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Ata da 37? (trigésima sétima) Dissertagdo de Mestrado da aluna do Programa
de Pos-Graduagdo em Biotecnologia CHRISTIANNE EMMANUELLE
ANDRADE PIRES BRILHANTE candidata ao Titulo de ‘Mestre” em
Biotecnologia, na area de concentragao Biotecnologia Aplicada aos Recursos
Renovaveis.

As oito horas e trinta minutos (08h30) do dia 30 de setembro do ano de dois
mil e vinte e dois (30/09/2022), no auditério gentiimente cedido pelo
IPeFarM/UFPB, reuniram-se em carater de Solenidade Publica os membros da
Comissao designada para examinar a aluna Christianne Emmanuelle
Andrade Pires Brilhante candidata ao Titulo de “MESTRE" em Biotecnologia.
Foram componentes da Banca Examinadora os professores doutores Sildivane
Valcacia Silva (Orientadora) (Universidade Federal da Paraiba), Ulrich
Vasconcelos da Rocha Gomes (Examinador Interno)) (Universidade Federal da
Paraiba) e Carlos Augusto Alanis Clemente (Examinador Externo) (Universidade
Federal da Paraiba). Dando inicio aos trabalhos, a Presidente da Banca
professora Sildivane Valcacia Silva, apés declarar os objetivos da reuniao,
apresentou a candidata Christianne Emmanuelle Andrade Pires Brilhante, a
quem concedeu a palavra para que dissertasse oral e sucintamente sobre o
tema apresentado e intitulado “Extragdo, Caracterizagao e Aplicagao do Oleo
Essencial e do Extrato da Casca de Laranja Pera na Conservagao Seminal”.
Apos discorrer sobre o referido tema, a candidata foi arguida pelos
examinadores na forma Regimental. Ato continuo passou a Comissdo em
carater secreto, a proceder a avaliagdo e julgamento do trabalho, concluindo
por atribuir-lhe o conceito APROVADO. Em face da aprovagao, declarou a
presidente achar-se a examinada Christianne Emmanuelle Andrade Pires
Brilhante legalmente habilitada a receber o Titulo de “MESTRE" em
Biotecnologia, na area de concentragdo Biotecnologia Aplicada aos Recursos
Renovaveis, cabendo a Universidade Federal da Paraiba, providéncias, como
de direito a expedigdo do Diploma que a mesma faz jus. Nada mais havendo a
tratar, eu, Tania Maria Alves de Araujo, na qualidade de secretaria, lavrei a
presente Ata que submeto a aprovagao da Comissao Examinadora.

Tania an%g% Aratjo ( Secretana)
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Profa. Dra. Sildivane Valcacia Silva (Orientadora)

\

Prof.'D‘r'. Incﬁ‘\'/asconcelo da Rocha Gon;:/s (Examinador Interno)
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Prof. Dr. rlos Augustp Alanis Cle ente (Examinador Externo)
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RESUMO

O Brasil é o pais com o maior rebanho bovino comercial, € com isso, surge a
necessidade de aprimorar cada vez mais a eficiéncia dos processos envolvidos neste setor.
Para isso sdo utilizadas biotécnicas aplicadas a reprodu¢do, como a criopreservagao.
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 padronizagao e
apresentam risco de contaminagdo. Tém-se entdo um grande interesse no
desenvolvimento de diluidores de origem vegetal. A laranja ¢ uma fruta rica em
metabolitos secunddrios, como carboidratos e compostos fendlicos, 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, como matéria-prima para
producdo do extrato bruto e do o6leo essencial. Estes podem ser benéfico dentro da
formulacdo de um diluidor seminal devido as suas caracteristicas antioxidantes e
antimicrobianas. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o uso do extrato
da casca e o dleo essencial de laranja pera na produ¢do de um novo meio diluidor com
atividade na conservacdo seminal. Foi realizada a extracdo do 6leo essencial e sua
caracterizacdo da composi¢do quimica e potencial antioxidante. Foram formuladas
diferentes nanoemulsdes com este 6leo essencial, e estas foram testadas quanto ao seu
potencial crioprotetor em células epididimarias bovinas. Também foi obtido o extrato
bruto da casca de laranja, este foi caracterizado quanto a sua composicao fitoquimica,
potencial antioxidante e atividade antimicrobiana. E foram testados diluidores, com e sem
a presenca da gema de ovo, com adigdo de 10 e 20% deste extrato. Os resultados
demonstraram que o 6leo essencial ndo apresentou potencial antioxidante, assim como
ndo obteve sucesso na protecdo dos espermatozoides. Quanto ao extrato, ele apresentou
potencial antioxidante pelo método DPPH, contudo, as avaliagdes espermaticas
indicaram que nao houve diferenca significativa entre o diluidor padrao adicionado do
extrato e o diluidor padrdo sozinho. Diante destes resultados, conclui-se que o extrato da
casca de laranja deve ser melhor avaliado quanto ao seu potencial crioprotetor.
Palavras-chave: Oleo essencial; Casca de laranja; Criopreservagio; Diluidores

Seminais; Atividade antioxidante; Destinagao nobre de residuos.



ABSTRACT

Brazil has the largest commercial cattle herd, and with that, there is a need to increasingly
improve the performance of the processes involved in this area. For this, biotechniques
applied to reproduction, such as criopreservation, are used. Seeking to avoid the damage
caused by this technique, seminal extenders are used. However, standard extenders that
are commonly used contain ingredients of animal source, such as egg yolk and milk.
These ingredients are difficult to maintain a standard production and they increase the
risk of contamination. That being said, there is a great interest in the development of
extenders with a plant source. Orange is a fruit rich in secondary metabolites, such as
carbohydrates and phenolic compounds, and these are related to its antioxidant activity.
In Brazil, the sweet orange (Citrus sinensis (L.) Osbeck) is the most important citrus
variety and its use by the juice industry generates tons of agricultural waste, mainly from
its peel. This work had the intention to give an alternative use for the orange peel, acting
as raw material for the production of its extract and essential oil. These can be beneficial
within the formulation of a seminal extender as they show antimicrobial antioxidant
characteristics. Therefore, this work aimed to evaluate the use of orange peel extract and
essential oil for the production of a new extender with activity in the sperm
cryopreservation. The essential oil extraction, its chemical composition and antioxidant
potential characterization were performed. Different essential oil nanoemulsions were
formulated, and these were tested in order to evaluate their protective potential
epididymal sperm cells. The extraction of the crude extract of the orange peel was also
performed, this was elaborated regarding its phytochemical composition, antioxidant
potential and antimicrobial potential. These extenders were tested, with and without the
presence of egg yolk, with the addition of 10 and 20% extract. The results showed that
the essential oil did not show an antioxidant potential, as well as it was not successful in
protecting the sperm cells. As for the extract, it showed antioxidant potential by the DPPH
method, however, sperm parameters evaluated showed that there was no significant
difference between the standard extender with the added extract and the standard extender
alone. Based on these results, it can be concluded that the orange peel extract should be

better evaluated for its cryoprotective potential.

Keywords: Essential oil; Orange peel; Cryopreservation; Seminal Extenders;

Antioxidant activity, Residues noble destination.



SUMARIO

TINTRODUGAO. .......oooiiiiiiiieeie e 21
2 REVISAO DE LITERATURA.......cooitiiiiriiinineeineeiesie s ssssens 23
2.1 Aparelho Reprodutor do Macho BOVINO...........ccceevveeiiieniieiieiieeieeieeeee e 23
2.2 ESPEIMALOZEINESE. .. .eeeuviieiiieeiiieesiieeesitteesiteeesiteeseteestaeestteesaseeesabaeesaseeesnseesnnseens 24
2.3 A CElula ESPErmMAtICA. ....cc.eeevuieeiiieiieeiieeiie ettt ettt ettt e re et eae e enne 25
2.4 Capacitagao € Reacao ACTOSSOMICA. .......evvieruieeiieriieeieeiieeieerieeeteenieesreeneeeeneeas 27
2.5 CrIOPIESEIVAGAO. .. veeeveenereruteertieateenttesteenteesseeseessseeseessseenseessseeseessseenseessesnseenns 28
2.6 Diluidores SEMINAIS. ......cecveriiriieiieiieniieteeient ettt ettt sb et saee b e saees 31
2.7 CriOPTOtELOTES. . eeuveeeiientieeireeiee et etteeteesteeebeeseeeabeeseeenseenseeenseenseeasseensaesnseenseennns 32
2.8 A Laranja e a Produg@0o Brasileira..........ccccceevieeiienieiiieieeicecee e 35
2.9 Extrato da Casca de Laranja..........ccceccueevuierieeniienieeiieeie et 37
2.10 Oleo Essencial da Casca de Laranja................ococeeeeeeeeeeeeereeeseeseeeeesesesennens 37
2.10.1 TOIPENOS. ...veeeeeieeiiieeiiieeetee et ettt e st e st e et e e sabeeeateesabbeesabeeesaneeenaseeennne 40
2.10.1.1T LIMONENO...c.etiuiiiiiiiieieeiterteete sttt ettt 41

