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RESUMO

SANTOS, V. S. Adicao da Polpa Liofilizada do Fruto do Noni (MorindaCitrifoliaLinn)
como Antioxidante a Diluente para Congelacdo de Sémen Ovino. Sergipe: UFS, 2014
48p. (Dissertacdo — Mestrado em Zootecnia).

Objetivou-se avaliar o potencial antioxidante da polpa liofilizada do fruto do Noni
(Morindacitrifolia) em adicdo a diluente para congelacdo de sémen, nas concentracdes de
2,35mg/mL; 4,70mg/mL e 4,70mg/mL sobre a viabilidade in vitro de espermatozoides
ovinos.Foram coletados um total de cinco ejaculados, provenientes de dois reprodutoresda
raca Sant Inés com idade entre 1 e 2 anos, pela técnica da vagina artificial. O sémen foi
dividido em volumes iguais, diluido nos meios correspondentes a cada tratamento,
armazenado em palhetas de 0,25mL, seguidoda refrigeracdo a — 0,25 °C/min até 5°C, um
tempo de estabilizacdo de uma hora e, congelacdo a — 20 ° C/min até atingir — 140 ° C,
quando foram submersas em nitrogénio liquido a — 196 ° C. As amostras foram
descongeladas (37°C/30segundos) e avaliadas quanto a viabilidade, cinética espermatica
computadorizada, integridade de membrana plasmaética, status de capacitacdo e reagdo
acrossomal e aplicou-se o teste de teste de termorresisténcia lento quanto aos parametros
motilidade, vigor e integridade da membrana plasmatica pelo teste hiposmotico. A adicao
da polpa liofilizada do fruto do noni na concentracdo de 4,70mg/mL reduziu a peroxidagédo
lipidica do meios (p<0,5). Entretanto ap6s diluicdo do sémen, seguida da
congelacao/descongelacdo, os meios contendo concentracBes superiores a 2,35mg/mL
foram prejudiciais (p<0,5) a motilidade total, motilidade progressiva, velocidade de
percurso médio, velocidade progressiva, velocidade curvilinear, amplitude de
deslocamento lateral da cabega, batimento flagelar cruzado e na concentragéo 4,70mg/mL
sobre a retilinearidade de espermatozéides ovinos, sem no entanto afetar a integridade da
membrana plasmatica e o status de capacitacdo e reacdo acrossomal. Nas concentrac@es
utilizadas, ndo recomenda-se a utilizacdo da polpa do Noni liofilizada, como ingrediente
antioxidante em diluente para congelacdo de sémen ovino.

Palavras chave: lipoperoxidacgdo, criopreservacdo, espermatozoides, carneiro,
Morindacitrifolia



ABSTRACT

SANTOS, V. S. Addition of Lyophilized Pulp Fruit of Noni (Morindacitrifolia Linn)
as Antioxidant for Freezing Semen Ram.Sergipe: UFS, 2014 48p. (Dissertation — Master
in Zootecnia).

Aimed to evaluate the antioxidant potential of freeze-dried pulp of the Noni
(Morindacitrifolia) in addition to a diluent for semen freezing, the concentrations of
2,35mg / mL; 4,70mg / mL and 4,70mg / mL on the in vitro viability of sheep sperm. A
total of five ejaculates from two breeding race Santa Inés aged 1 and 2 years, the technique
of artificial vagina were collected. Semen was divided into equal volumes, diluted in the
means corresponding to each treatment, stored in straws of 0.25 ml, followed by cooling to
-0.25°C/minto 5 ° C, a time of stabilization of an hour and freezing at - 20 ° C / min up
to - 140 ° C, when they were submerged in liquid nitrogen at - 196 ° C. the samples were
thawed (37 © C / 30 seconds) and evaluated for feasibility, computerized sperm Kinetics,
plasma membrane integrity, status of training and acrosome reaction and applied the test of
slow thermoresistance test for parameters like motility, vigor and integrity of the plasma
membrane by hypoosmotic test. The addition of the freeze-dried noni fruit pulp
concentration of 4.70 mg / mL reduced lipid peroxidation of the means (p <0.5). However,
after dilution of the semen, followed by freeze / thawing media containing higher
concentrations 2,35mg / mL harmful (p <0.5) the total motility, progressive motility,
average path velocity, progressive velocity, curvilinear velocity, amplitude of lateral head
displacement, beat cross cross and concentration 4,70mg / mL on the straightness of ram
spermatozoa, without affecting the integrity of the plasma membrane and the status of
capacitation and acrosome reaction. At the concentrations used, the use of freeze-dried
Noni pulp is recommended as an antioxidant ingredient in diluent for freezing ram semen.

Keywords: lipid peroxidation, cryopreservation, sperm, sheep, Morindacitrifolia



1. INTRODUCAO

No sentido de aumentar a produtividade dos rebanhos ovinos, o uso de biotécnicas da
reproducdo como a inseminacdo artificial com sémen congelado permitem maior
aproveitamento dos ejaculados dos reprodutores. Contudo, a manipulacdo dos
espermatozoides durante os processos de congelacdo/descongelacdo, a exposicdo ao
oxigénio e reducdo dos antioxidantes naturais do ejaculado pela diluicdo resultam num
desequilibrio de espécies reativas ao oxigénio (ROS) causando danos aos espermatozoides
e consequentemente reducgéo do potencial de fertilizag&o.

As células espermaticas utilizam o metabolismo do oxigénio como principal fonte de
energia, capaz de gerar ROS que, em pequenas quantidades, sdo necessarios para a funcao
espermatica normal, porém, em desequilibrio sdo prejudiciais levando a peroxidagédo
lipidica da membrana plasmatica, alterando a estrutura do espermatozoide, reduzindo a
capacidade de fertilizacdo. Entretanto, a peroxidacdo lipidica pode ser controlada ou
revertida pelo uso de antioxidantes no meio diluidor (MAIA e BICUDO, 2009). Assim,
torna-se necessaria a identificacdo de antioxidantes que possam ser utilizados para
equilibrar a acdo e producdo das ROS durante o0s procedimentos de
congelacdo/descongelacdo de sémen e assim, controlar a peroxidacao lipidica mantendo a
viabilidade celular.

O Noni tem sido alvo de muitos estudos devido a presenca de determinados
compostos com funcdo antioxidante, em varias partes da planta, o que o torna um provavel
ingrediente capaz de equilibrar ou reduzir a producdo de ROS intensificados durante o
processo de congelacdo/descongelacao.

Diante da necessidade da reducdo de danos causados as células espermaticas pela
acdo das ROS durante os processos de congelacdo/descongelacdo, objetivou-se avaliar a
adicédo da polpa liofilizada do fruto do Noni, em diferentes concentracdes a diluente para
congelacao de sémen ovino, sobre a viabilidade, motilidade subjetiva, vigor, integridade de
membrana plasmatica, cinética espermatica por avaliacdo computadorizada, status de

capacitacao espermatica e reacao acrossomal.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Processamento e danos celulares durante a congelacdo de sémen

Os ejaculados da maioria dos animais domésticos contém mais espermatozoides que
0 necessario para uma fecundagdo. Assim, a diluicdo do sémen associada a biotécnica de
inseminacdo artificial (1A) permite maior aproveitamento do mesmo, possibilitando sua
utilizacdo em diversos rebanhos (CASTELO et al., 2008) e, associada a congelacao,
permite ampla disseminacdo de material genético valioso (BUCAK et al., 2008).
Entretanto, o uso de 1A com sémen congelado em ovinos ainda ndo obtém resultados
satisfatorios e torna-se necessario, entre outros, o desenvolvimento de diluentes
melhorados para aumentar as taxas de fertilidade (AISEN et al., 2005).

A congelacdo do sémen consiste em submeter os espermatozoides a temperaturas
reduzidas, inibindo de forma reversivel o metabolismo celular (SALAMON &
MAXWELL, 2000). Contudo, a manipulacdo dos espermatozoides com o intuito de
preserva-los e utilizad-los por longos periodos ocasiona danos a estrutura espermatica,
comprometendo suas fungdes bioldgicas como a diminuicdo da capacidade respiratoria,
motilidade e integridade dos componentes estruturais (SOARES & GUERRA, 2009;
SILVA & GUERRA, 2011).

