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RESUMO 

A criopreservação de sêmen é amplamente utilizada para aumentar o potencial 
reprodutivo de animais de alto valor genético e zootécnico, entretanto, os protocolos 
utilizados resultam em considerável número de espermatozoides que sofrem algum tipo 
de lesão devido a formação de cristais de gelo, injúrias oxidativas, alterações na 
membrana do espermatozoide e toxicidade dos crioprotetores. Dessa forma, objetivou-se 
avaliar a viabilidade do uso do extrato da castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa) na 

elaboração do meio crioprotetor em substituição à gema de ovo na criopreservação de 
sêmen bovino. Os tratamentos experimentais consistiram em 0, 25, 50, 75 e 100% de 

substituição da gema de ovo pelo extrato da castanha-do-brasil em meio crioprotetor, 
estabelecendo-se a mesma concentração de água destilada e Tryladil em todas as 
diluições. Foram utilizados cinco touros da raça Nelore com idades entre 24 e 36 meses, 
sendo o método para obtenção do material a eletroejaculação. O delineamento utilizado 
foi em blocos casualizados, considerando-se bloco cada animal, sendo assim definido por 
cinco blocos, cinco tratamentos e cinco repetições, sendo essa última os ejaculados. Os 
espermatozoides foram contabilizados em câmara de Neubauer para continuamente 
serem realizadas as diluições nos tratamentos experimentais e envase. Em seguida, as 

palhetas foram seladas, resfriadas, congeladas e armazenadas à -1960C. Após a 
descongelação, as amostras foram avaliadas quanto à morfologia, cinética (teste de 
termorresistência e análise computadorizada - CASA), integridade de membranas (teste 
hiposmótico e epifluorescência), e posteriormente Fertilização in vitro (FIV). Utilizou-se 
o teste contraste de regressão para os dados paramétricos e para os não paramétricos o 
Kruskal Wallis, ambos à 5% de significância. Foi utilizado o teste correlação de Pearson 
simples entre células íntegras ou lesadas com o potencial de membrana mitocondrial. Na 
análise morfológica, os defeitos menores e totais apresentaram efeito linear crescente em 
função da substituição, mostrando que à medida que aumentou-se a concentração do 
extrato, maior foi a quantidade de células que apresentaram defeitos; no teste hiposmótico 
observou-se efeito linear decrescente resultando em maior número de células com 
membranas lesadas à medida que foi substituindo a gema pelo extrato de castanha. 
Comportamento semelhante foi observado na análise de integridade de membranas por 
meio da epifluorescência, verificando-se maior número de células sem potencial de 
membrana mitocondrial e que apresentaram lesões quando substituiu-se 100% a gema de 
ovo pelo extrato. O teste de termorresistência apresentou efeito quadrático para 
motilidade nas horas zero e uma e efeito linear na segunda hora do teste; entretanto, o 
vigor apresentou diferença apenas na segunda hora, em função da substituição da gema 

de ovo pelo extrato de castanha-do-brasil. Também foi observado efeito quadrático para 
as motilidades total e progressiva avaliadas pelo CASA e taxa de clivagem na FIV, sendo 
todos os resultados influenciados negativamente com a substituição da gema de ovo pelo 
extrato da castanha-do-brasil. Dessa forma, a substituição da gema de ovo pelo extrato de 
castanha-do-brasil demonstrou não ser eficiente na criopreservação do sêmen, indicando 
que a fração de LDL da gema é imprescindível. Além disso, o teor de selênio encontrado 
no extrato foi considerado elevado e tóxico aos espermatozoides. 
Palavras-chave: Antioxidante. Congelação de sêmen. Castanha-do-brasil. Membrana 
plasmática. 

7 



ABSTRACT 

Semen cryopreservation is widely used to increase the reproductive potential of animais 
of high genetic and zootechnical value; however, the protocols used result in a 
considerable number of spermatozoa that suffer some kind of lesion due to the formation 
of ice crystals, oxidative injuries, alterations On the sperm membrane and cryoprotective 
toxicity. The objective of this study was to evaluate the feasibility of the use of Brazil nut 
extract (Bertholletia excelsa) in the elaboration of the cryoprotective médium in 
substitution of egg yolk for cryopreservation of bovine semen. Experimental treatments 
consisted of 0, 25, 50, 75 and 100% replacement of the egg yolk by Brazil nut extract in 
cryoprotectant médium, with the same concentration of distilled water and Tryladil being 
established at ali dilutions. Eive bulls of the Nelore breed were used between 24 and 36 
months, being the method to obtain the material the electroejaculation. The experimental 
design was a randomized complete block design, with five blocks, five treatments and 

five replications. The spermatozoa were counted in the Neubauer chamber to 
continuously carry out the dilutions in the experimental and packaging treatments. The 
blades were then sealed, cooled, frozen and stored at -196 0 C. After thawing, the samples 
were evaluated for morphology, kinetics, membrane integrity (HOST and 
epifluorescence), and then IVF. The regression test was used for the parametric data and 
for the non-parametric Kruskal Wallis, both at 5% significance. We used the simple 
Pearson correlation test between intact or damaged cells with mitochondrial membrane 
potential. In the morphological analysis, the minor and total defects had an increasing 
linear effect as a function of the substitution, showing that as the concentration of the 
extract was increased, the number of defects was higher; In the HOST test, a linear 
decreasing effect was observed, resulting in a larger number of cells with damaged 
membranes as it replaced the yolk with the chestnut extract. Similar behavior was 
observed in the membrane integrity analysis through epifluorescence, with a higher 
number of cells without mitochondrial membrane potential and lesions when 100% egg 
yolk was replaced by the extract. TTR showed quadratic effect for motility at zero hours 
and one and linear effect at the second hour of the test; However, the vigor presented 
difference only in the second hour, due to the replacement of the egg yolk with the 
Brazilian nut extract. It was also observed a quadratic effect for the total and progressive 

motilities evaluated by the CASA and cleavage rate in the IVF, ali of which were 
negatively influenced by the substitution of the egg yolk for the Brazil nut extract. Thus, 
the substitution of the egg yolk for Brazil nut extract was not efficient in semen 
cryopreservation, indicating that the LDL fraction of the yolk is essential. In addition, the 
selenium content found in the extract was considered high and toxic to spermatozoa. 
Keywords: Antioxidant. Freezing of semen. Brazil nuts. Plasma membrane. 
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1 CONTEXTUALIZAÇÃO 

O uso de biotecnologias reprodutivas como a inseminação artificial, fecundação 

in vitro e transferência de embriões permite o aumento da produção na pecuária. No 

entanto, essas técnicas necessitam de gametas masculinos viáveis provenientes do sêmen 

fresco ou criopreservado (MUINO et al. 2007) 

A criopreservação de sêmen apresenta algumas vantagens, como por exemplo, o 

aumento do potencial reprodutivo dos machos, evita a perda de material genético de 

animais de alto valor zootécnico, comercialização de sêmen e formação de bancos de 

germoplasmas. Porém, as células espermáticas normalmente sofrem lesões durante o 

processo, devido às trocas de temperatura e substâncias utilizadas no meio crioprotetor 

(AMIRAT-BRIAND et al. 2009). 

Os crioprotetores comumente utilizados são o glicerol e a gema de ovo, os quais 

são necessários para manter a capacidade de fertilização dos espermatozoides após o 

processo de congelação/descongelação (SANGEETA et al. 2015). Entretanto, apesar dos 

efeitos benéficos, a gema de ovo favorece o processo de oxidação da bicamada lipídica 

dos espermatozoides promovendo a lesão da mesma, o que ocasiona a perda da 

capacidade seletiva da membrana plasmática. Além disso, há o risco à biossegurança por 

ser um produto de origem animal (LAYEK et al. 2016). 

Para que a célula consiga fertilizar o óvulo é necessário que a mesma apresente 

movimento progressivo, seja capaz de produzir energia (ATP) e mantenha as membranas 

plasmática e acrosomal íntegras (ANDRABI, 2007). A alteração de qualquer uma dessas 

características durante o processamento de criopreservação provavelmente, 

comprometerá a capacidade de fertilização (LAYEK et al. 2016). 

1.3 Estrutura do espermatozoide e membrana plasmática 

O espermatozoide é formado por meio do processo denominado espermatogênese, 

o qual divide-se em espermatocitogênese (caracterizado pela multiplicação mitótica das 

espermatogônias) e espermiogênese (momento em que ocorre divisões meióticas 

consecutivas, resultando em células haploides denominadas espermátides, que 
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posteriormente serão espermatozoides) (KAYA & MEMILI, 2016). Em sua fisiologia 

normal, esse tipo de célula é formado por dois componentes principais: cabeça e cauda, 

tendo como junção o colo (HAFEZ & HAFEZ, 2004). 

A cabeça é de formato arredondado e achatado, onde se encontra o núcleo. Em 

sua região frontal tem-se o acrossoma, constituído por duas membranas formadas por 

glicoproteínas e açúcares (HAFEZ & HAFEZ, 2004; FLESCH & GADELLA, 2000). A 

cauda/flagelo é formada pelo axonema central, contendo nove pares de microtúbulos 

localizados radialmente ao redor de dois microtúbulos centrais (MORTIMER, 2000). Na 

peça intermediária, está presente o axonema e as mitocôndrias, que se encontram 

arranjadas em espiral e são essenciais para a produção e disponibilização de energia 

(ATP) durante o batimento flagelar. 

Após sua formação o espermatozoide possui como parte de sua estrutura as 

membranas plasmática, nuclear, acrossomal e mitocondrial, que são agregados de lipídios 

e proteínas formadas durante a espermatogênese (CELEGHINI, 2005), período em que 

essas células possuem no citoplasma organelas essenciais à síntese proteica, como 

complexo de golgi e retículo endoplasmático (HOLT, 2000). 