2.11 NaNOCIUISTES. .....eevieniiriieriieieeie ettt sttt ettt sttt ettt s sae b eaees 42
2.11.1 PoliSOIbato 80........ccueriiriiiiieiiiiiieieeerieeeet ettt 45
BOBIETIVOS ...ttt ettt ettt ettt ettt 47
3.1 ObJetiVO GeIAL....eiiiieiiieiieeie ettt ettt ettt e e s enne 47
3.2 Objetivos ESPECIICOS. ..cuuiiuiiiiieiieiiieiie ettt 47

4 MATERIAL E METODOS.......ccoooomiimiiimiiiniieeiieeiseessseessssessssssessses s sssssseeens 48
4.1 Experimento I - Oleo essencial da casca de laranja.............cccccoovueevrrereerrereenenns. 48
4.1.1 Obtencao e preparacdo da casca para extracao do 6leo essencial................... 48

4.1.2 Extracao do 01e0 €SSeNCIal..........cceeeevuiiieiiieciieeeiie et 48

4.1.3 Caracterizagao do 6leo essencial..........ccceeeeuiieiiiieiiiieeeiee e 50
Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).............. 50
Determinagdo do potencial hidrogenionico................ccocccueeeeeeueeceeeceecieneeeeeens 51
Determinagdo do potencial antioxidante pelo método DPPH............................. 52

4.1.4 Preparac@o das NanoemulSOEs. .........cceevuveeuierireniieniieeiieeieeieesieeiee e eeees 53

4.1.5 Caracterizagao das NnanoemMulSOeS. .........cccvreeuieeeiieeeiee e evee e 55

4.1.6 Delineamento experimental dos testes com o 6leo essencial....................... 56

4.1.7 Obtencao dos espermatozoides epididimarios..........ccceeeveereeeieenvenveenneenne. 57



4.1.8 ANAliSEs ESPETIMALICAS. ....ccuveerereeiieiieeieentieeieerieeereenteeeteesteesebeenseeenseenseeenne 59

Avaliagdo da motilidade eSPermatiCa..................ccueeueeeieseeeecieiieeiieeieeieeneeens 59
Teste de integridade da membrana plasmatica...................cccocceeevevceveceeenenennnnn. 59
Teste de funcionalidade da membrana plasmatica...................ccccoeveeveceencunennnn. 60
Congelagdo e descongelacdo dos espermatozoides.................ccocccueveeeecevenunannnn. 61

4.2 Experimento II - Extrato bruto da casca de laranja .........c..coccoeovevieniniencineniencenne. 62
4.2.1 Obtencao e preparagao da casca para formulagdo do extrato bruto.............. 62
4.2.2 Obtengao do eXtrato DIULO........cceeeeviieeiieeciiee ettt e 63
4.2.3 Caracterizacao do extrato bruto e diluidores............ccceeeeveeeeiieecieeeeieeenen. 64
SCreening fltOGUIMICO. ............cccueeveieiiieeieecieeeie ettt ettt be e eene 64
Ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio 'H e carbono 3C............ 65
Determinagdo do teor de compostos fenolicos totais (CFT) ........coceveeueevueennn. 65
Quantificagdo de agucares redutores pelo método DNS..............cccoccveveeeneane.. 66
4.2.4 Delineamento experimental dos testes com o extrato bruto..............c..e.... 67
4.2.5 ANAliSEs ESPETIMALICAS. .. .ccuveeereeiieiieeieeriieeieeiteereenteesteesteeeebeenseesnseenseeenne 67
4.2.6 Andlises espermaticas pos-descongelacao..........cocvververcveeneeeieenieeeiieenieennn 67
Avaliagcdo dos parametros CINELICOS . ..........c.ccceeeeeecieiieeiieeeieeiee e eieesee e 68
Integridade de membrana plasmatica (IMP) .............cccocooueveeeeeeiieeeiieiieseeeiens 69
Potencial de Membrana Mitocondrial (PMM) .............cccoocoueeeeeeeeieeeeeieeeeeeeenne. 70
Integridade de membrana acrosSOmMal (IAC) .........c.ccoeeeveeeeiceeeiienieiiesieeiens 70
4.2.7 Testes MIiCTODIOIOZICOS. ......ieiuieiiieiieeieeiie ettt et 71
Determinagado da concentragdo inibitoria minima (CIM) .............cccoceevuveeeunennne. 71
Determinagado da concentragdo bactericida minima (CBM) ...............c..cceeuueen... 72

4.3 ANALISE ESTALISTICA. .e..veveeuteriietieie ettt ettt 72
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ...........oociiiriiiiierieeinesisesieesiesssessisesiseseosesens 73
5.1 Experimento I - Oleo essencial da casca de laranja.............c..cccccooeevureerrerrernnnns, 73
5.1.1 Obtengao e preparagdo da casca para extracao do dleo essencial................... 73
5.1.2 Extragao do 0leo eSSencial...........cccueieeviieiiieeiieeciee e 73
5.1.3 Caracterizacao do 0leo essencial............ccccvveevuiieeiiieeiiieeeiieeeiee e 74
Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).............. 74
Determinagdo do potencial hidrogenionico................ccocccueeeeeveeeeieenceeeiieneeeeeeens 75
Determinagdo do potencial antioxidante pelo método DPPH............................. 76
5.1.4 Preparacao das nanoemulSOeS..........cecueeruireiiienieeiieniieeieeiie et 77

5.1.5 Caracterizacao das nanoemulSOES.........cccueevvieeeiieeiiieeiiee e 79



5.1.6 Delineamento experimental dos testes com o 6leo essencial...................... 80

5.1.7 Obtenc¢ao dos espermatozoides epididimarios.........ccceeeeeveereeniienieeeneennen. 80
5.1.8 ANAlISES ESPEIMALICAS. ...uveeeieeiieeiieeiieeiieeteeeeteeteeereeteeebeenseeebeenseesnseeenas 80
PULOTO L.t 80
PUlOLO L1 e 82
PULOLO TI1.........oeieieeeeee ettt &3
5.2 Experimento II - Extrato bruto da casca de laranja ..........c.ccoceveevinienienenicneenne. 84
5.2.1 Obtengao e preparacao da casca para formulagdo do extrato bruto.............. 84
5.2.2 Obtengao do eXtrato DIUtO..........cccuviieiiieeiieeeie e e e 84
5.2.3 Caracterizag@o do extrato bruto € diluidores.............ccccveeerieeiiiieecieecnieeee, 84
Determinagdo do potencial hidrogenionico................ccccccueeeeeecueeceeeieeeieenreneeeens 84
Determinagdo do potencial antioxidante pelo método DPPH.............................. 85
SCreening fltOGUIMICO. ............cccueeveieiiieeieecieeeie ettt ettt be e eene 87
Ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio 'H e carbono 3C............ 87
Determinagdo do teor de compostos fenolicos totais (CFT) ........cooeveeeeneeennnn. 89
Quantificagdo de agucares redutores pelo método DNS...............ccccecveveeenenne.. 90
5.2.4 Delineamento experimental dos testes com o extrato bruto..........c..ccc.eeeee. 91
5.2.5 AnAliSEs ESPETMALICAS. ....ccveeuieeiieiieeieeniieeieeiteeteesereeteesaeeenbeessneesaesaeeens 91
5.2.6 Analises espermaticas pos-descongelagao.........occeevveeruieeieenieniienieeieenenn. 94
Avaliagcdo dos parametros CINELICOS . ...........cccveeeeecieieeeiieeeie e eeieesee e 94
Integridade de membrana plasmatica (IMP) .............cccccoueeeeeceeceeniiieiiesieeeens 95
Potencial de Membrana Mitocondrial (PMM) .............ccooeveeioeeciencieaiienieeaenns 95
Integridade de membrana acrosSOmMal (IAC) .........c.ccoeeeveeeeiceeeiienieiiesieeiens 96
5.2.7 Testes MICTODIOIOZICOS. ....cccuvieiieriiieiieeiie ettt ettt eees 97

Determinag¢do da concentragdo inibitoria minima (CIM) e Determinagdo da

concentragado bactericida minima (CBM) ..........cc.ccooveeveeecieeeeiieeeiee e, 97
CONSIDERACOES FINAIS..........ooooooiiiiieeeeeee et 100
REFERENCIAS..........coooiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesnsnssssessenenennn 101
ANEXO L. 119
ANEXO IL..ccvvnuneeeeeeennnneeeeeieeeeeeeeee e, 120
APENDICE A....uoeevtieeeetnneeeeeennieeeeeeeee e e, 121

APENDICE B..uvntnteeeneeeeeeeseseemoeeeee oo e e seseses e e seseseses e e e eseses e e sesesesesesseas 123



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Estruturas quimicas dos compostos majoritarios do 6leo essencial de laranja.39