Estes eventos sdo, provavelmente, provocados pelo acimulo de produtos do
metabolismo, que diminuem o transporte e a sobrevivéncia dos espermatozoides no trato
genital feminino (SALAMON & MAXWELL, 2000; AISEN et al., 2005).

O modelo estrutural basico da membrana espermatica é igual ao modelo biol6gico
organizado em um mosaico fluido, constituido por duas camadas de fosfolipidios,
interrompida por numerosas proteinas integrantes, as quais estariam intercaladas em varios
graus dentro dessa estrutura (SINGER e NICHOLSON, 1972). Segundo Amann e Graham
(1993), as proteinas sdo as principais responsaveis pela ocorréncia da maioria dos
processos dindmicos, os lipidios sdo responsaveis pela integridade estrutural, e 0s
carboidratos desempenham importante papel nas interacdes entre as celulas.

O conteudo lipidico da membrana plasmatica dos mamiferos varia entre as diferentes
espécies, em geral contém aproximadamente 70% fosfolipidios, 25% de lipidios neutros e
5% glicolipidios (MANN e LUTWAK-MANN, 1981). Quanto ao contetdo de colesterol, é

o fator mais variavel da membrana plasmatica, e estd diretamente relacionada com a taxa
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de capacitagdo, possivelmente porque ele deve ser retirado da mesma durante esse
processo (YANAGIMACHI, 1994; FLESCH e GADELLA, 2000; FRITS et al., 2000).

As membranas plasmaticas apresentam-se em estado de fluidez, um pré-requisito
para o desempenho de suas fungdes, sendo que fatores como a composicdo relativa entre
fosfolipidios, colesterol e a temperatura a qual a membrana se encontra afetam esta fluidez
(HAMMERSTED et al., 1990).

A congelacdo afeta a composicao lipidica e organizacional da membrana plasmatica
de espermatozoides ovinos, resultando em danos estruturais e predispondo-os a defeitos
morfologicos (HINKOVSKA-GALCHEVA et al., 1989). Os danos & membrana causados
pela congelacdo afetam a capacitacdo e hiperativacdo espermatica, assim como 0 processo
de fertilizacdo, o que pode ser comprovado pela maior fertilidade do sémen fresco
comparado ao congelado quando o mesmo numero de espermatozoides na dose
inseminante é utilizado (WATSON, 1995).

2.1.1 Espécies reativas ao oxigénio e peroxidacao lipidica

As células espermaticas sdo metabolicamente flexiveis em relagdo a utilizagcdo do
oxigénio para seu metabolismo (CAMARA & GUERRA, 2011) e a utilizagdo do
metabolismo oxidativo como principal fonte de energia € capaz de gerar biometabdlitos
ativos do oxigénio, denominados espécies reativas ao oxigénio (ROS) como o anion
superoxido (O7), o radical hidroxil (OH) e o peréxido de hidrogénio (H,O,)
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989).

O equilibrio entre o potencial antioxidante do plasma seminal e o potencial oxidativo
dos metabdlitos espermaticos controlam a taxa de lipoperoxidacdo espermatica
(STRADAIOLLI et al., 2007) e quando ha o desequilibrio na concentracdo de ROS, seja
pelo aumento de sua producdo ou pela diminuicdo da atividade de substancias
antioxidantes, o sistema encontra-se no estado de estresse oxidativo.

Para minimizar o estresse oxidativo e a lipoperoxidagéo, o espermatozoide possui um
sistema antioxidante intracelular constituido da glutationa reduzida (GSH),
glutationaperoxidase (GSH-Px), catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) (AITKEN,
1995) e extracelularmente é protegido pelo plasma seminal que contém redutores de ROS
enziméticos e ndo enziméaticos como &cido ascérbico, &cido Urico, albumina, taurina,
hipotaurina e vitamina E (ZINI et al., 2000).



As enzimas antioxidantes presentes no plasma seminal sdo muito importantes para a
protecdo espermatica entretanto, os processos de diluicdo e congelagdo-descongelacdo do
sémen induzem a mudancas consideraveis na distribuicdo e concentracdo dessas enzimas
(AGARWAL et al., 2006; MARTI et al., 2008), resultando no desequilibrio entre
oxidantes e antioxidantes e, consequentemente, no estresse oxidativo (BILODEAU et al.,
2000).

A controlada concentragdo de ROS como o anion superoxido e peroxido de
hidrogénio possui papel importante na fisiologia espermatica (De LAMIRADE et al.,
1997) e a producdo de pequenas quantidades destes elementos no sémen é necessaria para
a funcdo espermatica normal, sendo um pré-requisito para capacitacdo, hiperativacéo,
reacao acrossomal e fusdo espermatozoide-ovécito (MAIA e BICUDO, 2009). No entanto
altas concentracdes dessas moléculas sdo prejudiciais, pois a membrana plasmatica dos
espermatozoides consiste no principal substrato das espécies reativas ao oxigénio, levando
a peroxidacao lipidica (HOLT, 2000).

A peroxidacdo lipidica inicia-se quando as ROS entram em contato com 0s &cidos
graxos poli-insaturados da membrana espermatica e retiram um hidrogénio de uma dupla
ligagdo, transformando-o em radical livre, que por sua vez ird agir em outro &cido graxo
poli-insaturado. Este processo desencadeia a cascata de peroxidagdo causando alteragdes
da capacidade de regular a concentracdo intracelular de ions envolvidos no controle do
movimento espermatico (AITKEN e KRAUSZ, 2001; MARQUES et al., 2002).

Os lipidios da membrana plasmatica sdo ricos em &cidos graxos poli-insaturados que
conferem a fluidez necessaria para que ocorram 0s eventos de fusdo de membranas
associados com a fertilizacdo. No espermatozéide oxidado, ocorre diminui¢cdo da fluidez
da membrana, aumento da permeabilidade e diminuicdo da capacidade de fertilizacdo,
sendo a peroxidacao lipidica uma causa importante de disfuncdo espermatica (MAIA &
BICUDO, 2009).

2.2 Meio diluidor e antioxidantes

Os diluentes utilizados para a conservacdo do sémen devem ter capacidade de
tamponamento, osmolaridade adequada e proteger as células espermaticas de leséo
criogénica (SALAMON e MAXWELL, 2000), preservando a motilidade e a integridade da

membrana plasmatica dos espermatozoides, neutralizando produtos toxicos produzidos,



atuando como fonte de energia e inibindo o crescimento bacteriano (AMANN e PICKETT,
1987).

Diluentes para congelacdo geralmente possuem um crioprotetor ndo permeavel
(gema de ovo ou leite), um crioprotetor penetrante (glicerol), um tampdo (Tris), um ou
mais agUcares (glucose, lactose, rafinose, sacarose ou trealose), sais (citrato de sédio, &cido
citrico) e antibidticos (penicilina, estreptomicina) (EVANS & MAXWELL 1987), com
valor de pH entre 6,75 e 7 (BARBAS & MASCARENHAS, 2009).

Baseando-se na composicdo e na dindmica das membranas espermaticas, existem
propostas para a adicdo de diversas substancias aos meios diluidores, na tentativa de
minimizar os danos impostos pela criopreservacdo aos espermatozoides (BICUDO et al.,
2007).

Antioxidantes sdo substancias que retardam ou inibem a oxidacdo do substrato
oxidavel. Os radicais formados a partir de antioxidantes ndo sdo reativos para propagar
uma reacdo em cadeia, formando produtos estaveis (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
2000).

Peixoto et al. (2008), avaliando o efeito do tempo de incubacdo pos-descongelacédo
sobre a viabilidade de espermatozoides ovinos em diluente Tris-Gema suplementado com
vitamina C e Trolox, constataram que a vitamina C determinou menor percentual de
espermatozoides com estresse oxidativo.