A membrana plasmática (MP) é formada por uma bicamada lipídica, constituída 

por proteínas, glicoproteínas, fosfolipídeos, glicolipídeos e colesterol (NELSON et al. 

2014). 

Esse tipo de membrana é o componente mais externo da célula espermática, 

exercendo papel importante em sua sobrevivência e manutenção da capacidade 

fertilizante. Além disso, garante a homeostase celular (CELEGHINI, 2005). Sua estrutura 

possui a forma de um modelo fluido-mosaico devido às interações do tipo covalente entre 

proteínas e lipídios, que ao se ligarem, são denominadas proteínas integrais ou periféricas. 

As integrais atuam como canais através da membrana, liberadas apenas por solventes ou 

detergentes. As periféricas, por outro lado, são solúveis em diluidores seminais e água, 

podendo ser removidas facilmente (BORGES et al. 2011). Esse modelo é caracterizado 

pela fluidez da membrana, que em temperatura ambiente apresenta o estado conhecido 

como líquido-cristalino. Entretanto, essa fluidez pode ser alterada devido a proporção 

colesteroldipídeos, tipos de lipídeos e temperatura. Sabe-se que quanto mais colesterol, 

menos flexível e permeável se torna a membrana (PINHO et al. 2014). 

1.4 Criopreservação de sêmen bovino 
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A criobiologia pode ser definida como o ramo da biologia que estuda os efeitos 

de baixas temperaturas em células, tecidos e organismos vivos (SILVA & GUERRA, 

2011). Na reprodução o uso dessa técnica tornou-se mais acentuado após a descoberta do 

glicerol como crioprotetor, há quase 70 anos, possibilitando o rápido desenvolvimento de 

técnicas de criopreservação, bem como possíveis soluções crioprotetoras (MORRELL & 

RODRIGUES-MARTINEZ, 2011). Seu uso possibilita o armazenamento seminal de 

diferentes espécies, por meio de um banco de material genético, o qual pode ser utilizado 

na produção in vitro de embriões e/ou inseminação artificial (BOSCARATO & 

MARTINS, 2014). 

A criopreservação consiste nas etapas de resfriamento, equilíbrio e congelação 

que apesar de serem executadas de forma gradual, são capazes de causar diversos danos 

celulares, implicando negativamente na fertilidade quando comparada a do sêmen fresco 

(MUINO et al. 2007). Os danos sofridos pelas células durante a criopreservação são 

principalmente: I - a formação de cristais de gelo intracelular; II - a toxicidade dos 

crioprotetores. O primeiro é decorrente da alta instabilidade da água intracelular durante 

o resfriamento (50C), tornando esse fenômeno, o principal responsável pela ruptura da 

membrana (MAZUR, 1970). Uma segunda via de formação dos cristais de gelo é o 

crescimento de microcristais provenientes da recristalização durante a descongelação 

(SALLE et al. 2002). Durante o processo de congelação, o sêmen passa por uma grande 

variação de temperatura até que alcance o ponto de congelação. Consequentemente, a 

membrana plasmática tem seu estado alterado, deixando de apresentar uma consistência 

líquida ou fluida, gerando uma organização mais rígida (cristalina ou gel) devido à 

transição dos lipídios presentes na bicamada (BADYAKAR & CHAKRABARTY, 2014). 

Esse acontecimento pode ser explicado pelo fato das cadeias de ácidos graxos que antes 

encontravam-se dispostas desordenadamente, passam a apresentar-se paralelamente, 

promovendo esse estado de rigidez e consequentemente, a membrana torna-se susceptível 

às lesões (HOFFMANN et al. 2011). 

O segundo dano mais provável refere-se a toxidez dos crioprotetores, os quais 

provocam lesões severas à membrana plasmática promovendo a lise da célula. Vários 

fatores podem fazer dos crioprotetores substâncias tóxicas, como por exemplo, a própria 

substância presente no crioprotetor, a concentração utilizada, as interações de substâncias 

(crioprotetor x membrana da célula) que podem desencadear a toxidez de outros 

compostos. 
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Outro fator importante a ser considerado na criopreservação é a taxa de 

congelação a ser utilizada, que em síntese, quando lenta permite a desidratação celular, a 

fim de compensar a concentração extracelular de sais. Em contrapartida, esse mecanismo 

de desidratação promove o aumento de sais intracelular levando a um possível choque 

osmótico (efeito solução). No entanto, quando realizada de forma rápida resulta em 

células que não tiveram tempo suficiente para desidratar culminando na formação de gelo 

intracelular, causando lesões na membrana. Dessa forma, a congelação deve ser lenta 

suficientemente para evitar a formação de gelo intracelular e rápida o suficiente para 

evitar o choque osmótico (ANZAR et al. 2011). 

Na espécie bovina, entre as fases de resfriamento (50C) e congelação (-120oC) 

do sêmen se faz necessário o tempo de equilíbrio, com o intuito de melhorar os resultados 

após a descongelação. Inicialmente, pensava-se que esse período fosse necessário para 

ocorrer uma maior interação do glicerol com célula espermática. Entretanto, já é sabido 

que essa penetração ocorre facilmente, levando a considerar que o tempo de equilíbrio é 

imprescindível para que haja melhor adaptação das membranas espermáticas às baixas 

temperaturas. Nessa espécie, normalmente utiliza-se o tempo de 4h para em seguida, 

prosseguir a congelação. O principal objetivo dessa etapa é garantir o transporte de água, 

reduzindo a formação de cristais de gelo durante o processo de criopreservação (MUINO 

et al. 2007). 

1.3 Crioprotetores 

Os crioprotetores são solventes orgânicos, cuja finalidade é preservar as células 

e/ou tecidos contra as injúrias durante o processo de criopreservação. Entretanto, quando 

são usados inapropriadamente podem ser tóxicos. Entre os efeitos causados, estão os 

danos osmóticos, injúrias bioquímicas (desnaturação e inativação de enzimas e alteração 

das bombas de íons) e outros danos na estrutura celular (BARBAS & MASCARENHAS, 

2009). Assim, um crioprotetor considerado eficiente é aquele que apresenta baixo risco 

de toxicidade para a célula e alta solubilidade em água. Visando maior eficácia da técnica, 

essa substância deve ser adicionada ao meio diluidor possibilitando maior proteção ao 

espermatozoide durante a congelação e descongelação (AMIRAT-BRIAND et al. 2009). 

Os crioprotetores são classificados como intracelulares (permeáveis) e 

extracelulares (impermeáveis). Os intracelulares atuam retirando a água da célula e 

diminuindo a temperatura dentro da mesma, além de evitar a formação de cristais de gelo. 
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Dentre os mais utilizados estão o glicerol, dimetilsulfóxido (DMSO), metanol e 

etilenoglicol (SALEM & GOMA, 2014). 

Os crioprotetores intracelulares agem como solventes, os quais possuem ponto 

de congelação menor que a água, o que os torna de congelação mais lenta quando 

comparados a congelação da água. Por a água congelar primeiro, formam-se os cristais 

de gelo e entre esses cristais encontram-se canais de diluidor/crioprotetor, permitindo a 

afluência de espermatozoides. Além disso, a osmoloradidade do meio extracelular é 

elevada, pois se tem uma concentração de soluto resultando no egresso de água da célula 

e desidratação celular, permitindo que o espermatozoide diminua seu volume (passagem 

de água ocorre mais rapidamente quando comparada ao crioprotetor), resultando em 

congelação satisfatória (HOLT, 2000; WATSON, 2000). 

Diferentemente, os crioprotetores extracelulares não conseguem penetrar a 

célula, agindo de forma a recobrir a superfície celular, estabilizando a membrana, 

ajudando, portanto, a minimizar os danos celulares causados pelo processo de congelação 

(SANGEETA et al. 2015). Tradicionalmente, o crioprotetor extracelular utilizado para 

espécie bovina é a gema de ovo, sua eficiência é atribuída à vasta porção de lipoproteínas 

de baixa densidade (LDL) que é composta por um centro lipídico (triglicerídeos e 

colesterol) circundado por proteínas e fosfolipídios. A LDL tem ação direta na membrana 

plasmática disponibilizando fosfolipídeos e colesterol, conferindo estabilidade e inibindo 

as crioinjúrias derivadas da criopreservação, além de se ligar a algumas proteínas do 

plasma seminal inibindo sua toxicidade (BERGERON et al. 2004; VARELA JÚNIOR et 

al. 2009; BITTENCOURT et al. 2013). 

Apesar de a gema de ovo ser o crioprotetor externo mais utilizado, tem sido 

testado substâncias que a substitua, na tentativa de suprimir alguns fatores intrínsecos 

como: o risco de contaminação bacteriana, visto que esse é um produto de origem animal; 

combater as endotoxinas produzidas por tais contaminantes, culminando na redução do 

potencial fertilizante das células; e por fim, a gema possibilita a presença de vacúolos 

lipídicos interferindo na avaliação microscópica (LAYEK et al. 2016). Além dos fatores 

citados, buscam-se por substancias que garantam ação antioxidante aos espermatozoides, 

combatendo o excesso de espécies que metabolizam o oxigênio (ROS). 

Portanto, na literatura verifica-se que a utilização da fração isolada de LDL após 

esterilização em substituição à gema de ovo, promoveu diminuição na carga microbiana 

sem alterar a sua composição, garantindo a biossegurança durante a criopreservação, sem 

modificação da atividade espermática (PILLET et al. 2011). Outros autores também 
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utilizando a LDL, perceberam melhoria nas taxas de motilidade, integridade da 

membrana plasmática e acrossomal ao utilizar-se concentração de 8% de LDL, além de 

maior potencial antioxidante sobre os espermatozoides (HU et al. 2011). 

