UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
DEPARTAMENTO DE MEDICINA VETERINARIA

RELATORIO DE ESTAGIO SUPERVISIONADO OBRIGATORIO (ESO)
REALIZADO NA EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA -
EMBRAPA GADO DE LEITE, JUIZ DE FORA E NO LABORATORIO DE
BIOTECNICAS APLICADAS A REPRODUCAO DO DEPARTAMENTO DE
MEDICINA VETERINARIA DA UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE
PERNAMBUCO

EFEITO DA ADICAO DE NANOEMULSAO A BASE DE OLEO ESSENCIAL RICO
EM LIMONENO AO DILUENTE DE REFRIGERACAO DE SEMEN CAPRINO

LUIZ HENRIQUE TODESCATT NOTTAR

RECIFE-PE
2023



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
DEPARTAMENTO DE MEDICINA VETERINARIA

RELATORIO DE ESTAGIO SUPERVISIONADO OBRIGATORIO (ESO)
REALIZADO NA EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA -
EMBRAPA GADO DE LEITE, JUIZ DE FORA E NO LABORATORIO DE
BIOTECNICAS APLICADAS A REPRODUCAO DO DEPARTAMENTO DE
MEDICINA VETERINARIA DA UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE
PERNAMBUCO

EFEITO DA ADICAO DE NANOEMULSAO A BASE DE OLEO ESSENCIAL RICO
EM LIMONENO AO DILUENTE DE REFRIGERACAO DE SEMEN CAPRINO

Relatorio de  Estagio  Supervisionado
Obrigatério (ESO) realizado como exigéncia
parcial para obten¢do do grau de Bacharel em
Medicina Veterinaria sob a orientagcao do Prof.
Dr. André Mariano Batista e Supervisdo do Dr.

Luiz Sérgio de Almeida Camargo

LUIZ HENRIQUE TODESCATT NOTTAR

RECIFE-PE
2023



Dados I nternacionais de Catal ogacéo na Publicacio
Universidade Federal Rural de Pernambuco
Sistema Integrado de Bibliotecas
Gerada automaticamente, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

N918r

Nottar, Luiz Henrique Todescatt

RELATORIO DE ESTAGIO SUPERVISIONADO OBRIGATORIO (ESO) REALIZADO NA EMPRESA
BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA - EMBRAPA GADO DE LEITE, JUIZ DE FORA E NO
LABORATORIO DE BIOTECNICAS APLICADAS A REPRODUCAO DO DEPARTAMENTO DE MEDICINA
VETERINARIA DA UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO: EFEITO DA ADICAO DE
NANOEMULSAO A BASE DE OLEO ESSENCIAL RICO EM LIMONENO AO DILUENTE DE REFRIGERACAO DE
SEMEN CAPRINO/ Luiz Henrique Todescatt Nottar. - 2024.

481. :il.

Orientador: Andre Mariano Batista.
Inclui referéncias.

Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo) - Universidade Federal Rural de Pernambuco, Bacharelado em
Medicina Veterinaria, Recife, 2023.

1. obcitos. 2. embrido. 3. sémen. |. Batista, Andre Mariano, orient. I1. Titulo

CDD 656.059



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
DEPARTAMENTO DE MEDICINA VETERINARIA

RELATORIO DE ESTAGIO SUPERVISIONADO OBRIGATORIO (ESO)
REALIZADO NA EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA -
EMBRAPA GADO DE LEITE, JUIZ DE FORA E NO LABORATORIO DE
BIOTECNICAS APLICADAS A REPRODUCAO DO DEPARTAMENTO DE
MEDICINA VETERINARIA DA UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE
PERNAMBUCO

EFEITO DA ADICAO DE NANOEMULSAO A BASE DE OLEO ESSENCIAL RICO
EM LIMONENO AO DILUENTE DE REFRIGERACAO DE SEMEN CAPRINO

Relatorio elaborado por
LUIZ HENRIQUE TODESCATT NOTTAR
Aprovado em 15/02/2024.

BANCA EXAMINADORA

Prof. André Mariano Batista

(Orientador) - UFRPE

Prof. Claudio Coutinho Bartolomeu

(Membro) - UFRPE

Prof. Rafael Silva Junior

(Membro) — UNIBRA



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Sala de aspiracao do Laboratorio de Reproducdo Animal; A. Entrada da sala de
aspira¢do do Laboratério de Reproducdo Animal, Embrapa Gado de Leite; B. Bancada da sala
de aspiragdo do Laboratério de Reproducao Animal, Embrapa Gado de Leite. Fonte: Autor

(2023). 14
Figura 2. Entrada das salas de Fecundagdo in vifro do Laboratdrio de Reproducdo Animal,
Embrapa Gado de Leite. Fonte: Autor (2023). 15

Figura 3. Equipamentos do Laboratdrio de Reproducdo Animal; A. Incubadora de atmosfera
controlada para a maturacdo dos odcitos, incubacdo dos gametas e cultivo de embrides; B.
Capela de fluxo continuo contendo pipetas, estéreomicroscopio e placa aquecedora para
manipulag¢do de gametas e embrides. Fonte: Autor (2023). 15
Figura 4. Equipamentos para uso em biologia molecular; A. Termociclador; B. Cuba de
eletroforese; C. Espectofotometro; D. Fotodocumentador (Eagle Eye II). Fonte: Autor (2023).
16

Figura 5. Filtragem do meio para rastreio e classificagdo dos odcitos. Fonte: Autor (2023). 17
Figura 6. Etapas precedentes da maturacdo in vitro; A. Aspiragao folicular de ovarios obtido
em abatedouro; B. Selecdo dos oocitos obtidos na etapa de aspiracdo folicular; C. Complexos
cumulus o6citos selecionados para maturacado in vitro. Fonte: Autor (2023). 18
Figura 7. Gradiente de Percoll® apds centrifugagdo contendo as camadas de diluidor de
sémen, Percoll® 45%, células mortas, Percoll® 90% e o pellet com espermatozoides

capacitados. Fonte: Autor (2023). 19
Figura 8. Embrides bovinos. Fonte: Autor (2023). 19
Figura 9. Preparacdo do material genético para realizagdo da Reagdo em Cadeia da
Polimerase. Fonte: Autor (2023). 20

Figura 10. Etapas da realizacdo da eletroforese em gel de agarose; A. Preparacdo de gel de
agarose; B. Deposicdo das amostras amplificadas nos pocos do gel; C. Gel pronto para
realizacdo da eletroforese com as amostras de DNA depositadas nos pogos. D. Gel apds a
eletroforese com a separagdo das bandas maiores (azuis). Fonte: Autor (2023). 22
Figura 11. Etapas da revelagdo da eletroforese em gel de agarose; A. Gel de agarose apos a
eletroforese posicionado no Fotodocumentador para exposi¢do a luz UV e revelacdo das
bandas amplificadas; B. Imagem capturada pelo aparelho revelando as bandas amplificadas.

Fonte: Autor (2023). 23
Figura 12. Coleta de fragmentos de gel de agarose contendo DNA. Fonte: Autor (2023). 23
Figura 13. Tracdo do testiculo envolto pela tinica vaginal. Fonte: Autor (2023). 24

Figura 14. Testiculo acessado apds incisdo na tinica vaginal parietal. Fonte: Autor (2023). 25
Figura 15. Fémea caprina posicionada em tronco de conten¢do para coleta de embrides in
vivo. Fonte: Autor (2023). 26
Figura 16. Sala de esterilizacdo de materiais do LBR - UFRPE. Fonte: Autor (2024). 27
Figura 17. Sala de aspiragdo do LBR — UFRPE. Fonte: Autor (2024). 28



Figura 18. Incubadora de atmosfera controlada. Fonte: Autor (2024). 28
Figura 19. Capela de fluxo laminar equipada com esteromicroscopio, placa aquedora e
pipetas. Fonte: Autor (2024). 29
Figura 20. Lavagem dos odcitos em gotas de PBS. Fonte: Autor (2024). 30
Figura 21. Espermatozoides caprinos corados com eosina-nigrosina para avaliacdo de
viabilidade e patologias espermaticas. Fonte: Autor (2023). 36
Figura 22. Espermatozoides caprinos com membrana plasmadtica integras (verde) e com
membrana plasmatica ndo integras (vermelho). Fonte: Autor (2023). 38
Figura 23. Espermatozoides caprinos com alto potencial de membrana mitocondrial (laranja)
e baixo potencial de membrana mitocondrial (verde). Fonte: Autor (2023). 39
Figura 24. Espermatozoides caprinos com acrossomas integros (seta preta) e acrossomas
reagidos (seta branca). Fonte: Autor (2023). 40



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Parametros cinéticos (CASA) de espermatozoides caprinos refrigerados por 2h em
diluidor de refrigeracdo suplementado com diferentes concentragdes de nanoemulsdo de
laranja selvagem.

