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"Quando alguém encontra seu caminho,

precisa ter coragem suficiente para dar passos errados.

As decepgoes, as derrotas, o desanimo sdo ferramentas que Deus
utiliza para mostrar a estrada.”

Paulo Coelho
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RESUMO

O Noni (Morinda citrifolia L.) é considerado um fruto com potencial antioxidante,
concluido por meio de experimentos em laboratdrios empregando extratos, promovem a
eliminagcdo de radicais livres, ¢ um fruto que vem sendo consumido no mundo por
apresentar propriedades nutricionais e terapéuticas possuindo alta quantidade de compostos
fenodlicos, instigando a atencdo da comunidade cientifica. Muitos experimentos tém
relatado o papel dos oxidantes na fisiologia espermatica, como a possibilidade de se
adicionar substancias antioxidantes aos diluentes e indiretamente ao s€émen, preservando a
integridade destes gametas. Com o intuito de buscar novas fontes naturais de antioxidantes
objetivou-se avaliar o desempenho do Noni (Morinda citrofolia L) em s€émen de ovinos
sobre as caracteristicas espermaticas, como motilidade, integridade de membranas e
morfologia espermdtica durante o teste de termorresisténcia rapido. Nas andlises
estatisticas, foram utilizados os testes paramétricos € nao paramétricos: teste t, teste de
Tukey, teste de Friedman, teste de normalidade Shapiro-Wilk e Lilliefoers. Os tratamentos
diferiram quanto a concentracdo do extrato aquoso do Noni adicionado ao meio diluidor:
controle, sem adi¢ao do extrato; e com trés concentracdes 2, Oul; 3,5ul e 5,0ul. Para tanto,
9 animais foram utilizados, onde cada ejaculado foi, diluidos de acordo com os tratamentos
e submetidos ao teste de termorresisténcia (TTR) e avaliado quanto a motilidade, vigor
espermatico, teste de integridade da membrana plasmatica pelo teste Eosina - Nigrosina. O
resultado encontrado para o TTR mostrou a concentragdo 5l foi capaz de manter a
motilidade progressiva espermatica até o final sem ter diferenga entre 0 momento zero e
ultimo comparando ao tratamento controle, nos tempos estudados (0, 20 ,40 e 60 minutos).
Conclui-se que a utiliza¢do do Noni € uma fonte promissora de antioxidantes, que pode ser
utilizada na suplementagdo durante o processo de diluigdo e o que o mesmo preserva a

motilidade espermatica e as membranas espermaticas segundo o presente estudo.

Palavras-Chave: antioxidantes, células espermaticas, ovino, Morinda citrifolia L



ABSTRACT
The noni (Morinda citrifolia L.) is considered a fruit with antioxidant potential, concluded
through experiments in laboratories employing extracts, promote the elimination of free
radicals, it is a fruit that has been consumed in the world because it presents nutritional and
therapeutic properties having high Phenolic compounds, instigating the attention of the
scientific community. Many experiments have reported the role of oxidants in sperm
physiology, such as the possibility of adding antioxidant substances to the diluents and
indirectly to the semen, preserving the integrity of these gametes. The objective of this
study was to evaluate the performance of Noni (Morinda citrofolia L) in sheep semen on
sperm characteristics, about motility, membrane integrity and sperm morphology during
the rapid thermoresistance test. In the statistical analyzes, were used the parametric and
non-parametric tests: t test, Tukey test, Friedman test, Shapiro-Wilk and Lilliefoers
normality tests. The treatments differed as to the concentration of the Noni aqueous extract
added to the dilution liquid: control, without addition of the extract; And with three
concentrations 2,0ul; 3.5ul and 5.0ul. For this, 9 animals were used, where each ejaculate
was diluted according to the treatments and submitted to the thermoresistance test (TTR)
and evaluated for motility, sperm vigor, and plasma membrane integrity test using the
Eosin-Nigrosine test. The results found for the TTR showed that the concentration Sul was
able to maintain progressive sperm motility until the end without any difference between
the zero and the last moment compared to the control treatment at the times studied (0, 20,
40 and 60 minutes). It is concluded that the use of Noni is a promising source of
antioxidants, which can be used in the supplementation during the dilution process and
what is even preserving sperm motility and as sperm membranes according to the present

study.

Keywords: Fruit, diluent, antioxidants, sperm cells, sheep, Morinda Citrifolia L
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1. INTRODUCAO

No ambito nacional, a ovinocultura tem demonstrado um potencial crescente para
o agronegodcio, principalmente na produgdo de carne por esta atividade ser caracterizada
pelos seus rebanhos de diferentes tamanhos e produtividades com leve tendéncia para
médios e grandes produtores. Incorporar novos campos produtivos ndo tradicionais,
principalmente nas regides Sudeste e Centro-oeste, gerou um crescimento na produgdo nos
ultimos anos, porém nao ¢ competente para suprir a demanda no mercado interno (VIANA,
2008). Estes fatores justificam interesse em intensificar a exploragdo econdmica dos ovinos
por compor principal atividade produtiva de diversas propriedades (SALAMON et al,
2000).

Ovinos foram um dos primeiros animais a serem domesticados pelo homem e, ha
séculos, vém sendo explorados pela qualidade de carne e 12 (HAFEZ et. al., 2004). Segundo
Fonseca, (2005), a ovinocultura estd em crescimento mundial e intensificado,
principalmente nas ultimas décadas, com destaque nos paises em desenvolvimento.
Seguindo esta disposi¢do mundial, hd probabilidade de multiplicar em cinco vezes o
rebanho brasileiro atual para os préximos vinte anos. Considerando 100 milhdes de cabegas
de ovinos, havendo assisténcia a reproducdo, para permitir o aumento da eficiéncia
reprodutiva e/ou produtiva dos rebanhos e para a multiplicagdo mais competente dos
genotipos (FONSECA, 2005).

Os ovinos sdo animais que atualmente vem sofrendo um racional e prudente
manejo que envolve sanidade, nutri¢do, reproducao e melhoramento genético. Com isso,
os produtores tém acessibilidade a procedimentos biotecnologicos que visam maior
produtividade, dentre elas a inseminacdo artificial (I.A.) com sémen congelado. Porém
ainda ndo se obteve uma técnica em que se conseguiu resultados quanto a fertilidade sem
variacoes, devido as particularidades do sémen apds descongelamento; as proprias
caracteristicas fisiologicas da fémea e ou qualidade seminal do macho. No entanto, a
biotécnica de IA aliada a criopreservacgao oferta beneficios, como por exemplo, a mantenca
do germoplasma masculino dos bons reprodutores por tempo ilimitado fornecendo um
programa de melhoramento animal. (SALAMON e MAXWELL, 1995).

Os espermatozoides e o plasma seminal, apresentam naturalmente um sistema de
defesa constituido por antioxidantes responsdveis por manter a capacidade espermatica
(CAMARA e GUERRA, 2011). Porém quando o sémen ¢é diluido para congelamento, a

defesa inerente ¢ afetada. Se torna entdo, fundamental a busca de novos componentes com



O 00 N o u b~ W N R

w W W W W N N N N NN N NN N NN PR R R R, R R R
A W N P O O 0 N O 1 B W N R O LV 0O N O U~ W N -, O

acdo contraria a atuagdo dos agentes oxidativos que podem ser incluidos no meio diluidor,
nivelando a a¢do dos agentes oxidantes para que as células permanegam vidveis por mais
tempo. Em termos fisiologicos, os antioxidantes encontram-se numa situagao equilibrada.
Havendo um desequilibrio entre a produgao das EROs e os antioxidantes, ocorre o estresse
oxidativo e na reproducdao, pode provocar efeitos deletérios ao sistema reprodutor
masculino como distirbios durante a espermatogénese (LOPES, 2010). Para reverter este
quadro, ¢ preciso reduzir a produ¢do de ERO ou aumentar a quantidade de antioxidantes
disponiveis. Nesse sentido, varios estudos tém sido desenvolvidos.