Figura 2 - Aspecto visual das laranjas e cascas utilizadas para obtenc¢ao do 6leo essencial

€ EXITALO DIULO. ..ottt ettt ettt sttt et sbe e b e 48
Figura 3 - Extracdo do 6leo essencial da casca de laranja...........c.cccceeeveenieiciieneeeneennen. 49

Figura 4 - Cromatografo gasoso acoplado a espectrometro de massas utilizado para

caracterizacao d0s OlE0S ESSEINCIAIS. ......uueeiuireeiiieeiieeetieeereeeereeeereeeetreeeeareeeeaaeeeareeeneees 51
Figura S - Equipamento utilizado para leitura da absorbancia das placas de 96 pogos.....53
Figura 6 - Etapas de obten¢ao dos epididimos bOVInos.........c.cceceeeeveenieriienienienieneenne. 58

Figura 7 - Técnica de flutuacdo para obtencdo dos espermatozoides epididimarios

DOVITIOS . . esesesenenenesenenenenenmnnnmnnnmnnnn 58

Figura 8 - Coloracdo eosina-nigrosina em espermatozoides epididimarios bovinos.......60

Figura 9 - Teste hiposmoético em espermatozoides epididimarios bovinos...................... 61
Figura 10 — Etapas da congelagao das amostras.........cc.ceeeeeerienienienienieniieneenieeeesieene 62
Figura 11 - Cascas da laranja antes e ap0s secagem na estufa...........cccoeveveeveenieniencenne. 63
Figura 12 — Etapas da obtencdo do extrato bruto da casca de laranja............cccccecveneee. 63
Figura 13 - Equipamento de rotaevaporador utilizado para secagem do extrato.............. 64
Figura 14 - Materiais e equipamentos utilizados na técnica de RMN..........c..cccevvenneenne. 65
Figura 15 — Mudanca de coloracdo no método DNS..........cccooieiiiiiniininiiniieeieneee, 67

Figura 16 - Computador e microscopio utilizados para analise da cinética espermatica..69

Figura 17 — Coloracao dupla de iodeto de propideo e diacetato de carboxifluoresceina..69

Figura 18 — Teste do potencial de membrana mitocondrial..........c.ccceceeveriieniinienienennne. 70
Figura 19 — Avaliacdo da integridade acrossomal.............cccevcireeiieniieiiienieiiieeeeeeee, 71
Figura 20 - Espectro de hidrogénio 'H do extrato bruto da casca de laranja pera............. 85
Figura 21 - Espectro de carbono '*C do extrato bruto da casca de laranja pera.............. 88

Figura 22 - Curva da concentracdo de agucares redutores nas diferentes diluicdes do

extrato da casca de laranja...........coeviieiiiiiiiiiieieeeee e 90



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Rendimento das extragdes do dleo essencial da casca de laranja pera............. 73
Tabela 2 - Compostos majoritarios dos 6leos essenciais da casca de laranja pera ........... 74
Tabela 3 - Valores de pH dos 6leos essenciais da casca de laranjapera ............c.cccuvenneeen. 75
Tabela 4 - Valores de pH das nanoemulsdes formadas .............ccoeeeerieeiiieniieecieennennnnns 76

Tabela 5 - Resumo das avaliagdes feitas para as nanoemulsdes formuladas em cada piloto

......................................................................................................................................... 77
Tabela 6 - Caracterizagdo das NnanoemMuUISOES ...........cccvveeeiriieiiieeeiie e 79
Tabela 7 — Avaliacdo da motilidade espermatica do Piloto 1.........c.cccceviiieniiiiienninnnns 80
Tabela 8 - Teste de integridade da membrana plasmatica do Piloto 1..........ccccceceeenin. 81
Tabela 9 - Teste de funcionalidade da membrana plasmatica do Piloto 1........................ 81
Tabela 10 - Avaliacdo da motilidade espermatica do Piloto 2..........cceeeveriieiiinnennens 82
Tabela 11 - Teste de integridade da membrana plasmatica do Piloto 2............cccceueee. 82
Tabela 12 - Teste de funcionalidade da membrana plasmatica do Piloto 2..................... 82
Tabela 13 — Avaliagdes espermaticas do Piloto 3..........ccocieiiiiiiiiiiniiiieieceee e &3

Tabela 14 - Valores de pH dos diluidores com o extrato bruto da casca de laranja pera...85
Tabela 15 -Potencial antioxidante pelo método DPPH para o extrato bruto.................. 86

Tabela 16 - Potencial antioxidante pelo método DPPH para os diluidores utilizados nas

AVAl1ACOECS ESPETINATICAS. ...e.vveutieuteeiierteete ettt et ettt et ste ettt sbe et satesbe et saeesbeeneesaeens 86
Tabela 17 - Concentragdo de actcares redutores no extrato da casca de laranja............ 90
Tabela 18 — Motilidade esperméatica em Oh e pos-descongelacao..........ccceeveeeveeneneennnnns 92

Tabela 19 — Teste de integridade da membrana plasméatica em Oh e pos-descongelacdo



Tabela 21 - Motilidade progressiva (%) pos-descongelagdo e apds 1h.........ccccceevurennnns 95
Tabela 22 - Motilidade total (%) pos-descongelacdo € apos 1h........ccoecveriiiiienninnnns 95
Tabela 23 — Integridade da membrana plasmatica (iMP) pos-descongelagdo e apds 1h..96
Tabela 24 — Potencial de membrana mitocondrial (PPM) pés-descongelacdo e ap6s1h..96
Tabela 25 - Integridade de membrana acrossomal (iAC) pos-descongelagdo e apds 1h..97
Tabela 26 - Concentragdo inibitéria minima dos diluidores com extrato bruto.............. 98

Tabela 27 - Concentragdo bactericida minima dos diluidores com extrato bruto........... 98



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 - Descricao dos 6leos essenciais obtidos apos cada extracdo

Quadro 2 - Resumo dos pilotos testados na formulagao das nanoemulsdes.................. 54



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AMPc Adenosina monofosfato ciclico

ANOVA Andlise de variancia

ATP Adenosina trifosfato

CASA Anélise computadorizada de motilidade espermatica

CG-EM Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas

CG-FID Cromatografia gasosa acoplada ao detector de

ionizac¢ao de chama

DMAPP dimetilalil difosfato

DMSO Dimetilsulfoxido

DNA Acido desoxirribonucleico

DNS Acido 3,5-dinitrito salicilico

DP Desvio padrao

DPPH Radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
DXP 1-desoxilulose 5-fosfato

EG Etilenoglicol

EPI Emulsdo por inversao de fase

EROs Espécies reativas de oxigénio

FA Fase aquosa

FO Fase oleosa

FPP Farnesil difosfato

GPP Geranil difosfato

G3P Gliceraldeido-3-fosfato

HOST Teste hiposmético

HLB Balango hidrofilico-lipofilico

IA Inseminacao artificial

IUPAC Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
IMP Integridade de membrana plasmatica
IPP Isopentenil difosfato

IC50 Concentracdo Inibitoria 50

IL-1P Interleucina 1-beta



1L-6 Interleucina 6

ISO Organizacao Internacional para Padronizagao
MDA Malondialdeido

MEP Fosfato de metileritritol

MP Motilidade progressiva

MT Motilidade total

MVA Mavelonato

NE Nanoemulsado

OE Oleo essencial

pH Potencial hidrogenionico

PIVE Produgao in vitro de embrides
PKA Fosfoquinase A

P80 Polisorbato 80

RPM Numero de rotagdes por minuto
RMN Ressondncia magnética nuclear
SOD Superdxido desmutase

TE Transferéncia de embrides
TNF-a Fator de necrose tumoral alfa
TRIS Tris(hidroximetil)aminometano

USD Dolares americanos



°C
%

mg
mOsmol/Kg
L

mL

puL

cm

nm

pum/s

LISTA DE SIMBOLOS

Graus Celsius
Porcentagem
Menor que
Mais ou menos
Hora

Minuto
Quilograma
Grama
Miligrama
Miliosmoles por quilo
Litro

Mililitro
Microlitro
Centimetro

Nandmetro

Micrémetro por segundo

Alfa
Beta



21

1 Introducao

O Brasil apresenta o maior rebanho bovino comercial do planeta, com isso, surge
a necessidade de aprimorar cada vez mais a eficiéncia dos processos envolvidos neste
setor (FRENEAU, 2011). Para isso sdo comumente utilizadas biotécnicas aplicadas a
reproducdo, como a inseminagao artificial, transferéncia de embrides e a criopreservagao
de odcitos, espermatozoides e embrides (VIEIRA, 2012).

A criopreservacdo do sémen ¢ uma técnica importante dentro da pecuaria, pois
permite o armazenamento de amostras provenientes de animais com alto valor genético e
comercial, possibilitando seu uso por um longe periodo de tempo (WATSON, 2000).
Além disto, ela também contribui para a conservagao de espécies ameagadas de extingao,
reduz riscos e custos com a aquisicdo e transporte de reprodutores e minimiza a
possibilidade de introducdo de doengas transmissiveis via sémen numa regido e/ou pais e
a transmissdo e propagacdo de doengas sexualmente transmissiveis nos rebanhos
(TRALDI, 1994).