Maia et al. (2009) verificaram que o uso de antioxidantes é eficaz para remover o
excesso de ROS e manter o equilibrio do sistema. Ao adicionar antioxidantes Trolox-C ou
catalase ao diluidor, os autores constataram que houve efeito benéfico sobre a integridade
das membranas plasmatica e acrossomal de espermatozoides ovinos, em relacdo ao
controle (TRIS), assim como o percentual de espermatozoides viaveis com acrossomo
intacto também foi maior.

Desta forma, a adigdo de antioxidantes ao diluente visa aumentar a viabilidade
espermatica, reduzindo o grau de danos celulares, melhoria da motilidade espermatica e
integridade acrossomal (SARLOS et al., 2002). No entanto, a concentracdo ideal de

antioxidantes ainda precisa ser determinada (MAIA et al., 2009).



2.2.1 Noni e Atividade Antioxidante

O Noni é uma planta da familia Rubiaceae (WANG et al., 2002), com 3-10 m de
altura, flores pequenas e frutos ovais e carnosos, com muitas sementes, ligeiramente
enrugados, semi-translucidos e de coloracdo entre verde e amarelo conforme o estagio de
maturacdo. Em condi¢des favoraveis, a planta produz frutos nove meses apds o plantio e
continua a produzir o ano todo (CHAN-BLANCO et al., 2006).

A espécie tem sido foco de muitos estudos (WANG et al., 2002; SU et al., 2005;
TEMITOPE et al., 2011, BRAMORSKI et al., 2010; AHMAD et. al., 2012), o que pode
ser constatado pelo aumento no numero de patentes, principalmente nos anos de 2005 e
2007 (SERAFINI et al., 2011) devido a seus provaveis efeitos potenciais sobre o
tratamento e prevencao de vérias doencas. Entretanto, precisa-se identificar os compostos
que justifiguem o seu uso (BRAMORSKI et al., 2010).

O efeito benéfico do noni pode resultar de determinados compostos extraidos das
raizes, folhas, cascas e frutas tais como Oxido nitrico, alcaléides e esterdis com acédo
antioxidante (CHAN-BLANCO et al., 2006). As distintas partes do Noni apresentam teores
varidveis dos compostos bioativos (vitamina C e carotendides totais), com destaque para a
polpa como maior fonte de vitamina C (COSTA et al., 2013).

Estudos realizados por Serafiniet al. (2011) indicam que o extrato aquoso das folhas
do Nonipossui significativas atividade antioxidante e anti-inflamatoria, fornecendo
evidéncia farmacoldgica para o seu uso populare e que os efeitos do extrato da folha pode
depender dos seus componentes fenolicos.

O noni épredominantemente composto por carboidratos e é rico em polissacarideos
pécticos (BUI et al, 2006). Ha também em sua composi¢cdo compostos fenodicos que
representam o maior grupo de micronutrientes funcionais do suco e entre esses compostos,
0s mais importantes sdo as antraquinonas (WANG e SU, 2001) e além destes, compostos
como escopoletina, oxido nitrico, e esterdis podem ser os responsaveis pelos beneficios
atribuidos ao consumo do noni (CHAN-BLANCO et al., 2006).

Ahmad et al. (2012) observaram que o0 suco do fruto do Noni possui atividade
antioxidante e protege o0s individuos de radicais livres de oxigénio e
consequenteperoxidacdo lipidica. Tendo como um dos principais componentes a
proxeronina, precursora do alcaldidexeronina que ativa as enzimas catalisadoras do
metabolismo celular (TOMBOLATO et al., 2005).



Temitopeet al. (2011), estudando os efeitos do suco de noni taitiano (TNJ®),
vitamina E e vitamina C sobre as funcfes reprodutivas masculinas em ratos, observaram
maior motilidade e menor porcentagem de espermatozoides anormais, em ratos tratados
com o0 TNJ® em comparagdo com outros grupos.

Kutvoelgyi (2008), estudando a inclusdo do sobrenadante neutralizado do extrato do
fruto do Nonino sémen equino, verificou reducdo de danos a membrana e células
danificadas, proporcionando assim uma melhor qualidade do sémen, com maior proporcao
de espermatozoides intactos e motilidade apds o congelacao/descongelacéo.

Diante da relevancia que tem alcancado os estudos sobre as propriedades medicinais
do Noni, sdo de fundamental importancia pesquisas que avaliem os reais beneficios que
este fruto pode trazer (COSTA et al, 2013).


http://www.google.com/search?tbo=p&tbm=pts&hl=en&q=ininventor:%22Gabriella+Kutvoelgyi%22
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ADICAO DA POLPA LIOFILIZADA DO FRUTO DO NONI COMO
ANTIOXIDANTE EM DILUENTE PARA CONGELACAO DE SEMEN OVINO
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Adicao da polpa liofilizada do fruto do Nonicomo antioxidante em diluente para

congelacdo de sémen ovino~

Addition of freeze-dried Noni fruit pulp as an antioxidant in diluent for freezing ram

semen

RESUMO

Objetivou-se avaliar o potencial antioxidante de diferentes concentragcbes da polpa
liofilizada do fruto do Noni (Morindacitrifolia) em adicdo a diluente para congelagédo de
sémen, sobre a viabilidade in vitro de espermatozoides ovinos. Cinco ejaculados foram
coletados, avaliados, diluidos em meio a base Tris-Gema-Glicerol, acrescido ou ndo da
polpa liofilizada, armazenados em palhetas (0,25mL; 50x10° espermatozoides). Os
tratamentos consistiram em D1 — grupo controle, sem adicéo da polpa liofilizada, D2, D3 e
D4, diluentes contendo 2,35mg/mL, 4,70mg/mL e 7,05mg/mL, respectivamente. As
amostras foram descongeladas (37°C/30segundos) e imediatamente avaliadas quanto a
viabilidade, cinética espermatica computadorizada, integridade de membrana plasmatica,
status de capacitacdo e reacdo acrossomal e aplicou-se o teste de teste de termorresisténcia
lento quanto aos parametros motilidade, vigor e integridade da membrana plasmatica pelo
teste hiposmético. A adicdo da polpa liofilizada do fruto do noni na concentragcdo de
4,70mg/mLreduz significativamente a peroxidacdo lipidica dos meios. Entretanto apds
diluicio do sémen, seguida da congelacdo/descongelacdo, 0s meios contendo

concentracdes superiores a 2,35mg/mL sdo prejudiciais a motilidade total, motilidade

"Artigo foi elaborado de acordo com as normas da Revista Ciéncia Rural

14



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

progressiva, velocidade de percurso médio, velocidade progressiva, velocidade curvilinear,
amplitude de deslocamento lateral da cabeca, batimento flagelar cruzado e na concentracao
4,70mg/mL sobre a retilinearidade de espermatozoides ovinos, sem no entanto afetar a

integridade da membrana plasmatica e o status de capacitacéo e reacdo acrossomal.

Palavras chave: lipoperoxidacdo, criopreservacdo, espermatozdides, carneiro,

Morindacitrifolia

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the antioxidant potential of different concentrations of
lyophilized pulp of the Noni (Morindacitrifolia) in addition to a diluent for semen freezing
on the in vitro viability of sheep sperm. Five ejaculates were collected, evaluated,
dissolved in half the Tris-yolk-glycerol base, with or without the pulp freeze-dried, stored
in straws (0.25 ml; 50x106 spermatozoa). The treatments consisted of D1 - control group
without addition of lyophilized pulp, D2, D3 and D4, diluents containing 2,35mg / mL,
4,70mg / mL and 7,05mg / mL, respectively. The samples were thawed (37 ° C / 30
seconds) and immediately evaluated for feasibility, computerized sperm Kinetics, plasma
membrane integrity, capacitation status and acrosomal reaction and applied the test of slow
thermoresistance test for parameters like motility, vigor and integrity of the plasma
membrane by hypoosmotic test. The addition of the freeze-dried noni fruit pulp in
concentration 4,70mg / mL significantly reduces lipid peroxidation media. However, after
dilution of the semen, followed by freeze / thawing media containing higher concentrations
2,35mg / mL are detrimental to total motility, progressive motility, average path velocity,
progressive velocity, curvilinear velocity, amplitude of lateral head displacement, beat

cross cross and concentration 4,70mg / mL on the straightness of ram spermatozoa,
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without affecting the integrity of the plasma membrane and the status of capacitation and

acrosome reaction.