A pesquisa acerca de compostos antioxidantes vem evoluindo nos ultimos 10
anos. A busca por compostos antioxidantes fenélicos de origem natural teve por finalidade
0 emprego na conservacao de alimentos ou que mostraram ser eficientes em testes in vitro,
inibindo a reacao de oxidagao celular. Dentre os compostos fendlicos naturais destacam-se
os flavonoides e os acidos fenolicos.

Dessa forma, produtos advindos da natureza, como plantas e ervas, tém sido e sao
usados por muito tempo, por diferentes locais em todo o mundo, como parte do acervo dos
conhecimentos tradicionais. E o uso de plantas medicinais e seus extratos vém crescendo
na assisténcia a satde em fungdo de sua facil receptividade, disponibilidade e custo
razoavelmente barato (VARANDA, 2006; BALUNAS et al., 2006). Os compostos
bioativos mais comumente encontrados em vegetais, frutas e hortaligas, formadas no meta-
bolismo secundario das plantas, denominada de substancias fendlicas, as quais sdo en-
contradas livres ou ligadas a agticares e proteinas, sdo responsaveis pelo desenvolvimento
da planta, germinagdo da semente, protecao contra pragas, perdas oxidativas e auxilia nos
processos sensoriais (LIU, 2007).

Em variadas regides do mundo, estudos tém caracterizado os varios produtos
naturais com o intuito de identificar e quantificar os componentes bioativos destes vegetais
a fim de utiliza-los na alimenta¢do da populagao e, com isso, reduzir o risco de surgimento
de doencas (NEVES, 2012). Nesse contexto, as frutas exoticas, como o Noni (Morinda
citrifolia Linn), tém ganhado cada vez mais reconhecimento, pela busca das vantagens que
estas possam ofertar, como na procura por diferentes tipos de fontes alimentares e pelos
resultados satisfatorios que foram se destacando ao longo dos estudos cientificos, como os
efeitos antidiabéticos do suco de fruta Noni, fermentado em modelos animais, ainda mais
com incidéncia de doengas metabolicas inflamatorias cronicas, incluindo dislipidemia,
hipertensdo ou disfungcdo endotelial vascular, que estd aumentando em todo o

mundo. (MIRMIRAN, 2014). Além de tradicionalmente, a casca de Noni e as raizes serem
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usadas como corante ou roupa, enquanto que o uso medicinal de todas as partes de plantas,
incluindo folhas e frutos, foram restringidos principalmente para tratar feridas, infecgoes,
colicas menstruais, irregularidades intestinais, diabetes, hipertensdo ou purgativa
(MCCLATCHEY e WANG, 2002). Nesse contexto, as frutas exéticas, como o Noni
(Morinda citrifolia Linn), t€ém ganhado cada vez mais espago, tanto pela busca de
beneficios que estas possam oferecer.

Devido ao potencial de agao antioxidante do Noni aliado a necessidade da redugao
dos danos causadas a célula espermatica, durante os processos de manipulagdo, objetivou-
se com este estudo avaliar o efeito da adi¢do de diferentes concentragdes de extrato aquoso

de Noni em meio diluente para sémen ovino.

2.  REVISAO DE LITERATURA
2.1 Ovinocultura

O Brasil apresenta um efetivo de aproximadamente 17,2 milhdes de cabegas
ovinas, distribuidas em todo territério nacional e cerca de aproximadamente 233 mil
cabegas no Maranhdo ocupando a 13* posicdo de um grupo com 20 municipios da
Federacdo que possuiram os maiores efetivos, em ordem decrescente (IBGE, 2013). A
baixa oferta interna e o aumento da demanda pelo consumo da carne ovina no Brasil, vem
encorajando o crescimento e fortalecimento da ovinocultura brasileira e estimulando varios
pesquisadores a ampliar e moldar as novas condi¢des de criagdo técnica para incrementar
a produtividade. (GARCIA et al., 2000; BARROS et al., 2003 e 2005; VIANA e
SILVEIRA, 2009).

A criagdo de ovinos ¢ uma atividade agropecuaria de importincia social e
econdmica em definidas regides do Brasil, enquanto em outras, mostra-se em fase
emergente, com aspectos apontando para o desenvolvimento desta cadeia produtiva no
pais, como a producao nacional de carne e leite, que sequer abastece o mercado interno.
Admite-se que em pouco tempo a demanda aumentara, requerendo sistemas de criagao
focados na produtividade, em funcdo da qualidade e diferencial dos produtos de origem
ovina. Assim, torna-se consideravel desenvolver e adequar tecnologias voltadas ao
incremento produtivo. Para tanto, devem estar e operar concomitantemente recursos
humanos, meio ambiente, nutricdo, sanidade, genética e reproducdo. Dentre eles, a
eficiéncia reprodutiva desempenha papel de destaque, por ser uma area de intensos estudos,
avancos € que vem sendo cada vez mais explorada em seu aspecto aplicado (FONSECA,

2014).
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A ovinocultura vem sendo estimulada e submetida a diversificadas estratégias de
manejo para se obter uma maior produtividade na 4rea, principalmente as reprodutivas e as
voltadas para mudangas em sua genética animal. E neste ultimo caso, a melhor ferramenta
acessivel para os produtores ou interessados em melhorar seu rebanho (NASCIMENTO et
al., 2015), ¢ inserir as biotécnicas associadas a reprodu¢do, como a inseminacgao artificial
(IA) em sémen congelado, destacando-se como uma das tecnologias que sofreu mais
ampliagdes em seu uso (PAULA, 2011). Ao longo das ultimas décadas, a produgdo de
ovinos obteve alteragcdes em suas conexdes dentro de sua cadeia produtiva, devido a uma
ampliacao dos mercados interno e externo. Explorados de forma tradicional e extensiva, os
ovinos aumentaram seu contingente populacional e sua qualidade genética, sendo
observadas gragas ao éxito das biotécnicas que vém sendo aplicadas (SILVA, 2010).

A criopreservacao de s€émen dos animais domésticos contribui para a expansao
das biotécnicas, como a inseminagdo artificial (IA) e a fertilizagdo in vitro. E uma
importante técnica reprodutiva que contribui no armazenamento sémen de animais de alto
potencial zootécnico por tempo indeterminado, favorecendo a capacidade reprodutiva do
macho, mesmo ap6s morte, permitindo reduzir custos com a criagdo de reprodutores
(CASTELO, 2008).

Apesar da criopreservacdo de sémen e a IA estarem consolidadas na espécie
bovina, em ovinos, caprinos, suinos e equinos existem dificuldades técnicas, econdmicas e
socioculturais que dificultam a utilizagdo essas técnicas em larga escala.

A inseminacdo artificial com sémen congelado ¢ essencial num programa de
melhoramento genético. Para isso, ¢ fundamental estar correlacionada as taxas de prenhez,
que podem ser restringidas pela tecnologia ou pelas caracteristicas fisioldgicas e
reprodutivas do animal. Nas ovelhas, as taxas de prenhez pos IA vaginal ou cervical com
sémen criopreservado, sdo baixas e recomenda-se a inseminagdo laparoscopica, que
permite a deposi¢do do sémen no interior do Utero, alcancando cerca de 60 a 80% da taxa
de prenhez (LUZ et al., 2000).

