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RESUMO

O Brasil é o pais com o maior rebanho bovino comercial, e com isso, surge a necessidade de aprimorar
cada vez mais a eficiéncia dos processos envolvidos neste setor. Para isso sdo utilizadas biotécnicas
aplicadas a reproducao, como a criopreservagdo. Buscando evitar os danos causados por esta técnica,
sdo utilizados diluidores seminais. Todavia, os diluidores padrdo rotineiramente utilizados possuem
ingredientes de origem animal, como a gema de ovo e o leite desnatado. Estes sdo de dificil
padronizagdo e apresentam risco de contaminagdo. Tém-se entdo um grande interesse no
desenvolvimento de diluidores de origem vegetal. A laranja ¢ uma fruta rica em metabdlitos
secundarios, como carboidratos e compostos fenolicos, estes estdo relacionados a sua atividade
antioxidante. No Brasil, a laranja-pera (Citrus sinensis (L.) Osbeck) € variedade citrica mais importante
e seu uso pela industria de sucos gera toneladas de residuos agricolas, principalmente provenientes de
sua casca. Este trabalho busca utilizar de forma alternativa a casca de laranja pera, residuo com
possiveis potenciais bioativos, para producdo de extrato bruto. Estes podem ser benéfico dentro da
formula¢ao de um diluidor seminal devido as suas caracteristicas antioxidantes e antimicrobianas.
Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o uso do extrato etanolico da casca na producao
de um novo diluidor para a conservagao de espermatozoides bovinos. Foi obtido o extrato etanolico da
casca de laranja e caracterizado quanto a sua composicdo fitoquimica, potencial antioxidante e
atividade antimicrobiana. Apds obtenc¢ao, o extrato etanolico foi incluido em diluidores de congelagao
para espermatozoides, com ou sem a presenga da gema de ovo e adicdo de 10 e 20% deste extrato. Os
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resultados demonstraram que o extrato etandlico da casca de laranja apresenta alcaloides, esteroides,
taninos e flavonoides, além de alta concentracdo de agucares redutores e potencial antioxidante,
contudo, as avaliagdes espermaticas indicaram que ndo houve diferenca entre o diluidor padrao
adicionado do extrato e o diluidor padrao sozinho. Diante destes resultados, conclui-se que o extrato
etanolico da casca de laranja deve ser melhor avaliado quanto ao seu potencial crioprotetor em células
espermaticas de bovinos.

Palavras-chave: Bioativos. Conservacgao. Residuo agroindustrial.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Confederagao de Agricultura e Pecuaria do Brasil, o segundo lugar no ranking
do valor bruto de produgao da agropecuaria brasileira ¢ ocupado pela pecuaria de corte, com RS 183,31
bilhdes, em 2023 (CNA, 2024). Para o alcance destes expressivos nimeros sao comumente utilizadas
biotécnicas aplicadas a reprodugdo, como a inseminacao artificial, transferéncia de embrides e a
criopreservacao de odcitos, espermatozoides e embrides (CARVALHO; PINTO; CARMO, 2023).

A criopreservagdo seminal ¢ uma técnica importante dentro da pecudria, pois permite o
armazenamento de amostras provenientes de animais com alto valor genético e comercial,
possibilitando seu uso por um longe periodo de tempo (ZUIDEMA; KERNS; SUTOVSKY, 2021).
Além disto, ela também contribui para a conservagao de espécies ameagadas de extingdo (BOLTON et
al., 2022), reduz riscos e custos com a aquisi¢do e transporte de reprodutores e minimiza a
possibilidade de introdug¢do de infecgdes transmissiveis via sémen em uma regido e/ou pais e a
transmissdo e propagacao de infec¢des sexualmente transmissiveis entre os rebanhos (QUELHAS et
al.,2023).

Mesmo com as melhores técnicas de preservagao, as taxas de sobrevivéncia pos-descongelagado
ainda sdo baixas, com valor aproximado de reducao de viabilidade em torno de 50%, considerando a
populagdo inicial de espermatozoides submetidas a congelacdo. Com o intuito de minimizar os danos
causados pelo processo de criopreservagdo, ¢ adicionado as células um diluidor seminal, que deve
apresentar valores de pH e osmolaridade adequados e ainda conferir prote¢do a estrutura morfologica
do espermatozoide, mantendo-o viavel mesmo em frente as injurias causadas pelo processo de
criopreservacao (BUSTANI; BAIEE, 2023).

Contudo, os diluidores padrdo utilizados nestas técnicas atualmente utilizam componentes de
origem animal, como a gema de ovo e o leite desnatado. Estes sdo de dificil padronizacao e apresentam
risco de contamina¢do microbiana. Sendo assim, ¢ de grande interesse pesquisar aditivos que
contribuam na redug¢do das crioinjurias e o crescimento de microrganismos (SOUZA et al., 2023).

A laranja (Citrus sinensis), fruto da arvore da familia Rutaceae, ¢ rica em metabolitos
secundarios, como carboidratos, compostos fenolicos, flavonoides, entre outros (BERNARDI et al.,
2010). No Brasil, a laranja-pera [Citrus sinensis (L.) Osbeck] ¢ variedade citrica mais importante,
sendo amplamente utilizada pela industria, assim como pelos mercados internos e externos de fruta
fresca.

Como consequéncia da atividade industrial do processamento de alimentos, como a extracao
de suco, ¢ gerado um grande volume de residuos, cuja destinacdo pode ser problematica, por ocupar
grandes espacos, € quando mal gerenciada pode representar riscos ambientais, como a poluicao da
agua e do solo, além dos riscos a saude da populagao (FARHAT et al., 2011). De acordo com a Lei no

12.305 de agosto de 2010, da Politica Nacional de Residuos e Solidos (BRASIL, 2020), ¢ preciso que
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todas as alternativas de aproveitamento tenham sido esgotadas para que um residuo seja considerado
um rejeito.

Portanto, se mostra cada vez mais importante o desenvolvimento e aplicagdo de novas
tecnologias que levem ao aproveitamento e transformem estes residuos em coprodutos. Ao delinear
formulacdes de diluidores para criopreservacao espermatica com composicao definida e com atividade
protetora, foi considerada a busca por residuos que pudessem conter propriedades crioprotetoras.
Diante desse contexto, surge a alternativa do uso da casca de laranja-pera, representando os residuos
da fabricag¢ao de sucos, como matéria-prima para producao de coprodutos, como o extrato etanodlico
bruto e o 6leo essencial (FERRONATO; ROSSI, 2018).

Baseado no exposto, ao considerar o impacto econdmico e a importancia ambiental do
aproveitamento dos residuos da laranja, tendo em vista o potencial antioxidante e antimicrobiano
oriundos da casca de laranja, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diluidores acrescidos do

extrato etanolico da casca de laranja-pera na conservacao de espermatozoides epididimarios bovinos.

2 METODOLOGIA

Este estudo foi desenvolvido em trés etapas, a primeira refere-se a obtengao e caracterizagao
do extrato etandlico da casca de laranja; a segunda, os testes pos-diluicdo do extrato no diluidor
comumente utilizado para a criopreservacdo e a terceira, os testes com a congelacdo de

espermatozoides epididimarios de bovinos

2.1 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO ETANOLICO DE CASCA DE LARANJA
2.1.1 Obtencio e Preparaciao da Casca de Laranja

Foram utilizadas cascas de laranjas do tipo pera [Citrus sinensis (L.) Osbeck] adquiridas em
Jodo Pessoa-PB (7°06'35.5"S 34°49'55.3"W). As cascas foram lavadas em agua corrente, secas,
pesadas e colocadas em estufa (60 °C) por trés dias. Na sequéncia, as cascas secas foram retiradas e
previamente trituradas em um mixer, com trituragdo posterior em liquidificador, até a formagdo de um
po6 fino, o qual foi pesado, armazenado e envolvido em papel-aluminio, mantido em temperatura

ambiente até seu uso na proxima etapa.

2.1.2 Elaboracao do extrato etandlico de casca de laranja

Foram utilizados 127 gramas da casca seca em po6 obtido na etapa anterior. O p6 foi colocado
em um Erlenmeyer e foram adicionados 1,2 litro de etanol 95% (v/v), seguindo a proporcao
aproximada de 1:10, referente a casca e solvente, respectivamente.

