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1. INTRODUCAO

O resfriamento seminal tem como principal objetivo o prolongamento da
viabilidade espermatica e capacidade fecundante pela redu¢cdo no metabolismo
energético dos espermatozoides, proporcionando periodo habil para transporte do
sémen (GRAHAM, 2011). O espermatozoide € uma célula haploide altamente
especializada, sendo que sua principal funcéo é a fecundacado do 6ocito. Para que
0 espermatozoide exerca esta funcdo sdo necessarios alguns atributos, tais como
motilidade progressiva, producdo de energia via metabolismo celular (PICKETT &
AMANN, 1993) e organelas celulares integras e funcionais.

O processo de criopreservacdo pode causar danos ultraestruturais,
bioquimicos e funcionais na célula espermatica (WATSON et al., 2000). A
constituicdo da membrana plasmatica, com elevada taxa de &acidos graxos
insaturados, predispbe ao choque térmico e aumenta a susceptibilidade dos
espermatozoides frente danos oxidativos causados pelas espécies reativas de
oxigénio (ROS). Em baixa concentracdo, as ROS sado consideradas fisioldgicas,
atuando como mediadoras da funcdo espermética (GRIVEAU et al., 1997).
Porém, em alta concentracdo as ROS podem prejudicar a motilidade e
capacidade de fertilizacdo (BAUMBER et al., 2000).

O processo de resfriamento resulta em injarias as organelas da célula
espermatica, sendo que a adicao de substancias com acao antioxidante ao meio
diluidor auxilia na protecdo do espermatozoide. Neste contexto, a propolis € uma
substancia resinosa de composicdo complexa, coletada pelas abelhas (Apis
melifera) a partir de heterogéneos tipos de plantas. A diferenca entre os tipos de
prépolis esta relacionada a origem botanica e a espécie de abelha. A proépolis
verde é um composto encontrado somente no Brasil, principalmente na regido de
Sao Paulo e Minas, e esta associada a planta Baccharis dracunculifolia (PARK et
al., 2002). A prépolis apresenta amplo espectro de atividades bioldgicas,
incluindo: antibidtica, antifingica, antiviral, antiinflamatoéria, antitumoral e
antioxidante (CASTILHO, 2009). A adicdo de substancias antioxidantes em
concentragcbes adequados ao diluente de resfriamento tem como intuito auxiliar o
prolongamento da viabilidade espermatica.

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do extrato de propolis verde
adicionado ao diluente para resfriamento de sémen equino sobre os parametros
de motilidade espermatica e integridade de membrana plasmaética.
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2. METODOLOGIA

Foram coletados 4 ejaculados de 5 garanhdes da raca Crioula e Quarto de
Milha (n=20), com auxilio de vagina artificial modelo Hannover (Minitub™) e uma
€égua em estro contida, e transportados até o Laboratério de Reproducdo Animal
da UFPel.

Foram incluidos no experimento ejaculados com motilidade e células com
morfologia normal =70%. Estas amostras seminais foram diluidas com diluente
KENNEY (1975) até a concentracdo de 50x10° espermatozoides/mL e
submetidos aos tratamentos: T1 (controle; diluente a base de leite desnatado), T2
(2,5ul/mL de extrato de prépolis verde adicionado ao diluente base), T3 (5ul/mL),
T4 (7,5 ul/ml) e TS5 (10ul/mL). A propolis verde foi produzida pela empresa Apis
Nativa Produtos Naturais Ltda (PRODAPYS) e o extrato hidroalcéolico foi extraido
de acordo com a metodologia descrita por Fischer et al. (2010).

Na sequéncia, a amostras foram resfriadas a 5°C e mantidas em geladeira
comercial (Minitub™), sendo avaliadas apds 5 minutos de aguecimento a 37°C
em banho-maria nos momentos 0; 30; 60; 120; 180; 240; 300; 360 e 1440
minutos.

Os parametros seminais avaliados foram motilidade e integridade de
membrana plasmatica. A motilidade foi determinada pelo percentual de células
moveis identificadas no campo do microscépio 6tico com contraste de fases
(Olympus BX41-PH-IIl América INC, S&o Paulo - Brasil), com escala entre 0 a
100%, sempre pelo mesmo técnico treinado. A integridade de membrana
plasmética foi avaliada através das sondas fluorescentes Diacetato de
Carboxifluoresceina e lodeto de Propidio (Sigma Chemical Company, St. Louis,
MO, USA) conforme descrito por HARRISON & VICKERS (1990). A avaliagao foi
realizada microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX 51, América INC, Séo
Paulo - Brasil). As células espermaticas apresentando fluorescéncia verde foram
consideradas integras, enquanto que as com fluorescéncia vermelha ou com
ambas as cores foram consideradas danificadas.

As variaveis foram distribuidas de acordo com teste Shapiro-Wilk. Para a
avaliacdo estatistica foi realizado andlise descritiva, ANOVA e comparacao entre
médias pelo teste de Tukey, com auxilio do programa Statistix9® (Statistix,
Statistix 9 for Windows, Analytical Software, Tallahassee, FL, USA, 2008). O nivel
de significancia foi de p<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir de 60 minutos a motilidade declinou significativamente em todos os
tratamentos. Apés 30 minutos, a motilidade nos grupos com propolis verde
apresentou valores meédios inferiors ao grupo controle (p<0,05). Apds 360 minutos
de resfriamento, a motilidade atingiu 0% nos tratamentos com adicdo de prépolis
(Tabela 1).

Tabela 1. Motilidade (média + erro padrdo da média) de sémen equino (n=20) submetido a
diferentes tratamentos com extrato de prépolis verde adicionado ao diluente seminal e resfriado a 5°C por
1440 minutos.