Na avaliação do efeito da própolis e o ácido ascórbico (ambos com função 

antioxidante) sobre a criopreservação de sêmen caprino verificou-se resultados 

satisfatórios com o ácido ascórbico, o qual garantiu a integridade estrutural da membrana 

dos espermatozoides, tornando-se uma alternativa na composição de diluentes para 

espermatozoides dessa espécie animal. Por outro lado, a própolis não alcançou os mesmos 

efeitos, além de ter causado toxidade às células quando utilizadas as concentrações de 

0,25 e 0,5% (CASTILHO et al. 2009). 

Na espécie ovina, o sêmen criopreservado com os diluidores TRIS e água de cocô 

em pó (ACP-102c), apresentou diferença estatística nos parâmetros percentuais de 

motilidade, porém, integridade acrossomal e os parâmetros quantitativos (VCL e VAP) e 

qualitativos (LIN e STR) de velocidade, logo após descongelamento, não diferiram. 

Possivelmente, melhores resultados seriam obtidos com o aprimoramento da formulação 

da ACP-102c, em estudos de congelação de sêmen (CAVALCANTE et al. 2014). 

Diante do exposto, pode-se inferir que estudos como os citados acima 

demonstram a possível substituição da gema de ovo por alternativas que garantam a 

biossegurança da criopreservação, sem afetar a qualidade espermática e permitam maior 

efeito antioxidante. Nesse contexto, acredita-se que produtos de origem vegetal possuam 

capacidade de atuar de forma semelhante à gema de ovo na congelação de sêmen, como 

por exemplo, os frutos oriundos da flora amazônica, como açaí, tucumã e castanha-do- 

brasil. 

A amêndoa da castanha-do-brasil é um produto de origem vegetal, considerado 

energético devido sua alta composição lipídica, seu teor proteico é relativamente aceitável 

e em sua composição mineral tem-se o selênio que ligado às proteínas possibilita 

condições favoráveis às células contra o estresse oxidativo (STOCKLER-PINTO et al. 

2008). 

1.4 Castanha-do-brasíl 

A castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa) pertencente à família das 

Lecythidaceae é uma planta nativa da Amazônia conhecida como castanha verdadeira, 

castanheiro, castanha-do-pará, castanha-do-maranhão, etc. Esta espécie por muito tempo 
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tem sido uma das mais importantes para a exploração extrativista, especialmente na região 

Norte (MARTINS et al. 2008; COSTA et al. 2009; MARTINS et al. 2011). 

A maior parte da produção é exportada para a Europa e América do Norte, países 

em que a semente é apreciada como "delicatessen" (FELBERG et al. 2004). A amêndoa 

da castanheira possui alto valor nutritivo, além de ser rica em minerais como cálcio e 

fósforo contribuindo positivamente no equilíbrio de funções celulares (FREITAS-SILVA 

& VENANCIO, 2011). 

Recentemente foi comprovado que a amêndoa também é rica em selênio (Se), 

mineral com ação antioxidante (SAFA et al. 2016). Verifica-se na literatura diversos 

valores de selênio em amêndoas da castanha-do-brasil: 3,6 ± 0,4 pg/g (PAREKH et al. 

2008), 3,44 pg/g (FELBERG et al. 2004), 11.48 ± 0.779 g/g (SANTOS et al. 2013) com 

possibilidade de utilização durante a criopreservação devido a presença do selênio. 

Em estudo com misturas proteicas utilizando-se a farinha da castanha-do-brasil 

e isolado proteico de soja, verificou-se que a farinha da amêndoa apresentou 45% de 

proteína bruta (PB), sendo semelhante ao teor de proteína da farinha de soja (47%), porém 

maior que a própria amêndoa da castanha-do-brasil (18,22%). O valor encontrado (45% 

de PB) foi atribuído pelos autores à extração de gordura das amêndoas, que após este 

processo de retirada dos lipídeos, os demais componentes da matéria seca, como por 

exemplo, o teor de proteína das amostras, ficam concentrados elevando o valor dos 

mesmos (SANTOS et al. 2012). Esses dados corroboram com os encontrados por Souza 

e Meneses (2004), que em estudo com a amêndoa e torta de castanha-do-Brasil, visando 

identificar seus parâmetros de qualidade constataram teor de PB maior na torta (40,23%) 

do que na amêndoa (14, 29%), devido ao desengorduramento parcial da torta. 

O processo de desengorduramento parcial da castanha-do-brasil possibilita a 

retirada do excesso de gordura, o qual pode facilitar a formação de vacúolos lipídicos, 

possivelmente o que dificulta a visualização microscópica das células. Portanto, a retirada 

parcial de componente lipídeos é essencial ao processo de congelação de sêmen. 

Entretanto, essa gordura retirada (principalmente os ácidos graxos poli-insaturados) 

poderia ser benéfica na criopreservação de sêmen, pois assim como a gema de ovo (que 

é rica em lipoproteínas de baixa densidade), podem atuar como responsáveis na 

resistência dos espermatozoides ao choque térmico. Além disso, a gordura presente na 

castanha-do-brasil evitaria a perda de lipídios pela membrana plasmática (MUNIZ et al. 

2015; lAFFALDANO et al. 2014; LAYEK et al. 2016). 
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1.4.1 - Selênio e sua função antioxidante 

O selênio é um mineral que atua diretamente no crescimento, fertilidade e 

prevenção de várias doenças, além de estar relacionado a diferentes funções enzimáticas 

e metabólicas (BERNO et al. 2010). Em sua ação antioxidante tem-se presente a enzima 

glutationa peroxidase que quando em estado reduzido (GSH) mantém as proteínas 

estáveis, reduz ligações dissulfetos (induzidas pelo estresse oxidativo) e neutraliza os 

radicais livres (ROS - reactive oxygen species) (LI-GUANGA et al. 2010). Esses efeitos 

podem exercer função protetora na estrutura da membrana espermática, atuando 

diretamente nos lipídeos dessa membrana para evitar a peroxidação. 

As espécies reativas do metabolismo do oxigênio são átomos, moléculas ou íons 

que contém em sua composição um elétron desemparelhado, de grande instabilidade e 

altamente reativo (ALVAREZ & MORAES, 2006). Sua produção oriunda do 

metabolismo de oxigênio é considerada normal. Já é sabido que pequenas quantidades do 

ânion superóxido e o peróxido de hidrogênio são favoráveis à célula (MAIA & BICUDO, 

2009). Entretanto, quando em excesso gera efeitos adversos à membrana plasmática, 

subjugando o sistema intracelular de defesa antioxidante do espermatozoide, que é fraco, 

devido à escassez de citoplasma, tornando-o susceptível ao estresse oxidativo (MAIA & 

BICUDO, 2009; BATHGATE, 2011). Dentre os efeitos gerados pela produção excessiva 

de ROS, pode-se citar a ruptura nas cadeias de DNA, o que leva ao desenvolvimento 

embrionário anormal (AITKEN & DE IULIIS, 2007; BADOUARD et al. 2008). 

Nesse contexto, o selênio encontrado na amêndoa da Bertholletia excelsa está 

associado à fração proteica na forma de Se-Metionina e/ou Se-Cistina, que varia em 

quantidade de acordo com as condições do solo. Souza & Menezes (2004) encontraram 

7,13mg/Kg de selênio na torta e 2,04mg/Kg nas amêndoas de castanha-do-brasil. Dessa 

forma, tudo indica que o selênio poderia atuar como um aditivo para minimizar a 

produção de radicais livres no processo peroxidação lipídica e consequentemente, 

diminuir produção excessiva de ROS que poderia refrear o sistema intracelular de defesa 

antioxidante tornando-a susceptível ao estresse oxidativo (BATHGATE, 2011). 

Diante do exposto, objetivou-se avaliar a viabilidade do uso do extrato da 

amêndoa da castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa) em substituição a gema de ovo na 

criopreservação de sêmen bovino. 

As referências a seguir seguem as normas da ABNT (NBR 6023/2002) 
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Efeito do uso do extrato da Castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa) sobre os 
parâmetros espermáticos de sêmen bovino cripreservado1 

RESUMO 

Objetivou-se avaliar o uso do extrato da amêndoa da castanha-do-brasil (Bertholletia 

excelsa) em substituição a gema de ovo, na criopreservação de sêmen bovino. Os 

tratamentos consistiam em 0, 25, 50,75 e 100% de extrato em substituição à gema de ovo 

em meio crioprotetor, mantendo-se a mesma concentração de Triladyl e água destilada 

em todas as diluições. Foram utilizados cinco touros Nelore, com 24 a 36 meses. O 

delineamento foi em blocos casualizados, considerando-se bloco cada animal, sendo 

assim definido por cinco tratamentos, cinco blocos e cinco repetições. Depois do envase, 

as palhetas foram seladas, resfriadas e em seguida congeladas e mantidas à -1960C. Após 

a descongelação, as amostras foram avaliadas quanto à morfologia, cinética, integridade 

de membranas (teste hiposmótico-HOST e epifluorescência), e posteriormente 

fertilização em vitro. Utilizou-se o teste contraste de regressão para os dados paramétricos 

e para os não paramétricos o Kruskal Wallis, ambos 5% de significância. Foi utilizado o 

teste correlação de Pearson simples entre células íntegras ou lesadas com o potencial de 

membrana mitocondrial. A morfologia e o HOST apresentaram efeito linear crescente e 

decrescente (P<0,05) e integridade de membrana, motilidade espermática, e taxa de 

clivagem apresentaram efeito quadrático (P<0,05), sendo todos os resultados 

influenciados negativamente com a substituição da gema de ovo pelo extrato da castanha- 

do-brasil. A substituição da gema de ovo pelo extrato de castanha-do-brasil não foi 

eficiente na criopreservação do sêmen, indicando que a fração de LDL da gema é 

imprescindível. O teor de selênio foi considerado elevado e tóxico aos espermatozoides. 

Palavras-chave: Antioxidante, congelação de sêmen, castanha-do-brasil, membrana 

plasmática. 