Esta mistura foi filtrada a cada trés dias. A cada filtragdo a fracao liquida era separada em outro

Erlenmeyer e o material s6lido era mantido, junto a ele era adicionado de mais 1,2 litro de etanol. Este
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processo se repetiu por trés vezes e toda fragao liquida obtida foi levada ao rotaevaporador para

secagem e obtenc¢do do extrato etandlico.

2.1.3 Screening fitoquimico

O screening fitoquimico foi realizado para identificar qualitativamente a presenga/auséncia de
cinco grupos de compostos quimicos no extrato etanolico, sendo eles: alcaloides, esteroides, taninos,
flavonoides e saponinas. Para todos os grupos analisados, o teste foi realizado utilizando 20 mg do
extrato bruto, em tubos de ensaio de vidro. A metodologia foi utilizada de acordo com a descrigao de

Melo et al. (2024).

2.1.4 Quantificacdo de acucares redutores pelo método DNS

O método DNS baseia-se na redu¢ao do acido 3,5 dinitro-salicilico a acido 3-amino-5-
nitrosalicilico ao mesmo tempo em que o grupo aldeido do agticar ¢ oxidado a grupo carboxilico, com
o desenvolvimento da coloragdo avermelhada, lida no espectrofotdmetro em comprimento de onda de
540 nm (MILLER, 1959).

Foram utilizadas diferentes dilui¢des feitas com o extrato bruto previamente obtido e dgua
destilada. Em tubos de ensaio de vidro foram adicionados 0,5 mL da amostra e 0,5 mL do reagente
DNS, esta mistura foi agitada em voértex e incubada em banho termoestabilizado a 90 °C por 5 minutos.
Apos esse periodo, a amostra foi resfriada em agua gelada até a temperatura ambiente. Em seguida,
adicionou-se 3,0 mL de 4gua destilada (Figura 15) e foi verificada a absorbancia a 540 nm em um
espectrofotometro de duplo feixe UV-visivel modelo IL-0082-Y-BI. O branco da analise foi preparado
com 0,5 mL de agua destilada ao invés da amostra, seguindo o0 mesmo procedimento.

Os valores de absorbancia das amostras nas diferentes dilui¢des foram comparados com uma
curva padrdo de aglicares redutores (glicose e frutose) previamente preparada seguindo o mesmo
método, possibilitando a conversdo da absorbancia lida em concentragcdo de glicose em gramas por

litro ou miligramas por mililitro (SANTOS et al., 2017).

2.1.5 Ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio 1H e carbono 13C

Os espectros de RMN de hidrogénio 1H e carbono 13C em técnica APT foram registrados em
um espectrometro de ressonancia magnética nuclear (Bruker, modelo Ascend), operando a 400 MHz
parao 1H e 100 MHz para o 13C. Para a anélise, a amostra foi preparada ao dissolver 20 mg do extrato
etanolico em metanol (Cambridge Isotope Laboratories). A amostra foi colocada no tubo proprio para
o equipamento de RMN com o didmetro interno de 5 mm, logo em seguida este foi inserido no

equipamento para obtencao dos espectros (Figura 1).
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Figura 1: Materiais e e

LT g

quipamentos utilizados na técnica de ressonancia magnética nuclear

Fonte: Autoria propria (2022).

2.1.6 Determinacio do teor de compostos fendlicos totais (CFT)

Utilizou-se o método Folin-Ciocalteu, que leva o nome do reagente principal utilizado na
técnica. Este reagente apresenta coloragdo amarela, mas quando em contato com agentes redutores
(compostos fendlicos) em pH alcalino, ocorre uma mudanga de coloracao para o azul. Esta mudanca
permite obter uma estimativa da concentragcdo destes compostos. Para isso, utilizou-se uma curva de
calibragdo do padrdo, com o acido galico, em diferentes concentragdes. A leitura das amostras e da
curva de calibracdo foi feita em um espectrofotometro no comprimento de onda de 765 nm. Os
resultados foram expressos em miligramas equivalentes de acido galico por grama de amostra (mg
EAG/g amostra).

Antes de iniciar o teste foram preparados os reagentes utilizados nas analises (Anexo II) e foi
preparada a solu¢do-amostra de 1,0 mg/mL do extrato etandlico em metanol.

Para o teste, foi adicionado em um microtubo uma aliquota de 120 pL da solugdo amostra e
500 pL do reagente Folin-Ciocalteu a 10%, esta reacdo foi mantida por 8 minutos. Apods este periodo
adicionou-se 400 pL da solugdo de carbonato de sodio a 7,5%, esta reacdo foi realizada e mantida
sobre o abrigo da luz e em temperatura ambiente por duas horas. Ao final, 200 pL das amostras foram
transferidas para uma placa de 96 pogos, a qual foi lida em um espectrofotdmetro no comprimento de
onda 765nm. O branco foi preparado com 120 pL da solugdo amostra do extrato etandlico adicionado

de 900 uL de agua destilada.

2.1.7 Determinacio do potencial antioxidante pelo método DPPH

Para realizacdo do teste, foram utilizadas placas de 96 pogos de fundo chato, em que cada poco
teve 100 pL das amostras (incluindo o controle positivo) adicionado. Apos isso, sobre abrigo de luz,
foi adicionado em cada poco 100 puL da solugdo de DPPH (Sigma-Aldrich) a 0,3 mM. Para a preparagao
do branco foi utilizado 100 pL da amostra e 100 pL de metanol e para o controle negativo foi utilizado

100 uL da solugdo DPPH a 0,3 mM e 100 puL de metanol (BRAND-WILLIAMS et al., 1995).
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A placa foi mantida no escuro por 30 minutos sem agitagdo. Apds este tempo foi medida a
absorbancia em um leitor de microplacas multidetector (Biotek, modelo Synergy HT), no comprimento
de onda de 517 nm. A partir dos valores obtidos do equipamento foram calculados o valor da
porcentagem de sequestro de radicais livres (% SRL) ou também conhecida por porcentagem de

inibi¢do (% I) para cada amostra (Equacao 1).

Equacao 1: Equacao da porcentagem de sequestro de radicais livres

(Absorbancia do controle — Absorbincia da amostra)

0 =
/SRL ou %l Absorbancia do controle x100

Também foram calculados os valores da concentrag¢do necessaria para atingir a IC 50, referente
a concentragdo necessaria para reduzir em 50% a concentragao inicial do radical DPPH em solugao.
Este valor foi encontrado a partir da plotagem em grafico, em que o eixo X foi referente a concentracao
da amostra, ¢ o eixo Y foi a média da porcentagem de inibi¢do (% I) (DUARTE-ALMEIDA et al.,
2006).

Para o extrato etanélico, foram feitos testes com solugdes-mae de 1, 2 e 3 mg/mL em metanol.
Por tultimo, para os diluidores, foram utilizados como solugdes-padrao os mesmos ja prontos em sua

dilui¢do final, a qual foi utilizada para as avaliagdes espermaticas.

2.2 TESTES POS-DILUICAO DO EXTRATO ETANOLICO DE CASCA DE LARANJA NO
DILUIDOR SEMINAL
2.2.1 Delineamento experimental dos testes com o extrato etandlico de casca de laranja
Para os testes com o extrato etandlico (n=6), este foi diluido em agua na proporc¢ao de 1:100.

Esta solugdo aquosa foi a utilizada para formulagdo dos diluidores testados. Assim sendo, os grupos
experimentais utilizados para os testes do extrato etanolico foram:

- Grupo Controle: Tris-gema;

- Grupo Extrato Etandlico Diluido 1 (EE1): Tris-gema + 10% da solu¢@o aquosa do extrato;

- Grupo Extrato Etanélico Diluido 2 (EE2): Tris-gema + 20% da solug¢@o aquosa do extrato;

- Grupo Extrato Etan6lico Diluido 3 (EE3): Tris + 10 % da solucao aquosa do extrato;

- Grupo Extrato Etanolico Diluido 4 (EE4): Tris + 20% da solu¢do aquosa do extrato;

2.2.2 Testes microbioldgicos
Os testes microbiologicos tiveram como objetivo avaliar o potencial antimicrobiano do extrato
da casca de laranja-pera incluido no diluidor de criopreservagdo, o Tris-gema (3,605 g de Tris-

hidroximetilaminometano; 2,024 g de 4cido citrico; 1,488 g de frutose; 100 mL de 4gua bidestilada;
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20% de gema de ovo; 5% de glicerol) ou na solugdo tampao de Tris (3,605 g de Tris-hidroximetil
aminometano; 2,024 g de acido citrico; 1,488 g de frutose; 100 mL de dgua bidestilada; 5% de glicerol).