Apesar dos avancos com a inseminacdo cervical, os resultados inerentes a
congelacdo de sémen sdo insatisfatorios em ovinos, j4 que com a manipulacdo dos
espermatozoides com o intuito de preserva-los e utiliza-los por longos periodos, ocasiona
danos a estrutura espermatica, cerca de 40 a 50% dos espermatozoides nao sobrevivem a
congelacdo comprometendo suas fungdes bioldgicas como a diminui¢do da capacidade
respiratoria, motilidade e integridade dos componentes estruturais, afeta sua composi¢ao

lipidica e organizacional da membrana plasmatica de espermatozoides ovinos,
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predispondo-os a defeitos morfoldgicos, afetando a fertilizagdo. (WATSON, 2000;
HINKOVSKA-GALCHEVA 1989; SOARES, 2009; SILVA 2011).

A concentracao espermatica da dose inseminante esta relacionada aos motivos que
se interpdem na fertilidade do s€émen congelado. Mann (1981 apud LEAHY et al., 2010)
relatou o efeito da diluigdo com a perda de motilidade e viabilidade quando os
espermatozoides sdo diluidos de forma excessiva. A diluicdo exagerada tem sido relatada
como causa de desestabilizagdo da membrana devido a retirada dos agentes protetores o
plasma seminal, como fatores antioxidantes, intervindo na fertilidade apds a inseminagao.

Estes eventos, certamente incitados pela concentragdo de produtos do
metabolismo, que levam ao estresse oxidativo, influenciam a qualidade espermatica,
transporte e sobrevivéncia dos espermatozoides no trato genital da fémea. E devido a
presenca de substancias antioxidantes em partes da planta, o Noni tem sido estudado como
um provavel ingrediente capaz de equilibrar ou reduzir a producdo de ERO intensificados
durante o processo de manuseio na congelacdo. (SALAMON, 2000; AISEN 2005
TOMBOLATO, 2005).

2.2 Meio diluidor

Os meios diluidores sdo constituidos de substancias que permitem a preservagao
da membrana plasmatica mediante a estabilizacdo do pH no meio, neutralizacao e produtos
toxicos produzidos pelos espermatozoides e protegdo contra-choque térmico. Além disso,
possibilitam o equilibrio osmdtico e eletrolitico, fornecimento e energia e inibi¢do do
crescimento bacteriano, preservando a motilidade e a integridade da membrana dos
espermatozoides, neutralizando produtos téxicos produzidos atuando como fonte de
energia e inibindo o crescimento bacteriano (AMANN e PICKETT, 1987;

De maneira geral, nestes meios devem estar presentes uma fonte de energia como
carboidratos, tampdes para manter a estabilidade do pH e da pressdao osmdtica,
crioprotetores nao penetrantes, responsaveis pela nutricdo e a medida que os
espermatozoides sdo refrigerados a 5°C, protege-los do choque frio e dos efeitos deletérios
da congelacao (SILVA, 2010).

Diluentes para congelagdo geralmente possuem um crioprotetor ndo permeavel
(gema de ovo ou leite), um crioprotetor penetrante (glicerol), um tampao (Tris), um ou
mais agucares (glucose, lactose, rafinose, sacarose ou trealose), sais (citrato de sodio, acido
citrico) e antibidticos (penicilina e estreptomicina) (EVANS e MAXWELL, 1987), com
valor de pH entre 6,75 ¢ 7 (BARBAS e MASCARENHAS, 2009).
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Baseando-se na composicao e na dindmica das membranas espermaticas, existem
propostas para a adi¢do de diversas substancias aos meios diluidores, na tentativa de
minimizar os danos impostos pela criopreservagdo aos espermatozoides e pdem ser
classificados de acordo com a sua permeabilidade a membrana celular: nao penetrantes —
macromoléculas, como as proteinas presentes no leite e na gema do ovo, e sacarose, lactose,
manose, rafinose, trealose, entre outros; e penetrantes — pequenas moléculas que podem
transpor as membranas dos espermatozoides, agindo no meio intra e extracelular- glicerol,
etilenoglicol, imetilsulfoxido (DMSO)., propanodiol, acetamidas e outras amidas
(COTTORELLO e HENRY, 2002; FURST, 2006 BICUDO et al., 2007).

Atualmente os crioprotetores mais utilizados nos diluentes de sémen dos ovinos
sdo macromoléculas como o glicerol, a caseina do leite, as proteinas da gema do ovo, nas
quais protegem do choque térmico causado pelo frio, permitem que a motilidade pds-
descogelamento permanecga alta e diminuem as trocas metabolicas que desestabiliza a
motilidade (MOUSSA et al., 2002; ABOAGLA e¢ TERADA, 2004, AHMAD et al;
CASTELO et al., 2008; VALENTE et al., 2010).

Ainda ndo estd elucidada, porém acredita-se que as lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) das macromoléculas presentes na gema de ovo e no leite, protegem o
espermatozoide dos danos causados pela alteragdo na temperatura, justamente pela
formagdo de um filme protetor sobre a membrana do espermatozoide, protegendo-os dos
cristais de gelo formados durante a criopreservacdo (MOUSSA et al. 2002).

Com a descoberta da acdo protetora do glicerol, este permaneceu como o
crioprotetor de elei¢cdo para os espermatozoides na maioria das espécies, caracterizado por
ajudar a estabilizar a membrana plasmatica diminuindo a concentragdo de sais no interior
o espermatozoide, que em alta concentracdo ¢ nociva a membrana e pode ocasionar
mudangas na estrutura e permeabilidade da membrana celular (MORAES et al., 1998
HOLT, 2000; CURRY, 2000).

O componente basico dos diluentes de sémen dos pequenos ruminantes utilizados
na rotina ¢ o Tris (Tris — hidroximetil - aminometano), substancia com a¢ao tamponante
ionico em pH de 7 a 9. Os carboidratos que sdo adicionados ao diluente, interagem com os
fosfolipideos da membrana alterando a pressdo osmética, induzindo a desidratacao celular
e ocasionando baixa formac¢do dos cristais e gelo. Outro componente importante sao os
acucares, fornecedores de nutrientes para o metabolismo das células espermaticas.

Basicamente, ¢ mais eficaz quando os monossacarideos, como a glicose, frutose e manose,
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sao combinados ao Tris por fornecer um efeito crioprotetor maior (AISEN et al., 2000;
HAFEZ, 2004; BARBAS ¢ MASCARENHAS, 2007).

A diluicdo do sémen, constantemente empregada no manuseio das células
espermaticas em procedimentos biotecnoldgicos da reproducdo animal, resultam no
desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes, e, consequentemente, no comportamento
quando a célula se encontra no seu limite (BILODEAU et al., 2000). Visando melhorar o
equilibrio, vem-se estudando o efeito da adicdo de antioxidantes aos diluidores de
preparacdo, manutencgao e criopreservacao espermatica (MORTIMER, 2004), e até mesmo
com produtos naturais facilmente encontrados, que podem se aderidos as técnicas
reprodutivas.

Os diluentes permitem o aumento do volume total do ejaculado, facilitam sua
divisdo em doses inseminantes proporcionando um ambiente favoravel para a
sobrevivéncia dos espermatozoéides, que de forma fisioldgica juntamente com o plasma
seminal apresentam um sistema de defesa antioxidante que desempenha papel importante na
viabilidade espermatica, tais como o acido ascorbico, o tocoferol, a taurina, a hipotaurina e
0 acido urico, que ocasiona uma protecdo antioxidante ao espermatozoide (VAN
OVERVELD et al., 2000; CAMARA e GUERRA, 2011), visando a melhora na prética
quando utiliza-se s€émen, analisando sua qualidade na questdo de resisténcia em todas as
fases e procedimento em que esse estard incluso.