Keywords: lipid peroxidation, cryopreservation, sperm, sheep, Morindacitrifolia

INTRODUCAO

A diluicdo do sémen associada asbiotécnicas de inseminacdo artificial (1A) e
congelacdo permitem um maior aproveitamento dos ejaculados, possibilitando ampla
disseminacdo de material genético (BUCAK et al., 2008). Contudo, a manipulacdo dos
espermatozdides e os processos de congelacdo/descongelacdo ocasionam danos a estrutura
espermatica, comprometendo suas fungdes bioldgicas (SOARES & GUERRA, 2009) como
diminuicdo da motilidade e integridade dos componentes estruturais (SILVA & GUERRA,
2011).

A congelacdo afeta a composicao lipidica e organizacional da membrana plasmatica
de espermatozoides (HINKOVSKA-GALCHEVA et al., 1989), implicando no aumento da
permeabilidade da membrana e da producdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS) (HSU
et al., 1998), que em concentracdo controlada possuem papel importante nos processos de
capacitacdo, hiperativacdo, reacdo acrossomal e fusdo espermatozoide-ovdcito (MAIA &
BICUDO, 2009). Porém em altas concentragdes iniciam a peroxidacdo dos lipideos da
membrana plasmatica dos espermatozoéides, causando alteracdes da capacidade de regular
a concentragdo intracelular de ions envolvidos no controle do movimento espermatico
(AITKEN & KRAUSZ, 2001; MARQUES et al., 2002) e reducdo da fluidez da membrana,

necessaria para os eventos de fusdo de membranas e fecundacdo (MAIA & BICUDO,
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2009). A peroxidacéo lipidica pode ser controlada ou revertida pelo uso de antioxidantes
ao meio diluidor (MAIA & BICUDO, 2009) mantendo a viabilidade celular.

O Noni tem sido alvo de muitos estudos devido a presenca de determinados
compostos com funcdo antioxidante, em varias partes da planta, o que o torna um provavel
ingrediente capaz de equilibrar ou reduzir a producdo de ROS intensificados durante o
processo de congelacdo/descongelacao.

Diante da necessidade da reducdo de danos causados as células espermaticas pela
acdo das ROS durante os processos de congelacdo/descongelacédo, objetivou-se avaliar a
adicdo da polpa liofilizada do fruto do Noni, em diferentes concentracdes a diluente para
congelacao de sémen ovino, sobre a viabilidade, motilidade subjetiva, vigor, integridade de
membrana plasmatica, cinética espermatica por avaliagdo computadorizada, status de

capacitacdo espermatica e reacdo acrossomal.

MATERIAL E METODOS

Local e Periodo

O projeto foi encaminhado ao Comité de Eticaem Pesquisa com Animais de Producio
(CEPAP) e executado na Universidade Federal de Sergipe (UFS), Sao Cristdvao, Sergipe,
Brasil, a 11°01'S e 37°12" W. Os frutos do Noni foramobtidos de plantas do Campus Rural
da Universidade Federal de Sergipe, Sdo Cristvao, Sergipe, Brasil, localizado 10° 55’ S e
37° 12°W, com clima tipo As tropical chuvoso, conforme a classificagdo de Kdeppen,
temperatura media anual de 25,2°C, verdo seco e precipitagdo pluviométrica média anual
de 1.300 mm, com chuvas concentradas nos meses de abril a setembro (SANTOS et al.,
2009). As anélises de atividade antioxidante e lipoperoxidacdo foram realizadas no
Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais e Bioquimica, Departamento de Fisiologia

(UFS) e as analises laboratoriais do sémen foram efetuada nos Laboratdrios de Reproducao

17



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

Animal do Departamento de Medicina Veterinaria (UFS) e Laboratério de Biotecnologia
da Reproducdo Animal (LABRA) da Embrapa Tabuleiros Costeiros, Sergipe, Brasil.
Durante o periodo de marco a julho de 2014.
Colheita do fruto e elaboracéo do liofilizado

Os frutos foram coletados diretamente da copa das arvores e, como critério de
escolha, determinou-se o estagio de maturacdo indicado pela coloracdo do fruto em
amarelo esbranquicado (SILVA et al.,2012) e textura muito firme. Em seguida, foram
mantidos a temperatura ambiente até atingir o estado de maturacdo com cor amarela palida
e textura firme (CHAN-BLANCO et al., 2006). A partir dai retirou-se a pelicula que
reveste o fruto e realizou-se o despolpamento por passagem em peneira, 450 micras. A
polpa obtida neste processo teve seu pH aferido por meio de pHmetro digital. No copo
préprio do aparelho liofilizador foram pesados cinquenta gramas da polpa, acondicionada
em freezer (-18 a -22°C) e apdscongelada. Em seguida, procedeu-se a liofilizacdo por
aproximadamente 24 horas, até total secagem da amostra.
Determinacao dos niveis de Incluséo

Para a determinacdo das concentracdes a serem incluidas ao meio diluidor, foram
realizadas andlises para quantificacdo de fendis totais existentes na polpa liofilizada do
fruto, através do método espectrofotométrico de oxi-reducdo do Folin-Ciocalteau conforme
SOUSAet al.(2007). Em seguida, realizou-se andlise para verificacdo da atividade
antioxidante (AA) pelo Método de captura do radical DPPH’(2,2 difenil-1-picril-hidrazil)
conforme metodologia descrita por SOLER-RIVASet al. (2000) e ARGOLO et al. (2004),
utilizando solugdes contendo diferentes concentragcbes do extrato alcoolico da polpa
liofilizada (150, 100, 50, 25 e 10 pg/mL), com leituras de absorbancias realizadas por
espectrofotbmetro nos tempos de 1; 5; 10; 20 e 30 minutos ap06s o inicio da reacdo e

acompanhadas por um controle positivo (acido galico). A partir da equacdo da curva de
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calibracdo a 515nm tida como branco o metanol, e dos valores de absorbancia para cada
concentracdo testada, foram determinados os percentuais de DPPH’ remanescentes
(%DPPHe<rgn), conforme a equagaol:
%DPPH’rgm = [DPPH 1=t + [DPPH 1= X 100 (1)
Onde,
[DPPH = corresponde a concentracdo de DPPH’ no meio, apds a reagcdo com o extrato;
[DPPH]1= € a concentracdo inicial de DPPH".
Utilizando-se o programa MicrocalOrigin 7.5, a partir de uma curva exponencial de
primeira ordem, obtida plotando no eixos das abscissa as concentragdes da amostra
(ug/mL) e do controle positivo e no eixo das ordenadas, a porcentagem de DPPH’
remanescente (% DPPH'gem), determinou-se a Concentragao Eficiente (ECso pug.mL™).