Para a realizacdo dos testes microbiologicos, foram utilizados os grupos: Tris-gema + 10% de
extrato etanolico, Tris-gema + 20% de extrato etanolico, Tris + 10% de extrato etandlico e Tris + 20%
de extrato etanolico. Utilizou-se 0 método de microdiluicdo em placas de 96 pogos de fundo chato.
Reservou-se uma placa para cada bactéria utilizada, sendo elas: as linhagens padrao Staphylococcus
aureus UFPEDAO2, Klebsiella pneumoniae ATCC-13883, e o isolado Escherichia coli AV12. As trés
espécies utilizadas neste trabalho fazem parte da lista de bactérias prioritarias da OMS (Asokan et al.,
2019). O isolado AV12 apresenta caracteristica de multidrogarresistente, com resisténcia a amoxilina,
cefalexina e cefalotina, e sensibilidade a ciprofloxacina, gentamicina, imipenem, meropenem,
norfloxacina e sulfonamida.

Os microrganismos foram isolados de uma cultura recente de trés dias e foram suspendidos em

solugdo fisiologica (NaCl 0,9%) até obter a turbidez padronizada de 1.0 da escala de McFarland’s.

2.2.2.1 Determinagdo da concentracdo inibitoéria minima (CIM)

Inicialmente foi realizada uma dilui¢do seriada de cada diluidor para obter as seguintes
concentracoes: 20%; 10%; 5%; 2,5%; 1,25% e 0,25% do extrato etanolico. Cada concentracao foi
realizada em triplicata.

Em cada poco da placa de 96 pocos foi adicionada uma aliquota de 100 puL do caldo Mueller-
Hinton esterilizado. Logo ap6s foi adicionado no primeiro poco e de maior concentragdo da diluigao
seriada, 100 pL do diluidor teste na concentragao de 40%, para que a concentragao neste poco chegasse
a 20%. Foi1 entdo retirado um volume de 100 uL do poco, sendo levado ao proximo, seguindo as
concentragdes ja citadas acima. Ao final, foi adicionado em cada pog¢o uma aliquota de 10 puL da
suspensdo celular bacteriana a ser analisada. As placas foram envolvidas por plastico filme e foram
mantidas por 48 h em uma estufa na temperatura de aproximadamente 37 °C.

O valor da concentracdo inibitoria minima foi determinado como a menor concentracdo a qual
apresentou auséncia de turbidez, o que indica auséncia de crescimento bacteriano (GENHARTDT et

al., 1994).

2.2.2.2 Determinacao da concentracdo bactericida minima (CBM)

Para a determinacdo da concentracdo bactericida minima foi utilizado o corante redox
resazurina. Esta molécula apresenta uma colorag@o azul, e ao entrar na célula que estd viavel e com
atividade metabdlica normal, este composto passa por reagdes de reducdo resultando na resorufina,
uma molécula de coloracdo rosa e que apresenta fluorescéncia (GENHARTDT ef al., 1994). O teste

consistiu em aplicar uma aliquota de 10 uL da resazurina em cada pogo das placas utilizadas no ensaio
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anterior. Ap6s o tempo de incubacao de duas horas, a temperatura ambiente e em bancada, as placas

foram analisadas quanto a sua coloracdo resultante.

2.3 TESTES DE CONGELACAO ESPERMATICA COM OS DILUIDORES ACRESCIDOS DO
EXTRATO ETANOLICO DE CASCA DE LARANJA
2.3.1 Obtencao dos espermatozoides epididimarios de bovinos

Foram utilizados complexos testiculos/epididimos de bovinos sem raca definida que foram
obtidos em um abatedouro localizados na cidade de Santa Rita/PB (7°07'10.7"S 34°59'33.7"W) e
transportados em caixa térmica até o Laboratorio de Biotecnologia em Reprodug¢dao Animal da
Universidade Federal da Paraiba (Campus I). No laboratorio, o epididimo e o ducto deferente foram
separados do testiculo, amarrados com um barbante para que ndo houvesse extravasamento do seu
contetdo interno, cortados e higienizados com solucao fisiologica (NaCl 0,9%) a temperatura ambiente
(FARIAS et al., 2019).

Os espermatozoides foram isolados pela técnica de flutuagao (Figura 2). Inicialmente foi feito
um fatiamento da cauda do epididimo, evitando o corte de vasos sanguineos aparentes, € em seguida
feita a imersdo desta regido fatiada em 2,0 mL de solugdo fisiologica (NaCl 0,9%) estéril a 37 °C

contida em placas de Petri levemente inclinadas.

Figura 2: Técnica de flutuacdo para obtenc¢do dos espermatozoides epididimarios bovinos
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Os espermatozoides obtidos na suspensao foram avaliados quanto a motilidade (0-100%) e
vigor (0-5). Amostras com motilidade superior a 50% foram homogeneizadas em um tubo tipo falcon
de 15 mL para a formagdo do pool (espermatozoides diluidos em soro fisioldgico) a fim de evitar
alteracdes ou variabilidade entre individuos no experimento (ALMEIDA et al., 2017).

Distribuiu-se 1,0 mL do pool obtido em tubos do tipo eppendorf, estes foram levados a
centrifuga (Centrifuga de Bancada Refrigerada da marca Solab, modelo SL-706) por 10 minutos a
3000 rpm (rotagdes por minuto), com aceleracdo e desaceleragdo de 120 segundos e em temperatura

ambiente. Em seguida, por pipetagem, retirou-se o maior volume possivel da solugdo fisioldgica
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sobrenadante, mantendo-se o pellet das células espermaticas. Em todas as repeti¢des, as células foram

ressuspendidas em um volume de 2,0 mL do diluidor/grupo a ser testado.

2.3.2 Analises espermaticas pré-congelacao
2.3.2.1 Avaliacao da motilidade espermatica

A motilidade espermatica foi realizada por avaliagdo subjetiva expressa em porcentagem, com
variacao de 0-100%, sendo feita a média de dois avaliadores. Esta analise foi realizada utilizando um
microscOpio Optico com objetiva de 40x. Foi colocada uma aliquota de 10 pL da amostra entre a lamina

e a laminula, a qual foi avaliada.

2.3.2.2 Teste de integridade da membrana plasmatica

O teste de integridade da membrana plasmatica foi feito utilizando a dupla coloragdao com os
corantes eosina e nigrosina (CBRA, 2013). A eosina ¢ um corante supravital incapaz de penetrar em
células com sua membrana plasmatica intacta. Por outro lado, em células mortas ou lesadas, onde nao
ha mais uma integridade da membrana plasmatica, a eosina pode penetrar na célula, e estas foram
coradas em rosa. A nigrosina ¢ responsavel por dar o contraste mais escuro do fundo da ldmina,
permitindo uma melhor visualizacdo dos espermatozoides ndo corados (SWANSON; BEARDEN,
1951). As células ndo coradas indicaram as células vivas, onde ndo houve entrada do corante, e as
c€lulas rosadas representaram células com membrana plasmatica ndo integras

Foram adicionados em um microtubo 25 pL de cada grupo experimental, 25 pL da solucao de
corante eosina-nigrosina ¢ 50 pL de solucdo fisiologica (NaCl 0,9%). Apds a diluicdo destes
componentes, foi realizado o estirago a partir de 10 pL de cada amostra, este estiraco foi feito
igualmente em duas ldminas de vidro. Em seguida foram contadas 200 células com o auxilio de um
microscopio de campo claro com objetiva de 40x. Foi anotado o valor de células coradas e células nao
coradas para cada grupo experimental tanto no momento de 0 h, antes da congelacdo, quanto pods-

descongelagao.