Tabela 2 — Parametros cinéticos (CASA) de espermatozoides caprinos refrigerados por 24h
em diluidor de refrigeracdo suplementado com diferentes concentracdes de nanoemulsdo de
laranja selvagem.

Tabela 3 — Parametros cinéticos (CASA) de espermatozoides caprinos refrigerados por 48h
em diluidor de refrigeracdo suplementado com diferentes concentracdes de nanoemulsao de
laranja selvagem.

Tabela 4 — Percentuais de espermatozoides caprino com membrana plasmatica integras, alto
potencial de membrana mitocondrial e acrossomas integros, ap6s 2 horas (t2) de refrigeragao
utilizando diluidor suplementado com diferentes concentragdes de nanoemulsdo de laranja
selvagem.

Tabela 5 — Percentuais de espermatozoides caprino com membrana plasmatica integras, alto
potencial de membrana mitocondrial e acrossomas integros, ap6s 24 horas (t24) de
refrigeragdo utilizando diluidor suplementado com diferentes concentragdes de nanoemulsao
de laranja selvagem.

Tabela 6 — Percentuais de espermatozoides caprino com membrana plasmatica integras, alto
potencial de membrana mitocondrial e acrossomas integros, apos 48 horas (t48) de
refrigeragdo utilizando diluidor suplementado com diferentes concentragdes de nanoemulsdao

de laranja selvagem.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ALH — Deslocamento lateral da cabeca

ATP — Adenosina trifosfato

BCF — Frequéncia de batimento cruzado

CASA - Sistema de Analise Espermatica Assistida por Computador
CIV — Cultivo in vitro

COC — Complexo cumulus-odcitos

DCF — Diacetato de carboxifluoresceina

DMV - Departamento de Medicina Veterinaria

DNA — Acido desoxirribonucléico

EMBRAPA — Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
ESO — Estagio Supervisionado Obrigatorio

FIV — Fertilizacao in vitro

FTIC — Isotiocianato de Fluoresceina

IA — Inseminacao Artificial

iAc — Integridade de Membrana Acrossomal

IMP — Integridade de Membrana Plasmatica

IP — Todeto de propidio

LBR — Laboratdrio de Biotécnicas aplicadas a Reprodugao
LDL — Lipoproteinas de baixa densidade

LIN — Linearidade

MIV — Maturagao in vitro

MP — Motilidade Progressiva

MT — Motilidade Total

NELS — Nanoemulsao de laranja selvagem

PBS — Phosphate Buffered Saline (solugao salina tamponada com fosfato)
PCR — Reagdo em cadeia da polimerase

PIVE — Producao in vitro de embrides

PMM - Potencial de Membrana Mitocondrial

PNA — Peannut agglutinin (Aglutinina de amendoim)

SOF — Synthetic Oviductal Fluid (Fluido sintético de oviduto)
STR — Retilinearidade



TCC — Trabalho de conclusdo de curso

TRIS — Hidroximetil aminometano

UFRPE — Universidade Federal Rural de Pernambuco
UV — Ultravioleta

VAP — Velocidade média da trajetoria

VCL — Velocidade curvilinea

WOB - Indice de oscilacdo



RESUMO

O presente trabalho tem como objetivo relatar as atividades executadas em cumprimento da
disciplina 08525 — Estagio Supervisionado Obrigatério (ESO), do Curso de Bacharelado em
Medicina Veterinaria, realizadas entre os dias 02 de outubro de 2023 e 28 de novembro de
2023 na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa), na unidade Gado de Leite
no municipio de Juiz de Fora — MG e entre os dias 02 de janeiro e 19 de janeiro de 2024 no
Laboratério de Biotécnicas Aplicadas a Reproducdo (LBR) do Departamento de Medicina
Veterinaria (DMV) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). As atividades
executadas proporcionaram aprofundamento nas técnicas de produgdo in vitro de embrides
(PIVE) voltados a pesquisa, incluindo aspiracao folicular de ovarios oriundos de abatedouros,
maturacao in vitro (MIV), fecundagdo in vitro (FIV) e cultivo embrionario in vitro (CIV).
Também foram executadas atividades na area de biologia molecular envolvendo extragdo e
amplificacdo de DNA através da técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). No
segundo capitulo do presente trabalho, foi realizado um estudo com objetivo de avaliar o
efeito da adi¢do de nanoemulsdo a base do 6leo essencial rico em limoneno extraido da casca
da laranja selvagem (NELS) ao diluente de refrigeracdo de sémen de reprodutores caprinos.
Para realizagdo da pesquisa foram utilizadas amostras seminais de cinco caprinos da raga
Saanen. Cada pool seminal foi diluido em Tris-gema adicionado de NELS nas proporg¢des de
1,25, 2,5 e 5% na concentragdo de 200 x 10° espermatozoides/mL. As amostras foram
acondicionadas em tubos eppendorf (1,5 mL) e armazenadas em caixas de refrigeracdo
(botuflex®) para realizagdo da curva de refrigeragio até 5 °C, sendo que apds 2 horas, foram
transferidas para a geladeira também em temperatura controlada de 5 °C. Para cada analise,
parte de cada amostra era aliquotada e transferida para outros tubos eppendorf (1,5 mL) em
banho seco a 37 °C e, posteriormente, avaliadas no Sistema de Analise Espermatica Assistida
por Computador (CASA), quanto a cinética espermatica e, em microscopia de
epifluorescéncia, quanto ao Potencial de Membrana Mitocondrial (PMM), Integridade de
Membrana Plasmatica (IMP) e Integridade de Membrana Acrossomal (iAc). A adigdo de
nanoemulsdo de laranja selvagem ao diluidor tris-gema ndo foi capaz de melhorar os
parametros de motilidade e cinéticos dos espermatozoides, além de reduzir significativamente

o PMM apds 24h de refrigeracao. Os periodos de vivéncia do ESO foram proveitosos para o

Palavras-chave: biotecnologias; o6cito; embrido; produgdo in vitro; s€émen.



ABSTRACT

The present study aims to report the activities carried out in compliance with the discipline
08525 - Mandatory Supervised Internship (MSI), part of the Bachelor's Degree in Veterinary
Medicine, conducted between October 2, 2023, and November 28, 2023, at the Brazilian
Agricultural Research Corporation (Embrapa), in the Dairy Cattle unit in the municipality of
Juiz de Fora - MG, and between January 2 and January 19, 2024, at the Laboratory of
Biotechniques Applied to Reproduction (LBR) of the Department of Veterinary Medicine
(DMV) of the Federal Rural University of Pernambuco (UFRPE). The activities carried out
provided in-depth training in in vitro embryo production (IVP) techniques for research
purposes, including follicular aspiration of ovaries from abattoirs, in vitro maturation (IVM),
in vitro fertilization (IVF), and in vitro embryo culture (IVC). Activities in the field of
molecular biology involving DNA extraction and amplification through the Polymerase Chain
Reaction (PCR) technique were also performed. In the second chapter of this study, a research
was conducted to evaluate the effect of adding nanoemulsion based on limonene-rich essential
oil extracted from wild orange peel (NELS) to the semen extender of goat breeders. Seminal
samples from five Saanen breed goats were used for the research. Each seminal pool was
diluted in Tris-egg yolk supplemented with NELS at concentrations of 1.25, 2.5, and 5% at a
concentration of 200 x 106 sperm/mL. The samples were placed in Eppendorf tubes (1.5 mL)
and stored in refrigeration boxes (botuflex®) for cooling curve determination up to 5 °C, and
after 2 hours, they were transferred to the refrigerator, also at a controlled temperature of 5 °C.
For each analysis, part of each sample was aliquoted and transferred to other Eppendorf tubes
(1.5 mL) in a dry bath at 37 °C and subsequently evaluated in the Computer-Assisted Sperm
Analysis System (CASA) for sperm kinetics, and in epifluorescence microscopy for
Mitochondrial Membrane Potential (MMP), Plasma Membrane Integrity (PMI), and
Acrosomal Membrane Integrity (AMI). The addition of wild orange nanoemulsion to the
Tris-egg yolk extender was not able to improve sperm motility and kinetic parameters, besides

significantly reducing MMP after 24 hours of refrigeration.