1 O Artigo segue as normas da Revista Animal Reproduction Science 
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Effect of the use of the Brazil nut extract (bertholletia excelsa) on spermal parameters 

of criopreserved bovine semen1 

ABSTRACT 

The objective of this study was to evaluate the viability of the Brazilian nut (Bertholletia 

excelsa) extract in substitution of egg yolk for the cryopreservation of bovine semen. The 

treatments consisted of 0, 25, 50, 75 and 100% of extract replacing the egg yolk in 

cryoprotectant médium, maintaining the same concentration of Triladyl and distilled 

water in ali dilutions. The five Nellore bulls were 24 to 36 months. The experimental 

design was in randomized blocks, considering each animal block, being defined by five 

treatments (5 blocks and 5 replicates). After the package, the vanes were sealed, cooled 

and then frozen and held at -196 0 C. After thawing, the samples were evaluated for 

morphology, kinetics, membrane integrity (HOST and epifluorescence), and afterwards 

IVF. The regression test was used for the parametric data and for the non-parametric 

Kruskal Wallis, both 5% of significance. We used the simple Pearson correlation test 

between intact or damaged cells with mitochondrial membrane potential. The HOST and 

morphology presented linear decreasing and increasing effect, respectively (P <0.05) and 

membrane integrity, sperm motility, and cleavage rate presented quadratic effect (P 

<0.05), ali results being negatively influenced by Replacement of egg yolk with Brazilian 

nut extract. The substitution of the egg yolk for Brazil nut extract was not efficient in 

cryopreservation of the semen, indicating that the LDL fraction of the yolk is essential. 

Selenium content was considered high and toxic to spermatozoa. 

Keywords: Antioxidant, freezing of semen, Brazil nuts, plasma membrane. 

25 



51 

52 

53 

54 

55 

56 

57 

58 

59 

60 

61 

62 

63 

64 

65 

66 

67 

68 

69 

70 

71 

72 

73 

74 

75 

76 

Introdução 

A criopreservação de sêmen tem sido largamente utilizada para aumentar o 

potencial reprodutivo de reprodutores com alto mérito genético, sendo ferramenta 

imprescindível em programas de melhoramento. Nos últimos 60 anos o glicerol e a gema 

de ovo têm sido os crioprotetores mais utilizados para manter a capacidade de fertilização 

do espermatozoide durante o processo de congelação/descongelação (Amirat-Briand et 

al. 2009). 

Apesar de todo avanço, o processo de criopreservação causa danos à integridade 

estrutural, bioquímica e biofísica da membrana plasmática (MP) do espermatozoide, 

resultando em menor fertilidade do sêmen após a descongelação (Furst et al. 2012). 

A membrana espermática por ser rica em ácidos graxos poli-insaturados, se torna 

altamente sensível às espécies reativas do oxigênio, que quando oxidam as cadeias 

produzem novos metabólitos oxidantes, potencializando o dano celular, resultando em 

perda da motilidade a e indução da morte celular (Bansal and Bilaspuri, 2010). Diversos 

podem ser os danos espermáticos ocorridos durante o processo de criopreservação, como, 

o estresse oxidativo, químico, osmótico, térmico e mecânico (Rasul et al. 2001). 

Para minimizar esses prejuízos, a técnica vem sendo aperfeiçoada com o uso de 

novos diluidores. A adição de diferentes tipos de antioxidantes aos meios tem se tornado 

uma prática comum no combate aos danos oxidativos causados as células espermáticas 

durante a congelação/descongelação. Alguns trabalhos demonstraram que o uso de 

antioxidantes melhorou parâmetros de qualidade dos espermatozoides bovinos (Bucak et 

al. 2014). 

A supressão de substâncias de origem animal em meios de conservação de sêmen 

tem sido sugerida, a fim de garantir a segurança sanitária nos processos biológicos 

(Forouzanfar et al. 2010), fazendo com que a procura por substitutos para a gema de ovo 

seja intensificada (Del Valle et al. 2013). 
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Neste contexto, a amêndoa da Castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.), 

parece se enquadrar neste propósito, por apresentar composição química com alto teor 

lipídico (60 a 70%), contendo 3,8% de ácido palmítico, 8,5% de ácido esteárico, 31,5% 

de ácido oleico e 45,0% de ácido linoleico (Freitas et al. 2007) o que possivelmente 

poderia contribuir em meios utilizados na criopreservação de sêmen, visto que esses 

ácidos fazem parte dos fosfolipídeos que compõe a membrana celular (Queiroga Neto et 

al. 2009). Além disso, possui elevada quantidade de aminoácidos essências e minerais, 

especialmente o selênio que quando em pequenas quantidades, exerce função 

antioxidante combatendo o excesso de radicais livres produzidos pelo estresse oxidativo 

(Pacheco and Scussel, 2007). São poucos os alimentos ricos nessa substância, fazendo 

com que a castanha-do-brasil seja um vegetal peculiar quando se pensa em selênio (Zubair 

et al. 2015). 

Diante do exposto, objetivou-se com avaliar a viabilidade do uso do extrato da 

amêndoa da castanha-do-brasil em substituição a gema de ovo, na criopreservação de 

sêmen bovino. 

Material e Métodos 

Parecer da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) 

O protocolo usado neste estudo está de acordo com os princípios éticos da 

experimentação animal, do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal e 

foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade 

Federal Rural da Amazônia - UFRA, Brasil (n0 035/2015 -CEUA/UFRA). 

Locais e período do experimento 

O experimento foi conduzido na área de Bovinocultura e nos Laboratórios de 

Biotecnologia em Reprodução Animal e Nutrição Animal e Bromatologia do Campus de 

Parauapebas da Universidade Federal Rural da Amazônia, no período de fevereiro a 
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agosto de 2016. A avaliação da cinética de movimento dos espermatozoides utilizando o 

sistema eletrônico de análise de sêmen foi realizada na Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia, em Brasília. 

Manejo dos animais e colheita de sêmen 

Foram utilizados cinco touros da raça Nelore, com idades entre 24 e 36 meses, 

previamente selecionados pela avaliação andrológica e teste de congelabidade do sêmen. 

Os animais foram mantidos em pastagem de capim braquiária (Urochloabriantha cv. 

Marandu), com fornecimento de água e suplementação mineral ad libitum, no início e no 

término do período experimental o peso corpóreo foi aferido e realizado o controle de 

ecto e endoparasitas. 

Inicialmente os touros foram adaptados à colheita de sêmen e submetidos a um 

nivelamento biológico, por meio da avaliação da sua capacidade reprodutiva e exame 

andrológico (Henrry and Neves, 1998). Foram realizadas cinco colheitas de cada animal, 

sendo uma por semana. Após a contenção dos touros, estes foram submetidos ao processo 

de higienização (externa e interna) realizado na seguinte seqüência: estímulo de micção, 

aparagem de pelos do prepúcio (quando necessário), lavagem externa do prepúcio com 

água a temperatura ambiente, lavagem interna do prepúcio com solução salina (0,9%) à 

370C e secagem da região do prepúcio. O sêmen foi coletado por eletroestimulação, 

utilizando-se eletroejaculador (Autojac®, Neovet, Brazil) o qual foi drenado para o tubo 

graduado de 15 mF (Falcon ®) e continuamente, realizada a análise física. 

Tratamentos experimentais 

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, 

considerando-se bloco cada touro, sendo assim definido por cinco tratamento, cinco 

blocos e cinco repetições. 
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Foram utilizados como crioprotetores a gema de ovo (externo) e o diluidor 

comercial Triladyl® (interno) (MINITUB - Produtos Agropecuários Ltda., Porto Alegre, 

RS, Brasil) A diluição das proporções Triladyl® mais gema de ovo seguiu as 

recomendações descritas pelo o fabricante, o qual consistiu no meio padrão para a 

congelação do sêmen. 

O preparo dos meios experimentais foi realizado pela substituição da gema de 

ovo pelo extrato de castanha, mantendo-se a mesma concentração de Triladyl e água 

destilada em todas as diluições (tabela 1). 

As diluições referentes a cada tratamento foram transferidas para sacos de 

polietileno compacidade de 100 mL, selados termicamente e submetidos à luz ultravioleta 

por 30 minutos e armazenados em freezer à -18 0C. 

Preparo do extrato da castanha-do-brasil 

Foram utilizadas amêndoas de castanha-do-brasil provenientes do município de 

Parauapebas/PA. Após a recepção, as castanhas passaram por lavagem com água 

destilada e foram transferidas para um Becker contendo 1000 mL de água destilada a 

100oC, as quais permaneciam imersas por 2 minutos, esse processo foi realizado no intuito 

de facilitar a retirada da casca. Em seguida, foram transferidas à estufa à 550C por 12 

horas para a retirada de umidade e pesadas em balança analítica (Marte AW220). 

Para a obtenção da torta por meio do processo físico de extração a frio, as 

castanhas foram envoltas por tecido voai e organizadas em um cilindro de ferro 

galvanizado com base constituída de material TECHNYL®, Poliamida 6.6. Em seguida, 

foi utilizado uma prensa hidráulica manual, com pressão inicial de 3000 e final de 

lOOOOkg por cinco minutos (Souza and Menezes, 2004). Após este procedimento a torta 

foi pesada e transferida para o liqüidificador (Arno - Clic Pro 500W), o qual possuía 

peneira de separação da torta e extrato. Em seguida, adicionou-se água destilada na 

29 



151 

152 

153 

154 

155 

156 

157 

158 

159 

160 

161 

162 

163 

164 

165 

166 

167 

168 

169 

170 

171 

172 

173 

174 

175 

proporção de quatro partes de água para uma de castanha, homogeneizando-se por três 

minutos, adicionalmente foram utilizadas mais quatro partes de água, portanto a mistura 

castanha:água foi realizada na proporção de 1:8 (conforme metodologia descrita por 

Ferberg et al.2002). Em seguida, o conteúdo foi filtrado em tecido tipo nylon para sêmen 

(Reproshop®) com porosidade 20 micras, o qual foi denominado extrato da castanha e 

posteriormente utilizado para a elaboração dos crioprotetores que fizeram parte dos 

tratamentos experimentais. 

