°C), até o momento das

analises.



50

AVALIACAO POS DESCONGELAMENTO

Realizado o congelamento das amostras pretendidas realizou-se a avalicdo dos

parametros espermaticos apds o descongelamento (37 °C por 30 segundos).

COMPUTER ASSISTED SPERM ANALYSIS

A andlise da cinética espermatica foi realizada utilizando o Computer Assisted Sperm
Analysis (CASA). Uma aliquota (3 pL) da amostra diluida foi colocada sobre 1amina e coberta
com laminula (18 x 18 mm), ambas pré-aquecidas (37 °C) e avaliada em microscopio de
contraste de fase (Eclipse 50i, Nikon, Japdo, 100x). As imagens foram capturadas por uma
camera de video alemd Basler Vision TechnologiesTM A312FC. Para cada amostra, cinco
campos aleatérios foram selecionados, com registro de, no minimo, 500 células espermaticas.
As variaveis analisadas foram: motilidade total (MT, %), motilidade progressiva (MP,%),
linearidade (LIN, %), retilinearidade (STR, %); velocidade curvilinea (VCL, um/s), velocidade
em linha reta (VSL, um/s); velocidade média da trajetoria (VAP, um/s), amplitude de
deslocamento lateral da cabeca (ALH, um/s); frequéncia de batimento flagelar cruzado
(BCF,%). Os valores do sistema CASA foram mensurados com as seguintes configuragdes:
temperatura 37 °C; magnificacdo, 100x; nimero de imagens, 25; imagens por segundo, 25; area
da cabeca, 20 a 70 um2; VAP: lentos 10 /s < médios 45 p/s < rapidos 75 p/s; progressividade,
80% STR; circular, 50% LIN. Integridade de membrana plasmatica (IMP).

Os seguintes procedimentos foram realizados para analise de integridade da membrana
plasmatica (IMP). Aliquotas (40 pL) de sémen de cada grupo experimental foram distribuidas
em microtubos (1,5 mL), para cada uma das avaliagdes, aos quais foram adicionados 5 pL de
iodeto de propidio, 5 uL de CFDA (6 carboxifluoresceina) e 5 pL de paraformol. A seguir,
foram colocados 5 pL de cada amostra sobre ld&mina e coberta com laminula (18 x 18 mm) e
submetidas a avaliagdo em microscopio de fluorescéncia. Para cada amostra, cinco campos
aleatdrios foram selecionados com registro de 200 células espermaéticas, sendo classificadas

como integras aquelas que apresentaram coloragéo verde.

POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL (PMM)

Para analise do potencial de membrana mitocondrial (PMM), adicionou-se 5 pLde JC-
1 (Solucéo estoque 5 mg/mL em DMSQO; Solucdo de trabalho 153 uM em DMSO) as amostras
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de sémen contendo 40 pL, distribuidas em microtubos de 1,5 ml. A seguir, as amostras foram
incubadas por 5 min a temperatura ambiente e avaliadas. Células com pecas intermediarias
coradas em laranja foram classificadas com portadoras de alto potencial de membrana
mitocondrial. Para cada amostra, cinco campos aleatorios foram selecionados, com registro de

200 células espermaticas.

ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), com seis
tratamentos e seis repeticdes, 3 por animal) Os tratamentos foram compostos das concentragdes
CO (controle); C2,5; C1,25; C0,67; C0,31 e C0,2 mg do extrato. Os dados obtidos foram
submetidos pos-transformacéo pelo arco seno (arcsen P/100) a analise de variancia (ANOVA)
pelo teste “F”, sendo as médias dos tratamentos comparados com o Teste Tukey a 5% de

significancia.
RESULTADOS E DISCUSSAO
Foram realizadas as coletas de sémen que de imediato foi transportado para o laboratorio

e avaliado. Os resultados estdo de acordo com as caracteristicas para sémen ovino (CBRA,

2013) obtendo-se os resultados demonstrados na Tabela 1, abaixo:

Tabela 1 — Valores médios dos parametros avaliados pré - congelamento de sémen ovino.

Animal 1 Animal 2 Média Geral
Volume(ml) 0,93 £0,20 0,92 £0,22 0,93 +0,19
CONCENTRACAO 107,25 £11,17 115,75 £11,78 111,5+11,56
MOTILIDADE (%) 80,00 £8,16 77,5 +6,45 78,75 £6,94
VIGOR (0-5) 3,50 £0,57 3,75 +£0,50 3,62 £0,51

Fonte: Nascimento Junior e col. (2020).

Foram usadas cinco concentracgdes diferentes do 6leo nas amostras de sémen, formando
0s seguintes tratamentos: Omg (controle), 2,5 mg(C2,5), 1,25 mg (C1,25), 0,67 mg (C0,67),
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0,31 mg (C0,31) e 0,2 mg (C0,2) do extrato. As amostras foram submetidas a avaliagédo no
sistema CASA obtendo-se os resultados demonstrados na Tabela 2, em que observou-se que
ndo houve diferencas significativas entre as concentracdes nos seguintes parametros: MT, VCL,
VSL, VAP, WOB e ALH.

Tabela 2 — Valores médios p6s descongelamento de sémen ovino com adicdo do extrato vegetal, com

avaliacdo no sistema computadorizado CASA.

Parametros Controle C.25 C.125 C.0,67 C.0,31 C.0,2
avaliados

MT (%) 49,40a 51,01a 50,37a 45,37a 51,72a 47,36a
MP (%) 27,34a,b 30,80a,b 33,91b 25,76a 29,87a,b 28,07a,b
VCL(um/s) 64,68a 69,13a 73,00a 62,25a 74,23a 72,50a
VSL(um/s) 41,06a 49,81a 54,58a 40,95a 47,96a 44,90a
VAP(um/s) 50,25a 62,18a 60,80a 49,63a 58,48a 55,62a
LIN(%) 52,82a,b 53,56a,b 59,01b 54,15ab  53,13a,b 51,92a
STR(%) 64,75a 64,12a 70,69b 65,25a,b  64,61a 64,05a
WOB (%) 61,80a 63,30a 65,17a  63,30a 62,39 61,11a
ALH(um/s) 2,36a 2,28a 2,26a 2,03a 2,35a 2,54a
BCF(Hz) 10,48a,b 10,08a 11,50b  9,36a 10,33a,b 10,46a,b

Fonte: Nascimento Junior e col. (2020).

No entanto, houve diferenca significativa entre os tratamentos quando avaliados os
parametros de motilidade progressiva (MP), linearidade (LIN), retilinearidade (STR) e
frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF) e em ambos os pardmetros destacou-se a
concentragéo contendo 1,25mg de extrato de Abarema Cochliacarpos, sendo que apenas 0 STR
apresentou diferenca em relacdo ao controle e os demais parametros citados nédo diferiram do
controle. Porém, ficou demonstrado que concentracbes menores que 1,25 mg do extrato
apresentaram menores valores percentuais dos parametros avaliados no CASA, concluindo que
concentragdes menores que esta podem n&o apresentar acdo antioxidante esperada.

Contudo, uma hipotese que pode explicar o fato de que valores superiores a este podem
comprometer a qualidade espermatica pds-descongelamento também nédo sendo indicado uso
de concentragdes mais altas deste extrato. Essa hipotese corrobora com trabalho de Marsico
(2016), em que foram observados diferentes extratos em diferentes concentracbes podem

apresentar comportamentos bioquimicos diferentes entre si.
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Tabela 3 — Valores médios da avaliacdo de Integridade de membrana plasmética (IMP) e

Potencial de membrana mitocondrial ( PMM) através de sondas fluorescentes.

CONTROLE C2,5 C1,25 CO0,67 C0,31 C0,2
IMP 28,50a 37,25a 31,50a 22,25a 21,25a 38,00a
PMM 58,25a 66,50a 69,25a 88,75a 81,25a 73,00a

Fonte: Nascimento Junior e col. (2020).

Neste experimento, nao foi observado diferencas significativa entre os tratamentos no
que diz respeito ao comprometimento da integridade de membrana plasmatica e do potencial
de membrana mitocondrial. Corroborando com resultados encontrados por Santos (2014) que
também fez uso de um extrato vegetal a base de prépolis verde como antioxidante no
resfriamento de sémen equino e demonstrou que ndo houve comprometimento da
funcionalidade mitocondrial e integridade de membrana plasmatica, entretanto houve
diminuicdo da motilidade espermatica. Ndo ha nenhuma evidéncia, a nosso conhecimento,
sobre o efeito do extrato de Abarema Cochliacarpos especialmente no padréo de atividade

mitocondrial e estado apoptose em espermatozoides de mamiferos.

CONCLUSAO

Conclui-se com esse trabalho, que é possivel a utilizacdo de antioxidante a base de 6leo
vegetal da Abarema cochliacarpos em sémen ovino, visto que ndo houve comprometimento
nos parametros de integridade de membrana e potencial mitocondrial. Observou-se ainda um
efeito positivo na avaliagdo computadorizada de espermatozoide, visto que foi possivel
observar diferenca entre os tratamentos nos parametros de motilidade progressiva (MP),
linearidade (LIN), retilinearidade (STR) e frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF),
havendo um destaque para a concentragédo de 1,25mg de Abarema Cochliacarpos.

Conclui-se que os 06leos fitoterapicos da Abarema Cochliacarpos podem ser usados na
criopreservacao de sémen ovino, no entanto maiores estudos serdo necessarios para indicar a
concentracdo adequada que pode ser utilizada do extrato para que este desempenhe o papel
antioxidante esperado.

Além disso, vale ressaltar que o presente estudo foi o pioneiro avaliando o efeito deste

extrato sobre o0s parametros pds-descongelamento de espermatozoides ovinos.
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RESUMO

A prospeccao de substancias antioxidantes naturais ¢ uma pratica que vem crescendo nas

ultimas décadas devido a descoberta de produtos de origem natural com propriedades
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terapéuticas e também porque eles representam uma alternativa para o uso de antioxidantes
sintéticos. A regiao do Nordeste do Brasil, onde se localiza boa parte da Caatinga tem sido alvo
de diversos estudos etnofarmacologicos, mesmo apresentando a maior parte da sua vegetagao
seca. Radicais livres sdo produzidos normalmente pelos organismos vivos mas, quando em
excesso podem causar varias patologias como: cancer, o envelhecimento precoce, choque
hemorragico, catarata, disfungdes cognitivas, doengas cardiovasculares etc. O organismo ¢
capaz de produzir substancias antioxidante, como um mecanismo de protegao contra os efeitos
deletérios dos radicais livres, Dentro dessas perspectivas esse estudo investigou as atividades
antioxidantes o conteudo fendlico total e teor de flavonoides, e a atividade citotoxica de trés
plantas da caatinga. A metodologia utilizada foi de ABTS, DPPH, FRAP, Poder Redutor,
Flavonoides e fenois e fitoquimica e HPLC, como também atividade citotoxica dos extratos.

As dosagens de fenois totais e flavonoides dos extratos variaram de 97.13 a 112,39 (mg EAG.

g 1 extrato) e 23,54 a 28,96 (mg EQ. g 1 extrato), respectivamente. Os valores de CI50 da
atividade sequestradora de radicais DPPH variaram de 0,457 a 1,162 pg/mL. A CI50 de
sequestro de radicais ABTS variou de 244,2 a 281,1 e a porcentagem da capacidade
antioxidante total (%CAT) de 11,50 a 24,38 %. A atividade de redugao do ion do ferro pelo
método de FRAP ficou entre 477,78 e 850,89 pg/mL, e atividade de poder redutor indicou uma
absorbancia de 1.4 para o extrato SP seguido de 1.1 e 0.89 dos extratos AC e TC onde obtiveram
leituras proximas a absorbancia do controle quercetina que foi 1.5. A atividade hemolitica de
todos os extratos apresentaram hemolise abaixo de 3% o que indica que nao obtiveram atividade
citotoxica contra células humanas, a avaliacao dos ensaios de atividade citotoxica contra células
tumorais mostrou que 0s extratos nao apresentam atividade contra células tumorais. Neste
estudo pode-se verificar o papel que desempenham os compostos fenoélicos na atividade contra
os radicais livres que desempenham os extratos utilizados, e que os nao foi observado
citotoxicidade. Mais estudos sao necessarios para isolar esses compostos para melhor

caracteriza-los, assim como a realizacao de testes de atividade antioxidante in vivo.
INTRODUCAO

No organismo, espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio
(RNS) estdo envolvidos em processos metabolicos, tais como a producdo de energia, regulacao
do crescimento celular, a sinalizacdo intercelular, fagocitose e sintese de moléculas biologicas

importantes. No entanto, estas espécies reativas podem estar relacionados com efeitos adversos
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para a saude tais como danos de peroxidacdo lipidica e a proteina, tecidos de membrana,
enzimas, hidratos de carbono e &cidos nucleicos [2,3].

A gquantidade de radicais livres no corpo € contrabalancado pela disponibilidade de
antioxidantes, que sao compostos capazes de prevenir qualquer formacéo de radicais livres. O
desequilibrio de radicais livres / antioxidantes em favor de radicais livres pode levar a criagéo
de estresse oxidativo, uma situacdo caracterizada pela insuficiéncia de biomoléculas e,
consequentemente, perigo a satde humana [4]. Os antioxidantes sdo tem um papel importante
na prevencdo de varias doencas [5]. Os efeitos terapéuticos de varios medicamentos derivados
de plantas estéo correlacionados com a atividade antioxidante [6].

Entre as moléculas produzidas pelas plantas os polifendis sdo uma das classes mais
estudadas, cuja capacidade antioxidante é notavel, principalmente devido as suas propriedades
redutoras e estrutura quimica [7]. Estudos indicam que o consumo de frutos e vegetais que
contém antioxidantes fendlicos e outros fitoquimicos é vantajosa para a satde [8].

Os antioxidantes sdo aplicados na industria alimentar como agentes que impedem a
auto-oxidacéo de carne, frutos e 6leos, em varios compostos sdo produzidos para o efeito, tais
como hidroxitolueno butilado (BHT), hidroxianisole butilado (BHA) e terc-butil-hidroguinona
(TBHQ) (Karpinska., 2014) No entanto, Juntachote (2006) pondera que ha uma crescente
preocupacao sobre os possiveis efeitos cancerigenos de antioxidantes sintéticos em alimentos.

No entanto, Mohamed (2011) salienta que os potenciais riscos para a satde pelo uso de
antioxidantes sintéticos tem provocado o interesse na busca de antioxidantes naturais. Por essa
razao, este estudo teve como objetivo realizar uma analise quantitativa da atividade antioxidante
citotoxica em células HepG2 e hémacias, bem como a fendis totais e contetido de flavonoides
em extratos metanolico de folhas de trés plantas do ecossistema Caatinga localizado no estado

de Pernambuco, Brasil.