Mesmo com as melhores técnicas de preservagdo, as taxas de sobrevivéncia pos-
descongelacdo ainda sdo baixas, com valor aproximado de 50% para a populagdo de
espermatozoides inicial. A fim de minimizar os danos causados pelo processo de
criopreservacao, ¢ adicionado as células um diluidor seminal. Este ¢ resultado da adi¢do
de diversos compostos que proporcionam um ambiente favordvel para estas células,
protegendo-as. Estes diluidores devem apresentar valores de pH e osmolaridade
adequados e devem ter a capacidade de proteger a estrutura morfoldgica do
espermatozoide, mantendo-o vidvel mesmo em frente as injarias causadas pelo processo
de criopreservagao (SALAMON; MAXWELL, 2000).

Contudo, os diluidores padrao utilizados nestas técnicas atualmente utilizam
componentes de origem animal, como a gema de ovo e o leite desnatado. Estes sdo de
dificil padronizacdo e apresentam risco de contamina¢ao microbiana. Sendo assim, ¢ de
grande interesse desenvolver um diluidor completamente livre de substancias de origem
animal e, preferencialmente, com composi¢ao quimica definida (VAN WAGTENDONK-
DE LEEUW et al., 2000).

A laranja ¢ o fruto produzido pela laranjeira (Citrus sinensis), uma arvore da
familia Rutaceae, do género Citrus e espécie Citrus sinensis. E uma fruta rica em
metabolitos secundarios, como carboidratos, compostos fenolicos, flavonoides, entre

outros (BERNARDI et al., 2010). No Brasil, a laranja-pera (Citrus sinensis (L.) Osbeck)
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¢ 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 espagos, ¢ quando mal gerenciada pode representar
riscos ambientais, como a poluicdo da dgua e do solo, além dos riscos a saude da
populacao (FARHAT et al., 2011).

De acordo com a Lei n° 12.305 de agosto de 2010 da Politica Nacional de
Residuos e Solidos (BRASIL, 2020), ¢ preciso que 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.

Diante desse contexto, surge a alternativa do uso da casca de laranja-pera,
representando os residuos da fabricagdo de sucos, como matéria-prima para producgdo de
coprodutos, como o extrato etandlico bruto e o 6leo essencial (FERRONATO; ROSSI,
2018).

Considerando assim, o impacto econdmico e a importdncia ambiental do
aproveitamento da casca de laranja, tendo em vista o potencial antioxidante e
antimicrobiano do extrato da casca de laranja e do 6leo essencial de laranja, este trabalho
tem como objetivo avaliar o uso do extrato e do 6leo essencial, ambos extraidos da casca
de laranja pera na produ¢do de um novo meio diluidor com atividade na conservagao

seminal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aparelho Reprodutor do Macho Bovino

O aparelho reprodutor do macho bovino ¢ composto por diversos 6rgaos que
atuam em conjunto na producdo e liberacdo de espermatozoides no aparelho reprodutor
da fémea bovina. Esse sistema é composto por dois testiculos, dois epididimos, dois
ductos deferentes, glandulas sexuais acessorias (prostata, glandulas vesiculares e
glandulas bulbouretrais) e o pénis (MARQUES FILHO, 2006).

O testiculo ¢ um o6rgdo de dupla fungdo, responsavel pelo processo de
espermatogénese, ou seja, a producdo dos espermatozoides e também atua na sintese e
secrecdo de hormodnios como a testosterona, progesterona, estrogeno e colesterol
(SALES, 2017).

O epididimo ¢ localizado adjacente ao testiculo e apresenta trés partes distintas:
cabeca, corpo e cauda (MARTINS JUNIOR; FEITOSA, 2008). Ele apresenta diversas
fungdes, como o transporte dos espermatozoides, maturacdo e armazenamento dos
mesmos, e a reabsorc¢ao de fluidos nos tiibulos seminiferos, controlando a concentragao
do sémen (MURADAS et al., 2006). Nos bovinos, a passagem do espermatozoide pelo
epididimo dura cerca de 10 dias (MARQUES FILHO, 2006).

A cabeca e corpo do epididimo sdo os locais em que ¢ feito o transporte e o
processo de maturagdo e capacitacdo dos espermatozoides. A cabeca do epididimo
também absorve o liquido proveniente dos tiibulos seminiferos, resultando no aumento
da concentragdo de espermatozoides por volume. A cauda atua armazenando os
espermatozoides maturados até o momento da ejaculacdo, logo, o volume desta cauda
reflete a capacidade de armazenamento do macho (MARQUES FILHO, 2006).

A partir da cauda do epididimo forma-se a estrutura do ducto deferente ou vaso
deferente. Ele atua no transporte dos espermatozoides e fluidos seminais da cauda do
epididimo até a uretra, seja no momento da ejaculacdo, ou caso ndo haja este estimulo,
tém-se a descarga espontanea dos espermatozoides na uretra, culminando em sua
elimina¢do na urina (MARTINS JUNIOR; FEITOSA, 2008). Muitas vezes, a colheita e
criopreservacdo dos espermatozoides da cauda do epididimo se apresenta como a tltima
chance de preservar as células germinativas de animais de alto valor genético,

reprodutores de idade avancada ou apds a morte do animal (BARBOSA et al., 2012).
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O sémen ¢ composto pelos espermatozoides e pelas secre¢des das glandulas
sexuais acessorias. Estas secre¢des sdo chamadas de plasma ou liquido seminal e atuam
fornecendo nutrientes, tampoes, outras substancias e aumentando o volume do ejaculado
(MARTINS JUNIOR; FEITOSA, 2014).

Por fim, o pénis ¢ o 6rgao copulador, formado pelo corpo, musculo retrator e pela
glande. O pénis bovino apresenta uma flexura sigmoide ou “S” peniano em situa¢do pos-

escrotal (CBRA, 2013).

2.2 Espermatogénese

A espermatogénese ¢ um processo de multiplicacdo e diferenciacdo de células
germinativas, levando a produ¢do dos gametas masculinos, os espermatozoides. Ela se
inicia com as células germinativas primordiais, chamadas de gondcitos, que no interior
dos tibulos seminiferos, se multiplicam e se diferenciam em espermatogonias (2n)
(STAUB; JOHNSON, 2018).

O processo da espermatogénese pode ser dividido em trés etapas: 1) a
espermatocitogénese ou fase mitdtica; 2) a meiose ou fase meidtica; e 3) a
espermiogénese. A primeira etapa envolve a proliferacdo das espermatogonias (2n) por
mitoses sucessivas e a diferenciacdo de uma parte delas em espermatocitos primarios (2n).
Na segunda etapa, os espermatocitos primarios (2n) passam pela primeira meiose
(reducional) formando os espermatodcitos secundarios (n) e depois por uma segunda
meiose (equacional) formando as espermatides (n). Estas células passam, entdo, pela
terceira etapa, a espermiogénese, na qual ocorre um processo de diferenciacao da célula
até chegar na estrutura final que ¢ o espermatozoide (MARQUES FILHO, 2006).

Os espermatozoides recém-formados ainda ndo possuem capacidade fecundante.
Eles sdo liberados dos tiibulos seminiferos para os tubulos retos, chegando ao epididimo,
onde passardo por um processo de maturagao, adquirindo assim mobilidade e capacidade
de fecundacdo. Os espermatozoides maduros sdo transportados e armazenados na cauda
do epididimo. Em bovinos, o processo completo dura 61 dias, desde a célula primordial

até¢ a maturacdo (ARRUDA et al., 2015).
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2.3 A Célula Espermatica

Os espermatozoides sao células haploides, altamente especializadas que durante a
fase final da espermatogénese perderam a habilidade de biossintese, reparo, crescimento
e divisdo celular, tonando-se aptas, pelo processo de maturagdo, a fecundacdo do odcito
e formacgdo do zigoto (SILVA et al., 2020). Sdo produzidos no interior dos tibulos
seminiferos dos testiculos, por meio da divisdo e transformacdo das células-tronco
germinativas. Sdo divididos morfologicamente em cabeca, peca intermediaria (ou colo) e
cauda (ou flagelo) (ARAUJO, 2010).

Na cabeca do espermatozoide estdo o nucleo e o acrossoma. No nucleo, o 4cido
desoxirribonucleico (DNA) se encontra altamente condensado, impossibilitando a
expressdo dos genes e o mecanismo de autorreparo, em caso de dano (CANDEIAS,
2010). O acrossoma ¢ uma vesicula de dupla camada que armazena enzimas hidroliticas,
como a acrosina e hialuronidase. Essas enzimas sdo fundamentais no processo de
penetragdo do espermatozoide no oocito (PENITENTE FILHO, 2010).