A atividade antioxidante foi determinada atraves do indice de atividade antioxidante
(IAA) conforme SCHERER & GODOY (2009) e calculada através da equacdo:

IAA = %DPPHegem (ng.mL™) + CEsp (ng.mL™)
Elaboracéo dos diluentes

Para elaboracdo dos meios diluentes utilizou-se uma solucdo padrdo do fabricante
Multipliqgue® (Multiplique sémen e embribes, Pres. Prudente — SP) pH 6,5+2. Foram
utilizados 20mL da solucdo padrdo, 20mL de gema de ovo e agua ultrapura em quantidade
suficiente para (g.s.p) 100mL. Sendo que, para 0s meios contendo a polpa liofilizada,
diluiram-se os miligramas equivalentes de cada tratamento a agua Milli-q. Os diluentes
foram filtrados em filtro coletor de embrido de 75 micras e tela de nylone tiveram o pH
aferido e armazenados em tubos de ensaio previamente identificados e mantidos

congelados em freezer (-18 e -22°C).
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Inibicao da Lipoperoxidacédo da polpa nos diluentes e apds descongelacao

A capacidade da polpa do noni liofilizada nos meios diluidores em inibir a
lipoperoxidacdo foi determinada através do monitoramento da producdo de substancias
reativas ao &cido tiobarbitarico (TBARS) conforme técnica de DRAPER & HADLEY
(1990), com modificacBes, em meio lipidico. A peroxidacdo lipidica foi induzida pela
adicdo de 0,1 mL de solucdo de FeSO4 (0,17 M). O Trolox foi usado como molécula
antioxidante de referéncia (controle positivo) e o controle negativo consistiu no liofilizado
mais metanol. As reacbes foram realizadas por 30 min a 37 °C. Em seguida, as amostras
(0,5 mL) foram centrifugadas com 0,5 mL de &cido tricloroacético (15%) a 1200 g por 10
min. Uma aliquota de 0,5 mL do sobrenadante foi misturada com 0,5 mL de TBA (0,67%)
e aquecida a 95 °C por 60 min. Apds o resfriamento, as absorbancias foram medidas
usando espectrofotdbmetro a 532 nm. Para verificacdo da inibicdo da lipoperoxidacdoapos
descongelacdo,duas palhetas (250uL foram descongeladas a 37°C por 30segundos) e
procedeu-se analises conforme metodologia descrita anteriormente.
Animas Experimentais

Como doadores de sémen utilizou-se dois reprodutores com idade entre 1 e 2 anos,
da raca Santa Inés (S.l.) e como manequim para coleta, uma fémea S.I., clinicamente
saudaveis e submetidos a exames androldgico e ginecoldgico prévios, respectivamente.
Durante o periodo experimental os animais permaneceram em cercados coletivos,
separados por categoria (sexo), alimentados com capim elefante (Pennisetumpurpureum) e

concentrado comercial, com fornecimento de agua e sal mineral a vontade.

Coleta e Processamento do sémen
Foram realizadas cinco coletas de sémen pela técnica da vagina artificial, com agua

aquecida entre 47 e 50°C. A fémea (manequim) teve seu estro induzido pela aplicacéo de
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1,0 mg de cipionato de estradiol E.C.P.® (Ouro Fino Saude Animal Ltda, Cravinhos, SP)
no primeiro dia e 0,5 mg quando a fémea se tornou menos receptiva ao macho.

Imediatamente apds a coleta, o sémen foi encaminhado ao laboratorio, avaliado
quanto ao volume no proéprio tubo de coleta e mantido em banho-maria a 30-32°C até o
momento da diluicdo. Retirou-se uma gota de sémen para avaliacdo do turbilhonamento
(de 0 a 5), motilidade subjetiva (0 a 100%) e vigor (0 a 5), sobre ldamina e laminula
aquecidas a 37°C, por microscopia optica sob magnitude de 100x. Como critério para
congelacdo, foram utilizados apenas ejaculados com motilidade progressiva > a 70%, vigor
> 3 e viabilidade espermatica > a 70%, pela técnica de coloragdo com eosina-nigrosina
(BARTH & OKO, 1989).

Em seguida, adicionou-se 20uL de sémen a um microtubocontendo 2mL de solucéo
formol-salina tamponada, de onde foram retiradas aliquotas para avaliacdo imediata da
concentracdo espermatica e posterior analise morfolégica em camara umida e lamina
corada. A concentracdo espermatica (x10°sptz/mL) foi determinada pela contagem de
células em camara de Neubauer por microscopia 6tica com magnitude de 400x. A partir da
contagem, foi definido o nimero de doses inseminantes a serem preparadas.

O sémen foi dividido em quatro aliquotas de mesmo volume, diluido nos meios
correspondentes a cada tratamento e armazenado em palhetas de 0,25mL, seguido da
refrigeracdo e congelagdo em maquina TK-4000sob curva P2S2, com resfriamento de -
0,25°C/min até 5°C por um tempo de estabilizacdo de uma hora e - 20°C/min até atingir --
140°C. Em seguida as palhetas foram armazenadas em raques, em botijdo criogénico, com

nitrogénio liquido a -196°C.
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Anélises Laboratoriais do sémen

Os parametros integridade de membrana plasmatica através do teste hiposmotico,
motilidade subjetiva e vigor foram avaliados no momento da dilui¢do, imediatamente ap6s
descongelacéo e durante os tempos de 1, 2, 3 e 4 horas apds descongelacdo (TTR).

As avaliacGes referentes a cinética espermatica por analise computadorizada,
viabilidade espermatica por sondas fluorescentes e integridade da membrana plasmatica e
status de capacitacdo e reacdo acrossomal foram realizadas imediatamente apos o
descongelacéo.

Morfologia Espermatica

Do microtubo contendo sémen e solucdo formol salina tamponada, retirou-se
aliquotas para analise de alteracdes morfoldgicas de cabeca em esfregaco corado com Kit
Instant-Prov (Newprov® produtos para laboratorio, Pinhais — PR) enquanto para avaliacdo
morfologica de cauda e acrossoma, utilizou-se a técnica de camara umida (HANCOCH,
1957). Para ambas as analises, foram contadas 200 células espermaticas em microscopia de
contraste de fases com magnitude de 1000x.

Teste de Termorresisténcia Lento (TTR)

As doses de sémen foram descongeladas (37°C/ 30s) e realizado o teste de
termorresisténcia lento (TTR), seguindo as recomendacdes do CBRA (1998), com algumas
modificagfes. O volume seminal das palhetas foi acondicionado em microtubos (1,5mL),
previamente aquecidos, recoberto por uma gota de 6leo mineral e incubados a mesma
temperatura de descongelamento. Sucedeu-se a avaliagdo imediata da motilidade subjetiva
e do vigor espermético durante os tempos de 1, 2, 3, e 4 horas ap6s a descongelacao, por

meio de microscopia Optica, com magnitude de 100x.
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Teste hiposmotico (HOST)

Realizou-se o teste hiposmotico do sémen diluido e durante o TTR, seguindo-se a
técnica utilizada por FONSECAet al. (2005), utilizando solugdo com osmolaridade de
125mOsm/L. Em microtubo contendo 1,5 mL de solucdo hiposmotica e mantido em
banho-maria a 37°C, adicionou-se 10uL de sémen diluido fresco e descongelado nos
tempos Zero, 1, 2, 3 e 4 horas, os quais foram incubado por uma hora. Decorrido o tempo,
entre lamina e laminula em microscopio de contraste de fases com magnitude de 1000X,
foram contadas 200 células e o resultado expresso em porcentagem de espermatozoides
com calda dobrada subtraindo-se os defeitos de cauda dobrada relacionadas a patologias.
Cinética Espermatica por Avaliacdo Computadorizada

Para analise da cinética espermatica, uma palheta de sémen (0,25 mL) de cada
tratamento foi submetida a descongelacdo (a 37°C/30s) e o volume depositado em um
microtubo, mantido incubado em bloco aquecedor a mesma temperatura de descongelacéo.

Em seguida, 25 pl da amostra seminal foram depositados em 250 pl de solugdo de
avaliacdo X-cell (AZEVEDO 2006), de onde retirou-se uma aliquota de 3l e transferida
para uma camara Makler® (Sefi-Medical Instruments, Haifa, Israel) preaquecida a 37°C,
seguida da captura de imagens por meio de uma camera de video (Basler Vision
Technologies® 602FC, Ahrensburg, Alemanha) conectada a um microscopio com
contraste de fase (Nikon® 50i, Japédo), sob magnitude de 100x.

As imagens foram capturadas em quatro campos distintos a partir de um ponto
central e analisadas pelo software SpermClassAnalyzer (SCA®, Microptics, S.L. Versao
5.0, Barcelona, Espanha). Os parametros avaliados foram: motilidade total (MT,%),
motilidade progressiva (MP, %), velocidade de percuso medio (VAP, um/s), velocidade

em linha reta (VSL, um/s), velocidade curvilinear (VCL, um/s), amplitude de
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deslocamento lateral da cabeca (ALH, Hz), retilinearidade (STR, %), linearidade (LIN, %).
Tomou-se como base o set-upde fabrica para a espécie ovina.