MATERIAL E METODOS

COLETA, PROCESSAMENTO E OBTENCAO DOS EXTRATOS VEGETAIS

Folhas do T.Cyrthanthum, A.Couchiliacarpos e S.Pulcherrimum foram coletadas no
Parque do Catimbau, em Buique Pernambuco. O material foi levado a estufa de circulagéo de
ar forcado (40-45 C) por um periodo de trés a quatro dias. O material vegetal foi processado
em moinho de bancada seguindo extracdo a frio em mesa agitadora, seguindo a ordem

eluotrdpica dos solventes: Ciclohexano, Cloroformio, Acetato de Etila e Metanol. As amostras
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foram rotaevaporadas e deixadas em temperatura ambiente para secagem completa do solvente.

Das fracOes obtidas foi utilizada somente a metanolica para o presente estudo.

SEQUESTRO DE RADICAIS LIVRES (SRL) PELO METODO DO DPPH-

Neste ensaio a atividade sequestradora de radical livre do extrato, foi medida em termos
de doacédo de hidrogénio usando o radical estavel 2,2-difenill-picrilhidrazil (DPPH?¢). (Blois,
1958). Foi misturado 250 pL da solugdo de DPPHe (1 mM) em 40 pL de diferentes
concentracOes do extrato metanolico (3,90; 7,81; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 500 pg/mL). Apds
25 minutos foi medida a absorbancia em 517 nm. Acido gélico e BHT foram usados como
composto de referéncia e o controle negativo foi o DPPH adicionado a 40 pL de metanol
(solvente utilizado para diluir as amostras). A eliminac¢ao de radicais de DPPHe foi calculada
pela formula: Eliminagdo [DPPHe¢] (%) = ((Abs amostra - Abs controle))/(Abs controle) x
100, onde: Abs = Absorbancia.

SEQUESTRO DO RADICAL ABTSe+

A atividade de captura do radical ABTSe+ foi determinada de acordo com Re et al.
(1999). O radical ABTSe+ foi produzido pela reagdo entre uma solucdo de ABTSe+ 14 mM e
uma solucéo de persulfato de potassio (K25208) a 4.9 mM, mantida a temperatura ambiente e
protegida da luz por 16 h. Antes de ser usada, esta solucdo foi diluida com etanol para se obter
uma absorbancia a 734 nm de 0,700 £ 0,020. Para a reagéo, foram misturados 1 mL da solucao
de ABTSe<+ ¢ 10 uL do extrato vegetal (concentracdo 1 mg/mL). A mistura foi homogeneizada
e incubada a temperatura ambiente por 6 mim. Apos a incubacdo, foram mensuradas as
absorbancias das amostras a 734 nm. A partir das leituras das absorbancias, foi calculada a
porcentagem de inibi¢do do ABTSe+, através da formula: % Redugdo de ABTSe + = [(Ac —

As) / Ac] x 100, onde Ac representa a absorbancia do controle e As a absorbancia das amostras.

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL

Os extratos foram diluidos para concentragdo de 1 mg/mL em metanol. Em seguida, 0,1
mL de cada amostra foi misturado a 1 mL da solucéo de fosfomolibdénio (acido sulfdrico 600
mM, fosfato de s6dio 28 mM e molibdato de amdnio 4 mM) e posteriormente incubados a 95°C

por 90 min. As absorbancias das amostras foram medidas a 695 nm contra um branco (1 mL de
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solucéo de fosfomolibdénio e 0,1 mL do metanol) (Pietro et al., 1999). A atividade antioxidante
total foi expressa em relacdo ao &cido ascorbico (100%), calculada pela férmula abaixo e
comparada com a atividade do BHT (hidroxitolueno butilado) e Acido Géalico. TAC (%) =
((Aa - Ac))/((Aaa - Ac)) x 100, onde: Ac = Absorbancia do controle, Aa = Absorbancia da
amostra e Aaa = Absorbancia do &cido ascorbico.

PODER REDUTOR

A avaliacéo do poder de reducéo dos extratos foi realizada de acordo com a metodologia
citada por Yen e Chen (1995), com modificacGes. As amostras dos extratos foram diluidas nas
concentragdes: 0,1; 0,250; 0,5 mg/mL. Transferiu-se 50 pL da amostra para um tubo e em
sequida, foram adicionados: 125 pL de tampdo fosfato 0,2 M (pH 6,6) e 125 pL de
K3[Fe(CN)6] a 1% (p/v). A mistura foi incubada a 45 °C por 20 min. Foram adicionados 125
pL de &cido tricloroacético a 10% (p/v) a solucéo, com posterior agitacdo. Um volume de 125
pL da mistura foi transferido para outro tubo de ensaio, no qual foram adicionados 125 pL de
agua destilada e 25 pL de FeCl3 a 0,1% (p/v), sob agitacdo. A leitura da absorbancia foi
realizada a 700 nm. A intensidade na coloracdo é proporcional ao poder redutor da amostra. As
leituras foram realizadas em triplicata e neste teste utilizou-se como 100% de atividade a
absorbancia do padrdo BHT nas concentragdes referidas para as amostras (0,1; 0,5; 1,0 e 5,0
mg/mL1).

FRAP

Nesse método o complexo férrico-tripiridiltriazina (Felll-TPTZ) é reduzido ao complexo
ferroso (Fell-TPTZ), na presenca de um antioxidante em condi¢6es acidas (BENZIE; STRAIN,
1996). Inicialmente, 20 pL do extrato foram misturados com 180 pL do reagente de trabalho
do FRAP (25 mL de tampao acetato 0,3 M, 2,5 mL de uma solucdo de TPTZ 10 mM e 2,5 mL
de uma solucdo aquosa de cloreto férrico 20 mM), incubado a 37°C durante 40 minutos e
posteriormente feita a leitura da absorbancia em espectrofotdémetro a 593 nm. O sulfato ferroso
¢ utilizado para fazer uma curva de calibracdo (concentragdes entre 0 ¢ 100 pg/mL) foi
preparada através da representacdo grafica da absorbancia em funcao da concentracéo onde Y
é a absorbancia e X a concentracdo dos compostos e 0s resultados sdo expressos em mg
equivalentes de FeSO4 / g de extrato.
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ATIVIDADE CITOTOXICA

A atividade citotoxica dos compostos foi avaliada contra linhagens HelLa através do
método do MTT  [brometo de  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]
(Mosmann,1983;Alley et al.,1988). Foi utilizado nos ensaios 0 meio de cultura DMEM foi
suplementado com 10 % de soro fetal bovino, 1 % de solucdo de antibidtico (penicilina 1000
Ul/mL + estreptomicina 250 mg/mL) e 1% de L-glutamina (200 uM). As células foram
cultivadas em placas de 96 pocos na concentracdo de 1 x 106 células/mL e incubadas em estufa
a 37°C em atmosfera Umida enriquecida com 5 % de CO2, durante 24 h. Em seguida, 0s
compostos foram dissolvidos em DMSO 0,5 % (v/v) para se obter solugdes-estoque de 10
mg/mL (extrato) ou 5 mg/mL (composto puro), adicionados aos pocos e submetidos a dilui¢cbes
seriadas para se obter as faixas de concentragdo 0,39-50 pg/mL para 0s extratos organicos e
0,195-25 pg/mL para os compostos puros. O farmaco doxorrubicina (0,009-5 pg/mL) foi
utilizado como controle positivo e DMSO (0,5 mg/mL) como controle negativo. Apds 72 h de
incubacéo foram adicionados em cada pogo 25 uL de MTT (5 mg/mL) e apds 3 h o meio de
cultura com o MTT foi aspirado e 100 pL. de DMSO foram adicionados a cada pogo para a
dissolugéo dos cristais de formazan. A absorbancia dos compostos foi medida em um leitor de
microplacas no comprimento de onda de 560 nm.

O percentual de inibi¢do do crescimento celular foi determinado considerando a média
da absorbancia controle negativo como 100% de proliferacdo celular. Uma escala de
intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotoxico das amostras testadas: amostras sem
atividade (inibicdo variando de 1 a 50%), com pouca atividade (inibi¢do variando de 50 a 70%),
com moderada atividade (inibi¢do variando de 70 a 90%) e com elevada atividade (inibicao
variando de 90 a 100%) (RODRIGUES et al., 2014). A concentracdo que inibe 50% do
crescimento celular (IC50) foi calculada se amostras promovessem uma inibicdo maior que

70%, a partir de regressdo logaritimica, utilizando o programa GraphPad Prism 5.0.

ATIVIDADE HEMOLITICA

O sangue foi obtido através de material doado por laboratorio de analises clinicas do
recife. O sangue total foi centrifugado (1,500 rpm, 10 min at 4°C) e foi feita a lavagem dos
eritrocitos por trés vezes em PBS pH 7.4. O tubo para o teste recebeu 1.1 mL de uma suspensao
de eritrocitos (1%) e 0.4 mL de varias concentragfes dos extratos (0.05-0.5 mg/mL) diluidos

em DMSO a 20%. Um controle negativo somente com solvente (DMSO a 20%) e um positivo
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com Triton-X(Sigma-Aldrich) (0.1%, p/v) foram realizados. Depois de 60 min de incubacéo as
células foram centrifugadas e o sobrenadante foi retirado e medida a absorbancia a 540 nm. A
atividade hemolitica foi expressa pela férmula: Hemdlise (%) = [(As - Ab) / (Ac - Ab)] x 100,
onde, Ab = absorbancia no controle negativo, As = absorbancia do teste; Ac = absorbancia do

controle positivo.

ANALISE FITOQUIMICA

Os extratos foram avaliados quanto a composicdo fitoquimica por anélise em tubo,
foram pesquisados os seguintes metabolitos: fendis, taninos, antocianidinas, antocianinas,
flavonoides, leucoantocianidinas, catequinas, flavonas, flavondis, flavanonas, flavanois,

Xantonas, saponinas, quinonas, esteroides e triterpendides (MARCO et al., 2007).

DOSAGEM DE FENOIS TOTAIS

O conteudo fendlico total foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu, segundo Li
et al. (2008), com algumas modificacBes. Diferentes concentracBes de acido galico foram
dissolvidas em metanol. Em cada tubo foi adicionado 1 mL do reagente de Folin diluido 1:10
(v/v) e 0,2 mL da amostra diluida na concentracdo 1 mg/mL em metanol. Ap6s 3 minutos no
escuro, 0,8 mL de carbonato de sédio a 7,5% (p/v) foi adicionado, deixando por mais 120 min
no escuro a 25°C. Apos esse periodo as absorbancias a 765 nm foram lidas contra um branco
(reagentes adicionado ao metanol ao invés da amostra) Uma curva de calibracdo de &cido
galico(concentragdes entre 0 e 100 pg/mL ) foi preparada através da representagdo grafica da
absorbéancia em funcdo da concentragdo onde Y é a absorbancia e X a concentragdo dos
compostos diante disso foi encontrada a equacgéo linear (Y =0.0121x + 0.032, R? = 0.9967). A
concentracdo de fenol total na amostra foi determinada a partir da curva de calibragéo. O teor
total de fenol no extrato foi expresso em termos de equivalente de &cido galico (mg EAG / g de

extrato).
DOSAGEM DE FLAVONOIDES
A técnica colorimétrica com cloreto de aluminio descrita por Woisky e Salatino (1998),

foi utilizada para estimativa de flavonoides, com algumas modificacbes. Diferentes

concentragdes de quercetina (concentragdes entre 0 ¢ 50 pg/mL) foram dissolvidas em metanol.
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Em cada tubo foi adicionado 0,5 mL cloreto de aluminio (2 g diluido em 100mL de etano) e em
seguida foi adicionado 0,5 mL da amostra. A mistura foi mantida em temperatura ambiente
durante 60 min. A absorbancia a 420 nm foi entdo lida. Foi entdo preparada através da
representacdo grafica da absorbancia em funcdo da concentracdo onde Y é a absorbanciae X a
concentracdo dos compostos foi preparada através da representacéo grafica da absorbancia em
funcdo da concentracéo e foi encontrada a equacéo linear (y = 0.0486x + 0.0417, R% = 0,997).
A concentracdo de flavondides foi determinada a partir da curva de calibracdo. O teor de
flavonoides total no extrato foi expresso como equivalentes de quercetina (mg QE / mg de

extrato), os extratos foram avaliados na concentragdo de 1 mg para todos 0s extratos.

HPLC

A identificacdo dos compostos fendlicos nas amostras foi determinado através de
Cromatografia Liquida de Alta Performance (Agilen 1260 infinity) usando a coluna Zorbax SB
(C18), 4,6 x 250 mm, 5 um, com temperatura de 30 °C. A separacdo cromatografica foi
realizada usando a fase mdvel de gradiente: A (agua acidificada) e B (acetonotrila), 0-15 mim
=92% de A e 8% de B, 16-30 min = 65% de A e 35% de B, com fluxo de 2,4 mL/min, usando
detector UV a 280 nm, em um volume de injecdo de 5 pL.

Para preparacdo das curvas padroes as diluicbes (0,1 — 100 pg/mL) foi preparada
dissolvendo os compostos padrdes puros (Sigma Aldrich): Acido caféico, Acido clorogénico,
Acido gélico, Acido elagico, Acido trans-fertlico, Catequina, Quercitina e Rutina. A
identificacdo de cada composto foi estabelecida por tempo de retengdo e comparando o espectro
UV dos picos obtidos com os previamentes obtidos pela injecdo dos padrbes puros.

ANALISE ESTATISTICA

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, onde os resultados foram
expressos em meédia e desvio padrdo. As analises estatisticas, as concentracdes que inibem 50%
de atividade (C150) e os graficos foram executados pelo programa GraphPad PRISMA 5.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, foram utilizados diversos métodos para avaliacdo da atividade

antioxidante. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 1 e os valores de IC50 estdo
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na Tabela 1. O extrato que apresentou melhor atividade foi o da S. Pulcheferrium, seguido do
extrato da A. Cochiliacarpos e da T. Cyrthathum. O método de DPPHe, se baseia na capacidade
de componentes dos extratos de transferir hidrogénio para o DPPHe, um radical livre, lipofilico
e estavel, ocasionando a mudanca da coloragéo da solugéo de purpura para amarelo. A atividade
antioxidante de todos os extratos estudados foi mais eficaz do que as apresentadas pelos padroes
utilizados (acido galico e BHT) no método de DPPHe.

Com o ABTS pode-se medir a atividade de compostos de natureza hidrofilica e
lipofilica; enquanto que o DPPH sé pode ser dissolvido em meio organico.