A cauda ¢ a estrutura responsavel pelo movimento do espermatozoide e pode ser
subdividida em peca intermedidria, principal e final. Sua estrutura é composta por nove
centriolos, nove pares de microtibulos periféricos conectados por dineinas e um par
central de microtubulos. As dineinas utilizam a energia gerada pela hidrolise do ATP
(adenosina trifosfato) para deslocar os microtiibulos e gerar o movimento da cauda
(SILVA et al., 2020).

A membrana plasmatica da célula espermadtica ¢ composta pela bicamada lipidica,
onde se encontram fosfolipidios, colesterol, glicolipidios e proteinas. Seguindo o modelo
do mosaico fluido, os fosfolipidios da membrana plasmatica estdo dispostos de forma que
as regides apolares estejam voltadas para o interior da bicamada e as regides polares estao
voltadas para a face externa da membrana, interagindo com a fase aquosa do meio
extracelular. Essa estrutura ¢ a mais susceptivel a sofrer com as crioinjurias e sofrer
altera¢des durante o processo de criopreservagdo (SILVA, 2017).

Diante disto, ¢ de extrema importancia que a integridade e funcionalidade da
membrana dessas células sejam mantidas, para que estas estejam aptas e sejam capazes
de fecundar o oocito. Além disso, lesdes nessa estrutura podem levar a disturbios do
equilibrio osmético, perda da homeostase e resultar em morte celular (SILVA et al.,

2020).
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No processo de redugao de temperatura, os fosfolipidios da membrana se agrupam
e assumem uma forma conica, com suas extremidades hidrofobicas (ou apolares) voltadas
para o meio extracelular e as extremidades hidrofilicas ficam voltadas para o meio
intracelular. Essa estrutura ¢ denominada como forma hexagonal II ou micela invertida.
Essa estrutura deve ser transitoria apenas durante a mudancga da fase fluida (liquida) para
a fase cristalina (solida), mas certos fosfolipidios permanecem com essa alteragao
(SILVA, 2017). A presenca dessas modificacdes pode afetar a estabilidade da membrana
pois pode causar uma permeabilidade excessiva ou até a sua ruptura, levando a morte
celular (ARAUJO, 2010).

A proporgao entre colesterol e fosfolipidios, o tipo de fosfolipidios presentes e a
temperatura do meio determinam o nivel de fluidez da membrana. Sabe-se que em
espécies que apresentam uma propor¢do colesterol:fosfolipidio mais alta, encontra-se
também uma resisténcia ao choque frio maior. O colesterol age estabilizando a
membrana, pois preenche os espagos entre as cadeias de acidos graxos dos fosfolipidios.
Enquanto isso, os glicolipidios presentes na superficie da membrana sdo responsaveis
pela transi¢do da fase de congelagdo e descongelagdo (COLLODEL et al., 2020).

As mitocondrias ficam localizadas na peca intermediaria, na parte anterior do
flagelo, estando posicionadas num arranjo helicoidal (CANDEIAS, 2010). Em
mamiferos, um espermatozoide apresenta entre 50 a 75 mitocondrias. A atividade desta
organela envolve a produgdo de energia para a célula, e para isso, a via metabolica mais
utilizada ¢ a fosforilacdo oxidativa (MORAES, MEYERS, 2018). Pelo que ¢ produzido
por esta via, a mitocondria ¢ considerada a organela mais produtora de espécies reativas
de oxigénio (EROs). Nela, os maiores produtores de EROs sdo os complexos I e III da
cadeia transportadora de elétrons, contudo, as EROs também podem ser formadas por
outras vias dentro desta mesma organela, assim como podem ter origens nao-
mitocondriais (HAN; WILLIAMS; CADENAS, 2001./AITKEN et al., 2014).

O anion superoxido (O».) é a espécie reativa de oxigénio mais produzida pela
mitocondria (TURRENS, 2003). Esse superoxido vai, de forma espontanea, passar pelo
processo de desmutagem e formar oxigénio e peroxido de hidrogénio (H>0O;). Todavia,
esse processo ¢ acelerado na presenga de enzimas do tipo superdxido desmutase (SOD).
Elas agem como a primeira linha de defesa celular contra o dano oxidativo e, no
espermatozoide, estdo presentes na peca intermedidria para ajudar contra o dano causado

pelas ROS (MORAES, MEYERS, 2018).
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A mitocondria ¢ uma das organelas do espermatozoide que sofrem mais danos
durante o processo de criopreservacdo, e acredita estar diretamente relacionada a perda
de motilidade e fertilidade apos o processo de congelacdo-descongelagdo (GONZALES-
FERNANDEZ et al.,2012). Essa organela vém sendo foco de pesquisa, tanto a sua fungao
fisiologica, como o seu potencial biomarcador para satde e potencial fertilizante do
espermatozoide (HU et al., 2017; DARR et al., 2016).

Uma maneira de estudar o estado mitocondrial ¢ pelo uso de diferentes sondas
fluorescentes, que detectam mudancas no potencial de membrana da organela. Esse
método utiliza da microscopia de fluorescéncia ou citometria de fluxo para sua analise e
tém-se que a intensidade da fluorescéncia esta relacionada com o potencial de membrana,
este, por sua vez, esta relacionado a parametros de avaliagdo espermatica, como a
motilidade (PERRY et al., 2011/ESPINOZA et al., 2009). A sonda majoritariamente
utilizada para células espermaticas ¢ a JC-1, ela entra de forma seletiva na mitocondria se
apresentando como um mondémero de cor verde, e ao se agregar e formar dimeros, em
condi¢des de aumento do potencial de membrana, muda sua fluorescéncia para cor laranja

(MORAES, MEYERS, 2018).

2.4 Capacitacio e Reagao Acrossomica

A capacitagdo espermatica consiste numa série de eventos em que o
espermatozoide obtém a capacidade de fecundar o odcito durante a fecundacgdo
(VADNALIS; ALTHOUSE, 2011).

Esse processo acontece de forma gradual durante a passagem do espermatozoide
pelo trato genital feminino. Um numero de mudangas metabolicas vem sendo associadas
a capacitagcdo, entre elas, mudancas na composicdo da membrana plasmatica. Um
exemplo ¢ a ag¢do da albumina, que atua na remoc¢do do colesterol da membrana
plasmatica dos espermatozoides, dando-a uma maior fluidez (BORGES, 2008).

A capacitacdo termina com a reagdo acrossomal, um processo de exocitose onde
ha libera¢dao das enzimas hidroliticas, permitindo a penetragdo dos espermatozoides na
zona peltcida. Essa reagdo ocorre pela fusdo da membrana do acrossoma com a
membrana plasmatica espermatica, resultando na liberagdo do seu conteudo

(PENITENTE FILHO, 2010).



28

2.5 Criopreservaciao

A criopreservagdo ¢ uma técnica em que células e tecidos biologicos sdo
preservados através da congelagdo a temperaturas muito baixas (-196 °C). O objetivo
principal deste processo ¢ suspender o metabolismo celular, mantendo suas caracteristicas
bioldgicas e viabilidade por um longo periodo de tempo (LEON, 2011).

A criopreservacdo de gametas e embrides tém sido uma etapa importante no
progresso e avanco de técnicas como a inseminagao artificial (IA), a produgao in vitro de
embrides (PIVE) e a superovulacao e transferéncia de embrides (TE) (ALMEIDA, 2020).
Além disso, permite o armazenamento de material genético, o melhor aproveitamento de
animais de alto potencial genético, transporte do material para varias localidades, assim
como a comercializagdo nacional e internacional de espermatozoides, o6citos e embrides.
Atua como técnica coadjuvante no tratamento da infertilidade e permite a formacao de
bancos de germoplasma, tanto para a preservacao de espécies em risco de extingdo quanto
para animais que sao impossibilitados de se reproduzir de forma natural (SILVA et al.,
2020).

Apesar de ser um procedimento de rotina em diversos setores, diversas varidveis
devem ser levadas em consideracdo na hora de se desenvolver um protocolo de sucesso.
Alguns fatores importantes sao a sensibilidade especifica de cada célula, baseado em seu
tamanho, permeabilidade de membrana, conteudo lipidico, entre outros (SWAIN;
SMITH, 2010).

A criopreservacao de sémen ¢ uma técnica que visa a interrupgdo artificial do
progresso do espermatozoide para a maturacdo pos-ejaculacdo, mantendo assim a
viabilidade e funcionalidade destas células. Para que exista a suspensdo do metabolismo
espermatico de forma adequada, as amostras de espermatozoides devem ser submetidas
a adequados protocolos de refrigeracdo e congelagao, principalmente quanto a velocidade
ou taxa de refrigeracdo e congelacdo (GROTTER et al., 2018).