Entdo, alguns autores recomendam suplementar os meios de diluicdo com
substancias antioxidantes, como algumas enzimas, proteinas, minerais ou vitaminas
(BICUDO et al.,2007; MAIA et. al.,2009; TONIOLLI, 2012), permitindo prover energia e
consequentemente um abastecimento de nutrientes essenciais que poderdo favorecer uma
melhor manifestacdo das caracteristicas fisiologicas (FURST, 2006).

Assim, faz-se necessaria a identificagdo de componentes com agdo antioxidante
que possam ser incluidos no meio diluidor de s€émen para equilibrar a agdo dos agentes
oxidantes produzidos durante os procedimentos que envolvam a fertilizagdo ou uso
mecanico do ejaculado.

2.3 Estresse Oxidativo (EO)

Para abordar sobre estresse oxidativo (EO), € necessario entender o significado de
radical livre: uma modlecula, ou dtomo com elétron(s) despareados com afinidade de
ligagdo. O EO ¢ o fruto em decorréncia do desequilibrio entre a concentragdo de
antioxidantes e a de radicais livres. Esse desequilibrio pode ser causado por muitos fatores

relativos ao aumento da sua produgdo e/ou a reducao da disponibilidade de antioxidantes.
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Entre eles, podemos citar a nutricao inadequada e animais que sao submetidos a condi¢des
de estresse. (NICHI, 2003).

As espécies reativas do metabolismo do oxigénio (ERO) mais importantes sdo: o
anion superoxido (Oz7), o radical hidroxila (OH-) e o peroxido de hidrogénio (H20.) e o
oxido nitroso (NO») nas quais sdo utilizadas como meio identificador dos intermediarios
quimicos reativos provenientes do metabolismo do oxigénio (AGARWAL, IKEMOTO e
LOUGHLIN, 1994. BICUDO e MAIA, 2009).

O peroxido de hidrogénio e o anion superoxido sdo as ERO formadas
primariamente, sendo o H>O» gerado através da dismutase (enzimatica ou ndo enzimatica)
do anion superdxido (NICHI, 2003).

Porém a mais facilmente reativa e que traz maleficios ¢ o radical hidroxila, que
pode ser produzida através do peroxido de hidrogénio e do anion superdxido com o 6xido
nitrico, formando o peroxinitrito (OONO"), que entdo ird se dividir para NO2 e OH™ (Figura

1) (BARROS, 2008).

ONOQO

Figura 1 — Cadeia de Formagao das Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)

Embora, quando as ERO apresentam-se em abundancia do que os antioxidantes e
num determinado instante ocasionar EO, estas moléculas instaveis, em determinada
concentragdo, participam também de processos fisioldgicos tais como: hiperativagao,
capacitacao e ligagdo do espermatozoide a zona pelucida (NICHI, 2003).

Pesquisas demonstram que as células e os leucocitos presentes no sémen sao
capazes de formar ERO e que os prejuizos causados sdo determinados por uma alta
quantidade de acidos graxos poli-insaturados oxiddveis. Nos quais torna os
espermatozoides mais sensiveis 4 acdo dos agentes oxidantes quando ha uma elevada
porcentagem dos radicais livres, e, desse modo, torna-os também suscetiveis a peroxidacao
lipidica. (BILODEU et al., 2002).

Isso se deve ao fato dos colesterois poli-insaturados serem moléculas com mais

de uma ligacdo entre atomo de hidrogénio e carbono e do ponto de vista eletroquimico,
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ligagcdes multiplas possuem menor forca de ligacao individual e ficam com moléculas mais
instaveis por estarem sujeitas as perdas de atomos (e elétrons). Entdo, acidos graxos
insaturados, consequentemente estdo mais sujeitos a agdo das ERO as quais promovem a
peroxidacao lipidica (NICHI, 20003).

Quando as espécies reativas de oxigénio atacam as duplas ligacdes associadas aos
acidos graxos insaturados, uma rea¢ao em cadeia de peroxidacao lipidica ¢ iniciada, a qual,
ndo sendo paralisada, leva a uma perda da permeabilidade da membrana e
consequentemente da fungdo espermatica (AITKEN e KRAUSZ, 2001). Ainda ha
possibilidade de mudancas na fluidez e na permeabilidade seletiva das membranas
ocasionadas pela alteragdao dos lipidios presentes, liberando ainda maior quantidade de
ERO para o sistema no qual elas estdo dispostas, ja que as células podem ser submetidas a
um estado de necrose ou degeneracdo, acdo que pode determinar danos mais extensos e
consequéncias de reparagao dificil por ocorrer em formato cascata; um pequeno evento
desencadeia uma série de outros, de proporcao crescente. Esta cascata pode determinar o
EO (PEREZ, 2009).

Hé muito tempo, a perda de motilidade espermatica estava relacionada a efeitos
do estresse oxidativo. Pois sua interferéncia no estresse oxidativo do sistema reprodutor
masculino ¢ permitida gracas a presenca de antioxidantes nas secre¢des produzidas na
cabeca e cauda do epididimo, como as enzimas secretadas no espago extracelular
(glutationa peroxidase — GPx e a desmutase superdxida extracelular - SOD),
respectivamente (VERNET et al., 1996, 1997). Porém Jones et al. (1976) demonstraram
que 0s mecanismos responsaveis por esse acontecimento em mamiferos, infere em danos
peroxidativos a membrana plasmatica do espermatozoide, composta por acidos graxos
poli-insaturados, compostos fundamentais para dar 8 membrana celular a permeabilidade
correta para colaborar com a fecundacao.

Sabe-se que hé a indugdo para formacao de ERO na criopreservagdo, nas quais
diminuem o desempenho espermatico (WATSON, 2000). O principal fator de redugdo da
motilidade espermatica e fertilidade do sémen criopreservado esta sobre efeito da oxidagao
sobre o DNA mitocondrial e sobre a arquitetura da membrana espermadtica pois a
mitocondria € o principal local de producdo das ERO e grande parte da energia produzida
no organismo ¢ gerada por meio de fosforilagdo oxidativa. Como destino final uma
molécula de oxigénio ¢ produzida. Normalmente o oxigénio converte-se em agua € a
energia ¢ estocada e usada para a produ¢do de ATP, porém, uma pequena porcentagem do

oxigénio consumido pela mitocondria durante esse processo se converte numa das varias
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ERO, em vez de agua. (CUMMINS et al,, 1994; BARJA, 2007; DOWNLING e
SIMMONS, 2009).

Na descongelagdo, ocorre um aumento na elaboragdo de ERO (CHATTERJEE et
al., 2001) devido a um acréscimo na sintese de superdxido, o qual esté relacionado a uma
queda nos niveis de atividade da superoxido dismutase (SOD) e a uma reducdo da
concentragdo de glutationa, desencadeia a peroxidacdo lipidica e consequentemente

desencadeia a perda da funcdo espermatica (VALENCA e GUERRA, 2007).