O método inibicdo do ABTS tem habilidade de avaliar a atividade de compostos
hidrofilicos e lipofilicos , enquanto o DPPH sé pode verificar compostos dissolvidos em meio
organico (KUKOSKI et al., 2005). No ABTS ocorre um decaimento da absorbancia a 734 nm
qguando o radical € reduzido por algum composto antioxidante capaz de de doar elétrons ou
atomos (CHRISTODOULEAS et al., 2014). Os resultados obtidos neste ensaio nao
apresentaram uma diferenca grande entre os extratos, se aproximando das leituras do padréo
BHT e Trolox (Figura 2). As porcentagens maximas de inibicdo do radical ABTS foram
observadas na concentracdo de 1000 pg/mL, na seguinte ordem: A. Cochiliacarpos < T.
Cyrtathum < S.Pulcherrimum.

A Capacidade Antioxidante Total (CAT) é um ensaio que fundamenta-se na reducgéo do
complexo de molibdénio pela acdo de uma substancia antioxidante, gerando ao fim um fosfato
com coloracdo verde com um maximo de absorcdo a 695 nm (Floegela et al., 2011) . A maior
CAT (%) foi exibida pelo extrato de S.Pulcherrimum (24,38% =+ 2,75), seguida do extrato de
A. Cochiliacarpos (22,56% + 1,46), e o extrato de T. Cyrtathum (11,50% = 1,60). Esses
resultados sdo superiores aos padrdes utilizados que foram o BHT (8,75% + 2,33) e 0 &cido
galico (5,49% + 0,98).

O método FRAP mede a capacidade de reducdo do complexo formado entre 2,4,6-
tripiridil-s-triazina (TPTZ) e cloreto férrico hexa-hidrato (FeCl3 « 6H20), quando na presenga
de algum composto antioxidante, havendo um aumento na absorbancia devido a formacéo de
ions ferrosos (OU et al., 2002). Os resultados obtidos no ensaio indicaram atividade dos trés
extratos, com significativa diferenca entre a atividade de todos os extratos estudados tiveram
atividade muito superior quando comparados com o controle BHT. Neste ensaio, destaca-se o
extrato de S. Pulcherrimum o qual obteve valores mais de 2 vezes o equivalente em sulfato
ferroso, em comparagdo com os resultados obtidos para o BHT.

Chanda e Dave, (2009) descreve o poder redutor como um potente método de anélise

da atividade antioxidante, constituindo-se como um ensaio de oxirreducdo. Neste ensaio, 0s
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compostos com atividade antioxidante convertem o ion férrico (Fe3+) para ferroso (Fe2+), o
que é verificado pelo aumento da absorbancia a 700 nm (Jayanthi and P Lalitha.,2011). Os
resultados estdo apresentados na Figura 3. O maior poder redutor, na concentracdo de 500
pg/mL, foi obtido no extrato de S. Pulcherrimum (OD700 = 1.4 £ 0,008), seguido pelo extrato
de A. Cochiliacarpos (OD700 = 1,1 £ 0,015) e extrato de T. Cyrtathum (OD700 = 0.890 +
0,017). O extrato da S. Pulcherrimum apresentou um poder redutor muito proximo do obtido
com o padrdo utilizado, a quercetina (OD700 = 1,5 + 0,014).

A atividade antioxidante obtida nos extratos metanolicos das trés plantas utilizadas
comprovam a atividade antioxidante de espécies de plantas endémicas da caatinga, onde a
extracdo por solvente metanol foi capaz de extrair compostos , 0s quais obtiverem atividade

antioxidante maiores que antioxidantes sintéticos conhecidos no mercado como BHT.

AVALIACAO DA ACAO CITOTOXICA E HEMOLITICA

O ensaio de MTT foi utilizado para avaliar a acdo sobre o crescimento de células de
hepatocarcinoma HepG2. Hepatocarcinoma é o principal tipo de cancer de figado e as células
HepG2 conseguem manter varias propriedades hepaticas, por isso, representam um excelente
modelo celular para estudar a acdo dos produtos naturais in vitro sobre as fun¢des do figado,
como processos de detoxificagdo enzimatica e metabolizacdo de compostos (SADI et al., 2015).

A Figura 4 mostra o efeito dos extratos em trés concentracdes sobre a viabilidade das
células de carcinoma apds 24 horas. A inibicdo promovida pelos extratos sobre a proliferacdo
celular foi significativamente mais baixa que o controle doxorrobicina apds 24 horas, bem
como indicam que os extratos ndo apresentaram atividade citotoxica relevante pois nenhum dos
extratos teve atividade melhor que 50% (SUFFINESS; PEZZUTO, 1990).

Os ensaios para determinar a capacidade hemolitica sobre eritrocitos humanos
mostraram que nas concentracGes de 125 a 500ug/mL os trés diferentes extratos causaram
porcentagem de hemolise abaixo de 5%, como mostra a Figura 5. Os resultados mostram
claramente que os extratos ndo causam alto grau de hemdlise nas concentrac@es estudadas para
atividade antioxidante.

Na busca por novas substancias que tem promissora atividade farmacologica e que ndo
causem efeitos nocivos para o corpo, ensaios investigando a capacidade dos produtos naturais
de causar a¢do hemolitica, dissolvendo ou aumentando a permeabilidade da membrana celular

dos eritrocitos, sdo amplamente usados (ARAUJO et al., 2013).
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CONTEUDO FENOIS TOTAIS E FLAVONOIDES TOTAIS

No presente estudo, o conteudo de fendis totais dos extratos metandlicos das trés plantas
foram determinados pelo método de Folin-Ciocalteu e os resultados foram expressos como
acido gélico equivalentes por grama de extrato (EAG). O extrato de S. Pulchferrium teve o
maior conteudo de fenois totais (112.72 + 10,28 mg EAG/g extrato), sequido pelo extrato de A.
Cochliacarpos (110.73 £ 13.23 mg EAG / g extrato) e T. Cyrthathum (97.13 + 9.76 mg EAG/g
extrato).

Compostos fenolicos sdo utilizados pelas plantas nos mecanismos de defesa contra
herbivoria ou para atracdo para polinizadores, protecdo UVA, defesa antimicrobiana,
cicatrizacdo (HARBONE; WILLIAMS, 2000; NACKZ, 2006; TAIZ; ZEIGER, 2006;
ANITHA; KANIMOZHI, 2012). Os compostos fenolicos sao conhecidos como componentes
altamente efetivos antioxidantes e sequestradores de radicais livres, seus mecanismos de agao
incluem: impedimento da oxidacdo de ions metalicos, eliminacdo de qualquer intermédio que
possa causar oxidacdo, incluindo ROS, e inativacdo de enzimas pré-oxidantes (NACKZ;
SHAHIDI, 2006). Devido a evidéncias consideraveis, o aumento do dano oxidativo esta
associado com o desenvolvimento da maior parte das principais doengas degenerativas
relacionadas com o envelhecimento, tem-se especulado que os polifendis podem ter efeitos
protetores contra tais condigdes (TABART et al., 2009). Entretanto, devido a diversidade
estrutural e mecanismos de reacdo, Unico ensaio antioxidante para compostos fendlicos nédo
reflete com precisao todos os antioxidantes em um sistema misto ou complexo. Assim, 0 uso
de ensaios antioxidantes diferentes pode ajudar a identificar variagcdes na resposta dos extratos
de plantas (TABART , 2009; CRISTIANE C., 2015).

O método colorimétrico do cloreto de aluminio foi utilizado para determinacdo do
contetdo de flavondides totais, que se baseia na reacdo do cloreto de aluminio com grupos
hidroxil ou ceto adjacentes das flavonas ou flavonols, gerando complexos acido-estaveis, que
tem uma absor¢do maxima em 415 nm. (DENARDIN et al., 2015). A maior quantidade de
flavonoides foi verificada no extrato de S. Pulchferrium (28.96 + 1.42 mg EQ/g extrato),
seguido do extrato de T. Cyrthathum (25.35 + 1.77 mg EQ/g extrato) e do A. Cochliacarpos
(23.54 + 1.22 mg EQ/qg extrato).

Entre os polifenois a subclasse mais estudados s&o os flavonoides (Gurib et al 2014). O
ensaio comprovou a presenga desses compostos entre oS principais constituintes de A.
Couchiliacarpos. Silva et al., (2010b), descreveu que espécies do género Styphnodendron sédo

conhecidas pelo seu alto teor de taninos. Entretanto, o T. Cyrthanthum ndo detém de muitos
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estudos na literatura porém também apresentou elevado teor de flavonoides, podendo estar
diretamente relacionado com sua atividade antioxidante.

Para Silva et al. (2007), a biossintese e a acumulacéo de fendis em plantas € considerada
como resposta evolutiva das vias bioquimicas por influéncias adaptativas a fatores ambientais
desfavoraveis, como exposi¢do a luz como um mecanismo de filtracdo contra radiagdo UV,
pluviosidade, temperatura e salinidade. Esses aspectos tornam a regido semi-arida da caatinga
um ambiente favoravel para a pesquisa de plantas com potencial antioxidante. Screening
Fitoquimico e Analise HPLC dos principais componentes fendlicos dos extratos das trés
plantas, a analise fitoquimica dos extratos metandlicos indicou a presenga de uma variedade de
metabdlitos secundarios ativos, como saponinas, glicosideos cardiotdnicos, terpendides,
taninos nos trés extratos testados como mostrado na tabela 3, entretanto, o grupo dos alcaldides
ndo foi detectado em nenhum dos extratos a presenca de antraquinona foi encontrada apenas no
extrato de T. Cyrthathum .

A quantificacdo dos compostos fenolicos a partir do perfil cromatografico foi obtido por
HPLC. Os principais componentes identificados no extrato de A. Cochliacarpos foram &cido
galico (32.6ug/mg - Tr 1.81 min), rutina (13.6ug/mg - Tr 8.20 min), catequina (12.8 pg/mg ¢
4.45 min), acido trans-feralico (15 pg/mg - Tr 8.36 min) e quercetina (36 pug/mg - Tr 13.79
min). No extrato de S. pulcherrimum, os maiores componentes foram catequina (3.4 pg/mg -
Tr 4.45 min), &cido caféico (70 pg/mg - Tr 5.44 min), rutina (0.7 pg/mg - Tr 8.20 min), acido
elagico (10 pg/mg - Tr 8.42 min) e quercetina (36 pg/mg - Tr 13.79 min). A partir do perfil
cromatografico do extrato de T. Cyrthathum, identificou-se apenas a presenca de rutina (8
pg/mg - Tr 8.20 min).

O perfil preciso de constituintes ativos de espécies do género Styphnodendrum ainda
ndo é totalmente conhecido. A prospeccdo fitoquimica qualitativa de S. Rotundifolium foi
realizada, detectando a presenca de taninos pirogalico, flavonas, flavonois, flavonois, xantonas,
chalconas, flavondis e esterdides como metabolitos secundarios em espécie (OLIVEIRA et al.,
2011).

No entanto, taninos e flavondides podem ser considerados dentre as substancias mais
importantes, devido ao seu alto teor (OLIVEIRA et al., 2011). A anélise por HPLC do extrato
hidroalcodlico de S. rotundifolium revelou a presenca de flavonoides (rutina e campferol),
acidos fendlicos (&cido caféico) e catequina (VANDESMET, 2015). Da mesma forma, nossos
resultados do perfil HPLC de S. Pulcherrimum foram consistentes com os resultados dos
pesquisadores acima, indicando que a presencga destes fitoquimicos sdo comuns no género

Styphnodendrum.
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Taninos sdo metabolicos secundérios descritos por estarem envolvidos em diversas
atividades bioldgicas, como anti-cancer e atividades antioxidantes (JASSIM; NAJI, 2003;
CARVALHO, 2006; GURIBFAKIM, 2006; NEUKAM et al., 2008). Todos os extratos
apresentaram taninos na sua composicdo, sugerindo, portanto, um indicio da origem da
atividade antioxidante observada. Outras espécies do género Styphnodendrum apresentaram
atividade antioxidante associada a taninos, corroborando os dados encontrados (LOPES et al.,
2009).

Estudos fitoquimicos prévios realizados com extratos aquosos e metanélicos da casca e
caule de A. Cochliacarpos revelaram a presenca de saponinas, catequinas, taninos, fendis e
antraquinonas, porém alcalGides e esterdides/triterpendides estavam ausentes (SILVA et al.,
2009). Silva (2010), evidenciou o alto conteudo de taninos condensados com catequinas como
componentes majoritarios nos extratos de extratos metandélicos da casca de A. Cochliacarpos

As plantas conhecidas como "barbatimdo" sdo comumente espécies do género
Stryphnodendron, entretanto outras espécies como Dimorphandra Mollis e Abarema
Cochliacarpos (SANTOS et al., 2002; SILVA et al, 2006, 2009). S&o conhecidas também
como "barbatimdo” e popularmente usadas para tratar as mesmas doencas. Em muitos casos,
produtos comerciais feitos com as cascas de Stryphnodendron Adstringens sdo adulteradas com
estas outras espécies devido a caracteristicas botanicas em comum como indumentum dos
ramos (SANTOS et al., 2002; IGANCI; MORIN, 2012). Assim, estudos sobre a composicao
guimica destas espécies sdo fundamentais para diferencia-las e definir um perfil de atividade
bioldgica para cada uma.

Foi observada também a presenca de acido galico em dois dos extratos analisados.
Estudos mostram que dentre todos os acidos hidrobenzadicos presentes nos produtos naturais, o
acido gélico é o que apresenta maior efetividade na inativacdo de radicais livres, como ABTS.
(YEN et al., 2006). A presenca do acido t-feralico nos os extratos também pode estar
relacionada com a atividade antioxidante presente nos extratos testados. Estudos relatam que
até mesmo em concentragdes muito baixas o acido ferdlico age como sequestrante de radicais
livres (HSIEH et al., 2005).

As catequinas sdo abundantes nas cascas das espécies da familia Mimosaceae (SANTOS
et al., 2002). Catequinas possuem atividade antioxidante pela eliminacdo de radicais livres,
inibindo fatores de transcricdo ativos redox, inibindo enzimas pro-oxidantes, e induzindo
enzimas antioxidantes, por isso podem exercer efeitos protetores vasculares através de varios
mecanismos, incluindo anti-inflamatério, anti-hipertensivos, anti-trombogénico, e controle
lipémico (KURITA-OCHIAI et al., 2015).
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Quercetina e rutina sdo flavonoides presentes em plantas e alimentos com potencial
antioxidante por bloquear a producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e proteger contra
peroxidacdo lipidica. Além disso, varios estudos tém investigado suas acdes em vias
bioquimicas para proteger contra citotoxicidade (COSTA, 2016). Nossas analises também
revelaram a presenca de acido caféico e &cido elagico, que fazem parte do grupo dos &cidos
fendlicos e exibem uma forte atividade antioxidante in vitro (BOGUCKA-KOCKA, 2016).