Keywords: biotechnologies; oocyte; embryo; in vitro production; semen.
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CAPITULO 1: DESCRICAO DAS ATIVIDADES REALIZADAS DURANTE O
ESTAGIO SUPERVISIONADO OBRIGATORIO



1 INTRODUCAO

O Estagio Supervisionado Obrigatério faz parte da grade curricular do curso de
Bacharelado em Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural de Pernambuco,
podendo ser realizado em um ou mais locais de mesma area ou nao, perfazendo total de 420
horas de atividades realizadas e apresentadas posteriormente em um Trabalho de Conclusao
de Curso (TCC). O presente relatorio ¢ uma descricao das atividades realizadas em dois locais
distintos, ambos na area de Reproducdo Animal com énfase na producao in vitro de embrides.

A primeira parte do estadgio foi realizada no Laboratério de Reproducdo da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria, unidade Gado de Leite, localizada na cidade de Juiz de
Fora, Minas Gerais, onde foram realizadas 312 horas de atividades entre os dias 02 de outubro
de 2023 e¢ 28 de novembro de 2023 sob supervisdo do Pesquisador Dr. Luiz Sérgio de
Almeida Camargo e orientagdao do professor André Mariano Batista da UFRPE.
Posteriormente, foram efetivadas 108 horas de atividades no Laboratério de Biotécnicas
Aplicadas a Reprodugdo do Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal
Rural de Pernambuco, campus Sede, dos dias 02 de janeiro de 2024 a 19 de janeiro de 2024,

sob orientacao e supervisao do Professor André Mariano Batista.

2 DESCRICAO DOS LOCAIS DO ESO E ATIVIDADES DESENVOLVIDAS
2.1 Laboratorio de Reproducio da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

(Embrapa)

A primeira etapa do Estagio Supervisionado Obrigatério foi realizada no Laboratorio
de Reprodugdo da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora, MG, com énfase na produgao in
vitro de embrides, no periodo de 02 de outubro a 28 de novembro de 2023 compondo carga
horaria de 312 horas, sob a supervisdao do pesquisador da Embrapa Dr. Luiz Sérgio de
Almeida Camargo.

Durante este periodo foi possivel acompanhar diversas atividades relacionadas a
produgdo in vitro de embrides (PIVE) bovinos, iniciando-se com a preparagdo de meios e
materiais, aspiragcdo folicular dos ovarios oriundos de abatedouro, bem como Maturacao in
vitro (M1V), capacitacdo espermatica em meio Percoll® e Fertilizagcdo in vitro (FIV) e o

Cultivo in vitro (CIV) dos presumiveis zigotos produzidos até seu desenvolvimento em



blastocistos. Também fizeram parte da experiéncia algumas atividades a campo como a
castracdo de bezerros com posterior coleta de material para extragdo e purificagdo de DNA
nas atividades de biologia molecular e coleta in vivo de embrides caprinos.

A escolha pela Embrapa Gado de Leite ocorreu por ser uma empresa brasileira com
forte expressdo internacional na area da pesquisa agropecuaria, contando com estrutura fisica
€ recursos que permitem maior eficiéncia na produgdo de embrides in vitro.

O Laboratério de Reproducdo conta com uma sala de convivéncia, sala de aspiragao
(Figura 1) onde ¢ realizada a manipulagdo dos materiais oriundos do abatedouro, sala de

meios e reagentes e os laboratorios de FIV (Figura 2).

Figura 1. Sala de aspiragdo do Laboratorio de Reproducdo Animal; A. Entrada da sala de aspiracdo do
Laboratorio de Reproducdo Animal, Embrapa Gado de Leite; B. Bancada da sala de aspira¢éo do Laboratoério de
Reproducdo Animal, Embrapa Gado de Leite. Fonte: Autor (2023).



Figura 2. Entrada das salas de Fecundacdo in vitro do Laboratorio de Reprodugdo Animal, Embrapa Gado de
Leite. Fonte: Autor (2023).

Todos os equipamentos necessarios para o bom funcionamento dos processos da PIVE
estavam presentes no laboratdrio, tais como incubadoras de atmosfera controlada, capelas de

fluxo laminar, estereomicroscopios e pipetas (Figura 3).

Figura 3. Equipamentos do Laboratorio de Reproducdo Animal; A. Incubadora de atmosfera controlada para a
maturagdo dos odcitos, incubacdo dos gametas e cultivo de embrides; B. Capela de fluxo continuo contendo
pipetas, estéreomicroscopio e placa aquecedora para manipulagdo de gametas e embrides. Fonte: Autor (2023).



Além disso, contava com equipamentos necessarios para a preparagao e realizagao de
analises biomoleculares de tecidos e células, como termocicladores, cuba de eletroforese e os
demais materiais necessarios para realizacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). As
etapas de extracdo do DNA a partir de tecidos, quantificacdo do material genético extraido
através de espectrofotometro, revelacdo do gel da PCR e purificagio do DNA obtido eram

realizados em parceria com o Laboratério de Genética, da mesma unidade (Figura 4).

Figura 4. Equipamentos para uso em biologia molecular; A. Termociclador; B. Cuba de eletroforese; C.
Espectofotometro; D. Fotodocumentador (Eagle Eye I1). Fonte: Autor (2023).



2.2 Atividades desenvolvidas na Embrapa

Durante o periodo de estdgio no Laboratorio de Reprodu¢do da Embrapa Gado de Leite
foi possivel acompanhar junto aos pds-graduandos do laboratério todas as etapas e
procedimentos envolvidos na PIVE, desde a preparagdo dos meios e reagentes, aspiracao
folicular dos ovarios coletados no abatedouro, rastreamento ¢ classificacdo dos oocitos,
capacitagdo espermatica e inseminagao das gotas no processo de FIV e o cultivo dos embrides
produzidos. A producdo de meios ocorria a cada duas semanas ou quando estes eram

esgotados antes desse periodo (Figura 5).

Figura 5. Filtragem do meio para rastreio ¢ classificacdo dos odcitos. Fonte: Autor (2023).

Além das atividades especificas do laboratorio de reprodugdo foi possivel acompanhar e
participar na realizagdo de analises biomoleculares e também atividades a campo como a

castracdo de bezerros e coleta de embrides caprinos in vivo.



2.2.1 Producio in vitro de Embrides

Os ovarios eram coletados em abatedouro local na cidade de Juiz de Fora - MG e
transportados em garrafa térmica a temperatura aproximada de 38 °C para o Laboratoério de
Reprodugdo. Os ovarios eram lavados e colocados em soro fisioldgico no banho-maria (37,5
°C) e, em seguida, os foliculos eram aspirados com auxilio seringa de 10 mL conectada com

agulha de 18G.

O fluido folicular era depositado em placa de petri de 90 mm e observado sob
estereomicroscopio para o rastreamento dos odcitos presumivelmente presentes. As estruturas
eram classificadas de acordo com o niumero de camadas das células do cumulus e da cor e
aspecto do ooplasma (Figura 6). Os complexos cumulus oocitos (COCs) selecionados eram

divididos em grupos e submetidos a maturag@o por 22 a 24 horas em gotas de meio de MIV

cobertas por 6leo mineral.

Figura 6. Etapas precedentes da maturagdo in vitro; A. Aspiragao folicular de ovarios obtido em abatedouro; B.
Selecdo dos odcitos obtidos na etapa de aspiragdo folicular; C. Complexos cumulus odcitos selecionados para
maturagdo in vitro. Fonte: Autor (2023).