Composição química do extrato da castanha 

A partir da amostra de extrato seco em estufa não ventilada (105oC por 72 horas), 

foram realizadas as análises para quantificação do teor de matéria seca, que por diferença 

foi obtido o teor de umidade da amostra, matéria mineral, proteína bruta, extrato etéreo 

(Tabela 2), seguindo a metodologia descrita por Detmmann et al. (2012). 

O teor de selênio (Tabela 2) do extrato foi quantificado por meio do 

espectrofotômetro de absorção atômica e o perfil de ácidos graxos (tabela 3) (AOAC, 

2005). 

Diluição e criopreservação do sêmen 

Antes da colheita, o meio de criopreservação permaneceu à temperatura de 37 0C 

em banho-maria, até o momento da diluição. Para a adição do material seminal ao meio 

diluidor, realizou-se a contagem espermática em câmara de Neubauer para em seguida 

proceder a diluição em tubos Falcon® previamente identificados de acordo com o 

respectivo tratamento. Em seguida, foi preparada uma alíquota entre lâmina e lamínula 

para avaliação de motilidade (%) e vigor (0-5) analisada em microscopia óptica. 

Depois do envase as palhetas foram seladas em seladora térmica manual e levadas 

à máquina de congelação TK 3000 Compacta SE (TK Equipamentos para Reprodução, 

Uberaba, MG, Brasil) seguindo a curva padrão (resfriamento e congelação) com o 
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resfriamento iniciando a temperatura ambiente, baixando 0,25oC/min até chegar a 50C, 

mantendo-se nessa temperatura por 4 horas (tempo de equilíbrio). Em seguida, realizou- 

se a curva de congelação em que a temperatura foi reduzida 20oC/ min até atingir a 

temperatura de -120oC. Terminado o processo de congelação, as palhetas foram 

colocadas diretamente no nitrogênio líquido, em temperatura de -1960C e, em seguida, 

foi realizado o raqueamento e armazenamento das amostras em botijão criogênico de 47 

litros, para posteriores análises. 

Descongelação do sêmen criopreservado 

Para todas as avaliações a descongelação seguiu o mesmo protocolo, o qual 

consistiu na retirada das palhetas (duas de cada tratamento para em cada teste) do botijão 

criogênico e direcionadas ao banho-maria a 370C por 30 segundos. Para uma melhor 

homogeneização das amostras o sêmen foi transferido das palhetas para microtubos de 

l,5mL (Eppendorf®) e mantidos a temperatura de 370C. 

Morfologia espermática 

Em tubo plástico (Eppendorf®) foi depositado 1 mL de solução formol-salina- 

tamponada pré-aquecida à 37 0C e 20 pL de sêmen e posteriormente estocado em 

temperatura ambiente até o dia da avalição da morfologia espermática de cada amostra. 

Nesta avaliação foi empregada a técnica de câmara úmida, contabilizando 200 células 

para identificação de alterações morfológicas. 

Teste Hiposmótico (HOST) 

O teste hiposmótico foi realizado com finalidade da determinação da integridade 

funcional da membrana plasmática, sendo método simples e acessível, consistindo no 

influxo de fluidos para o interior da célula em meio hiposmótico até que gere o equilíbrio 

entre os compartimentos (Amirat-Briand et al. 2009). Considerou-se normais aqueles 

espermatozoides que foram reativos ao teste, dobrando ou enrolando a cauda quando em 
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solução hiposmótica após contagem de 100 células. Para este procedimento, utilizou-se a 

solução frutose de 100 mOsm/Kg (9 g de frutose, 49 g de citrato trisódico e água destilada 

suficiente para completar um litro), colocando em tubos de 2,0 mL (Eppendorf®) 20 pL 

de sêmen adicionado de 1,0 mL desta solução, incubados em banho-maria por 60 minutos 

e posteriormente adicionado 500 pL de formol. A solução juntamente com sêmen foi 

armazenada em temperatura ambiente. 

Análise de epifluorescência 

Para avaliação da integridade da membrana plasmática utilizou-se o diacetato de 

6 carboxifluoresceína (C-FDA) associado ao iodeto de propídeo (IP) (Sigma-aldrich®, 

Brasil), como descrito por Harrison and Vickers (1990). Uma amostra de sêmen (10 pL) 

foi adicionada à solução trabalho (40 pL) (Anexo A) e incubada por 10 minutos em 

microtubo protegido da luz. Uma alíquota de 10 pL de solução de corante com sêmen foi 

colocada entre lâmina e lamínula para observação em microscópio de epifluorescência 

(modelo Lepzig - China). Avaliou-se 200 células, classificadas de acordo com a 

membrana plasmática em: membrana íntegra (presença de coloração verde na cabeça); 

membrana semi-lesada (presença de coloração verde e vermelha na cabeça); membrana 

lesada (presença de coloração vermelha na cabeça). 

As células foram ainda avaliadas quanto ao seu potencial de membrana 

mitocondrial por meio do corante Rodamina 123 (Sigma-aldrich®, Brasil). Utilizou-se 

10 pL de sêmen descongelado em 40 pL da solução trabalho, em ato contínuo incubou- 

se as amostras por 10 minutos à 370C. Foram contabilizadas 200 células por amostra. 

Teste de termorresistência 

O teste de termorresistência (TTR) consistiu na avaliação de motilidade e vigor 

espermático sob microscopia óptica em aumento de 100X, nos tempos 0, 1, 2 e 3 horas, 

permanecendo o sêmen incubado à 370C até o fim da análise 
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Avaliação da motilidade espermática por meio do sistema computadorizado 

Para a avaliação dos parâmetros utilizando o CASA (Ivos-Ultimate 12's, 

Hamilton Thome Bioscences, Beverly, MA, USA) o equipamento foi previamente 

ajustado para análise de espermatozoide bovino e em seguida a lâmina de leitura (Makler, 

Santa Ana, CA, USA) previamente aquecida foi preenchida com o volume de 8 pL de 

sêmen. Foram contabilizados pelo menos três campos selecionados manualmente para 

leitura e análise, sendo as características de movimento avaliadas: motilidade total (MT) 

e motilidade progressiva (MP) em percentagem; velocidade de trajeto (VAP), velocidade 

retilínea (VSL) e velocidade curvilínea (VCL) em micrômetro por segundo; amplitude 

lateral de cabeça (ALH) em micrômetro; freqüência de batimentos (BCF) em Hz; e 

linearidade (LIN), em percentagem. 

Avaliação da fertilidade in vitro do sêmen de acordo com os tratamentos 

Obtenção e maturação de ovócitos 

Os ovários foram coletados no Frigorífico Frigovan, no município de 

Parauapebas-PA, e transportados para o laboratório em solução salina (0,9% NaCl), 

suplementada de penicilina (lOOpg/mL) e estreptomicina (50pg/mL) à temperatura de 

360C. Os folículos ovarianos com diâmetro de 3,0 - 8,0 mm foram aspirados com auxílio 

de agulha hipodérmica (40 x 1,2 mm) acoplada à seringa de 10 mL. O líquido folicular 

aspirado foi depositado em tubos Falcon de 15 mL. Depois de 10 minutos em repouso, 

tempo mínimo para formação do pellet contendo os ovócitos, somente o sobrenadante foi 

removido e centrifugado em outro tubo Falcon de 15 mL por 5 minutos a 700G. Esse 

líquido foi utilizado para o rastreamento dos complexos cumulus-ovócitos (CCOs) em 

placas de 100 mm. 

Os ovócitos rastreados foram classificados de acordo com Caixeta and Dode 

(2010). Somente os classificados em grau I e II foram lavados e maturados em meio de 
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maturação (TCM 199 sais de EarFs (Gibco, Waltham, MA, EUA) suplementado com 

10% de soro fetal bovino SFB (Gibco, Waltham, MA, EUA), 12 UI/mL de hormônio 

luteinizante (LH Sigma, St. Louis, Missouri, EUA), 0,01 UI/mL de hormônio folículo 

estimulante (FSH - Sigma, St. Louis, Missouri, EUA), 0,1 mg/mL de L-glutamina 

(Sigma, St. Louis, Missouri, EUA), IpM de Piruvato (Sigma, St. Louis, Missouri, EUA), 

IpM de Cisteamina (Sigma, St. Louis, Missouri, EUA), 0,075 mg/mL de sulfato de 

amicacina (Sigma, St. Louis, Missouri, EUA), em gotas de 150 pL cobertas por óleo de 

silicone e incubados por 22 - 24 horas em estufa de cultivo a 38,5 0C com atmosfera de 

5% de C02 e umidade saturada. 

Fecundação in vitro e Cultivo in vitro 

Para a fecundação in vitro foram utilizadas as doses de sêmen de acordo com os 

tratamentos experimentais, sendo submetidos a fecundação, 150 ovócitos por tratamento, 

totalizando 750 ovócitos. O sêmen foi descongelado a 370C por 30 segundos em banho- 

maria e as células espermáticas foram selecionadas por centrifugação em gradiente 

descontínuo de Percoll (400 pL de Percoll 90% e 400 pL de Percoll 45% (GE, Healthcare, 

Piscataway, NJ, USA), centrifugado a 5000g/5min) (Machado et al. 2009). Após a 

centrifugação, o pellet foi retirado e centrifugado por 3 minutos em meio TALP (Parrish 

et al. 1995) suplementado com 2 mM de penicilamina (Sigma, St. Louis, Missouri, EUA), 

1 mM de hipotaurina (Sigma, St. Louis, Missouri, EUA), 250 mM de epinefrina (Sigma, 

St. Louis, Missouri, EUA) e 10 pg/mL de heparina (Sigma, St. Louis, Missouri, EUA), a 

700G. O pellet resultante foi ressuspendido com meio de fecundação (FEC), e adicionado 

na gota de fecundação na concentração final de 1 x IO6 espermatozoides/mL. 