Desta forma é possivel sugerir a associacdo da atividade antioxidante com os compostos
identificados por analise do HPLC. As atividades antioxidantes vistas nos extratos estdo ligadas
aos metabolitos secundarios que podem estar presentes majoritariamente como ocorreu nos
extratos SP e AC ou até mesmo um sinergismo entre a mistura de compostos minoritarios como

0 que ocorre no extrato TC.

CONCLUSOES

Nossas descobertas mostraram que 0s extratos apresentaram potencial atividade
antioxidante, equiparando-se aos controles ou em alguns testes os superando, podendo ser
consideradas como promissoras fontes de antioxidantes. Portanto, faz-se necessarias
investigacOes futuras que visem identificar fracGes, para obtencdo dos compostos purificados
de cada extrato para analisar qual ou quais sdo responsaveis por esta bioatividade. Nossos
resultados dao suporte para comprovacao cientifica e utilizacdo medicinal da plantas da
caatinga, ajudando para a viabilidade e padronizacdo de um potencial produto biotecnoldgico

a ser aplicado nas industrias de cosméticos, farmacéutica e alimentos.
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LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Atividade antioxidante dos extratos metandlicos de S. Pulcherrimum, A.Couchiliacarpos e
T.Cyrthathum pelos métodos in vitro de DPPH , ABTS e FRAP.

Método SP AC TC Acido Galico BHT

DPPH (ICso - pg/mL) 0.457 £ 0,03 0.596 = 0,04 1,162 £ 0,07 8,654 = 7,90 35,04 £2,2
250+7,2

ABTS (ICso- pg/mL) 2442 +2.2 281,1+ 3,5 258,1+ 5,60 1366+89,0
(Trolox)

FRAP (mg EFeSO4 / g

850,89 489,87 477,78 -- 329,8 £49,1
extrato

Legenda: Resultados apresentados em média e desvio padrdo. SP - S. pulcheferrium, AC - A.

cochiliacarpos, TC - T. cyrthathum e BHT — Butil-hidroxi-tuoleno.
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Tabela 2 — Absorbancias dos extratos de S.pulcherrimum e A.cochliacarpos e T.Cyrthathum , para a

avaliacdo de RP.

Extratos/Concentracfes 500ug 2509 125ug

S. Pulcherrimum 1.4+0.020 1.1+0.1 1.050+0.038
A. Couchiliacarpos 1.1+0.034 1.0+0.052 0.9+0.054
T. Cyrthathum 0.89+0.022 0.820+0.019 0.780+0.039
Quercitina(P) 1.5+0.043 1.2+0.06 1.1+0.02

Fonte: Nascimento Junior e col. (2020).

Tabela 3 — Classes de metabdlitos secundarios avaliadas nos extratos vegetais.

Secondary Metabolites T. cyrthathum S. pulcherrimum A. cochiliacarpos
Alkaloids - - -
Saponins + + +

Cardiac glucose + + +
Terpenoids + + +
Pholabatannis + - +
Tannins + + +
Anthraquinones + - -

Legenda: Resultados expressos em presenca (+) e auséncia (-) do metabdlito.

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Grafico de concentragdo x sequestro de radicais livres DPPH para os extratos de

T.cyrtrathum, S.pulcherrimum e A.cochliacarpos.

100
80 ! =& T. cyrtrathum
- S. pulcherrimum
g 60 —— A. cochliacarpos
4 ;oo :
tn,c) 40 Acido Galico
BHT
20
0 T T T 1
0 20 40 60 80

Concentration (ug/mL)

Fonte: Nascimento Junior e col. (2020).



Figura 2 — Gréfico de concentracdo X Inibicdo do Radical ABTS para os extratos de t.Cyrtrathum,

S.Pulcherrimum e A.Cochliacarpos.
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Figura 3 — Grafico de concentracdo x Absorbancia( Reduction Power ) para os extratos de
T.Cyrtrathum, S.Pulcherrimum e A.Cochliacarpos.
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Figura 4 — Atividades Hemolitica em Diferentes concentracdes dos Extratos, SP, AC e TC.
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Figura 5 —Atividades Inibi¢do de células HEPG2 em Diferentes concentragdes dos Extratos, SP, AC e

TC.
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34  ARTIGO 4 — CARACTERIZACAO FUNGICA E FORMACAO DE BIOFILME EM
EGUAS COM ENDOMETRITE

Fungal characterization and biofilm formation in mares with endometritis
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RESUMO

A endometrite é a principal causa de infertilidade em éguas, além de gerar grandes transtornos
econbémicos e produtivos. Objetivou-se caracterizar a citologia, cultura microbiologica e
fangica, alem da identificacdo da formacéo de biofilme em éguas com endometrite. Amostras
de setenta éguas foram coletadas para citologia uterina e exame microbioldgico. A
determinacdo da formacdo de biofilme foi realizada através da técnica de cristal violeta. Das
setenta éguas diagnosticadas com endometrite 43 (61,4%) apresentaram infec¢do bacteriana
e/ou fungica. Das 43 éguas, 30,2% (13/43) apresentaram infeccdo fungica, os mais evidenciados
foram Aspergillus spp e Candida albicans, Curvalaria spp, Cladosporium spp e Zygomices spp.
Dos fungos identificados, 9/13 (69,2%) formaram biofilme. Esses resultados revelam nimeros
de infeccdo fangica acima da média em comparagdo com a literatura. Varias causas sao
reportadas ao aumento dos casos de endometrite flngica, dentre elas 0 aumento no uso das
biotecnologias reprodutivas (exemplo: transferéncia de embries). E de suma importancia a
identificacdo do agente, o conhecimento da suscetibilidade farmacoldgica e a comprovacdo da
producéo de biofilme em casos de endometrite, estas ferramentas podem fornecer subsidios

ainda mais importantes para melhorar a eficiéncia reprodutiva e sanitaria dos rebanhos equinos.

Palavras-chave: equino, bactéria, biofilme, endometrite, fungo.

ABSTRACT

Endometritis is the main cause of infertility in mares, besides generating major economic and
productive disorders. The objective was to characterize the cytology, microbiological and
fungal culture, as well as the identification of biofilm formation in mares with endometritis.
Samples of seventy mares were collected for uterine cytology and microbiological examination.

The determination of biofilm formation was performed using the violet crystal technique. Of
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the seventy mares diagnosed with endometritis 43 (61.4%) presented bacterial and / or fungal
infection. Of the 43 mares, 30.2% (13/43) presented fungal infection, the most evidenced were
Aspergillus spp and Candida albicans, Curvalaria spp, Cladosporium spp and Zygomices spp.
Of the identified fungi, 9/13 (69.2%) formed biofilm. These results reveal above average
numbers of fungal infection compared to the literature. Several causes are related to the increase
in cases of fungal endometritis, among them the increase in the use of reproductive
biotechnologies (example: embryo transfer). ldentification of the agent, knowledge of
pharmacological susceptibility and evidence of biofilm production in endometritis cases are
extremely important. These tools can provide even more important subsidies to improve the

reproductive and sanitary efficiency of equine herds.

Keywords: equine, bacterium, biofilm, endometritis, fungus.

INTRODUCAO

A espécie equina possui varias particularidades em comparagao a outras espécies. Com
relacdo a caracteristicas reprodutivas, na maioria das espécies domésticas o0 sémen é depositado
na vagina e os espermatozoides se direcionam ao Utero. J& nos equinos devido as peculiaridades
anatémicas da cérvice, os espermatozoides e demais componentes do sémen sdo depositados
no interior do Utero. Este fato, torna a ocorréncia das endometrites tdo comuns (TRAUB-
DARGATZ et al., 1991).

A endometrite € uma inflamacgdo do endométrio que pode ser caracterizada de forma
aguda, crénica, crénica degenerativa ou até induzida pos-cobertura. As endometrites séo uma
das principais causas de infertilidade na espécie e reproducdo equina (Leblanc, 2010). Esta
enfermidade surge devido a contaminacdo do aparelho reprodutivo por microrganismos, em
especial os bacterianos, considerados em sua maior parte como agentes patogénicos
oportunistas, porem alguns fungos podem ser potencialmente patogénicos (LEBLANC, 2008;
WITTENBRINK, 2012). A enfermidade pode ainda estar associadas a fatores ligados a falhas
nos mecanismos de defesa uterina, diminuindo o potencial da fertilidade na fémea
(TROEDSSON, 2011). Mattos et al. (2003), ressalta que as endometrites de uma forma geral,
causam relevantes prejuizos na reproducdo de equinos por acarretarem baixa fertilidade, morte

embrionéria e abortos.
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Segundo Frontoso et al. (2008), em endometrites fungicas, os fungos comumente
isolados sdo Candida spp. por assim dizer como os fungos filamentosos dos géneros
Aspergillus, Penicillium, Mucor e Trichosporon (AMARAL et al., 2007).

Desta forma, a fim de elucidar a importancia de enfermidade reprodutivas como a
endometrite e seus agentes etioldgicos, objetivou-se caracterizar a citologia e cultura
microbioldgica e fangica, além da identificacdo da formacdo de biofilme em éguas com

endometrite.

MATERIAL e METODO

ASPECTOS ETICOS E BIOSSEGURANCA

Os procedimentos desta pesquisa foram encaminhados para a Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco, obtendo a licenga de ndmero.

COLETA DE AMOSTRAS E PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

Foram examinadas 70 éguas por palpacdo retal e ultrassonografia apds pelo menos 3
inseminac0es artificiais sem prenhez diagnosticada ou 3 coletas negativas de transferéncia de
embrides. As amostras foram coletadas para citologia uterina e exame microbiologico. Na
coleta, foi utilizado swab coletor estéril acoplado a escova ginecolégica (PROVAR®) para cada
animal. Posteriormente, as amostras foram fixadas em metanol por 10 minutos em laminas com
0s swabs sendo acondicionados em tubos contendo meio de transporte (PBS), imediatamente
lacrados, identificados e encaminhados ao Laboratério de Reproducdo Animal (LABRAPE -

UFRPE/UAG) para posterior processamento e analise.

METODOLOGIA BIOFILME LEVEDURA

A formacdo do biofilme foi avaliada por metodologia com adaptada (3, 10, 19).
Avaliada por métodos visuais e espectrofotométricos. O caldo utilizado foi o Sabouraud
dextrose (SBD) suplementado com 60 g de glicose por litro (concentracéo final de glicose, 80
g / litro ou 8%). Organismos foram cultivados por 24 horas a 35 ° C. Utilizou-se uma cepa
ATCC como controles em cada teste. A turbidez de cada suspensdo foi ajustada para o

equivalente de 3x10” CFU / ml com SDB, por leituras espectrofotométricas. Sendo inoculado
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a suspensdo em tubo Falcon contendo 9 ml de Agar Sabourand. Posteriormente cada poco de
placas de microtitulagdo foi inoculado com aliquotas de 20l de suspensdo de levedura e 180pl
de SDB. O material foi incubado a 35 °C durante 24 h sem agitacdo. Observando que todos 0s
isolados de Candida testados cresceram bem neste meio. Nas placas de microtitulacdo, os
isolados de Candida cultivados em Sabourand tiveram valores de > 1,0 as 24 h para todas as
espécies com um indculo inicial de 10° CFU / ml. Ap6s 24 h de incubagéo, o caldo foi retirado
por aspiracao e os tubos foram lavados uma vez com agua destilada. As células de meios e
leveduras foram descartadas. Como € classificado por Pfaller et al. (2019), o biofilme que ficou
aderido foi classificado como negativa, fraco (1+), moderado (2++ ou 3+++), ou fortemente
(4++++). Cada isolado foi avaliado em triplicata de dias diferentes. As leituras
espectrofotométricas foram realizadas a 405 nm com leitor de placa de microtitulacdo, Como a
porcentagem de transmitancia (% T) estava sendo medida, um comprimento de onda de 405
nm foi selecionado para leitura das placas para minimizar a absorbancia (7). O valor de % de
Transmitancia para cada amostra de teste foi subtraido do valor de % T para o reagente em
branco para obter uma medida da quantidade de luz bloqueada ao passar pelos pocos (% T
bloc). A producéo de biofilme de cada isolado foi classificada como negativo (% T bloc, 5), 1
(% T bloc, 5 a 20), 2 (% T bloc, 20 a 35), 3 (% T bloc, 35 a 50), ou 4 (% T bloc, 50). Cada
isolado foi testado pelo menos duas vezes. Nenhuma grande discrepancia ocorreu entre 0s
resultados obtidos pelo método de leitura visual e aqueles obtidos pelo método

espectrofotométrico.

ANALISE ESTATISTICA

Empregou-se a técnica de estatistica descritiva por meio da distribuicdo das frequéncias
relativa e absoluta para os achados microbioldgicos e fungicos, identificacdo dos agentes assim

como para a formacao de biofilme.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 70 eguas diagnosticadas com endometrite 43 (61,4%) apresentaram infeccéo
bacteriana e/ou fungica. Dessas, 30,2% (13/43) apresentaram infeccdo fungica, e dentre os
fungos mais evidenciados foram encontrado o Aspergillus spp. e Candida albicans, que sdo

descritos como agentes altamente virulentos e formadores de biofilme, seguido de Curvalaria
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spp, Cladosporium spp e Zygomices spp. Dos fungos identificados, 9/13 (69,2%) formaram
biofilme e foram observados alguns microrganismos (Tab. 1).

Tabela 1: Microrganismo encontrados e a produgdo de biofilme das 70 éguas.

Microrganismo Producéo de Biofilme

Aspergillus Neg
C.albicans P+++
Zygomices sp. P+++
Aspergillus P++

Curvalaria spp Neg

Curvalaria spp Neg
N identificado Neg

C.albicans P+++
C.albicans P++++
Curvalaria spp P+
C.albicans P++++
C.albicans P++++
Aspergillus P++++

Neg (Negativo); P(positivo), fraco (1+), moderado (2++ ou 3+++), ou fortemente (4++++).

A infeccdo flngica nas éguas, podem estar relacionadas com diversos fatores, dentre
eles uma maior exposicdo das fémeas a colonizacdo fungica em decorréncia da intensa
manipulagdo do trato reprodutivo, tratamento intrauterinos, uso prolongado de hormonios
(progesterona e corticoides), enfermidades cervicais e contaminacao fecal. Estas possibilidades
ja foram descritas pela literatura por varios autores (ALVARENGA, 2008; LEBLANC, 2008;
LIU E TROEDSSON, 2008). Outro fator predisponente é a associacdo da enfermidade com
antibioticoterapia uterina, pneumovagina/urovagina e grande quantidade de fluido intrauterino,
como relatado por (STOUT, 2008).