2.3.2.3 Teste de funcionalidade da membrana plasmatica

Foi utilizado o teste hiposmotico (HOST) para avaliagao da integridade funcional da membrana
plasmatica. Este baseia-se nas propriedades de manutencao do equilibrio osmotico entre o ambiente
intra e extracelular (CBRA, 2013). Nesta técnica o espermatozoide ¢ incubado em solugao
hiposmotica, na qual ocorre o influxo de 4gua até que seja atingido o equilibrio osmético.
Consequentemente a entrada e expansao da membrana, hd o enrolamento da cauda num processo
fisiologico. Caso a membrana ndo esteja intacta, seja por danos ou morte do espermatozoide, esta

reacao nao ocorrera, resultando em uma cauda esticada (JEYENDRAN et al., 1984). Temos entdo que,
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para o experimento, foram consideradas células espermaticas com membranas plasmaticas funcionais
aquelas que tiveram sua cauda enrolada e células com membranas plasmaticas ndo funcionais aquelas
que apresentaram cauda esticada.

Para o teste, foi diluido em um microtubo 10 pL de cada grupo experimental juntamente a 100
nL da solucao hiposmotica (50 mOsm/Kg H20) (Anexo II). Esta solugdo foi incubada em banho maria
a 37 °C por 30 minutos. Apds a incubagdo, foi adicionado 50 pL de uma solugdo formol salina a fim
de parar a reagcdo osmotica. A avaliagdo foi feita colocando-se 10 puL de cada solugdo em uma lamina,
coberta por uma laminula, e esta foi analisada em um microscopio Optico com objetiva de 40x. Foram
contadas 100 células e anotou-se a quantidade de células com cauda enrolada e com cauda esticada

para cada grupo experimental.

2.3.3 Congelacio e descongelacio dos espermatozoides epididimarios bovinos

Para congelacdo (Figura 3), as amostras foram inicialmente envasadas em palhetas de 0,25 mL
e vedadas com alcool polivinilico. Estas palhetas foram entdo colocadas em sacos plasticos e foram
submersas em um béquer com agua a temperatura ambiente. Este foi levado para geladeira, mantida
na temperatura a 5 °C, para a curva de refrigeracdo e posterior manuten¢do a 5 °C por quatro horas,
para o tempo de equilibrio (ALMEIDA et al., 2017). Apés este periodo, foram submetidas a curva de
congelagdo em vapor de nitrogénio liquido (distancia de 4 cm entre as palhetas e a 1amina de nitrogénio
liquido), 15 minutos. Na sequéncia, as palhetas foram imersas no nitrogénio liquido e transferidas para

o botijdo, até 0 momento da avaliagdo.

Figura 3: Etapas da congelagdo das amostras
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Fonte: Autoria propria (2022).'

2.3.4 Analises espermaticas pos-descongelacio

As amostras foram descongeladas a 37 °C, em banho-maria, por 30 segundos, e fracionadas em
tubos de microdiluicdo, na quantidade de 10 puL. As amostras foram diluidas em solugdo fisioldgica
(NaCl 0,9%), na propor¢ao de 1:3 e foram adicionadas as sondas fluorescentes (exceto as amostras
submetidas a avaliagdo cinética), que serdo descritas abaixo. Todas as sondas foram adquiridas da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). As solucdes-estoque de fluoréforos foram preparadas como
segue: iodeto de propidio (25 mg/mL), JC-1 (5 mg/mL) e FITC conjugado com aglutinina de
amendoim (FITC-PNA, 1 mg/mL) em solucao tampao fosfato salina (PBS); as solu¢des de trabalho
foram JC-1 (153 uM) em dimetilsulfoxido (DMSO), FITC-PNA (0,04 mg/mL) e IP (0,5 mg/mL) em
PBS e diacetato de carboxifluoresceina (DIC; 0,46 mg/mL em DMSO). As avaliagdes foram feitas
logo apo6s a descongelagdo e repetidas novamente apds 1 h em banho-seco a 37 °C (teste de

termorresisténcia).

2.3.4.1 Avaliagdo dos parametros cinéticos

A cinética espermatica foi analisada através do sistema computadorizado de andlise
espermatica (Sperm Class Analyzer - SCATM software, Microptics, v. 5.1, S.L., Barcelona, Espanha).
Uma aliquota (5 pL) de cada amostra foi depositada sobre ldmina previamente aquecida (37 °C),
coberta com laminula e analisada por microscépio de contraste de fase (aumento de 100x; Nikon™
H5505, Eclipse 501, Toquio, Japao) e as imagens foram capturadas utilizando uma camera de video
(Basler Vision Tecnologie™ A312FC, Ahrensburg, Alemanha) (Figura 16). Para cada amostra foram
analisados cinco campos nao consecutivos, selecionados aleatoriamente, com registro de, no minimo,
2.000 espermatozoides.

Foram avaliadas as seguintes varidveis: motilidade total (MT; %), motilidade progressiva (MP;

%), velocidade curvilinear (VCL; um/s), velocidade em linha reta (VSL; pm/s), velocidade média do

percurso (VAP; um/s), linearidade (LIN; %), retilinearidade (STR, %), indice de oscilagdo (WOB, %),
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amplitude lateral da cabega espermatica (ALH, um) e batimento cruzado flagelar (BCF, Hz). Os
valores foram mensurados com as seguintes configuragdes: temperatura de 37 °C; magnificacdo de
100x; niimero de imagens, 25; imagens por segundo, 25; area de cabega, 4 a 75 pm?; VAP: lentos 10
w/s <médios 45 p/s <rapidos 90 um/s; progressividade, 75% STR, 50% LIN (VERSTEGEN; IGUER-
OUADA; ONCLIN, 2002).

2.3.4.2 Integridade de membrana plasmatica (iMP)

A integridade de membrana plasmatica (iMP) foi avaliada segundo Aratjo Silva et al. (2019),
pelo método de coloragdo dupla de fluordforos de iodeto de propideo (IP) e diacetato de
carboxifluoresceina (DIC), detectado pela inclusdo de IP no nucleo da célula. A amostra previamente
diluida foi corada com 5,0 pL. de DIC e 5,0 uL de IP e incubada por um periodo de sete minutos a 37
°C. Os espermatozoides foram avaliados utilizando filtros de excitagdo DBP 485/520 nm e DBP 580—
630 nm. Os espermatozoides corados em verde foram considerados intactos e os que estavam corados

em vermelho foram considerados como tendo membrana danificada.

2.3.4.3 Potencial de Membrana Mitocondrial (PMM)

Para este teste, 5 puL de JC-1 (iodeto de 5, 5°, 6, 6 — tetracloro - 1, 1, 3, 3° —
tetraetilbenzimidazolilcarbocianina; 153 puM) foi adicionado em cada amostra e incubados por 7
minutos, em seguida avaliado no microscopio de fluorescéncia. A fluorescéncia verde (530 nm) indica
a formacdo de mondmeros J agregados e a laranja (590 nm) indica a formag¢ao de dimeros, a medida
que a membrana mitocondrial se torna mais polarizada. Com isso, as células coradas em laranja foram
classificadas com alto potencial de membrana mitocondrial, enquanto aquelas coradas em verde foram

classificadas com baixo potencial de membrana (ALMEIDA et al., 2017).

2.3.4.4 Integridade de membrana acrossomal (1AC)

A avaliacdo da integridade de acrossoma (1AC), foi feita através de Isotiocianato de
Fluoresceina conjugada a aglutinina do amendoim (FITC-PNA). Uma aliquota de 10 uLL da amostra
foi usada para fazer um esfregaco, seco ao ar. As laminas foram coradas com aliquotas de 20 pL de
FITC-PNA e incubadas em camara imida a 4 °C, por 20 minutos, na auséncia de luz. Em seguida, as
laminas foram imersas em PBS (Tampao fosfato salina) duas vezes e secas ao ar. Imediatamente antes
da avaliagdo, 5,0 uL de solugdo de UCD (4,5 mL de glicerol, 0,5 mL de PBS, 5,0 mg de p-
fenilenodiamina e 5,0 mg de azida sdédica) foram colocados na ldmina e entdo cobertos com uma
laminula. Os espermatozoides foram avaliados usando um filtro de excitagdo BP 450—490 nm e

emissdo LP 515 nm (ARAUJO-SILVA et al., 2019).

\/
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Os dados foram expressos como a média e desvio padrao das repeti¢cdes para cada experimento.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Para andlise dos dados obtidos foram utilizados os testes T e andlise de variancia (ANOVA) para duas
amostras ¢ multiplas amostras, respectivamente. Os valores de p <0,05 foram considerados

estatisticamente significantes. Os testes foram realizados no programa Past4 versao 4.11.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 OBTENCAO DO EXTRATO ETANOLICO DA CASCA DE LARANJA
Foi obtido um extrato de coloragdo marrom, com alta viscosidade e cheiro similar ao de 6leo

essencial da casca de laranja.