Após a incubação dos espermatozoides com os ovócitos maturados (16-18 horas), 

os prováveis zigotos foram lavados em gotas de 150pL de meio de fluido de oviduto 

sintético (SOE) e cultivados utilizando meio SOE suplementado com aminoácidos 
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essenciais e não essenciais 0,34 mM de sodium tri citrato, 2,77 mM de myo-inositol e 5% 

SFB (Invitrogen, Carlsbad, Califórnia, EUA) em estufa à 38,5 0C e 5% de C02.0s 

embriões foram avaliados no Dia (D) 2 para determinação da taxa de clivagem, e no D6 

e D7 para taxa de blastocisto. 

Análise de aflatoxinas 

A análise de aflatoxinas foi realizada pelo método de cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE), no Laboratório CBO, em São Paulo. 

Análise estatística 

A análise estatística foi efetuada empregando-se o sistema SAS (Statistical 

Analysis System). Para a variável para a variável vigor utilizou-se o teste Kruskal wallis, 

para as demais variáveis empregou-se a ANOVA, seguida de análise de regressão para os 

níveis quadráticos e lineares. Quando avaliou-se a correlação entre a integridade de 

membrana plasmática e potencial mitocondrial, fez-se uso da correlação simples de 

Pearson. Todas as variáveis foram testadas ao nível de significância de 5%. 

Resultados 

Na análise de morfologia, os defeitos menores e totais apresentaram efeito linear 

crescente em função da substituição (P<0,05) mostrando que à medida que aumenta a 

concentração do extrato, maior a quantidade de células que apresentaram alguns defeitos, 

exceto os defeitos maiores que não foram influenciados pelo o nível de substituição. Por 

outro lado, o teste HOST apresentou efeito linear decrescente (P<0,05; Tabela 4) 

demonstrando maior número de células com membranas lesadas em decorrência do 

processo de criopreservação à medida que foi substituindo a gema pelo extrato de 

castanha. 

A integridade da membrana plasmática, avaliada por meio da análise de 

epifluorescência apresentou efeito quadrático para células íntegras e lesadas (P<0,05) 
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(tabela 5), além de correlação positiva e baixa entre as células com membrana plasmática 

íntegra e seu potencial mitocondrial (tabela 6) Indicando que nas condições desse estudo, 

células que não tiveram sua membrana plasmática lesada durante o uso da técnica e seu 

armazenamento possuem maiores chances de apresentarem seu potencial de membrana 

mitocondrial. 

Em relação à motilidade espermática durante o teste de termorresistência (TTR) 

do sêmen criopreservado avaliado no tempo zero e uma hora após a descongelação 

apresentou efeito quadrático (Tabela 7; P<0,05). Duas horas após a descongelação, a 

motilidade espermática apresentou efeito linear decrescente (P<0,05) em função da 

substituição da gema de ovo pelo extrato de castanha-do-brasil. Entretanto, no tempo três 

horas após descongelação verificou-se que não houve efeito de substituição. Não houve 

efeito (P>0,05; Tabela 8) sobre o vigor espermático nas horas zero, uma e três. 

Entretanto, na hora dois observou-se que diferença entre os tratamentos, em que, o 

controle não diferiu do nível de 75% de substituição, porém diferiu dos demais 

tratamentos. 

Para as variáveis motilidade total (MT) e progressiva (MP) no sêmen 

descongelado verificou-se efeito quadrático (P<0,05; Tabela 9) em função da substituição 

da gema de ovo pela castanha-do-brasil. Em relação às velocidades de trajeto (VAP) e 

curvilinear (VCL), não foi verificado efeito (P>0,05). Os parâmetros velocidade 

progressiva (VSL), amplitude de deslocamento lateral da cabeça (ALH), freqüência de 

batimento (BCF), retilinearidade (STR) e linearidade (LIN) apresentaram efeito linear 

decrescente em função da concentração de extrato da castanha (P<0,05; Tabela 7) por 

meio da avaliação no sistema eletrônico de análise de sêmen (CASA). 

A técnica de fertilização in vitro apresentou maior taxa de clivagem no controle e 

em até 25% de substituição da gema de ovo pelo extrato da castanha (Tabela 10). Foi 
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observado a alta contaminação encontrada nas placas devido a proliferação fúngica no 

extrato, impossibilitando o desenvolvimento dos gametas fecundados. 

Discussão 

A composição química do extrato de castanha-do-brasil empregado para a 

elaboração do meio utilizado nos tratamentos experimentais apresentou elevado teor 

proteico (42,95%), superior a 18,87% encontrado na gema de ovo (Sartori et al. 2009). A 

quantidade de proteínas presentes no extrato aponta a castanha-do-brasil como um 

ingrediente proteico para elaboração de meios de criopreservação, por apresentar valor 

de proteína bruta superior a 20% (Valadares Filho et al. 2016). As proteínas encontradas 

na castanha são do tipo 2S, uma classe de baixo peso molecular (Heng et al. 2004), o que 

demonstra a potencialidade desse fruto na nutrição celular (Tabela 2). 

O teor de matéria mineral (7,94 %) presente no extrato está de acordo aos relatados 

na literatura (Felberg et al. 2004). Apesar de não ter sido identificado quais macro e micro 

minerais constituintes da castanha, sugere-se a possível qualidade desse fruto em relação 

ao quantitativo de minerais presentes, os quais apresentam importância para o 

metabolismo espermático, por favorecer parâmetros como motilidade e vigor, além de 

apresentar função essencial em processos como a capacitação espermática (Santos et al. 

2013). 

A quantificação do selênio da torta utilizada para elaboração do extrato da 

castanha, mostrou-se elevada 2mg/100g, valor 2,80 vezes superior aos 0,713mg/100g 

descrito por Souza and Menezes (2004). Vale ressaltar que o valor deste nutriente varia 

entre as composições química de castanha-do-brasil relatadas na literatura: 0,16 a 

2,02mg/100g (Parekh et al. 2008), 11,48 mg/lOOg (Santos et al. 2013). Normalmente, sua 

participação em vegetais varia de acordo com os diferentes tipos de solo, capacidade de 

absorção das árvores, sua forma química, dentre outros fatores (Parekh et al. 2008). 
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Após diluição da torta, o extrato de castanha obtido apresentou, 0,162 mg/lOOg 

de Selênio (Tabela 2), o qual foi utilizado para elaboração dos meios diluentes utilizados 

nesta pesquisa. Além de ser essencial para o metabolismo celular, o Se possui função 

intimamente correlacionada ao sistema antioxidante. Apesar de seu mecanismo de ação 

não estar bem esclarecido, acredita-se que sua ação redutora ocorra por meio da ligação 

covalente às proteínas, formando as selenoproteínas, como a glutationa peroxidase (GSH) 

e a tioredoxina redutase (TrxRs), que possuem propriedades antioxidantes similares 

(Pontual et al. 2007), como manter estáveis os grupos tióis das proteínas, reduzir as 

ligações dissulfetos (induzidas pelo estresse oxidativo), neutralizar os radicais livres e 

estão envolvidas em inúmeros processos vitais, como a síntese de DNA e a regulação da 

apoptose (Gromadzinska et al. 2008). Dessa forma, as concentrações intracelulares de 

GSH e TrxRs tornam-se um indicador da homeostasia celular, por meio da neutralização 

de agentes oxidantes (Berno et al. 2010). 

O teor lipídico do extrato (18,72%) (Tabela 2) apresentou-se inferior ao 

comumente encontrado nas amêndoas de castanha-do-brasil podendo representar entorno 

de 60 a 70%de sua composição química (Chunhieng et al. 2008). Esse teor se deve ao 

fato de que o extrato foi obtido por meio da torta, com retirada parcial da gordura pelo 

método de extração a frio. Como mostra a Tabela 3, os principais constituintes do perfil 

de ácidos graxos do extrato, são os insaturados, principalmente oleico e linoleico (poli- 

insaturado). Maiores proporções desses ácidos são necessárias em protocolos de 

criopreservação de sêmen, visto que promovem ação importante, como reduzir a perda 

lipídica da membrana e ajudam a evitar que ocorra a capacitação precoce da célula e 

diminuição do tempo de vida útil dos espermatozoides (Badyakar and Chakrabarty, 

2014).No entanto, nesse estudo a participação dos ácidos graxos insaturados demonstrou- 

se inferior à literatura (Stockler-Pinto et al. 2008), indicando que sua maior concentração 
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está presente no óleo da amêndoa e como foi utilizado apenas a torta para elaboração do 

extrato, sua retirada parcial culminou em baixo valor de instauração, o que provavelmente 

contribuiu em maior índice de membranas lesadas nas análises espermáticas. 

Referente a análise seminal, pode-se afirmar que quando os espermatozoides 

passam pelo processo de criopreservação é comum terem um acréscimo nos defeitos 

menores devido às mudanças de temperatura, além da manipulação das células no 

momento de confecção das lâminas para leitura (Plessis and Soley, 2012). Contudo, 

dentro dos parâmetros avaliados como defeitos menores, aquele que se demonstrou mais 

acentuado em todas as amostras após a descongelação foi a cabeça isolada normal. 

Comumente, esse tipo de defeito ocorre devido às próprias inserções entre peça 

intermediária e colo serem mais frágeis e consequentemente, durante o movimento da 

cauda, essas partes se desprendem gerando caudas e cabeças normais soltas no ejaculado 

(Arruda et al. 2015). 