Foi realizada a analise de integridade da membrana plasmatica (IM) pela combinacao
das sondas fluorescentes SYBR® Green e iodeto de propidio - P.I- (Kit 1-7011
LIVE/DEAD, Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USA), adaptando-se a técnica descrita
por GARNER & JOHNSON (1995).

Da amostra seminal diluida na solucéo de avaliacdo X-cell, 50uL foram transferidos
para microtubos previamente aquecidos (37°C) e acrescentou-se 2,5uL de SYBR® Green
(10uM), mantendo-se a amostra incubada por cinco minutos. Decorrido esse tempo, foram
adicionados 2,5 pl de iodeto de propidio (120uM) e1,0 pL de glutaraldeido a 1% diluido
em solucdo Tampdo Fosfato-Salina (PhophateBuffered Saline - PBS) sem calcio (BARTH
& OKO, 1989) e apos incubacdo de cinco minutos, realizada a leitura da amostra.

Para tanto, um volume de 12 ul foi depositado entre ldamina e laminula e foram
analisadas 200 células, em microscopio com iluminacdo epifluorescente (Nikon® 50i,
Japdo) sob magnitude de 1000x, usando-se filtro com comprimento de onda de excitacéo
de 450-490nm e de emissdo de 515nm. Os espermatozoides foram classificados como
portadores de membrana plasmatica integra ou lesada quando apresentavam-se coradas de
verde ou vermelho, respectivamente.

Capacitacao e Reacédo Acrossomal

As avaliagdes de status de capacitacdo e reacdo acrossomal dos espermatozoides
foram efetuadas pela clortetraciclina (CTC) segundo técnica descrita por GILLANet al.
(1997) adaptada por AZEVEDO (2006).

Ao microtubo contendo o sémen descongelado, foram adicionados 1000ul de
solugdo Tampéo Fosfato-Salina (PhophateBuffered Saline - PBS) sem calcio (BARTH &

OKO, 1989) preaquecida a 37°C. A amostra foi centrifugada a 400g por quatro minutos,
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sucedida da retirada do sobrenadante, restando apenas um pellet de sémen, ressuspendido
com 150ul de PBS.

ApoOs a ressuspensao, foi retirada uma aliquota de Sul e adicionada a um microtubo
contendo 20uL de solucdo de CTC (1mM), de onde retirou-se uma aliquota de 12ul e entre
lamina e laminula, foram analisados 200 espermatozoides por microscopio epifluorescente
(Carl ZeissAxiolmager A2, Alemanha) sob magnitude de 1000x, excitacdo de 450-490nm
e de emisséo de 515nnm.

As células foram classificadas como: F — ndo capacitadas com acrossomo intacto, com
fluorescéncia amarela por toda a cabeca; B — capacitados com acrossomo intacto, com
fluorescéncia amarelada na regido anterior da cabeca e auséncia de fluorescéncia na regido
pos-acrossomal; e AR — com acrossomo reagido caracterizado pela auséncia de

fluorecéncia na regido da cabeca correspondente ao acrossomo.

Anélise Estatistica

Verificou-se a normalidade dos dados através do teste Shapiro-wilk,utilizando o
programa estatistico SAS 9.3 (StatisticalAnaliysis System, 2010) onde o0s que nao
apresentaram distribuicdo normal foram transformadas em log(X+1).

As varaveis que apresentaram distribuicdo normal (motilidade diluido; HOST
durante 0o TTR; CTC padrdo F, B e AR; MOT; VCL; VSL; VAP; ALH; BCF), assim como
as que nao apresentaram normalidade inicial, porém normalizadas pela transformacéo
(MP; IM), foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) e as médias avaliadas pelo
teste de comparacdo multipla Student — Newman — Keuls (NSK) e as que mesmo apés
transformacdo ndo apresentaram normalidade (HOST do sémen diluido; vigor diluido;
vigor e motilidade durante o TTR; LIN, STR) , seguiram para analise de dados ndo

paramétricos de Kruskal-Wallis, com comparacdo multipla de médias pelo teste de Dunn.
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Adotou-se diferencga significativa entre os dados quando p < 0,05. Para tanto, utilizou-se o
programa estatistico GraphPadPrism versdo 5.0 (GraphPad Software, San Diego,CA,

EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A polpa do fruto do noniin natura apresentou pH &cido, em torno 3,5 e
porcentagem de matéria seca apds liofilizacdo de 11,7%. O pH do meio diluidor
apresentou os valores de 6,8; 6,7; 6,5 e 6,6 para os tratamentos D1, D2, D3 e D4,
respectivamente.

A polpa liofilizada do fruto do Noni apresentou quantidade de fenois totais (FT) em
torno de 16,7 mg/100g de amostra e apesar da atividade antioxidante da amostra ter sido
considerada baixa pelo IAA, na concentragdo de 150 ug/mL, foi responsavel por uma
reducdo de 68,45% do radical DPPH contra 97% do acido galico (Tabela 1). Entretanto,
vale ressaltar que o acido galico trata-se de um composto antioxidante puro e que a
reducdo do radical em questdo pode ter sido ocasionada, tanto pelos pouco compostos
fendicos quantificados quanto pela presenca de possiveis outros compostos antioxidantes
existentes na polpa.

A partir do valor da ECsy, pbde-se observar que sdo necessarias mais de 141
pg/mLda polpa liofilizada para reduzir o radical DPPH em 50% conforme podemos
observar na tabelal. Os valores encontrados neste trabalho séo inferiores aos encontrados
por Costa et al. (2013) estudando a atividade antioxidante do extrato alcoolico da polpa in
natura do noni com valor do ECsy = 40,98 pug/mL para frutos maduros, o que pode ser

explicado devido as diferentes condi¢des edafocliméaticas em que a planta se encontra.
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Tabela 1- Fendis totais (FT), potencial de inibicdo (IP), Concentracdo Eficiente (ECsp) e

indice de Atividade Antioxidante (IAA) da polpa liofilizada do Noni

AMOSTRA FT (mg GA /100g amostra) IP ECs IAA
M. citrifolia* 16,7+1,2 68,45+7,32°  14188+631° 0,28
A. gélico (A.G)** - 97,55 + 3,51" 9,33+0,22"° 4,29

FT — fendis totais expresso em equivalente de acido gilico; *concentragdo de 150 pg/mlL;
**concentragdo de 10 ug/mL no tempo de 30 minutos. IP — potencial de inibicdo; ECsy —
concentragdo de antioxidante eficiente para reduzir a concentragdo do radical DPPH em 50%; IAA
— Indice de Atividade Antioxidante.*® Médias seguidas da mesma letra nas colunas n&o diferem

estatisticamente entre si (p<0,05) pelo teste de Dunnet.

O efeito protetor da polpa liofilizada pode ser observado quando se avaliou a
capacidade de inibicdo da lipoperoxidacdo (Figura 1). Em meio lipidico contendo como
indutor da peroxidacao o sulfato ferroso, a incluséo da polpa liofilizada na concentracdo de
200pg/mL, apresentou efeito protetor significativo p <0,05 impedindo a peroxidacdo
lipidica na ordem de 80%, em relacdo controle negativo, onde ndo havia nenhum
componente antioxidante contra 97% de inibicdo do controle positivo trolox.

O efeito redutor da lipoperoxidacdo pode ter sido influenciado pelos compostos
fendicos existentes, como também devido a outros grupos de compostos fendicos nédo
identificados pelo método de extragdo, ou pela existéncia de outros componentes com
capacidade de reduzir a oxidagdo no meio como,por exemplo, a vitamina C,antraquinonas
(WANG & SU, 2001), escopoletina, 6xido nitrico, e esterois (CHAN-BLANCO et al.,

2006).
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Figura 1- Capacidade de inibicdo da lipoperoxidacéo induzida por sulfato ferroso (0,17 M).
Dados expressos em meédia + desvio padrdo. Trolox — controle positivo anti-
lipoperoxidativo. Letras diferentes indicam diferenca estatistica para p < 0,05 apo6s
avaliacdo dos dados por ANOVA seguida com pos-teste de Dunnet.