3.2 CARACTERIZACAO DO EXTRATO ETANOLICO DE CASCA DE LARANJA
3.2.1 Screening fitoquimico

Os resultados do screening fitoquimico indicaram a auséncia de saponinas e a presenca de
alcaloides, esteroides, taninos e flavonoides. Na avalia¢ao da saponina, nao houve formagao de espuma
no sistema. Para alcaloides, esteroides e taninos, houve formag¢ao do precipitado, indicando a presenga
destes compostos em seus respectivos testes. E para flavonoides, o resultado foi positivo pela
apresentacdo da mudanga de cor do sistema, apresentando coloragdo rosea apos realizagdo do teste.

Dados semelhantes quanto a presenga destes compostos na casca de laranja foram descritos por
Pereira et al. (2020), Silveira (2019) e Oliveira (2017). A presenca de esteroides podem indicar uma
possivel prote¢do a membrana plasmatica, uma vez que apresentam composi¢ao similar ao colesterol,
que promove esta prote¢do aos espermatozoides submetidos a criopreservagdo. Os flavonoides podem
apresentar atividade antioxidante, que ¢ importante na descongelacdo das amostras seminais, por
promover equilibrio apds a formagdo elevada de oxidantes pos-criopreservacdo. Assim, o extrato

etanolico da casca de laranja apresenta caracteristicas funcionais para a criopreservacao espermatica.

3.2.2 Quantificacio de acgticares redutores pelo método DNS

A concentragdo de agticares redutores encontrada no extrato da casca de laranja foi de 305+20
mg/mL. Os agucares soluveis na casca de laranja variam entre 15 a 40% do peso total, eles atuam como
um importante substrato para processos biologicos (Ahmed et al., 2016). Dentre eles, os agucares
principais encontrados sdo a glicose, frutose e sacarose, mas € possivel encontrar em menor quantidade
a xilose e glicopolissacarideos (Rivas et al., 2008; Torrado et al., 2011). Os dados aqui obtidos indicam
que o extrato produzido e utilizado neste trabalho apresenta uma alta concentracdo de aglcares
redutores, este resultado vai ao encontro de outros estudos que também realizaram esta técnica em

diferentes extratos da casca de laranja (Locatelli, Finkler, Finkler, 2019; Ayala et al., 2021). Nas
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na fase de refrigeragdo/congelacdo, que pode aumentar a osmolaridade do meio e promover a

condig¢des deste experimento, a presenga dos agucares no extrato agiria em dois momentos; a sacarose,

desidratacdo celular, importante para a saida de d4gua do meio intracelular para o meio extracelular,
evitando a formagao de cristais de gelo dentro do espermatozoide e, como glicose e frutose, fornecendo
substrato para a motilidade espermatica pos-descongelacdo, uma vez que as mitocondrias utilizam

desta energia para conversdo em ATP e impulsionar o batimento flagelar.
3.2.3 Ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio 1H e carbono 13C
O espectro de hidrogénio 1H do extrato etandlico esta indicado na Figura 4 e o espectro de

carbono 13C estd indicado na Figura 5.

Figura 4: Espectro de hidrogénio 1H do extrato etandlico da casca de laranja pera
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Fonte: Autoria propria (2022).

Figura 5: Espectro de carbono 13C do extrato etandlico da casca de laranja pera
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Fonte: Autoria propria (2022).
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Quanto ao espectro de 1H, foi possivel perceber a presenga de trés intervalos distintos, os quais
indicam a presenga de certas classes de compostos quimicos. O primeiro intervalo esta entre 1,9 e 2,4
ppm (mg/Kg), e apresenta sinais de hidrogénios alifaticos caracteristicos de substancias terpénicas. O
segundo intervalo encontra-se entre 3 € 4 ppm e apresenta um envelope de sinais de caracteristicas de
agucar ou glicosideos. O terceiro intervalo estd entre 6 ¢ 8 ppm, e apresenta sinais caracteristicos de
substancias aromaticas.

A partir da década de 1980, a presenca de carboidratos passou a ser estabelecida com a
utilizacao de dados de deslocamento quimico, podendo ser avaliada pela técnica de RMN. Sinais de
RMN de H em torno de 4,5 a 5 ppm podem indicar a presenga de hidrogénios anoméricos de agucares,
associado a presenca de multipletos no intervalo de 3 e 4 ppm. Quanto aos espectros de RMN de C, a
presenga de carboidratos pode ser dada pela presenga de sinais entre 90 a 115 ppm, correspondendo a
carbonos anomeéricos, ¢ sinais em torno de 70 a 80 ppm, relativos aos carbonos hidroxilados. Além
destes, a presenca de glicosideos pode ser destacada pela existéncia de um sinal em torno de 61 ppm
(BORGES, 2008; GIL; GERALDES, 1987). O aspecto geral do espectro obtido neste trabalho
apresenta muita semelhanca com o espectro equivalente a classe dos carboidratos observados por Lima
(2013), podendo ser considerado como o grupo de compostos majoritarios presente neste extrato.

Segundo Pavia et al. (2016), os hidrogénios ligados a anéis aromaticos podem ser facilmente
identificados dentro da faixa de deslocamento quimico de 1H entre 6,5 ¢ 8 ppm. Nesta faixa poucos
outros tipos de hidrogénio apresentardo absor¢ao, caracterizando entdo uma correlagao positiva quando
ha presenga de sinais nesta faixa, equivale para o grupo funcional aromatico em compostos organicos.
Além disto, a presenca de compostos aromaticos, mais especificamente da classe dos flavonoides, pode
ser reforcada pela presenga de sinais com deslocamentos quimicos proximos a 175 e 180 ppm em
espectros de carbono (Lima, 2013). A presenca desta classe de compostos em extratos da casca de
laranja também foi encontrada por Mencherini et al. (2012).

Um resultado similar quanto a disposi¢@o do espectro pode ser encontrado em Pei ef al. (2022),
que identificou e descreveu de forma detalhada a presenca de 102 componentes da laranja, desde sua
casca até seu suco, em diferentes variedades da fruta, a partir da avaliagdao de espectros de ressonancia
magnética nuclear.

Baseado no resultado obtido pela técnica de RMN e pela técnica DNS, pode-se considerar que
o extrato etanolico da casca de laranja avaliado apresenta grande concentracao de carboidratos, entre

eles os agucares redutores.

3.2.4 Determinacio do teor de compostos fendlicos totais (CFT)
A leitura espectrofotométrica da solu¢ao de 1,0 mg/mL do extrato etanolico resultou em uma

absorbancia de 0,191. Sendo assim, a partir da curva padrao do &cido galico, este valor de absorbancia
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indicou a presenga de 340,88 mgEAG/100g de extrato etandlico. Quanto a solucao de extrato etanodlico
na dilui¢do 1:100, a qual foi utilizada na formulacdo dos diluidores testados, o valor de absorbancia
obtido foide 1,335 e, a partir da mesma curva padrao, correspondeu a 2003,00 mgEAG/100g de extrato
bruto.

O resultado obtido neste trabalho (equivalente a 1,0 mg/mL) apresentou um valor maior de
CFT em comparagdo aos extratos citricos comerciais (142,194+8,35 mgGAE/g de extrato) avaliados
por Fiorentini et al. (2022). Quimicamente, o extrato da casca de laranja ¢ caracterizado pela presenca
de compostos fendlicos de grande poder antioxidante. De uma maneira geral, existe esta correlagdo
positiva entre o teor de fendlicos totais e a propriedade antioxidante das frutas e hortaligas (KAUR;
KAPOOR, 2002). Todavia, outros autores ndo tém evidenciado esta correlagdo (ISMAIL; MARJAN;
FOONG, 2004). Assim, ¢ necessario que a fim de explicar a capacidade antioxidante de um extrato,
deve-se levar em consideracao outros fatores além do seu teor de fendlicos totais. Deve-se observar a
caracterizacdo da estrutura do composto ativo e sua fun¢do biologica (HEINONEN, LEHTONEN,
HOPIA, 1998; MELO et al. 2018).