De acordo com Watson (2000), o processo de criopreservagdo resulta em uma
fertilidade reduzida quando comparada ao s€émen fresco e este fendmeno ocorre devido a
combinac¢do da perda de viabilidade espermatica e o comprometimento da fungdo nas
populagdes de espermatozoides sobreviventes ao processo. Consequentemente, num
protocolo de criopreservagdo ¢ necessario considerar ndo apenas o numero de

espermatozoides sobreviventes, mas também a capacidade funcional desta populacao.
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Dos métodos de criopreservagcdo, os mais comuns sdo a refrigeracdo e a
congelagdo. A refrigeracdo ¢ um método simples, onde as células sdo mantidas numa
temperatura entre 4 a 15 °C durante 24 a 72 horas antes do seu uso. A congela¢do ¢ um
método de conservacgao na temperatura de -196 °C, por um periodo indeterminado. Dentro
desse método, temos a classificacdo de acordo com a velocidade ou taxa de refrigeragdo:
congelagdo lenta, com taxa de refrigeracdo entre 0,5-1,6 °C/min; congelagdo rapida, com
taxa de refrigeragdo entre 17-30 °C/min e a congelacdo ultrarrapido ou vitrificagdo
(LEON, 2011).

A vitrificagdo envolve rapidas taxas de refrigeracdo e descongelagdo na presenga
de concentra¢des muito altas de crioprotetores. O protocolo € baseado na breve exposi¢cao
a solugdes com altas concentragdes do crioprotetor e em seguida ¢ realizada a imersao
direta em nitrogénio liquido. A altissima velocidade de refrigeracdo e descongelagao
resulta numa rapida passagem pela temperatura perigosa (em torno de 0° C), minimizando
assim a chance das crioinjlrias. Outras vantagens desse processo sdo a rapidez na
execugdo, baixo custo e procedimento simples, ndo requer o uso de aparelhagem de
congelagdo e suas altas taxas de sobrevivéncia, principalmente na criopreservagao de
odcitos e embrides nos estagios iniciais de desenvolvimento (LEON, 2011).

As etapas da criopreservacdo podem ser resumidas em: 1) adicdo dos agentes
crioprotetores antes da congelagdo; 2) refrigeracdo e congelagdo dos espermatozoides até
temperaturas abaixo de zero que permitam o seu armazenamento; 3) estocagem em
nitrogénio liquido (-196 °C); 4) descongelag¢do; e 5) remog¢do dos crioprotetores e
restauracdo do volume e condigdes isotdnicas (GROTTER et al., 2018).

Na primeira etapa, para adicdo dos agentes crioprotetores, ¢ necessario avaliar e
escolher qual serd o tempo de exposigdo a estes, uma vez que o tempo escolhido deve ser
suficiente para que haja a desidratagdo celular, mas que ndo cause a toxicidade a célula.
Na segunda etapa ocorre a distingdo entre o método de congelacdo lenta e rapida. Na
terceira etapa, se mantida a temperatura constante, ndo sao observados efeitos deletérios
para as células. Na quarta etapa, ¢ quando ocorre a reidratagdo celular, em que a dgua
extracelular descongela e penetra pela membrana celular. Assim como na congelagdo, a
velocidade desse processo deve ser controlada e especifica para cada espécie animal. Na
quinta e ultima etapa, o crioprotetor deve ser removido através de sucessivas lavagens
apos a descongelacdo da amostra (LENZ et al, 2018).

Em todas as etapas deste processo as células espermaticas estdo sujeitas a danos,

como por exemplo: quando héa adigdo dos crioprotetores no inicio do processo, eles
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aumentardo a concentragdo de solutos no meio podendo causar alteragcdes no balango
osmotico. Além disto, os crioprotetores podem apresentar uma toxicidade e causar efeitos
deletérios a célula. Durante o processo de congelacdo, na sua fase inicial, a célula pode
sofrer alteracdes na membrana plasmatica e nas estruturas citoplasmaticas, alterando
também a permeabilidade da célula. Na fase final da congelacdo, ja em temperaturas bem
mais baixas, ha formagao dos cristais extracelulares, induzindo desidrata¢ao e contragao
da célula, e pode haver formacdo de cristais intracelulares, também causando dados
estruturais a célula. Por ultimo, na fase de descongelagdo e restauracdo, pode ocorrer o
processo de recristalizagdo no meio intracelular causando dano estrutural, assim como a
diminui¢do da concentracdo de solutos no meio extracelular pode causar um choque
osmotico (PEGG, 2015).

Quanto a taxa de refrigeracdo durante a congelagdo, uma vez que esta se apresenta
muito rapida, a célula espermatica pode ter como consequéncia a formacdo de cristais
intracelulares. Se esta estiver muito lenta, a célula sofrera desidratagdo intensa e
apresentara deformacdes mecanicas, lesdes na membrana plasmatica, alteracdes em sua
permeabilidade, perda de lipideos, entre outras alteragdes. Todas essas alteracdes podem
afetar a capacidade do espermatozoide de se expandir e voltar a sua forma e fungdes
normais quando for recolocado em condigdes isotonicas (GROTTER et al., 2018).

Logo, a taxa de refrigeracdo ideal deve ser relativamente rapida, que permita a
retirada de dgua suficiente da célula e com o que leve a formacao do minimo possivel de
cristais de gelo intracelulares, proporcionando assim boas condigdes de sobrevivéncia pds
descongelagdo e reaquecimento (SILVA et al., 2020).

Outros fatores influenciam o sucesso dessa técnica e a sobrevivéncia celular, como
o tipo de diluente, o tipo e concentragdo dos agentes crioprotetores, a manuten¢do da
temperatura de estocagem, o método de congelagdo e de descongelagdo, o método de
remocao dos crioprotetores pds-descongelagdo, entre outros (LENZ et al, 2018).

Durante o processo de criopreservacdo de sémen, ha uma producdo continua e
excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROS), que induzem os processos como a
peroxidagdo lipidica, apoptose, danos ao DNA, entre outros. Estes processos sdo
responsaveis pela reducdo da qualidade espermatica destas amostras, uma vez que a
membrana plasmatica dos espermatozoides ¢ altamente susceptivel ao dano pelas EROS.
Por outro lado, em condigdes fisiologicas, as EROS, em baixas concentragdes, siao
responsaveis pela regulacdo de diversos eventos fisiologicos nas células (SILVA et al.,

2020).
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A fim de minimizar os efeitos deletérios da criopreservacdo e maximizar a taxa de
sobrevivéncia pds-descongelagdo, sabe-se que ¢ de extrema importancia o
desenvolvimento de adequados protocolos de refrigeracdo e congelacdo do sémen,
destacando-se o uso de diluentes, crioprotetores e aditivos que possam atuar na prote¢ao

das células espermadticas durante e apds o processo de criopreservagdo (SILVA, 2017).

2.6 Diluidores

Apenas o plasma seminal ndo é capaz de prover uma prote¢do adequada para os
espermatozoides contra a mudanca de temperatura durante a criopreservacao. Além disso,
para a maioria dos animais, os ejaculados contétm um valor bem maior de
espermatozoides do que o necessario para fecundacdo. Por estes motivos, as células
espermaticas sdo acrescidas de diluidores apropriados que fornecerdo protecao a estas
células contra os danos provocados pelo choque térmico durante este processo, além de
fornecerem fontes de energia e atuar com efeito tamponante (SILVA et al., 2020;
CAMARA et al., 2018).

Apesar dos diversos estudos na busca de novos diluidores, os componentes
basicos de um diluidor continuam os mesmos, sendo eles: 1) um meio tamponante, uma
vez que os espermatozoides apresentam baixa resisténcia a alteragdes de pH € necessario
neutralizar os ions hidrogénio produzidos pelo seu metabolismo e manter o pH proximo
a neutralidade (6,8 a 7,1), sendo os mais utilizados o citrato ¢ o tris-hidroximetil-
aminometano (Tris), estes também atuam na manutengdo da pressdo osmoética, mantendo
o diluente em um valor proximo ao da pressdo do plasma seminal (285 mOsm); 2) fontes
ou substratos energéticos como a glicose e frutose; 3) crioprotetores como 0s agucares,
glicerol, etilenoglicol (EG), dimetilsufoxido (DMSO), entre outros, este grupo de
moléculas que serdo mais discutidos abaixo; 4) antibioticos, a fim de reduzir a
transmissdo de bactérias patogénicas e ndo-patogénicas que podem estar presentes no
sémen, sendo os mais utilizados a penicilina, estreptomicina e gentamicina (CASTELO
et al.,2008; LEITE et al., 2011).

Os diluentes mais utilizados sdo feitos a base de gema do ovo ou de leite
desnatado. Dentre as formulagdes, a gema de ovo em combinagdo com o TRIS e o citrato
¢ a mais utilizada. Diluentes utilizados na criopreservacio de espermatozoides bovinos

apresentam aproximadamente 20% de gema de ovo em sua formulacdo (SNOECK;
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HENRY; MELO, 2007). Tém-se que a funcdo crioprotetora da gema de ovo esta
relacionada a minimizagdo dos efeitos deletérios do choque térmico (LEITE et al., 2011).