Apbs a maturagdo, sémen criopreservado de bovino era descongelado e avaliado em
microscopio quanto a motilidade e vigor. Em seguida, as amostras com viabilidade aceitavel
eram adicionadas como uma terceira camada em tubo Eppendorf de 1,5 mL contendo
gradiente de Percoll® nas concentracdes de 45% e 90% e centrifugado para capacitacio
(Figura 7). Por fim, os espermatozoides capacitados eram incubados com os COCs em gotas

de meio proprio para FIV.



Em aproximadamente 18h apds a co-incubagdo dos gametas, os presumiveis zigotos eram
transferidos para placas de CIV previamente preparadas, sendo as gotas compostas por
Synthetic Oviductal Fluid (SOF) com objetivo de simular o ambiente natural de

desenvolvimento embrionério, onde permaneciam por 6 dias (Figura 8).

Figura 7. Gradiente de Percoll® apoés centrifugagdo contendo as camadas de diluidor de s€men, Percoll® 45%,
c¢lulas mortas, Percoll® 90% e o pellet com espermatozoides capacitados. Fonte: Autor (2023).

Figura 8. Embrides bovinos. Fonte: Autor (2023).

2.2.2 Biologia molecular



Foi possivel também participar das atividades de biologia molecular, iniciando com a
extragdo de DNA de tecidos de origem animal através de protocolo interno modificado de
Sambrook et al. (2001), quantificagdo do material genético extraido através de
espectrofotometro, preparacdo do material para realizacdo de PCR através da adi¢do de
quantidade previamente calculada do material genético, o pool de nucleotideos, os primers
referentes a sequéncia génica desejada para amplificagdo e a enzima TAQ-DNA-Polimerase

(Figura 9).

Figura 9. Preparagdo do material genético para realizagdo da Reagdo em Cadeia da Polimerase. Fonte: Autor
(2023).

Apos a preparagdo das amostras, estas eram alocadas no Termociclador para realizagdao
dos ciclos de temperaturas e tempos adequados para amplificagdo do segmento de DNA
desejado, consistindo em 2 minutos em 95 °C para desnaturagao inicial das cadeias do DNA,
seguido de 30 ciclos repetidos de 95 °C por 30 segundos, 58 °C por 30 segundos para o
emparelhamento dos primers com a sequéncia de nucleotideos correspondente da fita de DNA
e 72 °C por 1 minuto para que a enzima TAQ-DNA-polimerase possa realizar a sintese das
novas fitas de DNA e para finalizar, mais 5 minutos a 72 °C antes de estarem prontas para o

armazenamento em temperatura de 4 °C por tempo indeterminado.



Através da amplificacdo do segmento de DNA desejado € possivel realizar a
eletroforese em gel de agarose. As amostras amplificadas eram depositadas nos pogos
presentes na extremidade do gel, que por sua vez era posicionado na cuba de eletroforese
onde uma corrente elétrica realizava a separa¢do das bandas do DNA de acordo com sua

quantidade de pares de base (Figura 10).



Figura 10. Etapas da realizagdo da eletroforese em gel de agarose; A. Preparacdo de gel de agarose; B.
Deposi¢do das amostras amplificadas nos pogos do gel; C. Gel pronto para realizagdo da eletroforese com as
amostras de DNA depositadas nos pogos. D. Gel apds a eletroforese com a separag@o das bandas maiores (azuis).
Fonte: Autor (2023).

Na sequéncia, o foto documentador Eagle Eye II era utilizado para revelar o gel
através de luz ultravioleta (UV), evidenciando quais foram as bandas de fato amplificadas

durante a PCR (Figura 11).



Figura 11. Etapas da revelagdo da eletroforese em gel de agarose; A. Gel de agarose apds a eletroforese
posicionado no Fotodocumentador para exposicdo a luz UV e revelacdo das bandas amplificadas; B. Imagem
capturada pelo aparelho revelando as bandas amplificadas. Fonte: Autor (2023).

Por fim, os fragmentos do gel contendo as bandas amplificadas eram coletados e
submetidos a purificacdo através de protocolo interno para realizacdo do sequenciamento dos

pares de base presentes no segmento desejado (Figura 12).



Figura 12. Coleta de fragmentos de gel de agarose contendo DNA. Fonte: Autor (2023).

2.2.3 Outras atividades

Além das atividades laboratoriais, também foi possivel vivenciar experiéncias a campo
como a castracao de trés bezerros machos e uma fémea. Todos os animais foram esterilizados
mediante anestesia geral, sendo os 6rgaos reprodutivos da fémea acessados através de incisao
no flanco esquerdo e para os machos cada um foi submetido a um diferente tipo de

orquiectomia.

O primeiro bezerro foi castrado através de técnica de orquiectomia fechada, onde a
pele do escroto e a tinica dartos foram seccionadas, mantendo-se integra a tiinica vaginal.
Apds acessar os testiculos, os mesmos foram tracionados e o corddo espermatico foi
transfixado, junto da tinica vaginal, e ligado para garantir a hemostasia antes da remocao do
testiculo propriamente dita (Figura 13). No segundo bezerro também foi aplicada uma técnica
fechada, porém com a utilizacdo do emasculador em substituicdo da ligadura do corddo
espermatico. O ultimo bezerro por sua vez foi submetido ao método aberto (Figura 14), onde
a tunica vaginal parietal também foi seccionada, permitindo com que fosse removido apenas o
testiculo, preservando a tunica vaginal parietal € o musculo cremaster no animal e as ligaduras

fossem aplicadas diretamente sobre os vasos.



Figura 13. Trag8o do testiculo envolto pela tinica vaginal. Fonte: Autor (2023).

Figura 14. Testiculo acessado apds incisdo na tinica vaginal parietal. Fonte: Autor (2023).

Outro procedimento acompanhado foi a coleta de embrides caprinos in vivo, onde os

embrides foram coletados de duas fémeas inseminadas 7 dias antes do procedimento. Os



animais foram posicionados em tronco especifico para a coleta (Figura 15) e com o auxilio do
espéculo vaginal foi localizada a cérvix, sendo a mesma tracionada com pinga de Allis e
fixada temporariamente junto a vulva. Apds a fixacdo foi inserida uma sonda oro-nasal
direcionada aos cornos uterinos, um de cada vez, acoplada a um sistema fechado composto
por equipo e filtro de coleta para a infusdo de solucdo de PBS acrescido de 1% de Soro Fetal

Bovino para lavagem do corno uterino e recuperagdo dos embrides.

Figura 15. Fémea caprina posicionada em tronco de conteng@o para coleta de embrides in vivo. Fonte: Autor
(2023).



2.3 Laboratorio de Biotécnicas Aplicadas a Reproduc¢io da UFRPE

A segunda etapa do Estagio Supervisionado Obrigatdrio foi realizada no Laboratdrio de
Biotécnicas aplicadas a Reprodugdo do Departamento de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, também com énfase na produgdo in vitro de
embrides, no periodo de 02 de janeiro de 2024 a 19 de janeiro de 2024 compondo uma carga
horaria de 108 horas, sob a supervisdo do professor titular da UFRPE Dr. André Mariano
Batista. Durante este periodo foi possivel acompanhar e realizar diversas atividades
relacionadas a producdo in vitro de embrides bovinos, iniciando-se com a preparacdo de
meios e materiais, aspiracdo folicular dos ovarios oriundos de abatedouro, bem como
Maturagdo in vitro (MIV), capacitagdo espermdtica em meio Percoll® e Fertilizagdo in vitro
(FIV) e o cultivo in vitro (CIV) dos presumiveis zigotos produzidos até seu desenvolvimento
em blastocistos. Entre os procedimentos também foi realizada a preparagdo de laminas
coradas com a sonda Hoechst para avaliagdo da maturag¢ao nuclear dos odcitos.

O Laboratorio ¢ dividido em érea suja, composta pela sala de convivéncia, sala de
esterilizacdo de materiais (Figura 16) e sala de aspiragdo (figura 17) e area limpa, composta

pela antessala de paramentagdo e a Sala de Manipulagao de gametas.

Figura 16. Sala de esterilizagdo de materiais do LBR - UFRPE. Fonte: Autor (2024).