Neste caso, observou-se que além dos danos ocasionados durante o processo de 

criopreservação, a granulometria das partículas de castanha presentes no extrato foi um 

fator agravante para maior ocorrência deste defeito. Uma vez que o extrato apresentava- 

se muito concentrado (como observado no CASA), resultando em atrito entre a célula e 

as partículas de castanha, fazendo com que a junção da cabeça e flagelo (que já estavam 

vulneráveis) se rompessem culminando na separação dessas partes. Portanto, à medida 

que foi substituindo a gema de ovo pelo extrato de castanha-do-brasil, houve aumento do 

número de partículas acentuando esse tipo de defeito. 

O efeito linear decrescente observado no teste HOST (Tabela 5) demonstrou 

maior ocorrência de células com membranas lesadas à medida que foi aumentando o nível 

de substituição da gema pelo extrato de castanha, apontando que a hipotética ação 

crioprotetora do extrato da castanha-do-brasil não demonstrou ser eficiente na proteção 
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das células espermáticas contra danos ultra estruturais causados a membrana plasmática 

durante o processo. 

Comportamento semelhante foi observado para a análise de integridade da 

membrana plasmática por meio de microscopia de epifluorescência (Tabela 5) quando 

substituiu-se 100% a gema de ovo pelo extrato verificando que maior foi o número de 

células que apresentaram lesões na membrana plasmática, confirmando que a substituição 

total não se mostrou eficiente, afetando não somente à proteção da MP mas também 

desfavorecendo o potencial mitocondrial celular (Tabela 6) e consequentemente, 

diminuindo a produção de energia das células já que tal produção ocorre no interior das 

mitocôndrias (Di Marino, 2012). Entretanto, o efeito quadrático demonstrou ponto de 

máxima no nível de 75% de substituição da gema de ovo, com melhor percentual para o 

número de células íntegras. Dessa forma, pressupõe-se que nos níveis de substituição 25 

e 50%, as quantidades dos compostos selênio e ácidos graxos, bem como a interação 

desses componentes com gema não tenham sido suficientes para apresentar efeito 

positivo na proteção à membrana plasmática aos efeitos deletérios da criopreservação. 

A gema do ovo é composta principalmente por 68% de lipoproteínas de baixa 

densidade (LDL), com reconhecido efeito protetor às células espermáticas durante o 

processo de congelação, onde essas moléculas se rompem fornecendo fosfolipídios e 

colesterol à membrana plasmática, conferindo estabilidade e inibindo as crioinjúrias 

derivadas do processo, além de se ligar a algumas proteínas do plasma seminal inibindo 

sua toxicidade (Moussa et al. 2002). Apesar da amêndoa da castanha-do-brasil possuir 

elevada porção lipídica, a quantidade de lipídeos do extrato da castanha, não se mostrou 

tão eficiente quanto a fração de LDL presente na gema de ovo. Ainda não se tem trabalhos 

que tratem do uso do extrato em condições celulares, dificultando o conhecimento da ação 

dos ácidos graxos presentes nesse vegetal na criopreservação de sêmen. 
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Os parâmetros motilidade e vigor no teste de termorresistência (TTR) (Tabelas 7 

e 8), quando avaliou a substituição integral da gema pelo extrato da castanha, 

demonstraram média mínima logo após a descongelação 30% e 2,1 respectivamente, 

sendo a motilidade considerada normal e o vigor apresentou-se baixo conforme os 

parâmetros propostos por Henry and Neves (1998). 

A substituição da gema de ovo pelo extrato quando avaliada nas horas zero e uma, 

houve efeito quadrático para motilidade (Tabela 6). O fator a ser levado em consideração, 

são os elevados valores de selênio encontrados na torta e extrato de castanha-do-brasil, o 

que pode ter apresentado efeito tóxico aos espermatozoides, devido à presença de 1.620 

ng de selênio por mL no extrato. 

Após o preparo dos diluentes, a quantidade do selênio presente no nível de 100% 

de substituição do extrato pela gema de ovo, apresentou 324 ng/mL. Apesar de o selênio 

possuir ação antioxidante, quando se manifesta em concentrações elevadas, promove o 

efeito inverso causando toxidez (Lovercamp et al. 2013). Estudos mostram aumento na 

apoptose e perda da viabilidade de células cancerígenas tratadas com várias 

concentrações de selênio, especialmente quando foram tratados com 500 ng/mL (Cao et 

al. 2008). 

Dessa forma, quando utilizadas às concentrações de 25 e 50% durante o TTR, (81 

e 162 ng de Se/mL) estas ainda não seriam suficientes para que a quantidade de Selênio 

presente no extrato demonstrasse seu potencial de toxidade e, quando se utilizou 100% 

de extrato (324 ng de Selênio/mL), esse mineral exerceu efeito tóxico devido à alta 

concentração. 

Comportamento semelhante foi observado na avaliação do vigor espermático 

(Tabela 7), que apesar de nas primeiras horas não ter sido observado diferença quanto à 

substituição, na segunda hora observou-se que o tratamento 75% não diferiu do controle 
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e nem dos demais, porém o controle diferiu dos tratamentos contendo 25, 50 e 100% de 

extrato. Nesse caso, ficou evidente que quando as células são expostas à incubação por 

períodos de tempo maiores, mesmo ocorrendo efeito esperado de redução na sua 

intensidade de movimento, o extrato da castanha-do-brasil contribuiu negativamente para 

a perda de sua potencialidade, tornando-se um meio nocivo às células quando 

substituindo 100% da gema de ovo na técnica de congelação de sêmen. 

Quando utilizado o CASA para avaliação da cinética espermática, é possível ter 

maior precisão nos resultados, pois, além de ser uma alternativa mais objetiva, o CASA 

analisa o comportamento celular de forma individual (Cox et al. 2006). Entretanto, 

durante a realização da análise observou-se partículas que coincidiam com o tamanho da 

cabeça dos espermatozoides, sendo estas partículas resíduos de torta de castanha-do- 

brasil. A coincidência da semelhança do tamanho dessas partículas com a cabeça dos 

espermatozoides se deve ao fato do extrato ter sido filtrado em Filtro de Nylon® 20 

micras (tamanho semelhante ao da cabeça do espermatozoide), essa porosidade permitiu 

a passagem de fragmentos de torta de castanha no crivo, dificultando a análise 

computadorizada, pois embora seja o flagelo a parte do espermatozoide que propulsiona 

o movimento, os sistemas automáticos avaliam o movimento da cabeça porque é 

tecnicamente mais fácil acompanhar esse movimento do que o do flagelo (Amann and 

Katz, 2004) fazendo com que o sistema confundisse partículas de castanhas (imóveis) 

com cabeças de espermatozoide resultando em médias tão baixas. 

Outro fator que contribuiu para os resultados da análise no CASA é que tanto a 

gema de ovo quanto acastanha são ricas em porção lipídica e a soma desses dois meios 

ou somente o extrato da castanha (100%) proporcionou o aumento da fração de ácidos 

graxos presentes impossibilitado os espermatozoides demonstrarem seu verdadeiro 

potencial de motilidade, tomando o meio mais viscoso, fazendo com que essas células se 
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encontrassem em condições de difícil locomoção. Como conseqüência, tem-se o gasto 

desnecessário de ATP, levando o espermatozoide a utilizar mais energia durante a 

locomoção, o que é desfavorável, pois essa energia é imprescindível para iniciar os 

processos catabólicos por meio da via glicolítica, bem como favorecer a mobilidade e 

balanço iônico (Di Marino, 2012). 

O efeito linear decrescente ocorrido nos parâmetros velocidade progressiva 

(VSL), amplitude de deslocamento lateral da cabeça (ALH), freqüência de batimento 

(BCF), retilinearidade (STR) e linearidade (LIN); (Tabela 8) mostra que nas condições 

experimentais descritas, o extrato utilizado como ação protetora das células espermáticas 

durante a criopreservação não possibilitou características adequadas ao ponto de 

promover ação antioxidante por meio do selênio contido na castanha. Esses resultados 

indicam falhas na neutralização dos radicais livres, evitando a ação do excesso das 

espécies reativas de oxigênio (ROS) nas células espermáticas (Guthrie and Welch, 2012). 

Os dados relacionados à taxa de clivagem apresentaram efeito quadrático de 

máxima no nível de 75% de substituição da gema de ovo, apresentando moderada 

melhora na taxa de fertilização dos ovócitos. Tomando como base que a fertilização in 

vitro, é um dos métodos mais eficientes em predizer o potencial de fertilização de 

amostras de sêmen após o processo de criopreservação (Perumal et al. 2011), as taxas de 

fertilização e clivagem dos ovócitos demostrou que as análises de integridade funcional 

de membranas, utilizadas neste experimento, foram eficazes em demonstrar o potencial 

fecundante do sêmen de acordo com os tratamentos. 

Conclusão 

A substituição da gema de ovo pelo extrato de castanha-do-brasil não foi eficiente 

na criopreservação do sêmen de touros bovinos. 
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A fração de LDL da gema de ovo em meio crioprotetor, demostrou ser 

imprescindível para minimizar os danos causados a membrana plasmática das células 

espermáticas durante o processo de criopreservação. 

O teor de selênio encontrado nas castanhas utilizadas para elaboração do extrato 

foi considerado elevado e tóxico aos espermatozoides, na substituição total da gema pelo 

extrato. 