2.4 Antioxidantes

A longo do tempo, vem se desenvolvendo métodos alternativos para aperfeicoar
a qualidade espermatica ap6s a criopreservagdo do s€émen de ovinos, no campo da
biotecnologia reprodutiva animal. Nestas circunstancias, estudos utilizando antioxidantes,
substancias responsaveis por regenerar a base essencial do meio ou evitar a oxidagdo do
meio, que sdo inseridos aos diluidores e empregam uma importancia em estudos para
evidenciar qual o melhor composto dentre eles e qual a melhor dose a ser adicionada ao
sémen no controle do estresse oxidativo. E conta-se, com um sistema antioxidante que
quando adicionados ao diluidor seminal ovino mostraram-se eficientes na sobrevivéncia e
integridade do acrossoma dos espermatozoides desta espécie, além de incrementar na
qualidade espermatica pds-descongelacdo, como por exemplo: a catalase, a glutationa
peroxidase, o superoxido dismutase e a cisteina, denominados de antioxidantes
enzimadticos; a vitamina E (Tocoferol), vitamina C e resveratrol, caracterizadas como nao
enzimaticas. (AGARWAL et al., 2005; HALLIWELL e CHIRICO, 1993; HALLIWELL,
1996; MAXWELL e STOJANOV, 1996; SILVA et al., 2012 ¢ 2013).

As células espermaticas sdo varidveis quanto ao seu metabolismo na utilizagdo do
oxigénio, sendo assim, podem sobreviver em ambientes com a presenca de oxigénio ou
nio (CUMMINS et al., 1994).

As ERO, quando se encontram em quantidades relativamente fisiologicas, tem
como principais fungdes, sinalizador de importantes fases da fertilizagdo, como a reacdo
acrossOmica, capacitacdo espermatica, € fusdo com o oocito (DE LAMIRANDE et al.,
1997; DESAI et al., 2009). Porém, devido ao processo de manipulagdo seminal, como por
exemplo, a criopreservagdo, o sistema de defesa antioxidante inerente do espermatozoide
tenta metabolizar essas substancias, tornando-o mais sensivel ao estresse oxidativo
implicando num excesso de producao dos radicais livres (MAIA e BICUDO, 2009). Que

de modo indireto, apresentara prejuizos ao metabolismo celular espermético, diminuindo
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seus caracteres espermaticos, como motilidade e vigor (AITKEN et al., 2001). Logo, para
se manter sua capacidade do espermatozoide ativa, o ideal seria um equilibrio entre a
quantidade de ERO produzida e a removida pelo sistema antioxidante, substancias
presentes no sémen que atuam contra o resultado prejudicial das ERO, podem ser
moléculas compostas por substancias com enzimas ou nao, atuando na remog¢ao das ERO
impedindo a formagao das lesdes e reparando as injurias causadas, e quando esta correlagao
ndo esta estavel, a situacao ¢ denominada de estresse oxidativo (SIKKA, 1996; FERREIRA
e MATSUBARA, 1997, HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999, FOOTE et al., 2002). E a
capacidade deste ¢ de ocasionar rupturas as membranas espermaticas, quando fora
primeiramente relatada em 1943 por MacLeod, através da analise do contetido reduzido do
citoplasma destas células, definindo uma por¢ao disponivel de substancia de qualidade
antioxidante e reconhecendo o impacto negativo de altas concentragdes de oxigénio na
motilidade espermatica (AITKEN et al., 1998; VERNET et al., 2004).

Além disso, nas membranas dos espermatozoides ovino, ha grande quantidade de
acidos graxos poli-insaturados (PUFAs), responsavel pela fluidez e fusdo de membranas
no processo da fecundagdao (LENZI et al., 2000; AGARWAL et al., 2003), torna esses
gametas mais vulneraveis, devido a sua caracteristica insaturada, criando uma tendéncia do
espermatozoide a a¢do de radicais livres e a peroxidacao lipidica na membrana plasmatica.
E também, potencializa o estresse oxidativo, contribuindo na antecipacao da capacitagdo e
reacdo acrossomal, apds o processo de manipulacdo do s€men apds coleta (ZINI et al.,

2009; CURRY, 2000; BRENER et al., 2003).

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

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

Desta forma, a adicdo e antioxidantes ao diluente visa aumentar a viabilidade

espermatica, reduzindo o grau e danos celulares, melhoria da motilidade espermatica e
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integridade acrossomal (SARLOS et al., 2002). No entanto, a concentragdao ideal de

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

2.4.1 Noni (Morinda citrifolia)

O uso empirico de medicamentos derivados de plantas tem sido disseminada
desde os tempos antigos para tratar uma ampla gama de doengas. Nas ultimas décadas, o
interesse pelas terapias alternativas marcadamente em forma mundial. A ocorréncia de
efeitos colaterais em medicagdes derivadas de plantas, quando usadas de forma apropriada,
sao relativamente menos frequentes quando comparados com drogas sintéticas. Contudo,
dados experimentais demonstraram que ndo estao ausentes reagdes adversas mesmo nestes
casos, o que torna seu estudo em vdarias areas necessario para avaliar sua seguranca
(CALIXTO, 2000).

As distintas partes do Noni apresentam teores variaveis dos compostos bioativos
(vitamina C e carotenoides totais), principalmente em comparagdo com outras frutas que
jé& foram estudadas e que possuem altas quantidades de antioxidantes, como o Agai, Bacuri
e entre outras (CANUTO et al., 2010), que possuem, dentre as frutas, as que mais
constituem antioxidantes. E estes, que mesmo presentes no sémen, tornam-se reduzidos
com a adi¢do do diluidor, diminuindo consideravelmente o efeito benéfico do antioxidante
natural. Assim, a adicdo de antioxidantes, ainda que em pequenas concentracdes, pode
melhorar a fungdo espermatica no sémen manipulado.

E ainda existem relatos, quando na pratica ou método de adicionar antioxidantes
ao diluidor, melhora-se as caracteristicas dos espermatozoides, como motilidade e a
viabilidade, nas espécies: bovina, ovina, equina, € também em relagdo a capacidade
fertilizante (in vitro) das células espermaticas do ovino (KRZYZOSIAK et al., 2000;
BILODEAU et al., 2002; BAUMBER et al., 2002; UPRETI et al., 1998; MAXWELL ¢
STOJANOV, 1996).

Devido a presenga de determinados compostos com fun¢do antioxidante em varias
partes da planta, o Noni (Morinda citrifolia Linn) tem sido estudado como um provavel
ingrediente capaz de equilibrar ou reduzir a producdo de ERO intensificados durante o
processo de manipulagcao, congelacdo/descongelagdo. Com destaque para o fruto que
contétm o0s componentes proxeronina, precursora do alcaldide xeronina que ativa as
enzimas catalisadoras do metabolismo celular, altos teores de vitamina C e carotenoides

(SANTOS, et al 2015.)
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Dessa forma, o Noni ¢ considerado um antioxidante natural apresentando muitos
percursores que ativam as proteinas catalisadoras do metabolismo celular (TOMBOLATO
et al.,, 2005), além de ser considerada fonte de vitamina C e compostos fenodlicos,
responsaveis pela atividade antioxidante, esperando-se que com a inclusdao do Noni no
meio diluidor promova uma diminui¢do nos danos celulares (CORREIA, 2010).

O emprego tradicional do Noni, usado h4 mais de 2.000 anos pelos polinésios,
esta atribuido aos efeitos relacionados com atividade antibacteriana, antioxidante, antiviral,
antifingica, antitumoral, anti-helmintica, analgésica, anti-inflamatoria, hipotensora e
imunoestimulante (WANG et al., 2002). O Noni foi testado em varios bioensaios, in
vitro € in vivo , para indicar a auséncia e/ ou avaliar o seu potencial genotdxico, incluindo
mutagdo genética (HPRT), sintese de ADN nao programada (UDS), ensaio de Comet, teste
de Ames (WESTENDOREF et al. 2007 ), microntcleo no rato, aberragdo cromossémica em
linfocitos humanos (EDWARDS 2002, 2003). E Diante da relevincia que tem alcangado
os estudos sobre as propriedades medicinais da Morinda citrifolia Linn, s3ao de
fundamental importancia pesquisas que avaliem os reais beneficios que este fruto pode
trazer a pesquisa.