Segundo Fumuso et al. (2007), uma grande parte das endometrites de origem flngica
tem carater crénico, o que na maioria das vezes é diagnosticado em animais que apresentam
endometrites persistentes. Tal cronicidade pode sugerir que algumas metodologias das
biotecnologias da reproducdo, assim como tratamentos e outras enfermidades atuem
diminuindo a capacidade de eliminacdo dos agentes do ambiente uterino e predispondo-o a
persisténcia. Porém, Petrites-Murphy et al. (1996), afirmam que alguns casos podem ser de

carater agudos em decorréncia de abortos com etiologia micotica.
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Os resultados encontrados, mostram uma maior identificacdo e participacdo da Candida
albicans, estando de acordo com a literatura em animais com endometrites fungicas, como
descritos por Amaral et al. (2007), Frontoso et al. (2008), Liu e Troedson (2008), fato
justificado pela presenca naturalmente no trato reprodutivo animal por este grupo de
microrganismos. Scofield et al. (2013), afirmam que os principais agentes em endometrites
fangicas sdo Candida spp., Aspergillus spp. e Mucor spp. Em ordem de importéncia, a Candida
albicans é o considerada o agente que mais acomete o trato reprodutivo da égua (PETRITES-
MURPHY et al., 1996). Seguido em segundo lugar pelos agentes do género Aspergillus spp.,
estes agentes por sua vez sdo capazes de produzir e liberar enzimas (elastase) e provocar uma
infeccdo mais profunda por penetrar nos tecidos (ALVARENGA, 2008).

Segundo Tongu (2015), embora haja a possibilidade de serem encontrados todas as
espécies de fungos no trato reprodutor de éguas. Os mais comumente identificados em quadros
de endometrites sdo os do género Candida spp. e Aspergillus spp. O que para Novelo et al.
(2017), séo considerados como os principais causadores da enfermidade. Curiosamente 0s
microrganismos Curvalaria spp., Cladosporium spp. e Zygomices spp. foram identificados no
presente trabalho. Tais microrganismos sdo agentes rotineiramente associados a dermatites
fangicas, no caso da Curvalaria spp. encontrados como contaminantes e agentes de
deterioracdo em alimentos, produtos industriais, solo, pedras, tijolos, papel e couro no caso do
Cladosporium spp. e danos traumaticos ao tecido ou supressao do sistema imunolégico, como
0 Zygomices spp., 0 que nos leva a hipotetizar que houve contamina¢do em algum momento,
pratica realizada com o animal ou diminuicéo da resposta imunolégica do animal (HIROMOTO
et al., 2008; GUTAROWSKA, 2014).

Ribas, Carvalho e Stussi (2014), ao avaliarem 85 éguas, encontraram apenas Cinco
animais com endometrite fingica, o que corresponde a 5,9% dos casos. Este resultado é bem
inferior ao encontrado no presente estudo [30,2% (13/43)]. A porcentagem de endometrites
relatadas por alguns trabalhos na literatura variam de 2,0 a 13,5% (COLLINS; 1964,
DASCANIO etal.,2001; AMARAL et al., 2007; LEBLANC et al., 2007; RIDDLE et al., 2007;
FRONTOSO et al., 2008). Estas variacfes podem sugerir que endometrites fingicas ocorrem
com mais frequéncia em regides tropicais, fato atribuido principalmente ao ambiente e demais
condic¢des mais propicias ao desenvolvimento micotico.

Além disso, as biotecnologias utilizadas envolvem a participacdo hormonal, e neste
quesito ha a utilizacdo da progesterona. Este horménio diminui a capacidade de identificacdo
leucocitaria e consequentemente a fagocitose e a lise dos agentes patogénicos, o que predispde
as infecgdes fungicas (TROEDSSON, 2011).
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A porcentagem encontrada em maior quantidade neste estudo pode ser explicada por
duas vertentes, a primeira sugere uma maior exposic¢ao dos animais a esporos dos fungos, o que
ja foi relatado por Carter e Chenpaga (1995), como um importante fator predisponente para a
endometrite micdtica e persisténcia dos animais com tal enfermidade, ja que o desenvolvimento
fangico pode ocorrer em todos 0 ano em paises tropicais. A segunda, sugere um maior e melhor
identificacdo e controle das condicdes laboratoriais para a cultura e isolamento. Segundo
Amaral et al. (2007), varios problemas no diagndstico de endometrites fungicas sao atrelados a
falhas ou problemas com a cultura e o isolamento do fungo. Por outro lado, Ribas, Carvalho e
Stussi (2014), reiteram que para um diagnostico correto, devem-se utilizar meios especificos
para o crescimento flangico, principalmente com antibidticos, j& que estes suprimem o
crescimento de bactérias e possibilitam o crescimento fangico, ja que este é mais lento.

No que se refere a formacdo de biofilme, Carneiro et al. (2018), considera a formacéo
de biofilme no trato reprodutivo equino como uma causa significativa de endometrite crénica
na égua. Os agentes encontrados no presente estudo como a Candida albicans e Aspergillus spp
sdo considerados como formadores de biofilme por dificultar a limpeza uterina devido ao
aumento da adeséo as superficies epiteliais, 0 que de acordo com Buczkowska et al. (2015),
impede a remocao fisica e estimula a producao de exsudato inflamatério. Alvarenga (2008), no
entanto, acrescenta que a formacdo do biofilme interfere diretamente nos mecanismos
imunolégicos de defesa do Gtero, aumentando ainda mais a resisténcia dos agentes a eliminagédo
uterina.

A formacao de biofilme e identificacdo de agentes em éguas com endometrites ja foram
descritas por Zhang (2012), como Cladosporium sphaerospermum, por Siqueira e Lima (2013),
como Aspergillus sp., Botrytis sp., Alternaria sp., Cladosporium sp. e por Carneiro et al. (2019),
como Aspergillus spp., corroborando com os achados no presente estudo e evidenciando a
participacdo do Aspergillus ssp como um dos principais agentes.

De uma forma geral, a formacéo de biofilmes, torna os microrganismos resistentes a
conduta terapéutica e consequentemente pode ocasionar infecgdes cronicas (LEBLANC, 2010).
Vérios sdo 0s métodos para sobreviver a degradacdo ou tentativa de eliminacéo pelo sistema
imunoldgico do hospedeiro e pela antibioticoterapia.

Assim, os biofilmes permitem que os microrganismos ndo sejam reconhecidos pelo
sistema imunoldgico, impedem a exposicdo a antibioticos e permitem a resisténcia a
antibioticoterapia pela troca de material genético (DONLAN; COSTERTON, 2002).
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CONCLUSAO

As endometrites de uma forma geral, sdo enfermidades muito importantes para o
agronegocio equino, quer seja de origem bacteriana ou fldngica, o seu diagndstico torna-se
imprescindivel, porém muitas vezes complexo e consequentemente agravante para a resolucdo
do quadro clinico, tornando-o crénico e comprometendo a vida produtiva e reprodutiva do
animal. A caracterizacdo, identificacdo do agente e a formacéo de biofilme sdo metodologias
fundamentais no diagnoéstico e terapia de tais enfermidades. P6de-se identificar os agentes
Aspergillus spp e Candida albicans, Curvalaria spp, Cladosporium spp e Zygomices spp em
animais com endometrite fungica. Além disso, os fungos isolados demonstram uma necessidade
em melhorias nas biotecnologias da reproducéo, bem como os devidos cuidados assépticos

destas acdes.
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4 CONCLUSAO

Pode-se concluir que as plantas utilizadas nos diferentes estudos mostraram atividades
que melhoram o perfil reprodutivo dos animais envolvidos, independentemente de sua
peculiaridade, como a funcdo espermicida direcionada aos Homens, a funcéo de melhoramento
do meio de cultura de FIV auxiliando na reproducdo bovina e a melhora na hiperativagao
espermatica pos descongelamento na espécie de caprinos, os estudos ainda estdo passando por
validacGes dentro dos parametros necessarios para que possamos gerar ao fim do trabalho a
patente dos produtos oferecidos nos artigos descritos no contexto do trabalho, entretanto,
comprova-se 0 potencial metabdlico das plantas utilizadas, enriquecendo ainda mais a

distribuicdo de atividades para plantas do bioma caatinga.
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(PARA ESTA SECAO, SE NECESSITAR DE FOLHA ADICIONAL, IDENTIFIQUE-A COMO ANEXO 1)

e TITULO DO INVENTO
“METODO DIAGNOSTICO PARA ENDOMETRITE EQUINA ASSOCIANDO

CITOLOGIA, CULTURA BACTERIOLOGICA E FUNGICA AO PROTOCOLO DE
PRODUCAO E GRADUACAO DE BIOFILME IN VITRO”

e PALAVRAS-CHAVE RELACIONADAS AO PRESENTE INVENTO:

1. Endometrite 5. Fungo

2. Citologia 6. Biofilme

3. Equino 7. Biotécnicas da reproducéo
4. Bacteriologia 8. Reproducao animal

e DESCREVA OBJETIVAMENTE O CAMPO DE INVENCAO

(Exemplo: novo uso do equipamento, processo para tratamento de efluentes, equipamento para ...., etc.)

Método diagnéstico associando diferentes técnicas com uma maior precisao e consequente
possibilidades de tratamentos mais eficazes. A presente invencdo se situa no campo da

Biotecnologia aplicada a Reproducdo Animal e produtos de uso veterinério.

e DESCRICAO DETALHADA DO INVENTO

(Apresente seu invento com suficiéncia descritiva e indique, quando for o caso, a melhor forma de execucéo. Dependendo da &rea de invengéo,
descreva composigdo, processo de preparagdo, posologia, forma de administracdo, efeitos adversos, dire¢éo do fluxo, descri¢do detalhada das

pecas, passo-a-passo do processo, etc.) (Se necessario anexe descrigéo adicional)

E objeto da presente invencdo estabelecer um protocolo eficaz para diagndsticos de
afeccOes uterinas em éguas, particularmente as endometrites por se tratar da patologia que leva
a maior perda econdmica na Equideocultura. Essa afeccdo uterina pode acometer éguas de
qualquer idade e em qualquer categoria reprodutiva. Existem éguas mais susceptiveis e

situacOes as quais também levam a uma maior taxa de ocorréncia da patologia. Além da
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infertilidade, a endometrite também podem causar perdas embrionérias, irritagdes recorrentes e
introducdo de microrganismos. Podem ser classificadas segundo a sua etiologia e fisiopatologia
em aguda, cronica, ativa, subclinica, pds-parto, bacteriana, fungica, viral, persistente associada
a copula ou inseminagéo artificial. E necessario que se diferencie as endometrites causadas por
infeccdo uterina das reagdes inflamatdrias fisioldgicas associada a cépula ou inseminagdo
artificial, resultante do desafio da exposicdo uterina ao sémen. Em ambos casos ocorre uma
reacao inflamatdria por parte do Utero que se caracteriza por acimulo de fluido intrauterino. As
falhas no mecanismo de defesa uterina em eliminar antigenos como bactérias, espermatozoides
ou produtos inflamatdrios do Utero resultam em uma endometrite persistente, a qual é a maior
causa de reducdo da fertilidade em éguas em reproducéo. O Utero é normalmente bem protegido
pelas barreiras fisicas que consistem na vulva, no vestibulo, vagina e cérvix. Entretanto,
qualquer comprometimento dessas barreiras pode predispor a égua a uma endometrite cronica.
A endometrite induzida pela cdpula ou inseminacao artificial (I1A), é um evento fisioldgico que
ocorre algumas horas ap6s a deposi¢cdo do sémen no trato reprodutivo da égua. Esse processo é
considerado necessario para efetiva remocdo de bactérias e excesso de espermatozoide
introduzidos no lumen uterino. Em éguas resistentes, a inflamacao uterina ocorre e a limpeza
uterina ocorre antes do od6cito fertilizado cair no Gtero ap6s a passagem pelo oviduto
aproximadamente seis dias apds a ovulacao, enquanto que o Utero de éguas susceptiveis persiste
com o processo inflamatério. Quando essa falha na limpeza fisioldgica pelo organismo dos
agentes causadores da inflamacdo ocorre, resulta em um ambiente intrauterino favoravel ao
crescimento bacteriano ou flngico; no entanto desfavoravel para quando ocorrer a chegada do
embrido no Utero. Paralelo a esse processo inflamatério intrauterino, ocorre um aumento na
producdo e secrecdo de prostaglandina F2a proporcionando lutedlise prematura do corpo liteo,
seguido de perda embrionaria. A endometrite bacteriana € um dos principais problemas em
éguas ciclicas com baixa resisténcia a inflamagdes persistentes. As bactérias mais comumente
isoladas sdo: Streptococcus B-hemolitico (Streptococcus equi ssp. zooepidemicus), Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa e Kleybsiella pneumoniae. Outras bactérias aerobicas isoladas
do trato reprodutivo de éguas incluem Streptococcus a-hemolitico, Corynebacterium spp.,
Actinobacter spp., Proteus spp. e Citrobacter spp. Alguns autores ao coletarem amostras
intrauterinas com escova ginecoldgica e bidpsia e em seguida passadas em meios de cultura,
observaram que as bactérias encontradas foram Streptococcus Phemolitico, Streptococcus a-
hemolitico, E. coli, Micrococcus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeroginosa,
Corynebacterium spp e Staphylococcus aureus. Os mesmos autores identificaram também

culturas fungicas como Aspergillus spp. e Candida spp. espécies leveduriformes que podem ser
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identificadas através de exame microscépico direto realizado a partir de citologia esfoliativa
endometrial. A incidéncia de endometrite flngica é significativamente menor em comparacao
com as endometrites bacterianas. Apesar de sua menor incidéncia, também é reconhecida como
uma importante causa de subfertilidade em éguas, uma vez que as infec¢fes micoticas sao de
dificeis tratamento quando comparada as infecgdes bacterianas, apresentando prognostico
reservado. Os microrganismos mais isolados nas endometrites fungicas sdo a Candida spp.,
Aspergillus spp. e Mucor spp. Entretanto, a Candida albicans é o agente fungico que mais
acomete o trato reprodutivo da égua. Aspergillus é o segundo fungo mais importante relatado
em éguas com endometrite micética. Aparentemente é capaz de causar maior prejuizo ao
endomeétrio por produzir e liberar algumas enzimas, tais como a elastase, e por se tratar de um
fungo filamentoso tem uma maior facilidade para penetrar tecidos, provocando,
consequentemente uma infeccdo mais profunda. Vale ressaltar que, a maioria das endometrites
causadas por fungos possuem carater crénico, e sua incidéncia é maior em éguas que sdo
susceptiveis a endometrites persistentes. Além disso, éguas susceptiveis que apresentam
deficiente defesa uterina apresentam risco de desenvolver endometrite fungica. Ambientes
umidos, presenca de focos necroticos, isquémicos ou infectados e tratamentos prolongados com
antibiodticos, também favorece ao aparecimento de endometrite fungica. Além disso, é sabido
que antibidticos drenados do Utero alteram a flora bacteriana normal na vagina, predispondo a
um crescimento excessivo de organismos fangicos, tornando a vagina e genitdlia externa o
reservatorio primario desses patdgenos. Alguns autores sugerem que a maioria das éguas que
apresentam crescimento fungico tem histérico de frequentes infusdes de antibioticos
intrauterinos.