Buscando observar o efeito da polpa liofilizada do fruto do noni quando inclusa a
meio diluidor de sémen (figura 2), foi verificado que a adicdo da polpa foi capaz de
prevenir significativamente (p<0,05) a oxidagdo lipidica induzida pelo FeSO,quando
utilizado ao meio diluidor no tratamento D3 contendo 4,70mg/mL numa ordem de 85,96
%. Por outro lado, quando observado a adi¢cdo nos tratamentos D2 (2,35mg/mL) e D4
(7,05mg/mL), reduziram a lipoperoxidacdo na ordem de 57,89 e 66,66%, semelhantes ao
controle negativo, na auséncia de substancia antioxidante, 0 que leva a pressupor que em
concentracdes inferiores a 4,70mg/mLe superiores a 7,05mg/mL, a polpa exerce efeito pro-
oxidante, favorecendo a lipoperoxidacdo no meio, o0 que pode ser justificado devido ao
fruto do noniconstituir numa fonte rica de vitamina C, onde apesar da grande eficiéncia
antioxidante, a vitamina C também age paradoxalmente como pré-oxidante

(HALLIWELL& GUTTERIDE, 2000).
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Figura 2- Produgéo de nmolEq MDA em meios diluidores de sémen com ou sem a adi¢éo
da polpa do fruto do Noniliofilizada . D1- grupo controle, sem adi¢cdo da polpa
liofilizada;D2 — diluidor contendo 2,35mg/mL; D3- 4,70mg/mL e D4- 7,05mg/mL. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica para p < 0,05 apds avaliacdo dos dados por
ANOVA ao teste de Dunnet.

Em relacdo a motilidade subjetiva, apds a diluicdo dos ejaculados nos diferentes
tratamentos observou-se diferenca significativa (p<0,05), onde o uso do diluente com a
adicdo da polpa do Noni liofilizada, na concentracdo de 7,05mg/mL determinou menor
motilidade espermética. Entretanto, manteve-se semelhante (p<0,05) ap6s a descongelacéo
e durante o teste de termorresisténcia lento (Tabela 2), mantendo o valor minimo
preconizado pelo Manual para exame androlégico e avaliacdo de sémen animal do CBRA
(1998) de trinta por cento (30%) de células mdveis para sémen descongelado. Embora os
valores de motilidade observados nos diferentes tempos do TTR sejam numericamente
diferentes, a auséncia de efeito significativo pode ter ocorrido devido ao alto desvio padrédo
em decorréncia do baixo valor de N utilizado (N=5).

Os valores de motilidade encontrados sdo semelhantes aos encontrados por
CARVALHO et al. (2008) avaliando diferentes diluentes sobre a motilidade e integridade
de membrana plasmaética ap6s o congelamento e descongelamento de sémen ovino,
encontraram valores de 68% apo0s a diluicdo e 46% para o sémen apos congelamento de

sémen em em diluente Tris Gema.
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Tanto a motilidade espermatica (tabela 2) quanto o vigor (tabela 3) durante o teste de
termoresisténcia (TTR), apresentaram comportamento semelhante, sendo altos nas
primeiras horas, diminuindo nas intermediarias e, posteriormente, estabilizando em baixos
valores nas horas finais do teste. O comportamento manteve-se com o encontrado na
literatura, onde MCLAUGHLINet al. (1992) verificaram que o0 processo de
criopreservacao diminui a motilidade meédia dos espermatozoides em aproximadamente
40% sobre os valores iniciais.

Tabela 2- Motilidade subjetiva (%) do sémen ovino fresco, diluido, descongelado e durante

o TTR em diluente contendo diferentes concentragesda polpa do noni liofilizada®.

Tratamento
Variaveis P
D1 D2 D3 D4
Motilidade Diluido 7913,2, 76%1,64 76£3,2anc 69+3,24 0,0084
Motilidade TTR Oh 50+4,0 38+12,4 35,6+15,3  23+16,4 10,0550
Motilidade TTR 1h 42+44  31,2+¢13,0 24,2+19,0 19+15,2 10,2228
Motilidade TTR 2h 21+11,2 23+18,4 21+16,8 10+10 0,5164
Motilidade TTR 3h 12+10,4 13+11,6 12+12,4 0,6+1,0 0,5164
Motilidade TTR 4h 79,2 6+7,6 10+10,0 0+0 0,2650

"Médias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste SNK
(p<0,05). TTR — Teste de Termorresisténcia; D1- grupo controle, sem adicdo da polpa

liofilizada;D2- diluidor contendo 2,35mg/mL; D3- 4,70mg/mL e D4- 7,05mg/mL.

Né&o foi observado efeito (P>0,05) da adicdo da polpa liofilizada do Noni sobre o
vigor espermatico (Tabela3) apds diluicdo do sémen, assim como apos descongelacédo e
durante o teste de termorresisténcia. Permanecendo o vigor minimo necessario (vigor 3)
preconizado pelo CBRA (1998) apds a diluicdo e durante a primeira hora apds o

descongelacéo.
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Tabela 3- Vigor espermatico subjetivo do sémen ovino fresco, diluido e durante 0o TTR em

diluente contendo diferentes concentracGesda polpa do noni liofilizada.

Tratamento
Variaveis P
D1 D2 D3 D4
Vig Diluido 3,7£0,2 3,6+ 0,2 3,7£0,2 3,2+ 0,2 0,0667
Vigor TTR O 3,5+0,0 3,3+0,2 2,9+ 0,6 23+10 0,0815
Vigor TTR 1h 3,4+ 0,2 3+0/4 2,2+ 14 19+15 0,2723
Vigor TTR 2h 2,4+05 1,8+1,4 1,8+1,4 14+171 0,8590
Vigor TTR 3h 1,4+ 13 1,6+1,3 1,3+1,2 0,4+ 0,6 0,5164
Vigor TTR 4h 0,8+£1,0 0,8+£1,0 1,2+1,0 0+ 0 0,2650

TTR — Teste de Termorresisténcia; D1- grupo controle, sem adi¢cdo da polpa liofilizada;
D2- diluidor contendo 2,35mg/mL; D3- 4,70mg/mL e D4- 7,05mg/mL. Dados submetidos

ao teste Kruskal-Wallis em nivel de 5% de significancia.

Conforme os resultados da avaliagdo computadorizada da cinética espermatica do
sémen apo6s a descongelacdo (Tabela 4), verificou-se que a adicdo da polpa liofilizada do
fruto doNoni exerceu efeito (p<0,05) sobre a motilidade total (MT), motilidade progressiva
(MP), velocidade de percurso médio (VAP), velocidade progressiva (VSL), velocidade
curvilinear (VCL), amplitude de deslocamento lateral da cabeca (ALH) e Batimento
Flagelar Cruzado (BCF) onde se observou que a adi¢do da polpa liofilizada do Noni em
concentracdes superiores a 2,35mg/mL foi prejudicial aos espermatozoides, e a

Retilinearidade (STR) foi reduzida com a adi¢do da polpa na concentracéo de 4,70mg/mL.
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Tabela 4- Motilidade Total (MT), Motilidade Progressiva (MP), Velocidade de Percurso
Médio (VAP), Velocidade Progressiva (VSL), Velocidade curvilinear (VCL), Amplitude
de Deslocamento Lateral da cabeca (ALH), Batimento Flagelar Cruzado (BCF),
Retilinearidade (STR), Linearidade (LIN) de espermatozoides ovinos submetidos a

congelagdo em meio diluidor contendo polpa do noni liofilizada .