Atualmente, o uso de Morinda citrifolia tornou-se generalizado, e seus produtos
estdo comercialmente disponiveis em lojas de alimentos sauddveis, mercearias de cadeia
especializadas em alimentos naturais e na internet. As folhas e as frutas sdo processadas e
vendidas como cépsulas, chd, e formas do suco, embora o suco de fruta seja a formulagdo
predominante (CHAN-BLANCO et al., 2006 , YU et al., 2008).

Estudos em todo o mundo tém caracterizado os varios produtos naturais com o
intuito de identificar e quantificar os componentes bioativos destes vegetais a fim de
utiliza-los na alimenta¢do da populacdo e, com isso, reduzir o risco de surgimento de
doencas (NEVES, 2012). Nesse contexto, as frutas exdticas, como o Noni, t€ém ganhado
cada vez mais espaco, tanto pela busca de beneficios que estas possam oferecer, como pela

procura por diferentes tipos de fontes alimentares.

3. METODOLOGIA
3.1 ANIMAIS E LOCAL DE ESTUDO

Foi coletado sémen de nove ovinos provenientes da Baixada Maranhense, sem raga
definida, com média de 3 anos. Estes pertencem ao nucleo de pesquisa de grandes Animais,

da Universidade Estadual do Maranhao, localizada no Polo VI, Campus Sao Luis, a 02°

31’ 48” Latitude Sul e 44° 18’ 10” Longitude Oeste.

25


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0001-37652013000200585&lang=pt#B16
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0001-37652013000200585&lang=pt#B17
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0001-37652013000200585&lang=pt#B09
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0001-37652013000200585&lang=pt#B58
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0001-37652013000200585&lang=pt#B62

O 00 N o v b~ W N R

e e S N e
o U M W N LB O

17
18
19

Foi realizado o exame dos 6rgdos genitais externos, com inspecao € a palpagao,
sendo avaliados escroto e testiculos (circunferéncia escrotal, largura e cumprimento). Para
a colheita de sémen, utilizou-se Eletroejaculador (Boijector®) de acordo com as normas
preconizadas pelo Colégio Brasileiro de Reproducao, para a espécie ovina (CBRA, 2013).
O sémen foi colocado em tubos Falcon (15 ml) e em seguida, transportado para o

laboratério em estrutura isolante térmica com agua destilada a temperatura 37°C.

3.2 PREPARO DO EXTRATO

Para a obtencdo do extrato do Noni (Morinda citrifolia) a ser adicionado ao meio
diluidor do sémen ovino, foi seguida a metodologia adaptada a partir da proposta de
KUTVOELGYT (2008). O Noni foi colhido e lavado cuidadosamente com agua destilada
antes da separagdo das partes, posteriormente descascado, despolpado e retirado as
sementes (Figura 1). Em seguida passado por uma peneira de 400 micras e centrifugado a
600G durante 6 minutos. Apds a centrifugagdo, retirou-se o sobrenadante, filtrando-o em

copo coletor com filtro de 75 micra, segundo Nascimento (2014).

Figura 1 — Fruto maduro Noni sendo descascado, despolpado e retirado as sementes.
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3.3 DILUICAO

Apos a colheita o sémen foi diluido (25x10° sptz/mL) para suplementagio do
extrato de Noni (Figura 2). O diluidor foi elaborado a base de Tris-Gema (composto por
Tris, Acido Citrico, Frutose, Penicilina G, Estreptomicina e Agua Destilada). Cada
ejaculado dividido em quatro fracdes iguais, correspondente aos tratamentos: Grupo
controle (Geont) somente diluidor Tris-Gema; Grupo 1 (G1) diluidor acrescido de 2,0pug/mL
do extrato; Grupo 2 (G2) diluidor acrescido de 3,5 pg/mL do extrato; Grupo 3 (G3) diluidor

acrescido de 5,0 pg/mL do extrato, seguindo a metodologia de Nascimento (2014).

Figura 2 — Extrato do Noni.

3.4 AVALIACOES DO SEMEN
Apos a diluicdo, o sémen foi avaliado nos intervalos de tempo quanto a questdes
convencionais, como motilidade espermatica progressiva e vigor pelo teste de termo

resisténcia rapido, integridade de membranas e morfologia espermatica.

3.4.1 TESTE DE TERMO RESISTENCIA LENTO MODIFICADO
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O TTR foi realizado em banho-maria, primeiramente a 37 °C para avaliacdo da
motilidade inicial, logo depois, o sémen fora mantido em banho-maria, a temperatura de
45 °C, sendo avaliada a motilidade progressiva dentro dos tempos 0, 20, 40, 60 minutos
(Figura 3), com objetivo de determinar a resisténcia dos espermatozoides as condigdes

impostas, segundo proposto por Arruda (2000).

+
.

Figura 3 — Grupos controle e grupos com o extrato submetidos ao teste de termo

resisténcia.

Motilidade espermatica progressiva e vigor

Para motilidade e vigor espermatico, depositou-se 5 uL de sémen em lamina pré-
aquecida, sob microscopia de contraste de fase, sendo avaliada por tnico operador numa
unica escala entre 0 a 100%, de acordo com a proporcao de espermatozoides moveis nos

campos observados em microscopio convencional sob aumento de 100 vezes, considerando

28



O 00 N OO U b W N R

T e e e
0 N o A W N L O

19
20

21
22
23
24
25
26
27

0% para nenhuma célula espermatica movel no campo e 100% para todos as células
espermaticas moveis.

O vigor foi analisado quanto ao movimento progressivo retilineo os
espermatozoides numa escala de 0 a 5, na qual 0O representa auséncia de movimento e 5,

movimentos progressivos intensos.

Integridade das membranas

Para a avaliagdo da integridade das membranas plasmaticas, utilizou-se a coloragao
de Eosina-Nigrosina segundo Barth ¢ Oko (1989). Dessa forma, quando ha alteracao na
permeabilidade das membranas das células espermaticas corando-as de rosa. A entrada do
corante ¢ barrada nos espermatozoides com membrana integra, contrastando com o plano
de fundo de coloracdo escura da Nigrosina, apresentam-se brancas. Desta maneira, a
coloracdo, foi depositada sobre sémen aliquotado (10 pL) e homogeneizado para posterior
preparo do esfregaco sobre lamina e laminula e 10 pL do corante realizando-se durante os
tempos 0, 20, 40, 60 minutos. Apos 10 minutos de secagem da lamina, foi realizada a leitura
em microscopio com aumento de 100 vezes sob 6leo de imersao.

Foram contadas 100 espermatozoides por lamina e em seguida classificado com

membrana integra (brancos ou ndo corados) e ndo integra (rosas ou coradas).

Figura 4: Teste de eosina-nigrosina

Morfologia espermatica

A morfologia espermatica foi realizada em microscopia de contraste de fase, sob
lamina e laminula em aumento de 1000x, contadas 100 células com resultados expressos
em porcentagem, classificados em defeitos maiores e menores, segundo o CBRA (HENRY
e NEVES, 2000), sendo esta realizada obedecendo o mesmo periodo do teste de termo

resisténcia modificado.
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4. ANALISE ESTATISTICA
Os dados foram agrupados e tabulados, com posterior apresentagdo em forma de
tabela e figuras.

