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RESUMO: A suplementagdo do extrato
de jambolao (Syzygium cumini) ao meio
diluidor para criopreservacdo do sémen
em ruminantes tem demostrado aumento
na viabilidade, e cinética espermatica.
Desta forma, objetivou-se avaliar cinética
espermatica, pelo teste de termorresisténcia
lento, em sémen bovino criopreservado em
diluidor TRIS-gema suplementado com
extrato de jambolao (Syzygium cumini).
Foram utilizados 24 ejaculados de quatro
bovinos, obtidos a partir de eletroejaculagéo,
os quais foram diluidos em Tris-Gema,
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pré-estabelecendo cinco diferentes concentragdes: Controle (0 uM) e extrato de jamboléo
(1ImM, 5mM, 10mM e 20mM), adicionadas ao diluidor Tris-Gema. Posteriormente foram
congeladas em sistema automatizado, na curva de congelagdo (-0,25°C/min, de 25°C a 5°C
e -20°C/min, de 5°C a -120°C), e, apos atingirem -120°C, as palhetas foram armazenadas
em nitrogénio liquido (-196°C). Ap6s descongelagéo a 37°C as amostras foram analisadas
quanto a avaliacao de motilidade e vigor em fungéo do tempo (0 — 180 minutos), pelo teste de
termorresisténcia lento. Para analise estatistica dos resultados, utilizou-se o comando PROC
GLM (do programa estatistico SAS 9.1®) e os dados foram submetidos a anélise de regresséo,
adotando-se o nivel de significancia de 5%. Contrastes polinomiais foram utilizados para se
determinar o efeito linear e quadrético dos tratamentos. Ap6s 3 horas de incubacéo, foram
encontradas diferencas no TTRL (P<0,05), para as variaveis motilidade e vigor espermatico
(Tabela 1). Assim como esperado, os parametros observados variaram ao longo do tempo.
Entre os tratamentos verificou-se variacdo para motilidade e vigor espermatico no tempo
de 180 min (P<0,05), onde estes parametros obtiveram maiores resultados nos diluidores
suplementados com 5, 10 e 20 mMol/mL de extrato de jambolao (S. cumini). Em concluséo,
as concentragdes de 10 mMol/mL e 20 mMol/mL do extrato de jamboldo (S. cumini), foram
eficazes em preservar a motilidade e o vigor espermético em periodos mais longos (180
minutos) apos o descongelamento de sémen bovino.

PALAVRAS-CHAVE: Antioxidantes, espermatozoides, motilidade seminal.

INTRODUCAO

Acriopreservagao de sémen é essencial para o melhoramento genético e a eficiéncia
da producéo pecuaria. Contudo, as taxas de fertilizacdo reduzem significativamente devido
a baixa viabilidade espermatica ap6s o descongelamento. A inclusdo de antioxidantes
naturais, como o extrato de jamboldo, pode reduzir perdas financeiras relacionadas
a inseminacbes mal-sucedidas, aumentando o retorno sobre os investimentos em
biotecnologias reprodutivas. Além disso, o uso de um recurso vegetal acessivel e
amplamente disponivel em regides tropicais pode reduzir os custos associados a aditivos
sintéticos, beneficiando economicamente os produtores (Sharafi et al., 2022).

No contexto social, a exploracdo sustentdvel de recursos naturais, como o
jambolao, promove a valorizagao da biodiversidade regional e incentiva praticas agricolas
sustentaveis. Além disso, a melhoria na eficiéncia dos programas reprodutivos contribui
para o aumento da producdo de carne e leite, reforcando a seguranga alimentar.
Adicionalmente, a capacitacao de profissionais para a aplicacao de tecnologias inovadoras
em criopreservacao pode gerar impactos positivos no mercado de trabalho, fortalecendo o
setor agropecuario em comunidades locais (Thongkham et al., 2023; Berean et al., 2024)

Avaliar a atividade do extrato de jamboléao na suplementacao ao diluidor de sémen
bovino € uma iniciativa alinhada a demandas cientificas, econdmicas e sociais, oferecendo

uma abordagem sustentavel e eficiente para a melhoria dos protocolos reprodutivos.
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OBJETIVO

Avaliar cinética espermatica, pelo teste de termorresisténcia lento, em sémen bovino
criopreservado em diluidor TRIS-gema suplementado com extrato de jambolao (Syzygium
cumini.

MATERIAL E METODOS

O procedimento descrito no presente artigo encontra-se de acordo com os preceitos
da Lei no 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto no 6.899, de 15 de julho de 2009,
e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo
Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Maranhao - UFMA, sob Processo n. 23115.005617/2022-43.