Diluentes
Variaveis P
D1 D2 D3 D4
MT (%) 51+14,1, 41,5+8,5,n¢ 20,1+8,3,c  16,9+13,9.  0,0088
MP (%) 32,6+10,7, 21,5%8,3, 7,5%4.,9; 3,8+2,7; 0,0009
VAP (um/s) 119,7+22,6, 118,8+28,3;, 68,3x17,3. 47,5+12,7. 0,0009
VSL (um/s) 08,7+19,6, 76,2229, 53,8+17,7y 35+9,4. 0,0023
VCL (um/s) 198,1+39,3, 161,6+42,9,, 123,4+22,5,. 82,8+20,4. 0,0029
ALH (Hz) 2,8+0,8, 2,520,734 1,5+0,4yc 1+0,3; 0,0062
BCF 43,1+10, 37,287, 34,7124y, 30,6+10,4. 0,0048
STR (%) 68,7+7,5, 56,5+17,5;,  46,7£3,64 69,848,7, 0,0117
LIN (%) 45,3+3,1 39,9+7,6 32,9+12 24,2+21 0,0804

"Médias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste SNK
(p<0,05). D1- grupo controle, sem adicdo da polpa liofilizada; D2- diluidor contendo
2,35mg/mL; D3- 4,70mg/mL e D4 - 7,0omg/mL. * Submetido ao teste

Wilcoxon.**Submetido a anova.

Os resultados sugerem reducdo da capacidade de fertilizacdo dos espermatozoéides
ovinos, visto que as variaveis velocidade de percurso médio (VAP), velocidade progressiva
(VSL) e velocidade curvilinear (VCL) estdo diretamente relacionadas a habilidade do

espermatozdide em alcancar o local de fertilizagdo (COX et al., 2006) e o ALH é
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importante para a progressdo de espermatozoides no muco cervical e esta associado a
capacidade de penetracdo do espermatozdide no ovécito (VERSTEGEN, et al. 2002).

E possivel que as concentracdes utilizadas neste estudo tenham exercido acdo pro-
oxidante nos meios. Como também podem ter ocorrido interacfes entre os antioxidantes e
o diluidor, fazendo com que os compostos com atividade antioxidante da polpa atuassem
como protetores da peroxidacdo lipidica quando avaliado isoladamente no meio, mas
quando adicionado o sémen, falnem na protecdo devido as lesdes causadas pelo processo
de congelacao.

A adicdo da polpa liofilizada do fruto do Noni ndo promoveu alteracbes (P>0,05)
relacionadas a funcionalidade da membrana plasmatica, determinada pelo teste
hiposméticodo sémen diluido e durante o teste de termorresisténcia (Tabela 5). Entretanto,
observou-se uma resposta positiva do sémen descongelado durante o TTR ao teste
hiposmético, com valores superiores a 50%. A reacdo de enrolamento e/ou dobramento da
cauda é considerada como uma reacdo positiva ao teste, sendo caracteristica de integridade
funcional da membrana, que é de fundamental importancia para o funcionamento da célula
espermatica, sendo um dos requisitos minimos para o processo de fertilizacdo (OBERST et
al., 2003).

Os valores de espermatozoéides reativos ao teste hiposmotico encontrados no presente
trabalho, imediatamente apds a descongelacdo apresentaram-se superiores aqueles
encontrados por FUKUI et al. (2004) para validagdo de um Analisador de Qualidade
Espermatica (SQA) e do teste hiposmotico para o sémen congelado/descongelado de
ovinos e Baleia Minke, onde encontraram valores de 41,5% e 44,8% de espermatozoides
ovinos reativos ao teste hiposmdtico nos momentos O e 1 hora apds descongelacdo em

solucéo frutose-citrato a 157 mOsmol/L.
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Tabela 5 - Percentual de espermatozoides reativos ao teste hiposmético (HOST) em sémen

diluido e durante 0 TTR em meio diluidor contendo polpa do noni liofilizada

Tratamento
Variaveis
D1 D2 D3 D4 P
% HOST diluido 68,319,8 77,115 76,5+3,2 72,1441 0,2839
% HOST TTR O 51,9+8,8 58,3+7,8 52,5+12,0 46,3+9,9 0,6398
% HOST TTR 1h 51,317,8 50,7+17,8 45,7+13,0 44,7+9,8 0,8899
% HOST TTR 2h 49,9+6,7 45,7+16,6 50,4177 49,1+8,9 0,9496
% HOST TTR 3h 39,5+11,6 48,1+114 45,9+14 4 43,4+14.6 0,8806
% HOST TTR 4h 31,849,9 47,8+18,3 45,8+8,3 44,3+17,8 0,7691

TTR — Teste de Termorresisténcia; D1- grupo controle, sem adi¢cdo da polpa liofilizada;

D2- diluidor contendo 2,35mg/mL; D3- 4,70mg/mL e D4 - 7,05mg/mL.

A inclusdo do Noni ao diluidor de sémen ovino ndo comprometeu (P>0,05) a

integridade das membranas plasmatica e acrossomal, e manteve os valores de células com

acrossoma intacto e capacitacdo espermatica (Tabela 6). A manutencdo das membranas dos

espermatozéides é de grande importancia, pois a capacitacdo iniciada quando o0s

espermatozéides deixam o epididimo ndo deve ser completada até a ocorréncia da

ovulacdo (MEDEIROS et al.,2002) e manteve a propor¢do proxima a recomendada por

AZEVEDO (2006) com valor apds o descongelamento proximo ou acima de 20% de

celulas ndo capacitadas e com acrossomo ndo reagido.
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Tabela 6 — Status de capacitacdo espermatica, reacdo acrossomal e percentual de

espermatozéides com membrana

Tratamento
Variaveis P
D1 D2 D3 D4
CTCF 26,8454 25+6.4 28,4457 28,675 0.8465
CTCB 12,8+2,9 18,2+6,2 11,4435 12,4449 0.1178
CTC AR 60,4+7.9 56,8+9,4 60,2+8,2 59+5,2 0.3721
IM (%) 11,6£7,9 12,0+8,0 9,6+6,6 9,615,1 0.5164

F - espermatozoides ndo capacitados com acrossomo intacto; B — espermatozoides
capacitados com acrossomo intacto; AR — espermatozéides com acrossomo reagido. IM -

integridade da membrana plasmatica e acrossomal.

A reducdo da motilidade e das velocidades espermaticas a medida que adicionou-se a
polpa liofilizada a partir da concentracdo de 4,70mg/mL, sem influenciar
significativamente (p>0,05) a integridade da membrana plasmaética pelo HOST, a IM por
sondas fluorescentes e status de capacitacdo e reacdo acrossomal, pode estar associada a
existéncia de algum composto tdxico aos espermatozdides ovinos.

A inclusdo da polpa liofilizada do Noni ao diluente ndo exerceu efeito significativo
(p>0,05) sobre a reducdo da peroxidacdo lipidica de acordo a producdo de MDA nas
amostras descongeladas (Figura 3). O que pode ter ocorrido devido as concentracdes
utilizadas ndo serem suficientes para reduzir a peroxidacao lipidica decorrente da acdo de

radicais livres produzidos pelos espermatozdéides através do metabolismo celular.
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Figura 3 - Producdo de nmolEq MDA de sémen em diluidores sem adicdo da polpa
liofilizada(D1); diluidor contendo 2,35mg/mL (D2); 4,70mg/mL(D3) e 7,05mg/mL (D4).

CONCLUSAO

A polpa liofilizada do fruto do noniapresentou grande potencial antioxidante
qguando adicionado em meio diluente para congelacdo de sémen ovinona concentracdo de
4,70mg/mL,reduzindo significativamente aperoxidacdo lipidica do meio. Entretanto, as
concentragOes da polpa liofilizada do fruto do noni superiores a 2,35mg/mLtestadas neste
estudo foram prejudiciais ao sémen congelado/descongelado de ovinos quanto aos
pardmetros in vitro avaliados, sendonecessarios mais estudos com a adi¢do da polpa
liofilizada do fruto do Noni em diferentes concentragdes como ingrediente antioxidante em

diluente para congelacdo de sémen ovino.
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