Foi aplicado os desvios padrdes e suas médias para descri¢do dos resultados
(média =+ erro padrao da média) dos dados originais — s€émen fresco;

As avaliacdes de motilidade espermética e vigor espermatico no momento da
coleta foram apresentadas de forma descritiva, utilizando a média e o desvio padrdo de
cada resposta. As varidveis paramétricas testadas por ANOVA, comparando-se as médias
pelo teste de Friedmann, tratadas como nao paramétricas.

Quanto aos valores da integridade da membrana espermatica, todas as varidveis
passaram pelos testes de normalidade de Shapiro-Wilk e Lilliefors. As variaveis que tinham
respostas subjetivas ou ndo entraram na normalidade ap6s transformacdo foram analisadas

como nao paramétricas, comparando-se os ranqueamentos pelo teste de Friedamn.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

A média para motilidade espermatica dos animais anterior aos testes foi de 80,56
+ 10,13 e vigor espermatico de 3 + 0. Os valores escritos referentes as caracteristicas
seminais obtidas neste experimento, estdo de acordo com os valores preconizados pelo
CBRA (2013).

Quanto a motilidade espermatica ao vigor espermatico, ndo houve diferenca
estatistica (P>0,05) comparando os resultados entre os tempos estudados na incubagio —
(Tabela 1).

Tabela 1 — Valores Médios e seus respectivos desvios padroes (DP) em porcentagem
da Motilidade Espermatica Progressiva (MP) e Vigor Espermatico.

[Noni] Sémen Controle 2 3.5 5
(nL) Fresco
80,56
% VE (O’ 72,22+11,75 76,66 £9,01 77,22 £5,65 77,22 £5,65
% VE 20’ 72,23£12,01 75,56 £6,82 77,23 +6,18  71,12+13,86
% VE 40’ 66,67+11,18 60 +£16,58 63,89+18,67  62,78+25,63
% VE 60’ 52,23+24,38 55,56£17,40 59,45+17,03  58,34+27,38
VE Sémen Controle 2 3,5 5
Fresco
3
% VE 0’ 3+0 3+0 3+0 3+0
% VE 20’ 3+0 3+0 3+0 3+0
% VE 40’ 3+0 3+0 3+0 2,67+1
% VE 60’ 2,67+1 2,78 £0,44 2,67+0,5 2,56 £1,01
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Os resultados de motilidade realizadas com o sémen descongelado com
suplementagdo do extrato do Noni, foram semelhantes aos encontrados por outros autores
que adicionaram substancias definidas como antioxidantes, como Maia (2009) nao
observou diferencas significativas quando adicionou 6,25mg/ml (0,0935 U/mL) de catalase
ao meio diluidor, e Silva (2013) que inseriu 0,5 mg/mL de acido ascorbico ao diluidor. E
consideraram quanto aos diluidores adicionados de catalase preservou a membrana
plasmatica e acrossomal e quanto a concentracdo de acido ascérbico pode-se inferir que
melhorou o desempenho da IA e as caracteristicas in vitro do s€émen criopreservado. Apesar
da ndo resposta em relacdo a suplementagdo do Noni entre os grupos, verificou-se que ele
nao foi deletério a motilidade espermatica, pois ao final do TTR a motilidade espermética
manteve dentro do esperado para sémen fresco apos o insulto, como preconizado para a
espécie ovina, segundo o CBRA (2013).

Porém, com relacao a variavel tratamento, as amostras tratadas com concentracao
Sul mostrou-se superior as demais, justamente por ser a Uinica que manteve a motilidade
até o final sem ter diferenga entre 0 momento zero e ultimo (Grafico 1). Em relagao aos
tempos estudados (0, 20, 40 e 60 minutos), os dados estatisticos demonstraram nenhuma

alteragdo ao proceder o teste de termo resisténcia.

Concentracao 5ul
160,000

140,000
120,000
100,000

80,000 -[

60,000

Motilidade espermatica

40,000
20,000
0

Tempo

Grafico 1 — Valores de Média e erro padrao da Motilidade Progressiva

Espermatica na concentragao Sul nos tempos estudados. Teste de Friedman.
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Dentro do tratamento controle, ap6s 60 minutos observou-se uma diminuicao da
motilidade espermatica (P<0,05), como demonstrado no grafico 2. Enquanto que no grupo
com suplementacao de 2 pL/mL verificou-se também uma diminui¢ao do percentual de
células moveis, demonstrando diferenca significativa (P<0,05) em relacdo a todos os
tempos (Grafico 3). Quanto ao grupo com concentragdo de 3,5 uL/ml, observou-se que s6
houve diferenca (P<0,05) na motilidade espermatica entre os tempos de 20 minutos e 60

minutos, grafico 4.

Controle
160,000
140,000 bc
3
£ 120,000 a a
c ac
5 100,000
o
wv
U 80,000
<
@ 60,000
o
%Eg 40,000
20,000
0
0 20 40 60
Tempo

* Diferenga com p < 0,05.

Grafico 2 — Valores de Média e erro padrao da Motilidade Progressiva

Espermatica na concentragao controle nos tempos estudados. Teste de Friedman

Concentracao 2ul
140,000
120,000
100,000
80,000
60,000

40,000

Motilidade espermatica

20,000

0

Tempo
* Diferenca com p < 0,05.
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Grafico 3 — Valores de Média e erro padrao da Motilidade Progressiva

Espermatica na concentragao 2ul nos tempos estudados. Teste de Friedman

Concentragao 3,5ul

140,000 ab

[on

120,000

100,000
80,000 -[ T
60,000

40,000

Motilidade espematica

20,000

0
0 20 40 60

* Diferenga com p < 0,05. Tempo

Grafico 4 — Valores de Média e Erro padrdo da Motilidade Progressiva

Espermatica na concentragdo 3,5ul nos tempos estudados.

De maneira geral foi constatada que o aumento na concentracao do extrato aquoso
de Noni manteve as velocidades de deslocamento progressivo dos espermatozoides, sendo
um ponto positivo para que ocorra o movimento deste direto ao odcito para que a
fecundagao ocorra, corroborando com o descrito por OBERST et al. (2003) e COX et al.
(2006), pois segundo esses autores a variavel velocidade progressiva estd diretamente
relacionada a habilidade do espermatozoide em alcangar o local de fecundacao, sendo que
um dos requisitos minimos para concretizar este processo, de fundamental importancia para
o funcionamento das células espermadtica, ¢ a reacdo de enrolamento e/ou dobramento da
cauda, considerada como uma reagdo positiva ao teste de caracteristica de integridade
funcional da membrana, sendo que observou-se uma manutencdo da motilidade

progressiva em todos os grupos avaliados com a suplementagao de Noni.

Na tabela 2 sdo encontrados os valores médios e seus desvios padrao para a
integridade de membranas avaliadas pelo teste de eosina- nigrosina avaliadas durantes o

TTR em cada periodo estudado.
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Tabela 2- Porcentagem de Espermatozéides com a Integridade da Membrana

Espermatica Integra (IM).

Tempo Controle 2 35 5,0
% IM £ DP 0 66,45+20,50  54,45+2254 70,11+11,56 67,67+ 17,82
% IM + DP 20"’ 62,12+2543  59.80+22.89 63,89+ 15,83 58,23 +24.40
% IM £ DP 40” 68,34+ 1931  6523+11,15 7545+1438 61,34+2801
% IM+DP 60"

66 £23,10 67,56 £15,44 69,11 £17,74 65,78 £ 21,72

Em linha, Teste de Lilliefoers e Shapiro-Wilk P > 0,05.