Minutes 0 2,5ul/mL S5ul/mL 7,5ul/mL 10ul/mL
0 94,0 + 0,442 94,0 + 0,472 94,0 + 0,442 94,0 + 0,442 94,0 + 0,442
30 92,0+ 0,5/ 75,0+1,78% 75,2+1,98Ba 73,0+1,38P 65,7 + 3,782
60 91,5 + 0,5 Adbc 60,5 + 3,6 Bbe 53,5 + 4,4 Bbe 52,0 + 3,6 BPe 47,5+ 3,9 Bbe

120 90,0 + 0 A be 44,5 + 3,5 Bbcd 44,2 + 3,9 Bbed 43,5+ 4,58bcd 395 + 4,1 Bbed



180  895+0,3Ak  347+4Bbd 322 432Bbd  3304+328bd 285 +3Bbed
240  880+054%  282+4,28b@  237+2Bed 22741 78bd 19,7 +2 2 Bhbed
300  880+054%  10,0+14B8c 7,7+ Bcd 9+1,28cd 7241 4Bcde
360  880+054%  0,0+0,08¢d% 0,0+0,08Bde 00+0,08%  0,0+0,08%
1440 54,0 +4,144 0,0+0,08¢ 0,0+0,08¢ 0,0+0,08¢ 0,0+0,08¢

UFPEL

AB Diferentes letras indicam diferenca estatistica entre linhas (ANOVA, p<0,05)
abcde Diferentes letras indicam diferenca estatistica entre colunas (ANOVA, p<0,05)
Grupo controle (somente diluente Kenney) e grupos com adicao de extrato de propolis verde nas

concentragfes 2,5ul/mL; 5ul/mL; 7,5ul/mL; 10pl/mL

A integridade de membrana plasmatica declinou conforme o aumento do
periodo de resfriamento em todos os tratamentos. A partir de 300 minutos, a
integridade de membrane plasmatica declinou significativamente no grupo
controle. Nao foi observada diferenca estatistica entre os tratamentos em nenhum
momento (Tabela 2).

Tabela 2. Integridade de membrana (média + erro padrdo da média) de sémen equino (n=20)
submetido a diferentes tratamentos com extrato de prépolis verde adicionado ao diluente seminal e resfriado
a 5°C por 1440 minutos.

Minutos 0 2,5ul/mL Sul/mL 7,5ul/mL 10ul/mL

0 828+1,72 82,8+1,72 828+1,72 828+1,74 828+1,72
30 79,7+2,8% 833+2432 80,3 + 3,22 776 +3,72 79,6 +2,82
60 75,5+29% 76,1 4,73 79,0 +3,7% 76,2 +3,92 76,9 +3,8%
120 68,8 + 3,0 3¢ 69,4 + 2,9 ab¢ 71,3 + 3,030¢ 69 + 3,23 67,9 + 3,830¢
180 58,9 + 4,2 b¢ 60,5 + 4,2 < 66,6 + 4,6 bcd 60,5 + 4,6 ¢ 57,7+ 4,3
240 65,2 + 3,6 a¢ 53,7 + 6,3 bed 50,4 + 6,2 46,3 +5,7b¢ 54,7 + 6,1 bcd
300 525+55°¢ 39,7+5,24 41,7 +5,54 43,5+6,3°¢ 43,2 +7,09
360 51,1 +58¢ 38,2+56¢ 41,6 +6,49 43,6 +6,8°¢ 38,9 +6,3¢
1440 52,2+36° 36,6 +4,54 43,2+ 4,649 37,6 +4,3°¢ 37,6 +5,14

abcde Diferentes letras indicam diferenca estatistica entre colunas (ANOVA, p<0,05)
Grupo controle (somente diluente Kenney) e grupos com adi¢éo de extrato de propolis verde nas

concentragfes 2,5ul/mL; S5ul/mL; 7,5ul/mL; 10ul/mL

A acdo antioxidante da propolis é atribuida aos seus componentes naturais,
principalmente aos compostos fendlicos e flavanoides. Em seus estudos, RUSSO
et al. (2006) concluiram que adicdo de extrato de propolis reduziu liberacdo de
radicais livres e protegeu o espermatozoide humano, integridade de DNA, frente a
acao do benzo[a]pyrene in vitro. Em bodes, CASTILHO et al. (2009) avaliaram o
efeito da adicdo de 0,25-0,5% de prépolis ao diluente de congelamento seminal e
constaram que esta nao foi eficiente na manutencéo da integridade de membrana
plasmatica e motilidade pés descongelamento. Em equinos, CHAVES et al.
(2008) reportaram que o diluente seminal com propolis nas concentracdes de 0,25
e 0,5% apresentaram menos taxas de motilidade e vigor espermatico durante 24h
de resfriamento a 5°C e 15°C. No presente estudo, o extrato de propolis verde
(2,5-10pl/mL) adicionado ao diluente de resfriamento seminal ndo apresentou
efeito negativo no parametro de integridade de membrana plasmatica. Referente
a motilidade, foi verificada reducéo total deste parametro propolis em 360 minutos
de resfriamento nos tratamentos, sendo considerado um efeito negativo. Nesta
condicdo, o extrato de propolis verde foi capaz de manter a caracteristicas



morfologicas do espermatozoide, diferentemente do observado nas
caracteristicas funcionais. Estes resultados foram atribuidos principalmente a
concentracdo testada, sendo considerada muito alta para este tipo celular,
sugerindo que menores concentracdes possam exercer efeito benéfico nos
parametros espermaticos de sémen equino durante resfriamento.

4. CONCLUSOES

O extrato de prépolis verde apresentou efeito negativo sobre a motilidade
espermatica de equinos durante o periodo de resfriamento. Em relacdo ao
parametro de integridade de membrana, a propolis ndo apresentou efeito
prejudicial.
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