Figura 17. Sala de aspiragdo do LBR — UFRPE. Fonte: Autor (2024).

Todos os equipamentos necessarios para o bom funcionamento dos processos da PIVE
estavam presentes no laboratdrio, tais como incubadoras de atmosfera controlada (Figura 18),

capela de fluxo laminar, estereomicroscopios e pipetas (Figura 19).

Figura 18. Incubadora de atmosfera controlada. Fonte: Autor (2024).



Figura 19. Capela de fluxo laminar equipada com esteromicroscopio, placa aquedora e pipetas. Fonte: Autor
(2024).

2.4 Atividades desenvolvidas no Laboratério de Biotécnicas Aplicadas a Reproducio

(LBR)

Durante o periodo de estdgio no LBR foi possivel realizar todas as etapas e
procedimentos envolvidos na PIVE, desde a preparagdao dos meios e reagentes, aspiragao
folicular dos ovarios coletados no abatedouro, rastreamento ¢ classificacdo dos oocitos,
capacitacdo espermatica e inseminagdo das gotas no processo de FIV e o cultivo dos embrides

produzidos.

Os ovarios eram coletados em abatedouro na cidade de Vitéria de Santo Antdo - PE e
transportados em garrafa térmica em temperatura aproximada de 38 °C para o laboratorio. Os
ovarios eram lavados e mantidos submersos em soro fisiolégico no banho-maria (37,5 °C) e,
em seguida, os foliculos eram aspirados em solucao fisiologica com auxilio seringa de 10 mL

conectada com agulha de 18G.



O fluido folicular era depositado em placa de petri de 90 mm e observado sob
estereomicroscopio para o rastreamento dos odcitos presumivelmente presentes. As estruturas
eram classificadas de acordo com o numero de camadas das células do cumulus e da cor e
aspecto do ooplasma. Os complexos cumulus o6dcitos (COCs) selecionados eram divididos em
grupos e submetidos & maturacdo por 22 a 24 horas em gotas de meio de MIV cobertas por

Oleo mineral.

Em parte do estagio, os odcitos maturados eram corados com a sonda fluorescente
Hoechst 33342 para avaliacdo da maturacao nuclear através de exposi¢do em microscopio de
epifluorescéncia. Os odcitos eram lavados em gotas de PBS (Figura 20) e incubados com a
sonda em camara escura por 15 minutos, apds esse tempo, eram novamente lavados em novas
gotas de PBS e transferidos para lamina de microscopia, cobertos com laminula posicionada
sobre colunas de silicone para evitar o esmagamento das células e posteriormente seladas com

verniz para unhas.

Parte dos oo6citos era direcionada para PIVE, quando era realizado o descongelamento
de sémen criopreservado de bovino, avaliagdo quanto a motilidade e vigor da amostra,
capacitagdo em gradiente de Percoll® mediante centrifugacdo e inseminagdo das gotas de

meio proprio para FIV contendo os COC'’s.

Figura 20. Lavagem dos odcitos em gotas de PBS. Fonte: Autor (2024).



Em aproximadamente 18h apds a co-incubacdo dos gametas, os presumiveis zigotos
eram transferidos para placas de CIV previamente preparadas, sendo as gotas compostas por
Synthetic Oviductal Fluid (SOF) com objetivo de simular o ambiente natural de

desenvolvimento embrionario, onde permaneciam por 6 dias.



CAPITULO 2: EFEITO DA ADICAO DE NANOEMULSAO A BASE DE OLEO
ESSENCIAL RICO EM LIMONENO AO DILUENTE DE REFRIGERACAO DE
SEMEN CAPRINO



1 INTRODUCAO

Em 2021 o rebanho brasileiro de caprinos era composto por cerca de 11,9 milhdes de
animais, dos quais mais de 11,3 milhdes (95,2%) estdo concentrados na regido nordeste,
sendo os estados da Bahia e Pernambuco os maiores produtores (IBGE, 2021). A proporcao
elevada da producao no Nordeste se justifica pela alta adaptabilidade da espécie em relagao ao
clima e vegetacao presentes no semiarido (Felisberto et al., 2016; Mesquita, 2020a; Meira et
al., 2021), sendo especialmente importante pelo potencial em aumentar a renda dos pequenos
produtores (Felisberto et al., 2016; Mesquita, 2020a).

Aprimorar a reprodu¢do dos animais ¢ imprescindivel para o melhoramento genético
dos rebanhos (Mesquita, 2020a, Mesquita, 2020b). Atualmente, grande maioria dos
produtores ainda utiliza métodos de reproducdo naturais, com a presen¢a do reprodutor em
meio as fémeas durante o ano todo, sem atentar a estagdo de monta e sem uso de biotécnicas
para a selecdo dos animais a serem utilizados, resultando em perdas por falta de alimento e
mortalidade, devido a ma distribui¢ao das pari¢cdes ao longo do ano (Felisberto et al., 2016;
Mesquita, 2020a).

A fim de melhorar a lucratividade através do aumento de produtividade faz-se
necessaria a utilizagdo da biotécnicas da reprodugdo, em especial a criopreservagdo de s€émen
acompanhada da inseminagao artificial (IA) (Sakashita et al., 2012; Mesquita, 2020b). Para
tanto, a selecao adequada dos reprodutores com base em sua condi¢do de saude e qualidade
genética, bem como sua aptiddo comprovada através de exame andrologico sdo necessarias
(Camara et al., 2015; Mesquita, 2020b).

O uso da IA permite que o potencial de um bom reprodutor seja maximizado através de
maior numero de fémeas fertilizadas, visto que um ejaculado com bilhdes de
espermatozoides, que seriam depositados em apenas uma fémea através da monta natural,
pode ser dividido em varias inseminagdes com 200 milhdes de espermatozoides cada
(Sakashita et al., 2012; Mesquita, 2020b). A criopreservagdo do s€émen para realizagdo de 1A
permite também que os pequenos produtores introduzam genética superior em sua
propriedade sem precisar deter o reprodutor ou arcar com os custos de transporte do animal,
apenas através do comércio das doses inseminantes (Mesquita, 2020b).

Existem duas vertentes da criopreservagdao de sémen, a refrigeracdo e a congelagdo

(Sakashita et al., 2012; Maia, 2015; Mesquita, 2020b). Na refrigeracdo o s€men ¢



acondicionado em temperaturas de 5 °C a 15 °C, capazes de deprimir seu metabolismo
prolongando sua vida fértil em até 48 horas, sendo recomendado seu uso compartilhado entre
criadores de uma area pequena, devido ao tempo limitado de armazenamento (Maia, 2015).
Segundo Sakashita e colaboradores (2012), o sémen refrigerado além de ser mais viavel
economicamente, apresenta taxas de prenhez proximas as obtidas através de monta natural ou
IA com sémen fresco e superiores as de IA com sémen congelado.

A temperatura aplicada aos espermatozoides na refrigeragdo ainda causa danos a
membrana plasmdtica e acrossomal, afetando motilidade espermatica e fertilidade (Maia,
2015; Acharya et al., 2020). Para reducdo desses danos e aumento das taxas de fertilidade sdo
utilizados diluidores especificos que ajudam na protegdo das células contra os efeitos
causados pelo choque-térmico (Maia, 2015; Sakashita et al., 2012).

Para a refrigeracdo, os diluidores devem conter um crioprotetor externo como a gema de
ovo ou o leite desnatado, que contém lecitina e lipoproteinas de baixa densidade (LDL) que
reduzem o impacto do abaixamento da temperatura sobre o espermatozoide, uma fonte
energética como glicose ou frutose, um tampao como citrato de sodio ou hidroximetil
aminometano (TRIS) e antibidticos para prevenir crescimento bacteriano (Silva & Guerra,
2012; Sakashita et al., 2012).

Caprinos produzem naturalmente a enzima fosfolipase-A através das glandulas bulbo
uretrais, essa enzima interage com a lecitina presente na gema do ovo formando acidos graxos
e lisolecitinas que causam danos a membrana plasmatica dos espermatozoides (Sakashita et
al., 2012). Por isso, concentragdes abaixo de 2,5% de gema de ovo sdo recomendadas para
compor diluidores de refrigeragdo para s€émen caprino (Bispo et al., 2011).