Observou-se no momento inicial (tempo 0), no teste de integridade de membranas
pelo eosina-nigrosina, encontrou-se os valores médios de 66,45%, 54,45%, 70,11% e
67,67% para os tratamentos Geont, G1, G2, € G3, respectivamente. Nao havendo diferenca
estatistica quanto a integridade de membranas em relagdo ao tratamento e tdo pouco dentro
do tratamento (P >0,05).

Contudo, numericamente, houve diferenga na concentracao 3,5ul de extrato
aquoso de Noni, apresentando maior percentual de células com integridade de membranas
em relacdo aos demais grupos. A auséncia de efeito significativo pode ter sido influenciada
pelo numero reduzido de repeti¢cdes (n=9), ou devido a concentragdo dos antioxidantes
presentes no extrato em questao, na qual nao tenha sido o satisfatorio para apresentar seus
efeitos benéficos ou a producdo de espécies reativas ao oxigénio ndo tenha sido alta o
bastante para as células entrarem em estresse oxidativo, envolvendo as estrututras de
membrana com o percurso da lipoperoxidagdo oxidativa, ocasionando a necessidade de
acrescentar agentes antioxidantes. Entretanto, demonstra que a polpa pode-se apresentar
como protetor de membrana plasmatica.

A manutencdo da integridade das membranas pode ter sido influenciada pelos
compostos fendicos existentes no extrato ou em outros compostos antioxidantes presentes
com capacidade de reduzir a peroxidagdo lipidica da membrana como a Vitamina C,
antraquinonas, escopoletina e 6xido nitrico e esterois (WANG, 2002; e CHAN-BLANCO,
2006). Ha a possibilidade de as concentragdes utilizadas exercerem fun¢do pré-oxidante
nos meios ou ocorrer interagao entre os antioxidantes e o diluidor, estabelecendo com que
os compostos com agao antioxidante do Noni atuassem como protetores da peroxidagao
lipidica quando avaliado isoladamente no meio.

Foi relatado que no sémen fresco humano que os antioxidantes ndo enzimaticos,

caracteristica semelhante a do Noni e pela presenca dos constituintes do diluidor (gema de
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ovo) utilizados na nossa pesquisa, podem ser responsaveis pela preservacao da membrana
por retardarem ou até mesmo prevenir a oxidagdo espermatica, através da habilidade de
inibir a peroxidacdo lipidica in vitro (AGARWALL et al, 2004), fornecendo maior
preservacgao das propriedades da membrana espermatica e acarretando melhores resultados
na qualidade do sémen . Entretanto, diversas pesquisas tém demonstrado respostas
contraditorias. AGARWALL et al (2004) realizaram uma ampla revisdo da literatura
abordando os tratamentos da infertilidade do homem a base de antioxidantes. Variadas
pesquisas utilizaram suplementacdo oral, enquanto outros acrescentaram agentes
enzimaticos € nao enzimaticos nas preparagdes espermaticas. Algumas pesquisas
descreveram melhoras nos paramétricos espermaticos (motilidade, concentracdo e
morfologia), contudo, os autores evidenciam que muitos fatores tornam estes resultados
frageis, como por exemplo, as variadas patologias dos pacientes (varicocele, azoospermia,
astenozoospermia, teratozoopermia), as diferentes concentragdes e o tempo de tratamento
compreendidos.

Em relagdo ao sequestro dos radicais livres, os extratos sdo classificados como
sendo forte (acima de 70%), moderada (70 — 50%) e faca (abaixo de 50%) capacidade de
sequestro (MELO et al., 2008). Em Nascimento (2015), observou-se que o extrato aquoso
do Noni apresentou uma 6tima habilidade em dificultar a produ¢ao da lipoperoxidagdo na
concentragio de 10 pg.mL™!, sendo semelhantes ao controle positivo sintético Trolox, um
antioxidante semelhante a Vitamina E. No entanto, o Noni apresentou um comportamento
de reducdo de eficiéncia em prevenir a lipoperoxidagdo em concentragdes mais elevadas,
constatando uma reversao pro-oxidativa, como observou-se no experimento atual.

BITTENCOURT et al. (2008) realizaram experimentos com a utilizacdo de um
meio a base de lecitina de soja para a congelagdo do sémen ovino e bovino, e relataram
valor de 27% para motilidade espermatica com este diluidor, valor inferior (P<0,05) ao
tratado com TRIS gema (47%) no mesmo trabalho e inferior também aos 56% relatados
por GIL et al. (2003), e o que correlaciona com o Noni.

Quanto a morfologia espermatica os resultados para defeitos maiores € menores
estdo expressos nas tabelas 3 e 4, respectivamente. Os percentuais dos defeitos foram
descritos com média e desvio padrdo, pois ndo foi possivel analisar todos as partidas
quantos aos tempos e animais, devido a grumos formados durante o armazenamento

impossibilitando a leitura, assim foram colocados de maneira geral os achados.

Tabela 3. Media e desvio padrdo para defeitos maiores avaliados durante o TTR segundo
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os tratamentos

Defeitos maiores

Tempo Controle 2 3.5 5
0 11,11+ 13,66 9,66+ 12,02 0,88+2,02 9,0+£11,21
20 6,44+6,67 3,22+6,51 2,44+5.70 1,44+3,0
40 0,77+1,98 4,77+5,01 3,22+4,38 2,11+4,53
60 3,0+4,92 0,66+1,32 4+5,93 3,2249,29

Em linha; Avaliagdo descritiva.

Tabela 4. Média e desvio padrdo avaliados durante o TTR segundo os tratamentos

Defeitos menores

Tempo Controle 2 3,5 5
0 10,88+10,99 6,33+10,40 4,66+10,29 10,88+10,42
20 10,88+13,70 2,66+6,26 11,77£27,77 4,44+7,10
40 6,22+8,34 19,66+22,65 4,33+5,70 4,66+7,28
60 5,22+10,41 6+10,40 7,33+10,14 7,66£17,80

Em linha; Avaliagdo descritiva.

Apesar da avaliagdo descritiva para os defeitos maiores € menores, sabe-se que os
antioxidantes suplementados ndo exercem fungdes sobre a morfologia espermadtica, as ROS
formadas sdao responsaveis por alteragdes metabolicas e na liberagdo de componentes
intracelulares, desencadeando perda acentuada da motilidade espermatica, como verificado
por Castilho et al. (2009). Apesar do que foi exposto, os defeitos tanto maiores quanto
menores estdo superiores ao recomendado para espécie ovina CBRA (2013), e esse
aumento ¢ devido ao TTR, onde com passar dos minutos varios espermatozoides vao
morrendo e estes levam a apoptose dos demais.

Diante dos resultados do presente estudo, evidenciam que o efeito protetor exibido
pelo extrato aquoso do Noni aos espermatozoides ovinos estd relacionado, em parte, pela
capacidade antioxidante de seus ativos componentes, demonstrando possuir a habilidade
de proteger a membrana do espermatozoide a partir da acao deletéria do ataque oxidativo
reduzindo a peroxidac¢do lipidica. Com estes resultados encontrados sugere-se que novas
andlises sejam realizadas sobre os padrdes de funcionalidade da célula espermatica como
integridade de membrana, mitocondria e acrossoma, bem como avaliagdo do poder
antibacteriano durante o processo de armazenamento através da realizagdo de culturas

bacterianas, escolhendo a melhor concentragao aceita.

6. CONCLUSOES
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Conclui-se que a utilizagao do Noni ¢ uma fonte promissora de antioxidantes, que
pode ser utilizada na suplementacdo durante o processo de dilui¢do e o que o mesmo

preserva a motilidade espermatica e as membranas espermaticas segundo o presente estudo.
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