3.2.5 Determinac¢ao do potencial antioxidante pelo método DPPH

Baseado na curva padrao do Trolox (Apéndice A), as Tabelas 1 e 2 apresentam os valores de
equivalente de Trolox para cada concentragdo do extrato testada pelo método DPPH e dos diluidores
T+10%EB e T+20%EB. Os dados obtidos para os diluidores TG+10% e TG+20% nao estdo descritos
pois ndo foi possivel realizar esta andlise, devido a presenga da gema de ovo que impossibilitou a
medi¢do da absorbancia. A composi¢cdo da gema de ovo, rica em proteinas, quando em contato com a
solucdo de DPPH diluida em metanol, desencadeou uma desnaturagdo proteica, impossibilitando a

avaliagdo espectrofotométrica das amostras.

Tabela 1: Potencial antioxidante pelo método DPPH para o extrato etandlico de casca de laranja

Concentracio do extrato bruto TEAC (ng/mL)
1,0 mg/mL 400,3
2,0 mg/mL 597,1
3,0 mg/mL 768,6

Fonte: Autoria propria (2022).

Tabela 2: Potencial antioxidante pelo método DPPH para os diluidores utilizados nas avaliagdes espermaticas

Diluidores TEAC (ng/mL)
Tris 0,0
Tris+10%EB 409,0
Tris+20%EB 771,1

Fonte: Autoria propria (2022).
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O resultado obtido na concentragao de 1,0 mg/mL ja demonstra que o extrato etanolico da casca
de laranja utilizado neste trabalho possui atividade antioxidante, sendo esta equivalente a 400 pg/mL
de Trolox. Quanto aos diluidores que foram de possivel avaliacdao, temos que a solucdo de Tris de
forma isolada nao apresentou potencial antioxidante, como esperado. Por outro lado, a adigdo da
solucao do extrato etandlico, nas concentragdes de 10 e 20%, ofereceram uma atividade antioxidante.
Sendo assim, conclui-se que a atividade antioxidante obtida nos diluidores Trist10%EB e
Tris+20%EB ¢ decorrente da agdo do extrato bruto e ndo da solugdo de Tris.

O potencial antioxidante das frutas ¢ o resultado da acao sinérgica de diversos compostos, entre
eles destacam-se os polifendis ou compostos fendlicos. Contudo, a eficacia desta a¢do antioxidante
depende da estrutura quimica e da concentragdo destes ativos no extrato (Kaur; Kapoor, 2002). A
laranja pera é descrita como sendo uma fruta com forte propriedade antioxidante, chegando a
apresentar um percentual de sequestro do radical DPPH superior a 70% (Melo et al., 2018). Estes
dados vao de acordo com os resultados aqui obtidos, uma vez que o extrato da casca de laranja utilizado

apresenta em sua composi¢ao uma alta concentragdo de compostos fenolicos.

3.2.6 Determinacio do potencial hidrogenionico
O valor do pH obtido para o extrato etanolico foi inicialmente de 5. A Tabela 3 traz o resultado
da mensuragdo do pH do diluidor padrao a base de Tris e gema de ovo (Tris-gema) e dos diluidores

formulados com o extrato bruto (EB), respectivamente.

Tabela 3: Valores de pH dos diluidores com o extrato bruto da casca de laranja pera

Grupos pH
Tris-gema 7,0
Tris-gema + 10% EB (EB1) 7,0
Tris-gema + 20% EB (EB2) 7,0
Tris + 10% EB (EB3) 6,5
Tris +20% EB (EB4) 6,5

Fonte: Autoria propria (2022).

J4 os diluidores adicionados de extrato, tiveram valores de pH maiores, sendo 7 para os grupos
adicionados ao Tris-gema, e 6,5 para os grupos adicionados ao Tris.

A congelacao dos espermatozoides deve ocorrer na presenca de diluidores seminais, com
objetivo de minimizar os danos causados pelo choque térmico, manter o pH e a osmolaridade adequada
para estas células (SALAMON; MAXWELL, 2000).

Um sistema tampao deve ser um dos constituintes destes diluidores, possibilitando que os ions
hidrogénio produzidos pelo metabolismo dos espermatozoides sejam neutralizados, e assim, fazendo
com que o pH da solucdo seja mantido proximo a neutralidade (6,8 a 7,1), pH o6timo para os

espermatozoides (BORGES, 2008).
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Uma vez que os diluidores acrescidos do extrato da casca de laranja apresentam valores de pH
aceitavel para criopreservacao, mantendo-se na média do pH do diluidor padrao comumente utilizado,

pode-se afirmar que eles apresentam uma alternativa promissora para esse processo.

3.2.7 Testes microbiolégicos
3.2.7.1 Determinagao da concentragdo inibitéria minima (CIM) e da concentracao bactericida minima
(CBM)

Os valores obtidos de concentragdo inibitoria minima (CIM) e de concentra¢do bactericida
minima (CBM) para os diluidores com o extrato etanodlico da casca de laranja estdo indicados nas

Tabelas 4 e 5, respectivamente.

Tabela 4: Concentra¢do inibitéria minima dos diluidores acrescidos de extrato etandlico de casca de laranja

Staphylococcus aureus Escherichia coli Klebsiella pneumoniae
UFPEDAO02 AV12 ATCC-13883
TG+10%EB 0,75% - 5,00%
TG+20%EB 1,25% - 5,00%
T+10%EB - 5,00% 10,00%
T+20%EB 0,75% 20,00% 20,00%

Fonte: Autoria propria (2022).

Tabela 5: Concentragdo bactericida minima dos diluidores acrescidos de extrato etandlico de casca de laranja

Staphylococcus aureus Escherichia coli Klebsiella pneumoniae
UFPEDAO(2 AV12 ATCC-13883
TG+10%EB 0,75% - 0,75%
TG+20%EB 0,75% - 1,25%
T+10%EB 5,00% 20,00% 10,00%
T+20%EB 20,00% 20,00% 20,00%

Fonte: Autoria propria (2022).

Os grupos TG+10%EB e TG+20%EB, nas concentragdes utilizadas no trabalho (de 10 e 20%,
respectivamente) inibiram o crescimento e mataram as colonias de Staphylococcus aureus UFPEDA02
e Klebsiella pneumoniae ATCC-13883, mas nao da Escherichia coli AV12. Este resultado pode estar
relacionado com as caracteristicas multidrogarresistente desta tltima espécie, sendo esta de mais dificil
inibi¢do. Apesar disto, pela sua propriedade inibitoria e bactericida das outras duas bactérias, pode-se
considerar que estes grupos apresentam atividade antimicrobiana. Este potencial ¢ interessante para
estes grupos, uma vez que o extrato bruto adicionado ao diluidor possibilita utilizar a da gema de ovo,
um ingrediente que naturalmente apresenta altos riscos de contaminagdo, de forma mais segura.

Quanto aos grupos T+10% e T+20%, estes também inibiram o crescimento bacteriano e
inviabilizar as células, desta vez para as trés bactérias testadas. Contudo, os valores de concentracao
necessarios para isto foram maiores do que o observado anteriormente. Tém-se entdo que ao extrato

bruto da casca de laranja apresenta atividade antimicrobiana para os microrganismos testados.
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A composi¢ao quimica dos residuos da laranja (Citrus sinensis) aponta a presenga de
carboidratos, flavonoides, glicosideos, cumarinas, compostos volateis, acidos organicos e 6leos
(OIKEH; ORIAKHI; OMOREGIE, 2013) Dentre estes grupos, os compostos fenolicos, o6leos
essenciais, taninos, alcaloides, flavonoides e saponinas, sdo as moléculas consideradas como
responsaveis pelo efeito antimicrobiano nesta planta (RAHMAN et al., 2011) A agdo sinérgica destes
compostos € descrita quanto a inibi¢ao do crescimento de patdgenos (NWANKWO; ONWUAKOR;
ANINWEZE, 2014).

Os resultados destas analises apresentam similaridade com o que foi obtido por Shetty et al.
(2016), El-Desoukey et al. (2018), Baba et al. (2018) e Oikeh et al. (2020), que também investigaram
a atividade antimicrobiana do extrato da casca de laranja em bactérias patogenas e em diferentes
fungos. Estes autores sugerem que a atividade antimicrobiana deste extrato ¢ o resultado da acdo

sinérgica dos compostos fenolicos, flavonoides e taninos presentes na amostra.