Durante o estresse térmico, metabdlitos reativos ao oxigénio (ROS) sdo formados e
reagem com os lipidios de membrana, DNA nuclear ¢ mitocondrias dos espermatozoides,
comprometendo sua motilidade e consequentemente a qualidade da amostra (Toniolli &
Costa, 2017). Para tanto, a adi¢do de substancias antioxidantes pode trazer beneficios para as
células espermaticas durante o processo de refrigeracdo (Silva, 2011; Maia, 2015), ja tendo
sido observado efeito positivo na utilizacdo de antioxidantes como vitamina E e selénio
(Quezada, 2021) e também o resveratrol (Vieira et al., 2019).

O limoneno ¢ um terpeno presente em frutas citricas, podendo ser isolado em 6leos
essenciais extraidos da casca de laranja, limao, lima, tangerina e mandarina (Pauletti, 2018),

que dentre suas caracteristicas apresenta fungdo antioxidante (Pauletti, 2018; Piccialli et al.,



2021). Picciali et al. (2021) evidenciaram a a¢do do limoneno na protecdo de células nervosas
contra a acao das ROS.

A presencga de antioxidantes em diluidores para criopreservagdo ja se mostrou benéfica
para a qualidade espermatica de sémen caprino refrigerado e congelado (Silva, 2011; Vieira et
al., 2019; Quezada, 2021). O uso do limoneno como antioxidante pode ser vidvel na
preservagdo do sémen caprino, mas por possuir caracteristicas lipossoliveis deve ser
processado com uso de nanotecnologia para que possa ser acrescido ao diluidor. Através do
uso de dispositivos nanométricos (Khan et al., 2017) é possivel obter uma nanoemulsdo a
partir do 6leo essencial de laranja selvagem junto com uma substincia surfactante e agua, que
gera o encapsulamento do 6leo em nanoparticulas com caracteristicas anfifilicas, ou seja, com
porg¢des hidrofilicas e hidrofobicas (Maurya ef al., 2021).

A partir da producdo da nanoemulsdo do dleo essencial de laranja selvagem rico em
limoneno ¢ possivel a utilizar esta substancia acrescida aos diluidores tradicionais de sémen
caprino para avaliar os efeitos de sua atividade antioxidante na criopreservacao, através da

avaliacdo da de motilidade, cinética e das membranas dos espermatozoides.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais, coleta e analise de sémen

O estudo foi realizado no Laboratorio de Andrologia (ANDROLAB) do Departamento de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), respeitando os
protocolos de ética estabelecidos pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFRPE
(protocolo 6719080520).

Para este experimento foram utilizados cinco caprinos da raga Saanen, com idades
variando de trés a cinco anos, historico de fertilidade e submetidos a exame andrologico
completo, incluindo avalia¢do de integridade de membrana e patologias espermaticas através
do estirago com corante eosina-nigrosina. Para o estiragco foi utilizado um ejaculado de cada
animal diluido individualmente em 4gua destilada na concentracdo de 1:400. Posteriormente,
10 puL do sémen diluido foi acrescido de 15 pL de eosina-nigrosina em lamina de microscopia
e realizado o estiraco, que apos 10 minutos de secagem foram avaliados em microscéopio de

contraste de fase (Figura 21).



Os animais estavam alojados na Estacdo Experimental de Pequenos Animais da UFRPE
no municipio de Carpina-PE, onde eram submetidos a manejo intensivo, alimentados com
400g/dia de concentrado comercial, além de capim elefante (Pennisetum purpureum) picado
no cocho, sal mineral e dgua ad libitum. As coletas de sémen foram realizadas com vagina
artificial em temperatura aproximada de 42 °C, na presenca de fémea em cio como manequim,
duas vezes por semana. Para este experimento foram coletados seis ejaculados de cada
reprodutor, sendo cada ejaculado submetido as avaliagdes macroscopicas de volume, aspecto,
cor e viscosidade, e microscopicas de turbilhonamento, motilidade, vigor e concentragdo antes

do processamento para criopreservagao.

2.2 Refrigeracio e Analise de Sémen

Apos avaliadas, as amostras aprovadas foram destinadas a formacao do pool seminal com
o objetivo de eliminar a variabilidade individual entre os animais. Para a refrigeragdo das
amostras foi utilizado diluidor convencional Tris-gema de ovo, que constituiu o grupo
controle. Os grupos de tratamento foram acrescidos de nanoemulsdo a base de 6leo essencial
de laranja selvagem nas concentragdes de 1,25%, 2,5% e 5% e a concentragdo final de
espermatozoides utilizada em cada grupo foi de 200 x 10° células/mL.

Devido a distancia entre o local de coleta (municipio de Carpina) e o laboratorio
(municipio de Recife) cada grupo experimental foi acondicionado em tubo Eppendorf de 1,5
mL individual e identificado, sendo submetidos imediatamente a curva de refrigeragdo em

caixa refrigerada propria para transporte de sémen (Botuflex®, Sdo Paulo, Brasil), onde as



amostras permaneceram a 5 °C por duas horas, sendo posteriormente armazenados em
geladeira na mesma temperatura por mais 46 horas.

A andlise da cinética espermatica foi realizada no Sistema de Analise Espermatica
Assistida por Computador (CASA). J& as avaliacdes da Integridade da Membrana Plasmatica
(IMP), do Potencial de Membrana Mitocondrial (PMM) e da Integridade do Acrossoma (iAc)
foram realizadas em microscopia de epifluorescéncia. Todos os grupos foram avaliados apos
2, 24 e 48 horas de refrigeragao.

Para o estudo da cinética espermatica, uma aliquota (10 puL) de sémen foi diluida em 30
uL de TRIS (37 °C). A seguir, 2,5 uL da amostra diluida foram depositados em lamina,
coberta com laminula (18 x 18 mm), previamente aquecidas (37 °C), e avaliadas em
microscopio de contraste de fase (Eclipse 50i; Nikon, Japao; 100x). As imagens foram
capturadas com uma camera digital Basler A312FC (Basler Vision Technologies, Alemanha).
Pelo menos cinco campos aleatorios foram escolhidos, com registro de, no minimo, 500
espermatozoides. Os pardmetros cinéticos avaliados utilizando o software SCA™, versdo 5.1
(Microptics, S.L., Barcelona, Espanha), foram: motilidade total (MT, %), motilidade
progressiva (MP, %), linearidade (LIN, %), retilinearidade (STR, %) e indice de oscilagdao
(WOB, %); velocidade curvilinea (VCL, pum/s), velocidade em linha reta (VSL, pm/s) e
velocidade média da trajetoria (VAP, um/s); deslocamento lateral da cabeca (ALH, pm) e
frequéncia de batimento cruzado (BCF; Hz).

Para a andlise da Integridade da Membrana Plasmatica foram utilizados duas sondas
fluorescentes, o Diacetato de Carboxifluoresceina (DCF; Sigma Aldrich®) e o Iodeto de
Propidio (IP; Sigma Aldrich®), de acordo com Araujo Silva et al. (2019). Foram aliquotados
30 uLL de TRIS, 10 puL de sémen, junto a 5 ul. de DCF e 5 pL de 1P, que foram incubados por
7 minutos a 37 °C. Apos o periodo de incubacao, foi depositado 10 pL da amostra em uma
lamina, que foi recoberto por laminula, para ser avaliado imediatamente em microscopio de
epifluorescéncia (Carl Zeiss, Alemanha, 400X), usando um filtro de emissao DBP 580-630
nm e filtro de excitagio DBP 485/20 nm, onde foram contabilizadas 200 cé¢lulas em campos
aleatorios, sendo as que se apresentaram verdes as integras, € as que se apresentam vermelhas

as ndo integras (Figura 22).



Figura 22. Espermatozoides caprinos com membrana plasmatica integras (verde) e com membrana plasmatica
ndo integras (vermelho). Fonte: Autor (2023).