O jambolao foi colhido em outubro de 2022, no campus da Universidade Federal do
Maranhao, Centro de Ciéncias de Chapadinha, localizada no municipio de Chapadinha,
Maranhao (3°44'26"S, 43°21'33"”W), considerando-se maduros aqueles que apresentavam
coloracdo completamente roxa escura e textura macia. Apds a colheita, na usina escola
governador Alberto Silva da Universidade Federal do Piaui, os frutos do jambolao foram
lavados em agua corrente, despolpados manualmente com o auxilio de uma espatula e
adicionado etanol PA, agitou-se a mistura por 30 minutos, em seguida filtrou e foi colocado
num rotaevaporador numa temperatura de 55 °C, até a evaporacdo completa do solvente.

O diluente Tris-gema de ovo composto por 3,605 g de Tris, 2,024 g de acido citrico,
1.488 g de frutose, 25 mg de gentamicina, 50.000 Ul de penicilina, 100 mL de agua
destilada, 20 % de gema de ovo e 5 % de glicerol, com osmolalidade ~350 mOsm e pH
6,8, foi preparado no Laboratério de biotecnologia da Reprodugéo Animal do Centro de
Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal do Piaui, e utilizado para diluir e congelar o
sémen. Foram preparados cinco diluentes experimentais diferentes: (0; 1; 5; 10 e 20 mMol
de extrato de jamboldo adicionado ao diluente Tris-gema.

Foram utilizados quatro touros da Nelore provenientes da Fazenda Nova (3°44°39.3"S;
43°28'54.3"W), localizada na cidade de Chapadinha, Maranhéo, Brasil, com idade média
de 5 anos, peso entre 510 e 750 kg e escore de condig¢éo corporal de 3 a 4 (escalade 1 a
5). Os touros tinham historico de fertilidade comprovada e foram avaliados quanto a saude
geral, integridade dos 6rgaos reprodutivos e qualidade do sémen. Durante o experimento,
os touros foram mantidos em sistema extensivo, com livre acesso a piquetes de Panicum
maximum, dgua e sal mineral.

Amostras de sémen foram coletadas uma vez por semana durante seis semanas,
totalizando 24 ejaculados, via eletroejaculagéo (Biocon®, Uberaba, Minas Gerais, Brasil)
utilizando-se tubo de ensaio graduado estéril de 15 mL, devidamente protegido com
folha de papel aluminio para evitar a exposicdo do sémen a luz. Os ejaculados foram

transportados em caixa isolada a 37 °C, avaliados e processados até congelamento em
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espaco laboratorial presente na propria fazenda.

As amostras de sémen de cada animal foram colocadas em banho-maria a 37 °C
e avaliadas separadamente quanto a cor, aparéncia, volume, motilidade total e vigor, sob
microscopio 6tica (Olympus. Ltd., Toéquio, Japao), seguindo recomendagdes descritas no
Manual para Exame Andrologico e Avaliacdo de Sémen Animal do Colégio Brasileiro de
Reproducao Animal (2013). A concentracéo espermatica foi obtida em camara de Neubauer
na diluicdo 1:200 em solugé@o de citrato de sodio em formaldeido a 4 %. O método de
camara umida foi utilizado para analisar a morfologia espermatica seguindo recomendacbes
descritas no Manual para Exame Androlégico e Avaliacdo de Sémen Animal do Colégio
Brasileiro de Reproduc@o Animal (2013). Somente ejaculados com motilidade total = 80
%; vigor = 3; concentracdo espermatica = 3,5 X 10° espermatozoides/mL e patologias
espermaticas < 20 % foram utilizadas no estudo. Quando aprovadas, amostras dos seis
ejaculados foram misturadas para formar um pool para aumentar o volume de sémen e
eliminar a variabilidade entre as amostras estudadas. Logo apés a formacgéo do pool, este
foi dividido em cinco aliquotas, mantidas a 37 °C em banho-maria antes da diluicdo nos
diluentes experimentais.

Cinco aliquotas de sémen previamente avaliadas e aprovadas foram diluidas em
meio de Tris-gema (37 °C) contendo extrato de jamboléo (1; 5; 10 e 20 mMol), enquanto
uma aliquota sem qualquer suplementacéo foi mantida como controle. O sémen diluido foi
colocado em palhetas de 0,25 mL, com concentragéo final de 160 x 10® espermatozoides/
mL, e congelado em maquina TK 3000® (TK Tecnologia em Congelagdo Ltda, Uberaba,
MG, Brasil). A curva foi programada para realizar a refrigeragdo do sémen a 0,25 °C/min
até 5 °C, temperatura na qual as palhetas foram mantidas por 4 h. Para o congelamento,
foi utilizada curva com velocidade -20 °C/min até chegar a temperatura de -120 °C.
Imediatamente apéds, as palhetas foram imersas em nitrogénio liquido, organizadas em
racks e armazenadas em cilindro criogénico a -196 °C até descongelamento. As analises
pbs-criopreservacao foram realizadas no Laboratério de Fisiologia e de Reprodugéao Animal
(CCCh/UFMA), onde as amostras foram descongeladas em banho-maria a 37 °C por 30
segundos e avaliadas quanto ao teste de termorresisténcia lento.