Infecgdes uterinas cronicas resistentes a agentes antimicrobianos, assim como infeccfes
uterinas subclinicas podem ser causadas devido & producdo de biofilme. O tratamento dessas
infeccOes representa um desafio para microbiologistas e clinicos. As infecgdes bacterianas que
atuam no endométrio das éguas estdo constantemente associadas a capacidade de producao de
biofilme. Estudos comprovam que mais de 80% das bactérias isoladas de Gtero equino séo
capazes de formar biofilme in vitro.

O biofilme trata-se de uma agregagdo complexa de microrganismos crescendo em um
substrato sélido. Biofilmes séo caracterizados por terem uma estrutura heterogenia, diversidade,
interacdes complexas com a comunidade e matriz extracelular de substancias poliméricas, que
aumentar significativamente a resisténcia a terapia antibiotica (Troedsson, 2011). A formacao
de biofilme no trato reprodutivo equino é teorizada como uma causa significativa de

endometrite crénica na égua (Carneiro, et al. 2018). Biofilmes sdo nichos de protecdo para



108

microrganismos, fornecendo resisténcia e criando uma fonte de persisténcia para infeccao.
Biofilmes também fornecem aos microorganismos a capacidade de aderir fortemente qualquer
superficie (Coutinho da Silva & Alvarenga, 2011). Tais biofilmes constituem potenciais
reservatorios de patdgenos, que servem como uma fonte continua de infecgdes e contaminagdes
cruzadas (Abdallah, 2014).

A identificacdo do agente, assim como o conhecimento da suscetibilidade farmacolégica
sdo de fundamental importancia, devido ao aumento da resisténcia bacteriana pelo uso
indiscriminado de drogas antibacterianas sem o devido diagnéstico. Assim como a formacéo
prevalente de infecgdes fungicas. A formacdo de biofilme possivelmente € responsavel pela
infertilidade momenténea e pela refratariedade aos tratamentos prescritos. O desenvolvimento
de um Sistema diagnostico que contemple a identificacdo dos agentes, susceptibilidade
farmacoldgica associadas a comprovacdo da producdo de biofilme em que extensdo, sdo
necessarios para o sucesso da terapia. A correlacdo desses testes pode fornecer subsidios ainda

mais importantes para melhorar a eficiéncia reprodutiva dos rebanhos equinos.

« DIARIODE LABORATORIO

Importante apresentar a descri¢éo do invento. Informe alguns exemplos de ensaios realizados até chegar as faixas

ideais, inclusive informando os valores trabalhados e identificando a faixa preferencial ou ideal.

CITOLOGIA UTERINA: Os neutrofilos polimorfonucleares migram para o limen uterino em
resposta a inflamacdo. Dessa forma a endometrite é diagnosticada de forma répida e precisa
através da identificacdo dessas células endometriais esfoliadas. Esse exame é realizado a partir
da coleta de raspado uterino por uso de escova ginecoldgica e esfregaco em lamina estéril para
posteriormente realizar a coloragéo através do mergulho da lamina em pandtico rapido ou em
qualquer outro corante. A amostra também pode ser coletada utilizando-se um swab ou através
de células recuperadas do liquido do utero. Em seguida, a amostra seja em swab ou escova
ginecoldgica € mergulhada em meio Phosphate-Bufferid Saline (PBS) e armazenado em meio
Brain Heart Infusion (BHI). No esfregaco corado, pode-se observar celulas epiteliais do
endomeétrio e em alguns casos células de defesa, principalmente neutréfilos polimorfonucleares.
Sendo assim, a endometrite é estabelecida baseada na presenca de neutrofilos encontrados nas

laminas.

CULTURA BACTERIANA UTERINA: No laboratério, utilizando-se uma capela de fluxo

laminar, as amostras coletadas sdo semeadas pela técnica de esgotamento em placas com agar
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sangue de carneiro a 5%, e em seguida incubadas em estufa a temperatura de 37 °C por 24 a
48h. Apos identificacdo das Unidades Formadoras de Col6nias (UFC), as placas sdo
classificadas em: (1) sem crescimento, (2) crescimento isolado (apenas uma especie de
microrganismo) ou de (3) crescimento misto (duas ou mais espécies diferentes de
microrganismos). Placas com crescimento misto s&o repicadas, isolando cada microrganismo
em um cultivo, com intuito do crescimento e isolamento para cultura pura. Com 48 horas de
incubacdo, as placas sem crescimento sdo descartadas e as com crescimento das culturas
isoladas sdo, com auxilio de uma alca de platina estéril em capela de fluxo laminar,
transportadas para dois tubos de ensaio de vidro com tampa rosqueével, estéreis contendo caldo
BHI (Brain Heart Infusion - Becton Dickinson - BD®, Heidelberg, Alemanha), e incubadas em
estufa a 37 °C por 24 horas. Apo6s a verificacdo do crescimento, as bactérias sdo armazenadas
a temperatura de -70°C em caldo BHI contendo 20% de glicerol (v/v). Os microrganismos sdo
identificados e o teste de susceptibilidade a antimicrobianos pelo método Método Kirby Bauer
realizado utilizando as concentragdes padrdes de cada antimicrobiano. A leitura e interpretacao

dos resultados sdo feitas de acordo com as recomendacdes do CLSI (2009).

CULTURA FUNGICA UTERINA: Apos a colheita, o swab para a cultura é transportado sob
refrigeracdo até o laboratério e o material semeado em duas placas de agar Sabouraud com
cloranfenicol a 10%, duas com agar seletivo para fungos patogénicos (cicloheximida).
Incubam-se as placas a temperatura ambiente (25°C), por até 15 dias, inspecionando-se
diariamente o crescimento fungico. Para identificacdo de fungos filamentosos artrosporados e
leveduras, realiza-se a semeadura em profundidade e provas de fermentacgéo (glicose, galactose,
sacarose, maltose e lactose) e assimilagéo de carboidratos (glicose, galactose, sacarose, maltose,
lactose, rafinose, trealose, melibiose, celobiose, xilose, ramanose e sorbose), e assimilagéo de
fontes nitrogenadas (peptona e KNO3), sendo a identificacdo da espécie realizada como
descrito por McGinnis (1980). A prova de formacéo do tubo germinativo em meio de leite é
utilizada para a identificacdo da Candida albicans (Jitsurong et al., 1993). Ja para fungos
filamentosos e esporulados, utiliza-se o preconizado por Looder e Van Rij (1970) microcultivo,
confeccdo de laminas com lactofenol-azul de algoddo para identificacdo do género do fungo
através de suas caracteristicas morfoldgicas e da espécie por provas especificas, dependendo do

género.

PRODUCAO E CARACTERIZACAO DO BIOFILME: A caracterizagio da producgdo de

biofilme é avaliada quantitativamente pelo teste de aderéncia em microplaca, com modificagdes
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na metodologia proposta por Christensen et al. (1985) e Cucarella et al. (2001). As bactérias
sdo inoculadas na concentracdo de 1UFC/mL, em caldo Triptona de Soja (TSB) (Kasvi), e
incubadas a 37°C por 24h. Posteriormente, a suspensao de bactérias diluidas em 1:40 em TSB,
sdo inoculadas em triplicata em microplacas de poliestireno estéreis com 96 pocos, incubadas
por 24 horas a 37°C. Apos incubagdo, os pocos sao lavados duas vezes com 200 puL de solugdo
salina estéril, secos em estufa a 60°C e deixados até a secagem da placa, durante 30 minutos.
Adiciona-se, entdo, 200 uL de cristal violeta a 1% por 15 minutos. Em seguida, os pogos sdo
lavados trés vezes com agua destilada e secos em temperatura ambiente. A absorbancia é
determinada a 490nm em leitor de ELISA (Analitica, Asys UVM 340). Pocos contendo apenas
meio TSB servem como controle negativo. A interpretacdo dos resultados é realizada de acordo
com a média aritmética da absorbancia das densidades 6ticas (ODs) das amostras testes (ODt)
e do controle negativo (ODc), onde foram utilizadas para classificar cada amostra de acordo
com as categorias a seguir: Nao produtora de biofilme = ODt<ODc; Fraca produtora de
biofilme=0Dc<ODt<(2xODc); Moderadamente produtora de biofilme=
(2x0ODc)<ODt<(4x0Dc); Forte produtora de biofilme= (4xODc)<ODt.

INFORMAGCOES SOBRE O INVENTO

(PARA ESTA SEGCAO, SE NECESSITAR DE FOLHA ADICIONAL, IDENTIFIQUE-A COMO ANEXO 2)

e DETALHE A INOVACAO DO PRESENTE INVENTO

Trata-se de um método diagnostico inovador contemplando diferentes técnicas tais
como a identificacdo do agente, o conhecimento da suscetibilidade farmacoldgica e a formacao
e caracterizacdo da producdo de biofilme. O desenvolvimento de um Sistema diagnostico

completo é necessario para 0 sucesso da terapia.

¢ PROBLEMAS QUE O INVENTO RESOLVE OU VANTAGENS QUE APRESENTA
(Exemplo: Eficiéncia, Produtividade, Custo, Qualidade do produto, Reducéo de residuos, etc)

Um dos graves problemas de endometrite em éguas é a dificuldade e o custo do
tratamento. Biofilmes s&o um nicho de prote¢do para micro-organismos, fornecendo também,
resisténcia antibacteriana, antifungica e criando uma fonte de persisténcia para infecgdo. Tais

biofilmes constituem potenciais reservatorios de patdgenos, que servem como uma fonte
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continua de infecgbes e contaminagdes cruzadas. O presente invento possui a vantagem de
identificar a presenca desses Biofilmes podendo assim entrar com tratamentos especificos para

realizar a remocao ou modificacdo desse biofilme possibilitando a acdo das medicacdes.

e COMPARE O PRESENTE INVENTO COM A TECNOLOGIA ATUALMENTE
UTILIZADA (Ha produtos similares no mercado? Em caso positivo, quais as vantagens

desta nova tecnologia?)

A tecnologia altamente utilizada ndo contempla a medicao da producdo de Biofilmes,
fazendo com que o produtor tenha um custo maior com tratamentos ineficazes. Sabe-se que a
resisténcia microbiana é uma preocupacédo para a medicina veterindria no mundo (Carneiro et
al., 2018a). Uma vez que, a égua apds ser infectada por patdgenos resistentes, ndo s6 o
tratamento se torna mais dificil, mas também o diagnostico pode ser de certa forma mascarado
ocasionando uma disseminacdo das bactérias resistentes em todo o rebanho (Carneiro et al.,
2018b).

e DESVANTAGENS E/OU LIMITACOES DO INVENTO

Inexistente.

e USO PRESENTE E FUTURO DO INVENTO

O desenvolvimento desse Sistema diagnostico contemplando a identificacdo dos
agentes, susceptibilidade farmacologica associadas a comprovagédo da producéo de biofilme,
sd0 atuais e necessarios para 0 sucesso da terapia. A correlagdo desses testes certamente
fornecera subsidios ainda mais importantes para melhorar a eficiéncia reprodutiva dos rebanhos

equinos.

e NA SUA OPINIAO, QUAL O ESTAGIO DE DESENVOLVIMENTO DE SEU
INVENTO COM RELACAO A COMERCIALIZACAO?

() Tedrico

() Pesquisa preliminar
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() Estagio avangado da pesquisa
(x) Finalizada completa em laboratério
() Protétipo de trabalho

e TIPO DA INVENCAO
() Processo
( ) Produto

(x) Método
( ) Outro

ANTECEDENTES DA INVENGAO

(PARA ESTA SECAO, SE NECESSITAR DE FOLHA ADICIONAL, IDENTIFIQUE-A COMO ANEXO 3)

e COMO A PRESENTE INVENCAO DIFERE DO ATUALMENTE CONHECIDO
NO ESTADO DA TECNICA? (Faca um comparativo com o presente pedido de patente

de invencédo)

As técnicas de identificacdo dos agentes sdo estabelecidas, entretanto os resultados de
tratamento com essas técnicas sdo muitas vezes ineficazes pela falta do conhecimento da
producdo de Biofilmes, possibilitando um custo-beneficio para os Veterinarios e Produtores

envolvidos na cadeia produtiva da Equinocultura.

e FOIFEITAALGUMA BUSCA DE PATENTES? EM CASO POSITIVO, INFORME
ASPATENTES E O DIFERENCIAL EM RELACAO ANOVA TECNOLOGIA ORA
PROPOSTA. (O NIT - UFRPE realiza busca nos bancos de patente nacional e

internacionais, e encaminha aos inventores para analise.)