Apesar de ser amplamente utilizado, o uso da gema de ovo ou leite apresentam
diversas desvantagens, algumas destas sdo: a dificuldade em padronizar o diluidor e a
falta de padrdes de qualidade; riscos higi€nicos ao utilizar produtos animais; presenca de
hormoénios esteroides, que podem reduzir a capacidade fertilizante do espermatozoide;
risco de contaminag@o por micro-organismos associados a produtos de origem animal,
que podem produzir endotoxinas capazes de prejudicar a capacidade fertilizante do
espermatozoide (SIEME et al., 2016). Além de todas estas questdes, o uso de compostos
de origem animal ¢ restringido em alguns paises, tanto por razdes imunoldgicas quanto
por riscos microbioldgicos, atuando como possiveis transmissores de doengas (SILVA et
al., 2020).

Em decorréncia disso, ¢ descrita a busca no desenvolvimento de diluidores que
apresentem uma composi¢do livre de produtos de origem animal, utilizando, em sua
substitui¢do, produtos de origem vegetal, como a lecitina de soja, 4gua de coco, 6leos

vegetais, entre outros (CAMARA et al., 2018).

2.7 Crioprotetores

Agentes crioprotetores sdo substancias utilizadas na composicao dos diluidores
com o objetivo de proteger as células contra os danos e injurias causados pela
desidratacdo, formagdo de cristais de gelo e choque osmético durante o processo de
criopreservacao (SILVA et al., 2020/ SWAIN; SMITH, 2010).

Eles atuam evitando a formagdo de gelo intracelular e pela redugdo do estresse
osmotico do meio por meio da regulacdo da dindmica da 4gua entre o meio intracelular e
o meio extracelular durante a congelacdo. Sendo assim, a maneira como a agua interage
no interior e fora da célula, e o seu comportamento durante a refrigera¢do e congelacao ¢
0 processo mais importante para determinar a viabilidade durante a criopreservagdo. E
necessario entender o funcionamento deste processo pois ¢ por meio dele que grande parte
dos crioprotetores atuam (SWAIN; SMITH, 2010).

Os crioprotetores podem ser classificados em dois tipos: penetrantes ou
intracelulares e ndo penetrantes ou extracelulares. Os crioprotetores penetrantes sdo
moléculas de baixo peso molecular, permitindo que transitem com facilidade pela

membrana plasmatica, e atuam dentro da célula auxiliando-a no processo de desidratagdo
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principalmente em baixas taxas de refrigeracdo. Neste grupo estdo incluidos o glicerol, o
dimetilsuféxido (DMSO), propilenoglicol (1-2 propanodiol, propilenodiol), etilenoglicol
(1,2 etanodiol), entre outros. (LEITE et al., 2011).

Dentre estes, 0 mais utilizado e estudado ¢ o glicerol. E um alcool poli hidrico
com seis sitios de ligacdo a dgua. Foi o primeiro crioprotetor penetrante utilizado com
sucesso na criopreservacao de espermatozoides de diversas espécies, incluindo os
mamiferos (SILVA et al., 2020). Também foi o primeiro a congelar com sucesso odcitos
de camundongos. A sua entrada na célula de espermatozoides e oocitos ¢ um processo de
difusdo onde a aquaporina 3 apresenta importante papel. Sua atuagao intracelular inclui a
substituicdo da dgua intracelular, alteracdo das propriedades coligativas da solucdo, com
reducdo do ponto de congelacdo da 4gua, e pela reducao da concentragdo de sais durante
a congelacdo (LEITE et al., 2011/ SWAIN; SMITH, 2010).

O DMSO ¢ uma molécula anfifilica, soluvel em dgua e meio organico, ¢
comumente utilizado como solvente e apresenta uma elevada capacidade higroscopica
por conta da sua afinidade pelo hidrogénio. Foi o crioprotetor usado para congelar os
primeiros odcitos humanos que ap6s a descongelacdo resultaram em nascimentos vivos.
E atua pela capacidade de eliminar espécies reativas de oxigénio (SWAIN; SMITH,
2010).

O propilenoglicol foi um dos primeiros crioprotetores penetrantes usados na
criopreservacdo de espermatozoides de mamiferos e de embrides pronucleares humanos.
E utilizado em protocolos de criopreservagdo com refrigeragdo lento e na vitrificagio
(CASTRO et al., 2011).

O etilenoglicol (EG) ¢ utilizado em diversos protocolos na literatura na
criopreservacao de espermatozoides, oocitos e embrides de diversas espécies, como em
camundongos e bovinos. Ele possui a vantagem de ser menos toxico do que outros
crioprotetores (CASTRO et al., 2011).

Os crioprotetores ndo penetrantes apresentam alto peso molecular e por isso sao
incapazes de entrar na célula por difusdo. Sdo mais eficazes quando a taxa de refrigeragao
¢ alta. Sua atividade crioprotetora ¢ exercida fora ou na superficie da célula espermatica,
quando aumentam a osmolaridade do meio extracelular, e por essa diferenca de pressdo
osmotica gerada, induzem a saida de agua intracelular, e consequentemente ha uma
diminui¢do na chance de formagao de cristais de gelo no meio intracelular (GROTTER

etal.,2018).
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Os mais comuns s30 0s agucares (mono, oligo e polissacarideos), macromoléculas
ou polimeros, e compostos como o leite e a gema de ovo (LEITE et al., 2011). Diferentes
acucares levam a diferentes niveis de prote¢do durante a criopreservagdo, pois essa
protecdo depende tanto composi¢do do diluidor quanto das condi¢des/metodologia de
refrigeragdo. Dentre os monossacarideos, a glicose, uma hexose, ¢ adicionada em
protocolos de criopreservagdo por ser utilizada pelos gametas e embrides como fonte
energética. E apesar de sua atividade crioprotetora ndo ser amplamente discutida, também
¢ considerada como um agente crioprotetor. Outros monossacarideos com capacidade
crioprotetora sdo a galactose, frutose e arabinose. Quanto aos dissacarideos temos a
sacarose, trealose, lactose e maltose. E alguns polissacarideos sdo a rafinose e o dextrano
(SWAIN; SMITH, 2010).

Apesar do proposito dos crioprotetores ser a prote¢do e preven¢do do dano na
criopreservacdo, quando utilizados de forma inadequada e/ou em altas concentragdes, eles
atuam negativamente no sucesso da técnica, por sua toxicidade (SILVA et al., 2020). Em
geral, a maior toxicidade estd relacionada aos crioprotetores penetrantes em comparagao
aos ndo penetrantes. Contudo, outros fatores afetam o nivel de toxicidade de um
crioprotetor, por exemplo: o tempo de exposi¢cdo, concentra¢do, temperatura de
exposicao, entre outros.

Para aliviar estes danos, uma pratica comum ¢ a utilizagdo de mais de um agente
crioprotetor, com a combinagdo de crioprotetores dos dois tipos, penetrantes € nao-
penetrantes. Além disso, os diferentes protocolos de adi¢do e remogao dos crioprotetores
também atuam como ferramentas que permitem reduzir a toxicidade e o dano de modo
geral. A adicdo gradual ou em concentragdes gradualmente crescentes dos crioprotetores
tém sido uteis neste proposito. Juntamente, a remog¢ao gradual desses compostos apos o
aquecimento/descongelacdo também ajuda a minimizar o estresse osmotico (SWAIN;
SMITH, 2010).

Variaveis como tipo de célula, tamanho e permeabilidade da membrana sdo
fatores importantes na hora de escolher os crioprotetores apropriados para cada caso. Essa
complexidade de fatores reforca a ideia de que nenhum crioprotetor ou diluidor pode
funcionar como procedimento padrdo universal. Ainda hd muito espaco para
melhoramento e para o desenvolvimento de novos diluidores, com formulagdes que
incluam novos agentes crioprotetores, testes de suas diferentes concentragdes e também

a combinacdo destes com outros compostos (SWAIN; SMITH, 2010).
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2.8 A Laranja e a Producio Brasileira

A laranja ¢ o fruto produzido pela laranjeira (Citrus sinensis), uma arvore da
familia Rutaceae. E considerado um fruto hibrido, criado na antiguidade a partir do
cruzamento do pomelo (Citrus maxima) com a tangerina (Citris reticulata). Apresenta
forma esférica ou oval, casca fina e rugosa, e coloracdo amarelada a alaranjada.
Anatomicamente pode ser dividida em trés regides: o epicarpo, mais conhecido como
“casca” ou flavedo; o mesocarpo, também chamado de albedo; e o endocarpo
popularmente chamado de “gomo” ou “polpa” (BENELLI, 2010).

E uma fruta rica em metabélitos secundarios, como carotenoides, carboidratos,
antocianinas e antioxidantes (BERNARDI et al., 2010). Além disto, também apresenta
6leos essenciais (compostos por hidrocarbonetos e compostos derivados oxigenados) que
estdo contidos em glandulas localizadas na camada mais externa da casca (AZAR et al.
2011). Estas glandulas consistem de cavidades secretoras revestidas por diversas camadas
de células epiteliais especializadas (VOO; GRIMES; LANGE, 2012).