Para a avaliar a termoresisténcia espermatica, foi utilizado a avaliacéo lenta (TTRL).
Realizou-se a incubagdo em banho-maria de acordo com o teste TTRL (37 °C/180 min),
para a avaliacdo ao longo do tempo, quanto a motilidade total (MT - %) e o vigor (1-5)
espermatico por meio de microscopia de contraste de fase (Olympus optical Co., Ltda.,
Toquio, Japao), com aumento de 400x, nos tempos 0, 60, 120 e 180 minutos (Vianna et
al., 2009).

Para andlise estatistica dos resultados, utilizou-se o comando PROC GLM (do
programa estatistico SAS 9.1®) e os dados foram submetidos a andlise de regressao,
adotando-se o nivel de significancia de 5%. Contrastes polinomiais foram utilizados para

se determinar o efeito linear e quadratico dos tratamentos.
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RESULTADO E DISCUSSAO

Ap6s 3 horas de incubacédo, foram encontradas diferencas no TTRL (P<0,05),
para as variaveis motilidade e vigor espermatico (Tabela 1). Assim como esperado, os
parametros observados variaram ao longo do tempo. Entre os tratamentos verificou-se
variacéo para motilidade e vigor espermatico no tempo de 180 min (P<0,05), onde estes
parametros obtiveram maiores resultados nos diluidores suplementados com 5, 10 e 20
mMol/mL de extrato de jambolao (S. cumini).

Tratamentos mMol/mL EPM! Significancia
Paradmetros
Controle 1 5 10 20 Lin2 Quad?
Motilidade (%)
0 min 31,66 25,83 31,00 40,00 25,83 8,019 0,922 0,672
60 min 21,50 29,50 25,00 26,33 18,50 5,966 0,631 0,258
120 min 13,16 19,00 15,00 14,83 14,33 2,143 0,789 0,281
180 min 1,668 8,008 9,54 10,33 10,33* 1,850 0,002 0,065
Vigor
0 min 2,66 2,83 2,66 3,33 2,83 0,226 0,254 0,559
60 min 2,33 2,66 2,66 2,50 2,33 0,213 0,807  0,1565
120 min 1,83 2,50 2,00 1,50 2,00 0,281 0,459  0,7537
180 min 0,338 1,33%8 1,337 1,50% 1,50% 0,245 0,003 0,056

1Erro Padrao da Média (%), 2Significancia para efeito linear, 3Significancia para efeito quadratico.
*Os dados foram avaliados por meio de regresséao a 5% de probabilidade.

Medias com letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P <0,05) pelo
teste Tukey.

Tabela 1. Motilidade total (%) e Vigor espermatico pos-descongelamento de sémen bovino
criopreservado em em diferentes concentragdes (0, 1, 5, 10 e 20 mMol/mL) de extrato de jambolao
(Syzygium cumini) avaliados pelo teste de termo resisténcia

O comportamento durante o teste de termorresisténcia (TTRL) foi semelhante para
ambos os parametros. As medidas apresentaram valores elevados nas primeiras horas do
teste, seguidos por uma reducé&o nas horas seguintes, culminando em uma estabilizacéo
em niveis baixos nas fases finais do experimento.

O extrato de jambolao (S. cumini) apresenta polifenéis que sdo um dos principais
constituintes presente nas plantas e suas frutas, atuam diminuindo o excesso do estresse
peroxidativo associado ao envelhecimento e dano oxidativo celular, prevenindo assim a
progressao de alteracdes patolégicas (Meot et al., 2020).

Neste estudo observou-se que para todos os diluidores houve um decréscimo no
metabolismo celular, observado pelo desgaste no perfil de motilidade e vigor espermético.
No entanto, a diminui¢éo verificada foi gradativa para os diluidores com extrato de jambolao
(S. cumini), diferente do observado para o controle que teve reducdo abrupta. No tempo
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de 180 min as concentracdes de 5, 10 e 20 mMol/mL de extrato de jamboléo (S. cumini)
diferiram (p<0,05) do controle, onde apresentaram médias mais elevadas.

A resposta para a atividade do extrato de jamboldo (S. cumini), se deve a presenca
de compostos bioativos que atuam na modulacdo de vias metabdlicas relacionadas ao
controle de glicose e lipidios. Estudos mostram seu potencial sobre o perfil de glicose,
melhorando a sensibilidade a insulina, esses efeitos ajudam a estabilizar o metabolismo

energético celular e sistémico (Chagas et al., 2015; Qamar et al., 2022).

CONCLUSAO

Em concluséo, as concentragdes de 10 mMol/mL e 20 mMol/mL do extrato de
jambolao (S. cumini), foram eficazes em preservar a motilidade e o vigor espermatico em
periodos mais longos (180 minutos) apés o descongelamento de sémen bovino.
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