Foi realizada buscas nos seguintes Sites:
- Spacenet (link is external)
- INPI (link is external)
- USPTO (link is external)

- Google patents (link is external)
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- Latpat (Patentes da América Latina) (link is external)
- OMPI (link is external)

- Lens
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e DATAS DE EVENTOS NO DESENVOLVIMENTO DO INVENTO:

EVENTO DATA APROXIMADA
Concepcéao JANEIRO /2019
Inicio das Atividades MARCO /2019

Croquis e Desenhos

Primeira Descrigéo (relato)

Modelo (prot6tipo) em operacédo MARCO /2019

Primeira Publicacéo

Primeira Apresentacdo Oral

Prova de validade do principio

Conclusao do protétipo

NOVIDADE DO INVENTO

Sim Nao sei
1. Conhece um outro invento com caracteristica similar? X
2. Houve alguma patente depositada/requerida de um invento similar X
3. Ha pesquisa bibliogréafica relacionada com o invento X

e Se 1 for afirmativo, indique as principais referéncias bibliograficas relacionadas ao presente

invento, anexando, se possivel, cdpia:

e EXPERIENCIA COM REGISTRO DE PROPRIEDADE INDUSTRIAL

Sim Nao
1. A presente invencéo ja foi revelada fora da Universidade? X
2. Esteve pessoalmente envolvido em outro processo de patente? X
3. Ha alguma protecéo de propriedade intelectual aplicada a esta invengédo? X
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e Se 1 for afirmativo, informe detalhadamente, as circunstancias e anexe copia do trabalho.
(Exemplo: Apresentacdo em conferéncias, publicacdes cientificas em revistas, comunicagdes

informais, patentes, normas).

e Alertamos que a divulgacéo de aspectos da invengdo que por ventura ndo tenham sido comunicados a
este Escritério podem prejudicar a expedicao da carta-patente no Brasil, assim como eventuais

solicitacBes de patenteamento no Exterior.

e APLICACAO INDUSTRIAL

Sim Nao
1. O presente invento ja foi revelado a industria? X
2. Foi demonstrado interesse comercial? X

e Se 1 for afirmativo, informe quando, onde, e que tipo de invento:

e Se 2 for afirmativo, informe nome, contato e telefone da empresa:

e Foi feito contrato com o6rgdo financiador ou gerido de acordo com um Termo de

Confidencialidade? Nao

e Nome do agente financiador (6rgao de fomento/empresa/etc.)
e Numero do contrato (anexar copia):

e Contato no 6rgao

e 0 o6rgdo financiador foi informado do invento?

e Contrato via Fundagéo de Apoio da Universidade ( )sim () ndo
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e COMENTE A POTENCIALIDADE DE COMERCIALIZACAO DA PRESENTE
INVENCAO. (Especifique areas de aplicacdo e/ou produtos que imaginas que possam

utilizar esta nova tecnologia)

A presente invencdo pode ser comercializada para laboratérios veterinarios que
apresentem interesse em desenvolver uma técnica mais moderna e eficaz. Pode ser ainda
comercializada por entidades e ou profissionais liberais que atuam na area de reproducao
equina, desempenhando atividades como inseminacdo artificial, transferéncia de embrides,

micro injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide.

e CITE MERCADOS OU EMPRESAS QUE PODERIAM TER INTERESSE EM
CONHECER ESTA NOVA TECNOLOGIA (setores industriais/farmacéuticos/ médicos
/agronegocios)

MINITUBE®, HEBRON®, Botupharma®, MSD Saude Animal®, Zoetis®, Ouro Fino®,
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Av. Prof. Moraes Rego, 1235 - Cidade Universitaria, Recife - PE, 50670-901

Prezado Coordenador:

Eu, José Adelson Alves do Nascimento Junior, CPF: 101.528.604-60, lotado e com exercicio

no Departamento de Ciéncias da Saude, encaminho a este Escritdrio os documentos abaixo

relacionados, a fim de dar inicio a avaliacdo de pertinéncia do pedido de depdsito da Patente de
invengio denominada “GEL ESPERMICIDA NATURAL DE OLEO ESSENCIAL DE
PLANTAS DA CAATINGA”.

Relacéo de documentos anexos:

- Quadro reivindicatorio

- Resumo

Material N° de paginas
(X) Relatorio de Invencéo
() Desenhos, se necessario
() Publicacgdes relacionadas ao presente invento
() Copia de material de divulgacdo e/ou atestados de participagdo em eventos e/ou copia de

anais, onde o invento tenha sido divulgado/apresentado.
( ) Copia do contrato de Direitos de Propriedade Industrial
firmado entre a UFPE e Empresa(s) participante(s), quando

for o caso.

(X) Outros documentos julgados pertinentes:

Recife, 02 de Janeiro de 2020

Atenciosamente,

Assinatura do Professor Orientador

Recebido no NIT em
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DADOS DO(S) TITULAR(ES)

(Preencha somente se a patente for em co-titularidade com Empresas, 6rgdos pablicos ou pessoas fisicas sem vinculo com a UFRPE)

Nome da Instituicdo

CNPJ ou CPF

Universidade Federal Pernambuco

24.134.488/0001-08

DADOS DO(S) INVENTOR(ES)

Nome civil completo: José Adelson Alves do Nascimento Junior

Unidade: UFPE Departamento: Bioquimica

Fone comercial: Fax:

E-mail:

Juniior.aalves@live.com

Identidade N°: 7334123 Orgéo expedidor: SDS/PE Data de emissdo: 04/12/1974
CPF: 101.528.604-60 Data nascimento:03/03/1993 Estado Civil: Casado
Nacionalidade: Brasileira Naturalidade: Garanhuns — PE

Enderec¢o Residencial Completo: Av. Manoel Camelo, n26, Ap301, Garanhuns-PE

Bairro: Francisco figueira CEP: 55.295-270

Telefone Residencial: Celular: (87) 98133-0904

( ) Professor
Vinculo com a UFPE () Técnico-administrativo
() Aluno Graduagdo

() Aluno Especializacéo
() Aluno Mestrado

() Aluno Mestrado
Profissionalizante

( X') Aluno Doutorado

() Professor

() Técnico-administrativo
() Aluno Graduagdo

() Aluno Pés-Graduacao

Participante Externo UFPE

Informe Instituicdo:

% Contribuicdo no presente invento: 30%
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DADOS DO(S) INVENTOR(ES)

Nome civil completo: Gustavo Ferrer Carneiro

Unidade: UFPE Departamento:

Fone comercial: (87) 98133-0904 Fax: E-mail:
juniior.aalves@live.com

Identidade N°: 1288696 Orgéo expedidor: SSP/PE Data de emissao: 04/12/1974

CPF: 36115703468 Data nascimento:29/10/1962 Estado Civil: Casado

Nacionalidade: Brasileira Naturalidade: Recife

Endereco Residencial Completo: Av. Bernardo Vieira de Melo, 3119 Apto.902, Jaboatdo-PE

Bairro: Piedade CEP: 54.420-010
Telefone Residencial: Celular: (81) 99974-6663

() Professor () Aluno Especializagéo
Vinculo com a UFPE () Técnico-administrativo () Aluno Mestrado

() Aluno Graduagao () Aluno Mestrado

Profissionalizante
() Aluno Doutorado

( X) Professor Informe Instituicdo:
Participante Externo UFPE () Técnico-administrativo

() Aluno Graduagao

() Aluno Pos-Graduacao

% Contribuicdo no presente invento: 15,0%
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DADOS DO(S) INVENTOR(ES)

Nome civil completo: Nadine Gabryella Pontes Maciel

Unidade: Departamento:

Fone comercial: Fax: E-mail:
Nadine__pontes@live.com

Identidade N°: 9047057 Orgéo expedidor: SDS/PE Data de emisséo: 25/09/2013

CPF: 097.563.894-78 Data nascimento:23/12/1995 Estado Civil: Casada

Nacionalidade: Brasileira Naturalidade: Garanhuns — PE

Enderec¢o Residencial Completo: Avenida Manoel Camelo,n26 ap301, Garanhuns-PE

Bairro: Francisco Figueira CEP: 55.295-270
Telefone Residencial: Celular: (87)99639-3006
() Professor () Aluno Especializagdo
. () Técnico-administrativo () Aluno Mestrado
Vinculo com a UFPE () Aluno Graduacao ()Aluno Mestrado

Profissionalizante
() Aluno Doutorado

() Professor Informe Instituicdo:
() Técnico-administrativo

() Aluno Graduagdo

(X) Aluno Pés-Graduagéo

Participante Externo UFPE

% Contribuicdo no presente invento: 15,0%
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DADOS DO(S) INVENTOR(ES)

Nome civil completo: José Guedes da Silva Junior
Unidade: UFPE Departamento: PPGCB

Fone comercial: Fax: E-mail:

gilvannyasobral@hotmail.com

Identidade N°: 7893259 Orgao expedidor: SDS/PE  Data de emiss&o: 20/08/2008

CPF: 07427403401 Data Estado Civil: Casado
nascimento:04/01/1995

Nacionalidade: Brasileiro Naturalidade: RECIFE - PE

Enderego Residencial Completo: Rua Luiza Bezerra Mota 120,.ap 802, Campina Grande-PB

Bairro: Catole CEP: 58104-600
Telefone Residencial: Celular: (81) 99793-8572
) Professor () Aluno Especializacéo
Vinculo com a UFPE () Técnico-administrativo () Aluno Mestrado
() Aluno Graduagao () Aluno Mestrado

Profissionalizante
( X ) Aluno Doutorado

) Professor Informe Instituicdo:
) Técnico-administrativo

) Aluno Graduagao

) Aluno Po6s-Graduagao

Participante Externo UFPE

e s L R

% Contribuicdo no presente invento: 15,0%
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DADOS DO(S) INVENTOR(ES)

Nome civil completo: Maria Tereza dos Santos Correia

Unidade: UFPE Departamento: PPGCB

Fone comercial: Fax: E-mail: mtscorreia@gmail.com
Identidade Ne°: Orgao expedidor: Data de emissao:

CPF: 13854755449 Data nascimento: Estado Civil: Casada
Nacionalidade: Brasileira Naturalidade: Recife-PE

Enderecgo Residencial Completo:

Bairro: CEP:
Telefone Residencial: Celular:

( X ) Professor () Aluno Especializagéo
Vinculo com a UFPE () Técnico-administrativo () Aluno Mestrado

() Aluno Graduagao () Aluno Mestrado

Profissionalizante
() Aluno Doutorado

() Professor Informe Institui¢do:
Participante Externo UFPE () Técnico-administrativo

() Aluno Graduagao

() Aluno Po6s-Graduacao

% Contribuicdo no presente invento: 15,0%
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DADOS DO(S) INVENTOR(ES)

Nome civil completo: Tulio Diego da Silva
Unidade: UFPE Departamento: Ciéncias Bioldgicas

Fone comercial: Fax: E-mail:

Diegotuliol@gmail.com

Identidade N°: 7802242 Orgao expedidor: SDS/PE Data de emisséao:
CPF: 06507967483 Data nascimento: 18/08/1989 Estado Civil: Casado
Nacionalidade: Brasileira Naturalidade: Recife — PE

Enderec¢o Residencial Completo: Rua Maria Rita Barradas, 350 Bloco A apt 101, Jaboatao-PE

Bairro: Piedade CEP:
Telefone Residencial: Celular: (81) 99707-8513
() Professor () Aluno Especializagdo
. () Técnico-administrativo () Aluno Mestrado
Vinculo com a UFPE () Aluno Graduagéo () Aluno Mestrado

Profissionalizante
() Aluno Doutorado

() Professor Informe Instituicdo:
E () Técnico-administrativo

() Aluno Graduagao

() Aluno Pés-Graduacéo

Participante Externo UFRP

% Contribuicdo no presente invento: 10,0%
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DADOS DA(S) INSTITUICAO(OES) EXTERNA ENVOLVIDAS

Nome completo: Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFPE

CNPJ: 24.416.174/0001-06 CONTATO: Gustavo Ferrer Carneiro

Fone: (81) 3320-6000 Fax: (81) E-mail:
carneirogustavol@gmail.com

Enderego: Rua Dom Manuel de Medeiros, s/n - Dois Irméos, Recife - PE, 52171-900

INFORMACOES SOBRE A INSTITUICAO(OES) EXTERNA(S)

5. OCORREU DESENVOLVIMENTO DE ALGUMA DAS ETAPAS DA INVENCAO NESTA
INSTITUICAO? EM QUE MOMENTO? NAO

6. EXISTIU AJUDA FINANCEIRA POR PARTE DESTA INSTITUICAO PARA O
DESENVOLVIMENTO DA INVENCAO? NAO

7. QUAL O VINCULO DO INVENTOR EXTERNO (SE HOUVER) COM ESTA INSTITUICAQ?
DESDE QUE DATA EXISTE ESTE VINCULO? PROFESSOR ORIENTADOR
EM ALGUM MOMENTO ESTE INVENTOR EXTERNO ESTEVE VINCULADO A UFPE?
QUAL FOI O VINcULO? NAO.
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(PARA ESTA SECAO, SE NECESSITAR DE FOLHA ADICIONAL, IDENTIFIQUE-A COMO ANEXO 1)

e TITULO DO INVENTO

“GEL ESPERMICIDA NATURAL DE OLEO ESSENCIAL DE PLANTAS DA
CAATINGA”

e PALAVRAS-CHAVE RELACIONADAS AO PRESENTE INVENTO:

1. Espermicida 5. Produto Natural

2. GRAVIDEZ 6. Citotoxicidade

3. Humano 7. Biotécnicas da reproducdo
4. Anticoncepgéo 8. Reprodugdo Humana

e DESCREVA OBJETIVAMENTE O CAMPO DE INVENCAO

Formulacdo de gel base contendo 6leo essencial de plantas da caatinga (Eugenia
Brejoensis) como meio de imobilizar espermatozoides humanos. A presente invencéo se situa

no campo da Biotecnologia aplicada a Reproducdo Humana e produtos de uso reprodutivo.

e DESCRICAO DETALHADA DO INVENTO

A presente invencéo utiliza um produto eficaz para imobilizacao espermatica em tempo
habil para prevengdo de uma gravidez, Diversos métodos contraceptivos sdo descritos na
literatura médica como alternativas para evitar gravidez ndo planejada. Estas abordagens
incluem compostos diferentes de varias categorias de produtos quimicos, de varios mecanismos
de acdo e com diferentes niveis de eficacia. Os métodos de barreira, por exemplo, consistem na
utilizagdo de substancias que impedem a fertilizagdo do d6vulo pelo esperma através do
estabelecimento de barreiras fisicas ou quimicas. (KUMAR ,2012) espermicidas vaginais,
incluindo cremes, geis e espumas aerossois sao exemplos de barreiras quimicas. (Batar,2010)
espermicida sdo substancias projetados para evitar a gravidez por morte ou imobilizacdo de
espermatozdides para que eles sdo incapazes de alcancar o Ovulo e fecunda-lo.
(Schreiber,2006).
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Apesar de suas vantagens, eles sdo baseados principalmente em nonoxynol-9, um
composto que é capaz de causar efeitos como irritabilidade vaginal e cervical e, favorecendo o
surgimento de microorganismos infecciosos e alterar a presenca de lactobacilos. (Ojha,2003)
H& uma necessidade urgente para a substituicdo desses agentes por alternativas mais seguras e
mais eficazes, tais como contraceptivos naturais, como o0 6leo da eugenia brejoensis que
apresentou uma caracteristica de imobilizacdo do espermatozoide levando em concentragdes de
30 microgramas a uma acgao espermicida para todos 0s espermatozoides presentes na amostra.

O Novo compostos espermicidas é constituido de plantas, especialmente aquelas
endémicas a diferentes ecossistemas sub- explorados, como a Caatinga (um bioma exclusivo
do Brasil).