3.2.8 Analises espermaticas pré-congelaciao
3.2.8.1 Avaliagdo da motilidade espermatica
Os valores da média da motilidade espermatica no pods-dilui¢do e pos-descongelacdo estdo

indicados na Tabela 6.

Tabela 6: Motilidade total (%) de espermatozoides epididimarios bovinos pds-dilui¢do e pds-descongelagdo com ou sem
adigdo de extrato de casca de laranja

Tris-gema | TG+10%EB | TG+20%EB | T+10%EB | T+20%EB
Pés-diluiciio (%) 75,04+5,2%A 79,143,7°A 80,8434 | 19,1£13,1°A | 12,5+6,3%
Pés-descongelagio (%) 48,349 9P 50,8+9,3%B 51,649,9 | 0,6+£0,5® | 0,0+0,0°®

Fonte: Autoria propria (2022). Legenda: Letras minusculas indicam diferenca (p<0,05) entre os grupos de uma mesma
condigdo (0 h ou pds-descongelacdo) e letras maitisculas indicam diferenga entre o0 mesmo grupo nas duas condi¢des (0 h
e pos-descongelacdo).

A adicdo de 10 e 20% de extrato bruto da casca de laranja obteve resultados similares ao grupo
controle (Tris-gema) quanto a motilidade espermatica, tanto em Oh quanto na pds-descongelagdo.
Houve perda da motilidade em todos os grupos apds a descongelagao, este processo ja ¢ esperado como
resultado das crioinjurias causadas pelo processo de criopreservagao (Silva; Guerra, 2011). Os grupos
que continham apenas a solucao de Tris adicionada do extrato bruto, tanto nas concentracdes de 10 e
20%, nao apresentaram protecao a célula espermatica epididimaria bovina, uma vez que apresentam
valores bem abaixo do grupo controle (no tempo Oh) e a perda quase total da motilidade apos a

descongelagao.

3.2.8.2 Teste de integridade da membrana plasmatica
Os valores da média dos espermatozoides com membrana plasmatica ndo-integra no pds-

dilui¢ao e poés-descongelacdo estdo indicados na Tabela 7.
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Tabela 7: Integridade de membrana plasmatica (%) de espermatozoides epididimarios bovinos poés-dilui¢do e pos-
descongelag@o com ou sem adi¢dio de extrato de casca de laranja

Tris-gema TG+10%EB TG+20%EB T+10%EB T+20%EB
Pos-diluicao (%) 55,8+10,8%A 57,048,824 56,8+10,4% 85,023,804 110,0+22,3b4A
Pos-descongelacio (%) | 59,1+6,3% 55,8+4,8% 69,8+5,3%8 187,5+6,6°8 197,6+1,398

Fonte: Autoria propria (2022). Legenda: Letras mintsculas indicam diferenca (p<0,05) entre os grupos de uma mesma
condigdo (0 h ou pds-descongelagdo) e letras maitisculas indicam diferenga entre 0 mesmo grupo nas duas condi¢des (0 h
e pos-descongelagdo).

Nao houve diferenga (P>0,05) entre os grupos Tris-gema e TG+10%EB, tanto para o tempo 0
h quanto para poés-descongelacdo, assim como entre eles. Houve um aumento do niimero de células
com MP nao-integra no grupo TG+20%EB apo6s a descongelagdo, este aumento se dd em comparagao
ao grupo controle (Tris-gema) na mesma condicao e ao proprio grupo no tempo de 0 h. Quanto aos
grupos T+10%EB e T+20%EB, estes apresentaram valores superiores aos outros grupos, tanto no
tempo 0 h, quanto ap6s a descongelagao.

Este aumento do numero de células com MP ndo-integra indica que o extrato sozinho, e nestas
concentracoes testadas, nao possui agao protetora de membrana o suficiente para os espermatozoides

epididimarios bovinos que passardo pelo processo de congelacao.

3.2.8.3 Teste de funcionalidade da membrana plasmatica
Os valores da média dos espermatozoides com membrana plasmatica funcional (cauda

enrolada) no pos-diluicdo e pds-descongelagdo estdo indicados na Tabela 8.

Tabela 8: Funcionalidade da membrana plasmatica (%) de espermatozoides epididimarios bovinos po6s-diluigdo e pos-
descongelag@o com ou sem adicdo de extrato de casca de laranja

Tris-gema TG+10%EB TG+20%EB | T+10%EB | T+20%EB
Pés-diluicio (%) 80,5423 83,5+5,5% 85,6+4,8%4 69,3+£7,1°%4 | 68,6+11,8%"
Pés-descongelacio (%) 46,643,6° 39,6+10,6%8 34,1+6,9%8 8,6:£3,9%8 4,64+2,0°%

Fonte: Autoria propria (2022). Legenda: Letras minusculas indicam diferenca (p<0,05) entre os grupos de uma mesma
condigdo (0 h ou pds-descongelagdo) e letras maitisculas indicam diferenga entre 0 mesmo grupo nas duas condigdes (0 h
e pos-descongelagdo).

Dentre um mesmo tempo, ndo houve diferenca (P>0,05) entre o grupo controle e os grupos
Tris-gema adicionados do extrato bruto, tanto para 10 e 20%. Contudo, assim como os parametros de
motilidade e integridade de membrana, houve diferenca estatistica entre os grupos com apenas o
extrato bruto e sem a adi¢do da gema de ovo. Quanto a funcionalidade da membrana plasmatica, para
estes dois grupos, houve uma diminui¢ao no namero de células com membrana plasmatica funcional
quando em comparag¢ao com o controle, tanto para o tempo 0 h e ap6s a descongelacao.

Este resultado ¢ complementar aos anteriores, € corrobora com o entendimento de que o extrato
bruto sozinho ndo € capaz de proteger a membrana plasmatica destas células. E uma vez que o dano a
esta estrutura esta diretamente relacionado a morte celular, ha uma notavel diminui¢ao da motilidade

espermatica nestes grupos (MORAES; MEYERS, 2018).
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3.2.9 Analises espermaticas pos-descongelacao
3.2.9.1 Avaliagdo dos parametros cinéticos
Dos dados obtidos, estdo aqui descritos os valores de motilidade total (Tabela 9) e progressiva

(Tabela 10).

Tabela 9: Motilidade total (%) de espermatozoides epididimarios bovinos pds-descongelagdo e apos 1 h a 37°C, com ou
sem adicdo de extrato de casca de laranja

Tris-gema TG+10%EB TG+20%EB T+10%EB T+20%EB
Pos-descongelacgio (%) 55,24+20,0%4 66,7+15,5% 57,5+9,0%A 8,3+2,6° 7,0+3,4°
1 h pés-descongelacio (%) | 40,5+15,7°B 48,6+17,1%B 43,0+8,0%A 0,0+0,0 0,0+0,0

Fonte: Autoria propria (2022). Legenda: Letras minusculas indicam diferenca (p<0,05) entre os grupos de uma mesma
condicdo (pos-descongelagdo ou apos 1 h) e letras maiusculas indicam diferenga entre 0 mesmo grupo nas duas condigoes
(pos-descongelacdo e apds 1 h).

Tabela 10: Motilidade progressiva (%) de espermatozoides epididimarios bovinos pos-descongelacdo e apds 1 h a 37°C,
com ou sem adi¢@o de extrato de casca de laranja

Tris-gema TG+10%EB TG+20%EB T+10%EB T+20%EB
Pos-descongelacio (%) 23,8+11,724 27,2+13,6* 22.03+6,424 0,1+0,3° 0,1+0,2°
1 h pés-descongelacido (%) | 14,246,5%8 17,4+6,2°8 13,5+7,6%8 0,0+0,0 0,0+0,0

\

Fonte: Autoria propria (2022). Legenda: Letras minusculas indicam diferenga (p<0,05) entre os grupos de uma mesma
condigdo (pos-descongelacdo ou apos 1 h) e letras maiusculas indicam diferenga entre 0 mesmo grupo nas duas condi¢oes
(pos-descongelacdo ¢ apds 1 h).

Nota-se que ndo houve diferenca (P>0,05) entre os grupos controle (Tris-gema) e os
TG+10%EB e TG+20%EB, tanto pos-descongelagdo, quanto na analise apés 1 h a 37 °C. Houve, por
outro lado, uma diferenca (P<0,05) entre o0 mesmo grupo quanto ao tempo, sendo que para os grupos
citados, houve uma diminuicao da motilidade progressiva e total na avaliacao ap6s 1 h. Apenas o grupo
TG+20%EB nao obteve diferenca estatistica para motilidade total entre a analise pds-descongelagdo e
ap6s 1 h.