A analise do Potencial de Membrana Mitocondrial (PMM) foi realizada através da
utilizacdo da sonda fluorescente JC-1, de acordo com Aratjo Silva et al. (2019). Foram
aliquotados 30 pL de TRIS, 10 pL de sémen, junto a 5 pL. de JC-1 que foram incubados por 7
minutos a 37 °C. Apds o periodo de incubagdo, foi depositado 10 uL. da amostra em uma
lamina, que foi recoberto por laminula, para ser avaliado em microscépio de epifluorescéncia
(Carl Zeiss, Alemanha, 400X), usando um filtro de excitagdo BP 450-490 nm e um filtro de
emissdo LP 515 nm, onde foram contabilizadas 200 células em campos aleatdrios, sendo as
que se apresentam laranjas, com alto potencial, e as que se apresentam verdes, as com baixo

potencial (Figura 23).



Figura 23. Espermatozoides caprinos com alto potencial de membrana mitocondrial (laranja) e baixo potencial
de membrana mitocondrial (verde). Fonte: Autor (2023).

Para a Integridade do Acrossoma, a sonda utilizada foi Isotiocianato de Fluoresceina
conjugado com Peannut agglutinin (PNA) (FITC-PNA; Sigma Aldrich®) (Araujo Silva et al.,
2019). Uma aliquota (10 pL) foi usada para fazer um esfregaco da amostra e as laminas foram
coradas com aliquotas de 20 pl de FITC-PNA, posteriormente incubadas em cdmara imida a
4 °C por 15 min na auséncia de luz. Em seguida, as laminas foram imersas em PBS duas
vezes e secas ao ar. Imediatamente antes da avaliacdo, 5,0 uL. da solugdo (4,5 mL de glicerol,
0,5 mL de PBS e 5,0 mg de p-fenilenodiamina) foram colocados na lamina e cobertos com
uma laminula, sdo contados 200 espermatozoides no microscopio de epifluorescéncia (Carl
Zeiss; Alemanha, 1000X) e em campos, aleatorios, com um filtro de emissdo LP de 515 nm e
BP de 450-490 nm filtro de excitacdo, onde as cé€lulas que apresentam fluorescéncia estao

com 0 acrossoma integro e as que ndo apresentam estao com o acrossoma reagido (Figura 24).



Figura 24. Espermatozoides caprinos com acrossomas integros (seta preta) e acrossomas reagidos (seta branca).
Fonte: Autor (2023).

As andlises estatisticas foram realizadas usando o GraphPad InStat (versdo 3.10,
2009). Os dados foram testados quanto a normalidade e homogeneidade de variancia pelo
Teste de Shapiro Wilk, removendo eventuais outliers. Posteriormente, os dados de cada grupo
experimental foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) para determinar os efeitos
dos tratamentos, com nivel de significancia estabelecido em 5%. Quando significativo, o teste
de Tukey-Kramer foi realizado para comparar as médias. Os resultados sdo expressos como
média + desvio padrio. Diferengas com P < 0,05 foram consideradas significativas e aquelas

com 0,05 <P <0,1 foram consideradas tendéncias.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da avaliacdo computadorizada através do sistema CASA, que consistem na
motilidade (MT, MP, LIN e STR) e cinética espermatica (WOB, VCL, VSL, VAP, ALH e
BCF) foram organizados em tabelas de acordo com o tempo de refrigeracdo. Nas Tabelas 1 e
2 estao expressos os dados referentes as avaliacdes de cada amostra apos duas e vinte € quatro

horas de refrigera¢do, respectivamente, sendo que ndo houve diferenca significativa nos



parametros de motilidade e cinéticos entre o grupo controle e os grupos tratados com a

nanoemulsdo de laranja selvagem (p > 0,05).

Tabela 1- Parametros cinéticos (CASA) de espermatozoides caprinos refrigerados por 2h em diluidor de

refrigeracdo suplementado com diferentes concentracdes de nanoemulsdo de laranja selvagem.

Pardmetros Grupo Grupos tratados com nanoemulsio de laranja selvagem
espermaticos Controle 1,25% 2,5% 5% P
MT (%) 68,32 + 13,00 66,52 + 10,58 73,97 +£3,91 64,48 + 12,13 0,6675
MP (%) 48,32 +£ 10,31 49,72 + 14,17 55,15+ 14,64 49,00 + 16,23 0,8507
LIN (%) 69,88 + 15,70 68,15+ 11,39 68,60 + 10,87 74,14+ 5,29 0,8079
STR (%) 85,92+ 7,76 86,00 £ 3,28 85,88 £4,42 88,46+ 1,43 0,9295
WOB (%) 80,57 + 13,36 70,98 + 10,82 79,55+ 9,52 79,27 + 11,94 0,8002
VCL (um/s) 67,48 + 5,06 68,46 + 3,06 75,05 + 13,97 74,62 + 11,93 0,9269
VSL (um/s) 52,35+ 17,92 50,67 + 15,43 51,88 + 14,88 50,02 + 13,81 0,8926
VAP (um/s) 60,48 +20,46 52,12+ 5,63 60,03 + 15,55 58,78 + 11,79 0,8826
ALH (um) 1,95+ 0,34 1,98 +£ 0,32 2,07+0,27 2,08+0,42 0,6067
BCF (Hz) 8,52 +£ 0,49 9.26 + 0,88 9,58 +£0.88 9.38 +0.92 0,1139

Motilidade total (MT, %), motilidade progressiva (MP, %), linearidade (LIN, %), retilinearidade (STR, %) e indice de
oscilagio (WOB, %); velocidade curvilinea (VCL, um/s), velocidade em linha reta (VSL, pm/s) e velocidade média da

trajetoria (VAP, um/s); deslocamento lateral da cabeca (ALH, um) e frequéncia de batimento cruzado (BCF; Hz).

Tabela 2 — Parametros cinéticos (CASA) de espermatozoides caprinos refrigerados por 24h em diluidor de

refrigeracdo suplementado com diferentes concentracdes de nanoemulsdo de laranja selvagem.

Parametros Grupo Grupos tratados com nanoemulso de laranja selvagem
espermaticos Controle 1,25% 2.5% 5% P
MT (%) 70,25 + 11,65 67,98 + 9,12 70,72 + 12,75 70,33 + 8,94 0,9691
MP (%) 4573 +23,62  44,57+2324  46,52+27,05  48,55+23,53 0,9732
LIN (%) 40,55 + 7,26 52,63+ 14,58 4848 +12,06 49,07+ 10,14 0,6621
STR (%) 73,68 + 8,66 79,55 + 7,54 76,97 +9.01 75,72 £ 11,34 0,7419
WOB (%) 57,42 +3,73 65,20 + 12,90 62,20 + 9,14 64,52 + 5,40 0,5460
VCL (um/s) 82,80 + 16,16 68,32 + 8,61 73,67 + 8,65 80,17 + 18,56 0,6733
VSL (um/s) 32,83 + 4,33 38,67 + 7,37 35,40 + 8,55 38,23 + 7,30 0,4358
VAP (um/s) 45,00 + 7,18 48,67 + 7,95 45,68 + 7,56 51,37+ 11,34 0,2448
ALH (um) 3,33+0,77 2,78+ 1,19 2,72 40,52 2,67 +0,58 0,4880
BCF (Hz) 9,98 + 0,85 9,80 + 0,28 10,60 + 0,70 10,65 + 0,74 0,2931

Motilidade total (MT, %), motilidade progressiva (MP, %), linearidade (LIN, %), retilinearidade (STR, %) e
indice de oscilagdo (WOB, %); velocidade curvilinea (VCL, pm/s), velocidade em linha reta (VSL, um/s) e
velocidade média da trajetoria (VAP, um/s); deslocamento lateral da cabeca (ALH, um) e frequéncia de
batimento cruzado (BCF; Hz).

No grupo tratado com 5% da nanoemulsdo de laranja selvagem todos os espermatozoides

estavam mortos apos 48 h de refrigeracao.



Tabela 3- Parametros cinéticos (CASA) de espermatozoides caprinos refrigerados por 48h em diluidor de

refrigeracdo suplementado com diferentes concentragdes de nanoemulsdo de laranja selvagem.