O Presente invento é uma formulacdo que pode ser feita a base de um gel com adicédo
de Gleo essencial de eugenia brejoensis, a utilizacdo deve ser feita pré-coito quando o veiculo
for o gel vaginal, ou quando o veiculo for espermicida anexado a camisinha, o tempo de agéo
do gel é de até 60 minutos e a acdo espermicida se da imediatamente ao contato com as células
espermaticas, o tempo de acdo do espermicida acoplado a camisinha nao perde o efeito com o
passar das horas, a concentracdo do presente invento é de 30 microgramas para acdo de
imobilizacdo de 100% em tempo imediato, a via de acdo comeca com reducédo da atividade
mitocondrial com posterior lesdo acrossomal, seguida de rompimento de membrana e
extravasamento do material genético celular, nos testes realizados o presente prot6tipo nédo
apresentou nenhuma condicdo de toxicidade, assim como ndo perdeu a atividade em 4 h com

exposicdo de elevadas temperaturas.

e DIARIODE LABORATORIO

ANALISE DAS PROPRIEDADES DOS EXTRATOS SOBRE AS AMOSTRAS DE SEMEN

Foram utilizados 30 pL de cada extrato/composto marjoritario de diferentes plantas e
30 pL de sémen; Depois foi retirado 10 pL da mistura e foi determinado a motilidade e a
viabilidade usando um microscopio de luz (40x), em um intervalo entre 0 e 5 minutos. O tempo
entre a coleta do sémen e a execucdo da anélise com o extrato da planta foi realizadado em um
prazo maximo de 30 minutos. Os ensaios foram realizados usando trés amostras diferentes de
sémen e em triplicata para cada amostra. Esta analise inicial permitiu classificar os extratos
segundo sua capacidade de afetar a motilidade e a viabilidade espermaética e de manté-la por
um tempo prolongado (GALLEGO et al. 2012).
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ANALISE DA ATIVIDADE ESPERMICIDA OU IMOBILIZANTE

Os extratos/composto marjoritario que apresentaram efeitos deletérios sobre os
parametros espermaticos tiveram nvova avalia¢do onde foi utilizado outras amostras de sémen,
este segundo momento do experimento ocorreu em quintuplicata e o tempo foi ampliado a 10

minutos.

ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

Para linhagens HelLa (ndo tem capacidade de metabolizar moléculas exdgenas) e
HEPG2 (apresenta tal capacidade). A atividade citotdxica dos compostos foi avaliada atraves
do método do MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio] [24, 25]. O
meio de cultura DMEM foi suplementado com 10 % de soro fetal bovino, 1 % de solugdo de
antibidtico (penicilina 1000 Ul/mL + estreptomicina 250 mg/mL) e 1% de L-glutamina
(200uM). As células foram cultivadas em placas de 96 pogos na concentracao de 1 x 106
células/mL e incubadas em estufa a 37 °C em atmosfera Umida enriquecida com 5 % de CO2,
durante 24 h. Em seguida, os compostos foram dissolvidos em concentragdo estoque de 10
mg/mL (extrato) e 5 mg/mL(composto puro) de DMSO (0,5 %), respectivamente, e adicionados
aos pocos nas concentracdes seriadas (0.195 - 25 ug/mL) para os compostos puros e (0,39 - 50
pg/mL) para os extratos organicos. O farmaco doxorrubicina (0,009 - 5 pg/mL) foi utilizado
como controle positivo e DMSO (10 mg/mL) como controle negativo. Ap6s 72 h de
reincubagao, foi adicionado em cada pogo 25 pLL de MTT (5 mg/mL) e apds 3 h de incubagdo,
o meio de cultura com o MTT foi aspirado e 100 pL. de DMSO foi adicionado a cada pogo para
a dissolucdo dos cristais de formazan. A absorbancia dos compostos foi mensurada em um leitor
de microplacas no comprimento de onda de 560 nm. Para triagem inicial dos compostos, o
percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%) foi determinado considerando a média do
controle negativo como 100% de proliferacdo. Uma escala de intensidade auxiliou a avaliagdo
do potencial citotdxico das amostras testadas. Amostras sem atividade (inibi¢éo de crescimento
celular variando de 1 a 50%), com pouca atividade (inibicdo de crescimento celular variando
de 50 a 70%), com moderada atividade (inibicao de crescimento celular variando de 70 a 90%)
e com alta atividade (inibicdo de crescimento variando de 90 a 100%). As substancias que
causaram uma inibicdo maior que 70% foram submetidas ao ensaio de determinagdo da

concentracédo que inibe 50% do crescimento celular em relacdo ao controle negativo (C150). A
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porcentagem de inibicdo x log da concentracdo foi registrada, e suas CI150 e o0s respectivos
intervalos de confianca (1C 95%) foram calculados a partir da regressao nao linear no programa
GraphPad Prism 5.0. (Mosmann,1983)(Alley, 1988)(Rodrigues, 2014)

CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM):

A determinagdo da CIM foi realizada de acordo com a técnica descrita por Koo et al.
(2000) e Duarte et al. (2003), sendo utilizadas microplacas de 96 pogos contendo meio de
cultura Mueller Hinton caldo para bactérias da microbiota normal e patdgenos com importancia

ginecoldgica.

CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA (CBM):

Para a determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima, segundo a técnica descrita
por Koo et al. (2000) e Duarte et al. (2003), serdo utilizadas placas de Petri contendo meio de
cultura Mieller Hinton Agar. Baseando-se nos resultados obtidos no teste da CIM, serdo
utilizadas como inéculo as suspensdes provenientes dos tubos que apresentaram resultado de

leitura de absorbéancia, a 660 nm, inferior a 0,05.

INFORMAGCOES SOBRE O INVENTO

(PARA ESTA SECAO, SE NECESSITAR DE FOLHA ADICIONAL, IDENTIFIQUE-A COMO ANEXO 2)

e DETALHE A INOVACAO DO PRESENTE INVENTO

Trata-se de um Gel espermicida que pode ser utilizada pré-coito, como também pode
ser utilizado em conjunto com a camisinha, sendo um produto que utiliza compostos de origem
vegetal e ndo dispbe de nenhuma contra indicacdo em relacdo aos componentes da formula,
além de ser um método anticoncepcional também auxilia a prevengdo de algumas patologias
gue podem ser adquiridas sexualmente, por possuir uma atividade antimicrobiana, e ndo disp6e

de nenhuma atividade de irritabilidade a células vaginais.

e PROBLEMAS QUE O INVENTO RESOLVE OU VANTAGENS QUE APRESENTA

Uma das vantagens do invento frente aos produtos usuais no mercado é a comprovada

acdo espermicida com tempo imediato, ndo sendo assim necessario o contato prévio de 30
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minutos do espermatozoide com o produto, assim como a presenga de uma substancia que néo
causa irritacdo na vagina, sendo uma das situagdes de complicacdo pds coito que € irritabilidade
de mucosa vaginal, favorecendo infec¢des, como também possui uma atividade antimicrobiana
que auxiliaria na prevencdo de futuras infeccGes, assim como também auxiliaria no processo de

combate as DST’s.

e COMPARE O PRESENTE INVENTO COM A TECNOLOGIA ATUALMENTE
UTILIZADA

O agente quimico frequentemente utilizado nessa associacdo € 0 composto
biodetergente de acdo enziméatica denominado Nonoxynol-9 (N-9) (SCHILL; WOLFF, 1981).
Sua atuacdo estd evidenciada sobre o metabolismo celular, agindo também como um
microbicida, uma vez que este tem a capacidade de romper membranas celulares e envelopes
virais (BIRD, K.D, 1991). N-9 é um agente surfactante ndo iénico e tem como principal acdo
a reducdo da tensdo superficial na membrana do acrossoma do espermatozdéide, causando uma
alteracdo na sua permeabilidade, perda da motilidade e a diminuicdo de seu potencial frutolitico
(FORBES; HEISE, 2003).

As atividades espermicidas destes surfactantes estdo associadas com sua afinidade
estrutural com a membrana lipidica (SCHILL; WOLFF, 1981). No entanto, diversos estudos
demonstram que tais biodetergentes espermicidas ndo fornecem nenhuma protecdo contra
doencas sexualmente transmissiveis (DSTSs) e que seus efeitos no controle da transmissao do
HIV ainda sdo bastante controversos (RODDY et al. 2002).

A principal desvantagem descrita no uso do N-9 e outros biodetergentes espermicidas
usados atualmente de mesma atividade tensoativa é seu efeito sobre as células epiteliais da
vagina e na sua microbiota normal (KLEBANOFF, 1992). O uso de tais surfactantes
repetidamente como contraceptivos vaginais ou microbicidas esta associado com um aumento
do risco de infec¢Oes vaginais ou cervicais e de irritacdes ou ulceracbes (WEIR et al. 1995);
(REKART, 1992); (NIRUTHISARD; RODDY; CHUTIVONGSE, 1991). Tais pertubacdes sao
capazes de desencadear processos infecciosos por patdégenos oportunistas, aumentando as
chances de contrair o HIV ou outras DSTs (D’CRUZ ; UCKUN, 2001). Mediante tais efeitos
adversos justifica-se a importancia na avaliacdo e pesquisa de uma nova geracdo de agentes
contraceptivos que tenham diferentes mecanismos de acao e possam ser usados pelos mesmos

propdsitos atraves da administracdo de doses eficazes, sem causar danos irritativos ou toxicos.
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Em contrapartida o espermicida a base de plantas da caatinga (eugenia brejoensis) néo
detém de atividade citotdxica, e apresenta uma atividade superior a do n9, tendo como principal
acao a reducdo de atividade mitocondrial e fragilidade acrossomal, assim como a deterioracdo

do material genético presente no espermatozoide.( Nascimento Junior et al., 2018)

e DESVANTAGENS E/OU LIMITACOES DO INVENTO

Inexistente.

e USO PRESENTE E FUTURO DO INVENTO

A utilizacdo desse invento nas camisinhas contempla a possibilidade de inviabilizar
gravidezes que nao fossem desejadas, tendo em vista que o alto indice de gravidez indesejada
ainda é grande o que leva a diversos problemas sociais e econdmicos, assim como problemas
de saude, podendo assim ser evitado via uso do 6leo na camisinha ou em pomadas aplicaveis

antes do ato sexual.

e NA SUA OPINIAO, QUAL O ESTAGIO DE DESENVOLVIMENTO DE SEU
INVENTO COM RELACAO A COMERCIALIZACAO?

Teorico

Pesquisa preliminar

Estagio avancado da pesquisa
Finalizada completa em laboratério

N N N N N
SN N N N N

Protétipo de trabalho

e TIPO DA INVENCAO

( ) Processo
(x) Produto
( ) Método
( ) Outro
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ANTECEDENTES DA INVENCAO

(PARA ESTA SECAO, SE NECESSITAR DE FOLHA ADICIONAL, IDENTIFIQUE-A COMO ANEXO 3)

e COMO A PRESENTE INVEN(;AO DIFERE DO ATUALMENTE CONHECIDO
NO ESTADO DA TECNICA? (Faca um comparativo com o presente pedido de patente
de invencdo)

O Atual espermicida conhecido no mercado se chama nonoxynol-9 o qual é ineficaz
contra espermatozoides pois sua a¢cdo exige um contato prévio com a amostra espermatica de
no minimo 5 minutos para poder ter uma acao de imobilizagdo de 10-15"% enquanto a utilizacdo
do 6leo tem potencial de contato imediato com imobilizacdo de 100% das células viaveis na
amostra, onde também podemos evidenciar que as concentracfes sdo deveras muito diferentes,
enguanto o nonoxynol-9 utiliza de 400 microgramas pra obter um minimo de resultado, o 6leo
tem atividade de inibicdo a partir de 3 microgramas, por fim a diferenca entre os dois se da
também no contexto de atividade citotoxica, o 6leo ndo apresentou toxicidade quanto a células

humanas, porém o nonoxynol-9 apresenta alta toxicidade contra células do endotélio vaginal.

e FOI FEITAALGUMA BUSCA DE PATENTES? EM CASO POSITIVO, INFORME
ASPATENTES E O DIFERENCIAL EM RELACAO ANOVA TECNOLOGIA ORA
PROPOSTA.

Foi realizada buscas nos seguintes Sites:

Spacenet (link is external)
INPI (link is external)
USPTO (link is external)

Google patents (link is external)

Latpat (Patentes da América Latina) (link is external)
OMPI (link is external)

- Lens
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e DATAS DE EVENTOS NO DESENVOLVIMENTO DO INVENTO:

EVENTO DATA APROXIMADA
Concepcéao JANEIRO / 2017
Inicio das Atividades FEVEIREIRO/ 2017
Croquis e Desenhos MARCO/2017
Primeira Descrigéo (relato) MARCO/2017
Modelo (prot6tipo) em operacdo MARCO /2018
Primeira Publicacédo ABRIL/2018
Primeira Apresentacdo Oral
Prova de validade do principio NOVEMBRO/2019
Conclusao do protétipo

e NOVIDADE DO INVENTO

Sim Na&o sei
1. Conhece um outro invento com caracteristica similar? X
2. Houve alguma patente depositada/requerida de um invento similar X
3. Ha pesquisa bibliogréafica relacionada com o invento X

e Se 1 forafirmativo, indique as principais referéncias bibliograficas relacionadas ao presente

invento, anexando, se possivel, copia:

e EXPERIENCIA COM REGISTRO DE PROPRIEDADE INDUSTRIAL

Sim N&o
1. A presente invencao ja foi revelada fora da Universidade? X
2. Esteve pessoalmente envolvido em outro processo de patente? X
3. H& alguma protecdo de propriedade intelectual aplicada a esta invencao? X
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+ Se 1 for afirmativo, informe detalhadamente, as circunstancias e anexe cdpia do trabalho.
(Exemplo: Apresentacdo em conferéncias, publicagdes cientificas em revistas, comunicagdes

informais, patentes, normas)

Alertamos que a divulgacgéo de aspectos da invengdo que por ventura ndo tenham sido comunicados a este
Escritério podem prejudicar a expedicdo da carta-patente no Brasil, assim como eventuais solicitacfes de

patenteamento no Exterior.

e APLICACAO INDUSTRIAL

Sim Nao
1. O presente invento ja foi revelado a industria? X
2. Foi demonstrado interesse comercial? X

e Se 1 for afirmativo, informe quando, onde, e que tipo de invento:

e Se 2 for afirmativo, informe nome, contato e telefone da empresa:

e Foi feito contrato com 6rgdo financiador ou gerido de acordo com um Termo de
Confidencialidade? N&o

e Nome do agente financiador (6rgdo de fomento/empresa/etc.)

e NuUmero do contrato (anexar copia):

e Contato no 6rgao

e 0 o6rgdo financiador foi informado do invento?

e Contrato via Fundacgédo de Apoio da Universidade (  )sim () néo

e COMENTE A POTENCIALIDADE DE COMERCIALIZACAO DA PRESENTE
INVENCAO.
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A presente invengdo pode ser comercializada para laboratdrios humanos que apresentem
interesse em desenvolver uma camisinha ou um gel com um espermicida com atividade de
imobilizacdo espermatica assim como a ndo toxicidade a células vaginais e atividade

antimicrobiana.

e CITE MERCADOS OU EMPRESAS QUE PODERIAM TER INTERESSE EM
CONHECER ESTA NOVA TECNOLOGIA

EROS, BLONTEX, JONTEX, OLLA.
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