Os grupos T+10%EB e T+20%EB tiveram tanto a motilidade total quanto a progressiva
menores que o grupo controle, chegando a valores préximos de zero quanto a motilidade progressiva.
Esta avaliacdo, diferentemente da motilidade espermatica avaliada anteriormente, foi feita por um
método computadorizado e mais robusto (ARRUDA et al. 2011). Contudo, pode-se observar uma
correlagdo entre os dois resultados obtidos, em que ambos mostram a diminui¢do da motilidade

espermatica na condi¢ao de pds-congelacao.

3.2.9.2 Integridade de membrana plasmatica (iMP)
Os valores da média dos espermatozoides com membrana plasmatica ndo-integra (corados em

vermelho) pos-descongelagdo e apds 1 h estdo indicados na Tabela 11.
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Tabela 11: Integridade da membrana plasmatica de espermatozoides epididimarios pos-descongelacdo e pds 1 ha 37 °C

Tris-gema TG+10%EB TG+20%EB T+10%EB T+20%EB
Pos-descong. 47,1£7,6* 39,3+9,6% 34,1£16,5* 3,3+2,7° 1,0+£2,4°
Apos 1h 42, 7+11,4%4 41,014,424 33.8+11,3 - -

\

Fonte: Autoria propria (2022). Legenda: Pos-descong. — Média das células coradas em vermelho pds-descongelagio; Apos
1h — Média das células coradas em vermelho apos 1h; Dados apresentados quanto ao numero de células ndo-integras em
200 células contadas; Letras mintsculas indicam diferenca (p<0,05) entre os grupos de uma mesma condigdo (pos-
descongelagdo ou apos 1h) e letras maitisculas indicam diferenga entre o mesmo grupo nas duas condi¢des (pos-
descongelagdo e apos 1h).

Tém-se que ndo houve diferenca (P>0,05) entre o grupo controle (Tris-gema) e o grupo
TG+10%EB, tanto ap6s a descongelacao, quanto na avaliacdo apds 1h. Para o grupo TG+20%EB, no
poOs-descongelacdo apresentou um aumento, quando em comparacao ao grupo controle, no nimero de
células com membrana plasmatica ndo-integras. Esta diferencga estatistica ndo apareceu quanto aos
dados obtidos no tempo ap6s 1h. Para T+10%EB e T+20%EB, houve um aumento (P<0,05) no nimero
das células coradas em vermelho, indicando perda da integridade da membrana plasmatica nestes
grupos. Este resultado apresenta interpretacdo semelhante ao teste de integridade da membrana

plasmatica avaliado anteriormente.

3.2.9.3 Potencial de Membrana Mitocondrial (PMM)
Os valores da média dos espermatozoides com alto potencial de membrana mitocondrial

(corados em laranja) pos-descongelagdo e apds 1h estdo indicados na Tabela 12.

Tabela 12: Potencial de membrana mitocondrial (PPM) de espermatozoides epididimarios pos-descongelagdo e pos 1 h a
37°C

Tris-gema TG+10%EB TG+20%EB T+10%EB T+20%EB
Pos-descong. 64,0+28,9%A 65,5+17,7% 68,9+22 5%A 4,843 45 1,3+1,2°
Apos 1h 64,5+28 4% 66,8+18,3% 64,6+26,9%A - -

Fonte: Autoria propria (2022). Legenda: Pos descong. — Média das células coradas em laranja pds-descongelagdo; Apds 1h
— Média das células coradas em laranja apds 1h; Letras minusculas indicam diferenga (p<0,05) entre os grupos de uma
mesma condigdo (pds-descongelagdo ou apds 1h) e letras maitsculas indicam diferenga entre 0 mesmo grupo nas duas
condigdes (pos-descongelagdo e apds 1h).

Para o PPM, ndo houve diferenca (P>0,05) entre os grupos controle (Tris-gema), TG+10%EB
e TG+20%EB, tanto para avaliagdo pds-descongelacdo, quanto para o tempo ap6s 1h. Também nao
houve diferenca entre estes dois tempos para um mesmo grupo. Apenas os grupos T+10%EB e
T+20%EB apresentaram diferenca estatistica dos demais, caracterizando uma diminui¢ao do nimero

de células com alto potencial de membrana.

3.2.9.4 Integridade de membrana acrossomal (1AC)
Os valores da média dos espermatozoides com membrana acrossomal integra (corados em

verde brilhante) pos-descongelacdo e apds 1 h estdo indicados na Tabela 13.
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Tabela 13: Integridade de membrana acrossomal (iAC) de espermatozoides epididimarios pos-descongelagdo e pos 1 h a
37°C

Tris-gema TG+10%EB TG+20%EB T+10%EB T+20%EB
Pos-descong. 69,5+17,3% 73,4+14,8% 74,5+16,8%4 49,1£19,0° 39,1+19,9°
Apds 1h 68,2+19,8% 70,9£12,8%4 71,9+17,4%4 - -

Fonte: Autoria propria (2022). Legenda: Pds descong. — Média das células com acrossoma integro pds-descongelagéo;
Apds 1h — Média das células com acrossoma integro ap6s 1h; Letras minusculas indicam diferenga (p<0,05) entre os grupos
de uma mesma condicdo (pds-descongelagdo ou apods 1h) e letras maitisculas indicam diferenga entre 0 mesmo grupo nas
duas condigdes (pos-descongelagdo e apos 1h).

Assim como o teste anterior, ndo houve diferenga (P>0,05) entre os grupos controle (Tris-
gema), TG+10%EB e TG+20%EB, tanto logo ap6s a descongelagdo, assim como na avaliacdo apos
lh. Também nao houve diferenca (P>0,05) para estes grupos entre os valores nos dois tempos. Houve
diferenga estatistica para os grupos T+10%EB e T+20%EB, com uma diminui¢do do niimero de
espermatozoides com membrana acrossomal integra.

A partir dos dados obtidos nas avalia¢des cinéticas pds-descongelagdo conclui-se que a adigdo
do extrato da casca de laranja pera, tanto na concentragdo de 10 e 20%, de maneira geral ndo apresentou
diferenga estatistica ao grupo controle (Tris-gema).

Além disso, pdde-se perceber que os grupos com apenas o extrato bruto (10 e 20%), e que ndo
havia a presenga da gema, mostraram ndo protegerem os espermatozoides epididimarios bovinos
quanto a integridade e funcionalidade da sua membrana plasmatica, integridade da membrana
acrossomal e potencial de membrana mitocondrial.

A auséncia de protecdo as estas estruturas (membrana plasmatica, acrossoma e mitocondrias)
esta relacionada com a perda da motilidade (total e progressiva) destas células, principalmente quando
submetidas a técnica de congelacao (SILVA; GUERRA, 2011).

A adi¢ao de substancias antioxidantes no diluidor seminal € um dos fatores que influenciam a
melhora dos parametros de avaliagdo espermatica, principalmente quanto a motilidade espermatica
(total e progressiva) (BOZZI, 2017, DANELUZ, 2016; TONIOLLI, 2012). O aumento destes

parametros indica um aumento da qualidade do s€émen pos-descongelagao (KALTHUR et al., 2011).

4 CONSIDERACOES FINAIS

O extrato etandlico da casca de laranja-pera apresenta alta concentra¢do de carboidratos, entre
eles os agucares redutores, alta concentragdo de compostos fendlicos totais, assim como atividade
antioxidante. Apesar do potencial antioxidante, os diluidores formulados com 10 e 20% do extrato
adicionados ao Tris-gema ndo apresentaram melhoria em comparagdo a sua auséncia quanto aos
parametros de avaliagdo espermatica pds-descongelagdo. Os diluidores formulados apenas com Tris e
adicdo do extrato bruto (10 e 20%) nao sdo eficientes na conservacdo de espermatozoides
epididimarios submetidos a criopreservagdao. Apesar dos diluidores testados neste trabalho nao

apresentarem atividade crioprotetora, ¢ necessario um aperfeigoamento das metodologias utilizadas no
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preparo dos diluidores, além de novos testes com diferentes concentracdes do extrato etanolico, a fim

de avaliar mais profundamente seu potencial crioprotetor.
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