A utilização do extrato da castanha-do-brasil em meio crioprotetor demonstrou 

que mais estudos são necessários a fim de avaliar seu verdadeiro potencial em biotécnicas 

na reprodução animal. Indicando que a etapa crucial para melhores resultados é o 

refinamento na obtenção do extrato da castanha. 
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630 Tabela 1: Composição dos meios experimentais utilizados na congelação de sêmen 

631 bovino 

Concentração de 
Água Triladyl Gema de ovo Extrato de castanha 

extrato da castanha- 

(%) (%) (%) (%) 
do-brasil (%) 

0 60 20 20 0 

25 60 20 15 5 

50 60 20 10 10 

75 60 20 5 15 

100 60 20 0 20 

632 

633 

634 Tabela 2: Composição química do extrato da castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa), 

635 utilizado no meio diluidor na criopreservação de sêmen de touros Nelore 

Componente Extrato da Castanha-do-brasil 

Umidade (%) 50,51% 

Proteína Bruta (%) 42,95 

Lipídios (%) 18,72 

Matéria Mineral (%) 7,94 

Selênio (mg/kg) 1,62 

636 Médias obtidas em triplicatas; 

637 Proteína (N x 5,46 conforme Severo, 2014). 

638 
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639 Tabela 3: Composição em ácidos graxos das frações lipídicas obtidas a partir do extrato 

640 da castanha-do-brasil 

Ácidos graxos Código % 

Saturados 

Láurico C12:0 0,01 

Mirístico C14:0 0,01 

Palmítico Cl 6:0 0,73 

Esteárico Cl 8:0 0,57 

Insaturados 

Oleico C18:ln9c 1,09 

Linoleico C18:2n6c 1,08 

Total de Gordura Poli- - 1,08 

insaturada 

Total de Gorduras - 2,20 

Ins aturadas 

Total de Gorduras Saturadas - 1,37 

641 
642 
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643 Tabela 4: Valores relativos à morfologia espermática e teste hiposmótico (HOST) de 

644 sêmen criopreservado de touros Nelore 

Concentrações do extrato da Castanha-do-brasil 

Item 0% 25% 50% 75% 100% CV L* Q** 

Defeitos 6,38 6,6 8,08 8,80 14,98 76,32 0,0004 0,080 

totais1 

Defeitos 1,66 1,24 1,14 1,28 1,72 97,51 0,88 0,135 

maiores 

Defeitos 4,72 5,36 6,94 7,52 13,2 87,53 0,0003 0,133 

menores2 

HOST3 24,06 20,98 19,97 19,46 14,13 37,22 0,0006 0,578 

645 CV= Coeficiente de variação; 

646 * Efeito linear após a descongelação; 

647 **Efeito quadrático após a descongelação; 

648 ^ = 5,08 + 0,07X(R2 = 0,12); 

649 2Y = 3,71+0,07X(R2= 0,13); 

650 3Y = 23,9 - 0,083X (R2 = 0,13); 

651 
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652 Tabela 5: Integridade da membrana plasmática avaliada pela análise de epifluorescência, 

653 de acordo com a concentração de extrato de castanha-do-brasil em substituição 

654 à gema de ovo. 

Concentração de extrato da Castanha-do- 

brasil 

Membrana 

Plasmática 
0% 25% 50% 75% 100% CV L* Q* 

s | 
Integra1 24.88 27.48 23.78 29.44 20.54 33.48051 0.2109 0.0330 

Lesada2 75.12 72.52 76.22 70.5 79.46 11.29 0.2109 0.0330 

655 CV= Coeficiente de variação; 

656 * Efeito linear após a descongelação; 

657 **Efeito quadrático após a descongelação; 

658 'Y = 24.62 + 0.13 X - 0.0015X2 (R2= 0.04) 

659 2 Y = 75.38 - 0.13 X + 0.0015X2 (R2= 0.04) 
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660 Tabela 6: Correlação entre células espermáticas com membrana plasmática íntegra, 

661 semilesados e lesada com o potencial de membrana mitocondrial 

Com potencial de MM Sem potencial de MM 

Com potencial de MM 1.00000 <.0001 

Sem potencial de MM <.0001 1.00000 

MP lesada 0.3988 0.3988 

MP semilesados 0.0900 0.0900 

MP íntegra 0.0048 0.0048 

662 
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663 Tabela 7: Motilidade espermática do sêmen de touros Nelore após diluição e durante o 

664 teste de termorresistência (TTR) após descongelação 

Motilidade Motilidade espermática (%) no TTR 

Concentração1 do sêmen 0 hora* 1 hora* 2 horas** 3 horas 

(%) Pós diluição CV :26,96 CV:37,14 CV: 71,40 CV:115,75 

(%) 

0 73,2 51,2 44,0 36,0 19,6 

25 70,4 49,2 42,8 27,2 14,2 

50 70,4 48,0 40,0 20,8 13,2 

75 70,4 49,6 46,8 27,2 19,2 

100 69,6 30,8 27,2 20,2 10,0 

665 Valores obtidos por meio do teste estatístico contraste de regressão; 

666 -Efeito quadrático; 

667 *-Efeito linear; 

668 'Teor de substituição da gema de ovo pelo extrato da castanha-do-brasil; 

669 Efeito dos tratamentos na hora 0: Y= 49,44 + 0,19X - 0,0035X2 (R2 = 0,20); 

670 Efeito dos tratamentos na hora 1: Y = 42,19 + 0,19X - 0,0031X2 (R2 = 0,09); 

671 Efeito dos tratamentos na hora 2: Y = 32,60 - 0,13X (R2 = 0,05); 

672 
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673 Tabela 8: Vigor (escala de 0-5) de espermatozoides de touros Nelore após diluição e 

674 durante o teste de termorresistência rápido (TTR) 

Vigor do Vigor espermático (%) no TTR 

w1 sêmen 

Pós diluição 

0 hora 1 hora 2 horas2 3 horas 

0 3,1 2,5 2,1 1,9a 1,2 

25 3,1 2,4 2,0 1,3 b 0,8 

50 3,2 2,4 2,0 l,0b 0,6 

75 3,1 2,5 2,3 l,6ab 0,9 

100 3,0 2,1 2,8 1,4 b 0,8 

675 Valores obtidos por meio do teste estatístico Kruskal wallis; Letras diferentes na 

676 mesma coluna indica diferença estatística; 

677 'Teor de substituição da gema de ovo pelo extrato da castanha-do-brasil; 

678 4 Diferença estatística (P<0,05). 

679 
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680 5 Tabela 9: Coeficiente de variação dos parâmetros da cinética espermática obtidos pelo 

681 sistema de análise computadorizada da motilidade espermática no sêmen de touros da 

682 raça Nelore 

Parâmetro 

Teor de extrato da castanha-do-brasil 

CV* L** 

0% 25% 50% 75% 100% 

MT (%)! 4,52 1,60 0,72 0,80 0,40 173,28 < .0001 0,0048 

MP (%)2 1,48 0,40 0,20 0,20 0,08 245,85 < .0001 0,01 

VAP 52,43 39,16 47,34 44,87 34,17 61,53 0,07 0,78 

VSL3 36,80 27,06 29,59 31,57 22,50 57,88 0,02 0,95 

VCL 107,44 77,92 94,12 87,96 79,19 62,57 0,19 0,64 

ALH4 5,58 2,67 2,21 3,23 1,30 113,36 0,0003 0,18 

BCF5 24,92 22,68 19,44 18,54 14,58 66,71 0,004 0,91 

STR6 67,60 50,88 50,48 46,84 43,32 54,18 0,003 0,27 

LIN7 35,68 29,92 27,12 26,00 20,28 63,20 0,002 0,89 

683 6 0%: Controle; 25%: substituição de 25% da gema de ovo pelo extrato da castanha- 
684 do-brasil; 50%: substituição de 50% da gema de ovo pelo extrato da castanha-do- 
685 brasil;75%: substituição de 75% da gema de ovo pelo extrato da castanha-do-brasil; 
686 100%: sêmen criopreservado apenas com o extrato da castanha-do-brasil; 
687 7 ^Coeficiente de variação; 
688 8 "Efeito linear após a descongelação; 
689 9 '"Efeito quadrático após a descongelação; 
690 10 1Y = 4,27 - 0,10X + 0,0006x2 (R2= 0,20); 

691 11 2 Y = 1,37 - 0,03X + 0,0002x2 (R2= 0,14); 

692 12 3 Y = 34,32 - 0,09X (R2 = 0,29); 

693 13 4 Y = 4,59 - 0,03X (R2 = 0,08); 

694 14 5 Y = 24,99 - 0,09X (R2 = 0,06); 

695 15 6Y = 62,34 - 0,2X (R2 = 0,05); 

696 16 7 Y = 34,74 - 0,13X (R2= 0,06); 

697 
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698 Tabela 10: Média da taxa de clivagem obtida na fertilização in vitro utilizando sêmen 

criopreservado com e sem extrato de castanha-do-brasil 

Tratamento Taxa de clivagem (%) CV* L** 

0% 70.33 

25% 70.00 

50% 37.29 
15.81 0.0009 0.0123 

75% 54.66 

100% 51.66 

700 *Coeficiente de variação 

701 **Efeito linear após o descongelamento 

702 ***Efeito quadrático após o descongelamento 

703 Y = 73.73700759- -0.7274500X + 0.00516802X2 (R2 = 0.28) 

704 
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ANEXO 

ANEXO A. Solução para avaliação da integridade de membrana plasmátíca 

A.l Solução estoque de IP (0,75nM) -Solução I 

• IP 10 mg 

• Solução salina 0,9% 20 mL 

Obs: aliquotar em volumes de 10 pL e conservar a -20 0C protegido da luz 

A.2 Solução estoque de C-FDA - Solução II 

• C-FDA 9,2 mg 

• DMSO 20 mL 

A.3 Solução estoque de formaldeído - Solução III 

• Formaldeído 40% 4 mL 

• Solução Salina 0,9% 96 mL 

A.3 Solução estoque de citrato de sódio 3% - Solução IV 

• Citrato de sódio 3 g 

• Solução salina 0,9% 100 mL 

A.4 Solução de trabalho de C-FDA 

• Solução I 2 % 

• Solução II 1 % 

• Solução III 1 % 

• Solução IV 96 % 

Obs: preparar diariamente e estocar a 4 0C, protegido da luz. 
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