Parametros Grupo Grupos tratados com nanoemulsdo de laranja selvagem
espermaticos Controle P
1,25% 2,5% 5%
MT (%) 67,33 £12,78" 68,47 +10,59* 56,33 +£20,05* 0,00 + 0,00° <0,01
MP (%) 25,50 +23,08* 31,32 +£24,90* 29,68 +24,87° 0,00 + 0,00° 0,0104
LIN (%) 36,98 + 12,26° 37,07 £ 6,83* 40,48 + 4,80° 0,00 £ 0,00° <0,01
STR (%) 66,45 £ 9,15 69,23 £ 6,07° 74,03 +4,98" 0,00 + 0,00° <0,01
WOB (%) 54,68 +10,43° 53,28 £ 6,68° 55,42 + 3,63 0,00 £ 0,00° <0,01
VCL (um/s) 92,2 + 18,12° 91,75 £ 20,15 79,48 +15,71° 0,00 + 0,00° <0,01
VSL (um/s) 33,22 +4,85* 32,97 £ 3,53* 32,45 +6,74* 0,00 £ 0,00° <0,01
VAP (um/s) 49,68 £5,79* 47,98 £ 6,96* 43,82 + 8,02° 0,00 + 0,00° <0,01
ALH (um) 3,85+1,13° 3,80 +1,38" 3,55+0,91* 0,00 £ 0,00° <0,01
BCF (Hz) 9,95+ 0,81* 9,12 £ 0,45 9,88 £ 0,55 0,00 £ 0,00° <0,01

Motilidade total (MT, %), motilidade progressiva (MP, %), linearidade (LIN, %), retilinearidade (STR, %) e
indice de oscilagdo (WOB, %); velocidade curvilinea (VCL, um/s), velocidade em linha reta (VSL, um/s) e
velocidade média da trajetoria (VAP, um/s); deslocamento lateral da cabega (ALH, um) e frequéncia de
batimento cruzado (BCF; Hz).

Os parametros de integridade de membrana plasmatica, potencial de membrana mitocondrial
e integridade de acrossoma também estdo expressos nas tabelas de acordo com o tempo de
refrigeracdo. Apods 2 h de refrigeragdo ndo houve diferenca significativa em nenhum dos

parametros (Tabela 4).

Tabela 4 — Percentuais de espermatozoides caprino com membrana plasmatica integras, alto potencial de
membrana mitocondrial e acrossomas integros, apos 2 horas (t2) de refrigeracdo utilizando diluidor

suplementado com diferentes concentragdes de nanoemulsao de laranja selvagem

Parametros Grupo Grupos tratados com nanoemulsdo de laranja selvagem
espermaticos Controle 1.25% 2.5% 5% P
IMP (DCF+%) 58,40 £1,78 61,75+ 8,80 55,00+ 4,61 51,67 £8,29 0,2872
PMM (JC-1+%) 79,17 £9,01 65,92 +12,10 66,25 + 20,54 54,83 £22,29 0,4890
iAc (PNA+%) 50,92 + 13,63 40,33 + 7,80 44,92 + 6,58 55,00 = 8,30 0,0104

IMP = Integridade Membrana Plasmatica; PMM = Alto Potencial de Membrana Mitocondrial; iAC = Integridade

de Acrossoma.

Apds 24 h os grupos tratados com a nanoemulsdo de laranja selvagem apresentaram
redugdo significativa no Potencial de Membrana Mitocondrial, sendo o grupo tratado na
concentragcdo de 5% o com maior decréscimo, significativo em relacdo ao grupo controle e o

tratado com 1,25% da nanoemulsao (Tabela 5).



Tabela 5 — Percentuais de espermatozoides caprino com membrana plasmatica integras, alto potencial de
membrana mitocondrial e acrossomas integros, apds 24 horas (t24) de refrigeragdo utilizando diluidor

suplementado com diferentes concentragoes de nanoemulsdo de laranja selvagem

Parametros Grupo Grupos tratados com nanoemulsdo de laranja selvagem
espermaticos Controle 1,25% 2,5% 5% P
IMP (DCF+%) 57,00 £ 7,62 48,75 + 15,39 54,17 +4,73 45,25+ 14,93 0,6583
PMM (JC-1+%) 62,92 + 19,20° 53,00 + 15,18 27,75+ 19,93° 15,58 £19,13 <0,01
IAc (PNATY%) 4892+ 12,18 429241026 41.92+7.37 4825+7.04 03718

IMP = Integridade Membrana Plasmatica; PMM = Alto Potencial de Membrana Mitocondrial; iAC = Integridade

de Acrossoma.

Com 48 h de refrigeracdio nao houve diferenca significativa na avaliacdo de
integridade acrossomal. O potencial de membrana mitocondrial sofreu redu¢do significativa
nos grupos tratados com a nanoemulsdo, além do aumento significativo dos danos a

membrana no grupo tratado com 5%.

Tabela 6 — Percentuais de espermatozoides caprino com membrana plasmatica integras, alto potencial de
membrana mitocondrial e acrossomas integros, apdés 48 horas (t48) de refrigeragdo utilizando diluidor

suplementado com diferentes concentragdes de nanoemulsdo de laranja selvagem

Parametros Grupo Grupos tratados com nanoemulsdo de laranja selvagem
espermaticos Controle 1,25% 2,5% 5% P
IMP (DCF+%) 50,83 + 8,23 46,42 £ 11,27° 33,58 £21,15° 0,00 £ 0,00° <0,01
PMM (JC-1+%) 30,50 + 7,11° 0,00 =+ 0,00° 0,00 + 0,00° 0,00 =+ 0,00° <0,01
IAC (PNAYY%) 4060+ 14,95 38,67+ 11,89 3475829  4100+1023 01244

IMP = Integridade Membrana Plasmatica; PMM = Alto Potencial de Membrana Mitocondrial; iAC = Integridade

de Acrossoma.

Nao houve diferenga significativa em nenhum dos pardmetros de motilidade ou
cinética, porém o potencial de membrana mitocondrial foi significativamente reduzido apods
24h de refrigeracdo em todos os tratamentos. As mitocondrias tém importante papel na
produg¢do de energia através da sintese de adenosina trifosfato (ATP) por fosforilagdo
oxidativa (Pefa et al., 2009; Amaral et al., 2013) e o alto potencial de membrana mitocondrial
jé& foi correlacionada positivamente com a motilidade seminal em humanos (Marchetti et al.,
2004; Paoli et al., 2011) e touros (Aitken et al., 2004), além de ser importante para a

capacitagdo espermatica (Amaral et al., 2013).



O fato de as células manterem os pardmetros cinéticos e de motilidade apesar do
potencial de membrana mitocondrial ser nulo apos 24 h de refrigeracdo pode ter ocorrido pelo
fato da mitocondria ndo ser a Unica fonte energética da célula, visto que a glicolise também
tem importante papel na movimentagdo do flagelo (Ramalho-Santos et al., 2009; Paoli et al.,

2011).

4 CONCLUSAO

A adicdo de nanoemulsdo de laranja selvagem ao diluidor tris-gema nao foi capaz de
melhorar os resultados de motilidade e cinéticos dos espermatozoides, além de reduzir
significativamente o Potencial de Membrana Mitocondrial (PMM) e a integridade de

membrana apos 24h de refrigeracao.

5 CONSIDERACOES FINAIS

O Estagio Supervisionado Obrigatério ¢ uma etapa indispensavel na formagdo
profissional do médico veterinario, permitindo maior aprofundamento na area de escolha,
aprimorando técnicas e propiciando o desenvolvimento de networking. Além disso,
proporcionou o contato com dareas interessantes e importantes como os procedimentos

envolvidos na biologia molecular.

O periodo de vivéncia na Embrapa permitiu o acompanhamento de uma rotina mais
intensa, onde foi possivel observar diferentes pessoas executando os processos da PIVE e as
particularidades com que cada um realizava as tarefas. Portanto, foi um momento de grande

importancia na construcao do aprendizado e melhor compreensao de cada etapa da PIVE.

Durante o estdgio no LBR, houve uma autonomia maior concedida ao discente, onde
foi possivel executar por si s6 todas as etapas da técnica em questdo, permitindo além da
compreensdo um treinamento pratico nos processos, que faz-se muito importante quando nos

referimos a uma técnica tao sofisticada como a produgdo in vitro de embrides.
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