Assim como todas as plantas citricas, a laranjeira ¢ considerada nativa das regides
tropicais e subtropicais do sudoeste da Asia, de onde se espalhou para os outros
continentes (NICOLOSI et al., 2000). A descricdo mais antiga de citricos aparece na
literatura chinesa, por volta do ano 2000 a.C. A laranja foi levada inicialmente da Asia
para o norte da Africa e, em seguida, para o sul da Europa, chegando por volta da Idade
Média. A partir da Europa, a laranjeira foi trazida para as Américas por volta do ano 1500
(BENELLLI, 2010).

Ao se espalhar pelo mundo, a fruta sofreu mutagdes e deu origem a novas
variedades, com modificacdes no sabor, aroma, cor, tamanho dos frutos, composi¢ao
quimica, entre outros aspectos (LEAO, 2015).

A partir da década de 1930, a laranja foi introduzida como parte das exportagdes
brasileiras e em 1939, ela se tornou um dos dez produtos mais importantes no setor de
exportacdo do pais. Na década de 1980, o Brasil se tornou o maior produtor mundial de
laranjas, assim como tornou-se lider na producdo de suco desta fruta (BENELLI, 2010).

Dados da Organizagdo das Nagdes Unidas para a Alimentagdo e a Agricultura
(também conhecida como FAO; Food and Agriculture Organization of the United
Nations) referentes aos anos de 2000 a 2018, mostram um crescimento tanto na area
mundial colhida de laranjas, quanto na produ¢do mundial das mesmas. Os dados também

apontam a prevaléncia do continente americano na producdo mundial de laranjas por
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regido, com 50,9% do total. Ainda referente a este periodo, o Brasil ocupou o primeiro
lugar na lista dos 10 maiores paises produtores de laranja do mundo. Ao analisar apenas
os dados do ano de 2018, sendo estes os dados disponiveis mais recentes, t€ém-se que a
area mundial de laranjas colhidas foi de 4,46 milhdes de hectares e a produgdo mundial
de laranjas foi de 75,41 milhdes de toneladas. O continente americano ficou em primeiro
lugar na produg@o mundial no ano de 2018, com 40,4%. E o Brasil ficou em primeiro
lugar na lista dos 10 maiores produtores de laranja mundial, com uma produgao de 16,71
milhdes de toneladas.

A laranja-pera (Citrus sinensis (L.) Osbeck) ¢ variedade citrica mais importante
no Brasil, sendo amplamente utilizada pela industria, como também pelos mercados
internos e externos de fruta fresca. Essa importancia se da pelo seu bom rendimento
industrial e a qualidade de seu suco, uma vez que o mercado consumidor brasileiro da
preferéncia para esta variedade, tanto para o consumo direto, quanto para a extragdo e
consumo do suco (MELO, 2013).

Uma das consequéncias das atividades industriais de processamento de alimentos,
como a extracdo de suco, ¢ a geracdo de grandes volumes de residuos, cuja destinagdo
pode ser problematica, por ocupar grandes espagos, € quando mal gerenciada pode
representar riscos ambientais, como a polui¢do da dgua e do solo, além dos riscos a satde
da populagdo (FARHAT et al., 2011).

De acordo com a Politica Nacional de Residuos Sélidos, Lei n® 12.305 de agosto
de 2010, para que um residuo seja considerado rejeito € preciso que tenham se esgotado
todas as oportunidades de aproveitamento (BRASIL, 2010). Dessa forma, a minimizagao
e a valorizagdo dos residuos contribuem para a redugao do impacto ambiental relacionado
com seu descarte e destinacdo final, bem como a obten¢do de produtos com alto valor
agregado, como a pectina e o 6leo essencial, gerando beneficios ambientais e econdmicos
(REZZADORI; BENEDETTI; AMANTE, 2012).

Sendo assim, pesquisas que apontem solug¢des para o aproveitamento integral e
transformacgdo destes residuos em coprodutos sdo cada vez mais necessarias, indo ao
encontro da Lei n° 12.305, minimizando os impactos ambientais e estimulando o

desenvolvimento de novos produtos pelo mercado brasileiro (DEITOS et al., 2014).
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2.9 Extrato da Casca de Laranja

O extrato da casca de laranja vem se mostrando importante pelo seu potencial
antioxidante. Provenientes da composi¢do quimica da laranja, destacam-se moléculas
como o acido ascorbico, compostos fendlicos como flavonoides, carotenoides, P—
caroteno e limonoides. A relevancia destes compostos ¢ justamente dada as suas
propriedades antioxidantes, uma vez que podem inibir a oxidagdo causada por espécies
reativas de oxigénio (CARVALHO et al., 2020).

Esta fun¢ao antioxidante pode ser confirmada por Abdelghffar et al. (2021), que,
ao testar o uso do extrato de casca de laranja em ratos induzidos a toxicidade
quimioterdpica, obtiveram resultados significativos de diminui¢do dos marcadores de
inflamacao (TNF-a, IL-1B, e IL-6) e do marcador de peroxidacao lipidica (MDA), além

do aumento dos niveis antioxidantes.
2.10 Oleo Essencial da Laranja

De acordo com a Organizacdo Internacional para Padronizacdo (ISO) 9235:2013,
na se¢do 2.11, o dleo essencial (OE) ¢ definido como o produto obtido a partir da matéria-
prima natural de origem vegetal, por meio da destilagdo a vapor ou por processos
mecanicos utilizando o epicarpo de citricos ou pela destilagao a seco para madeiras, sendo
feita a devida separagdo da fase aquosa, se houver, por processos fisicos. Ainda neste
documento, ¢ descrito que o OE pode passar por tratamentos fisicos que ndo resultam em
diferenga significativa de sua composi¢ao, como processos de filtragdo, decantacio e
centrifugacao.

Os o6leos essenciais sdo considerados fonte de substancias naturais que possuem
diversas atividades biologicas, como atividade antioxidante, antibacteriana, antifingica,
antinociceptiva, anti-inflamatoria e inseticida. Na planta, o seu papel bioldgico inclui a
atracdo de insetos polinizadores, atividade como mensageiros internos e atuam também
como substancias protetoras contra herbivoros (JACOB et al., 2017).

Sao diversos os métodos de extracdo dos OEs, entre eles temos a hidrodestilagao.
Apoés a purificagdo, os Oleos essenciais podem ser detectados e quantificados por
diferentes métodos, como a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

(CG-EM), a cromatografia gasosa acoplada ao detector de ioniza¢do de chama (CG-FID),
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ressonancia magnética nuclear (RMN), cromatografia liquida de ultradesempenho
acoplado a espectrometria de massa de alta resolugdo tipo tempo de voo, entre outros
(BORA et al., 2020)

A composicdo dos OEs ¢ basicamente composta por uma mistura de substancias
de baixo peso molecular, em sua maioria, pertencentes ao grupo dos terpenos, incluindo
0s monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides, entre outros grupos funcionais.
Estes componentes sdo formados a partir de trés vias biossintéticas: a) via do fosfato
metileritritol (MEP), que leva aos monoterpenos e diterpenos; b) via do dcido mevalonico,
que leva aos sesquiterpenos; e c) via do acido chiquimico, que leva aos fenilpropanoides.
A quantidade relativa destas substancias no OE ¢ bastante variavel, sendo influenciada
por vérios fatores, como clima, local de cultivo, gendtipo da planta, etc (JACOB et al.,
2017).

O Brasil se destaca principalmente na produgdo de OE de citricos, em especial o
da laranja, como um subproduto da industria de suco. Estima-se que o mercado do dleo
essencial de laranja alcance o valor de 6,31 bilhdes de délares americanos (USD) até 2022
e 8,49 bilhdes de USD até 2027. Isso significa um aumento recorde aproximado de 6,9%
(ZHANG et al., 2022).

O OE de Citrus, mais especificamente da laranja, ¢ extraido de sua casca, sendo
assim considerado um subproduto da industria. A atividade industrial tem como
consequéncia a geracao de residuos, cuja destinacdo, quando mal gerenciada, pode
apresentar riscos ao meio ambiente e a saude da populagdo (FERRONATO; ROSSI,
2018).

O Brasil ¢ destaque na produgdo de OEs citricos, se encontrando entre os quatro
maiores produtores mundiais. Isto se da pois o OE ¢ subproduto da industria de sucos
(JACOB et al.,2017). Além disto, a avaliagdo de aspectos econdmicos e sustentaveis feita
por Tranchida ef al. (2011) indicou que a producdo de OE no Brasil ndo apenas ¢ viavel,
como ¢ atividade rentdvel, considerando o mercado brasileiro ¢ mundial. Esta previsao
pode ser confirmada por Simas et al. (2015), que cita o Brasil como terceiro maior
exportador de OEs do mundo, atras apenas dos Estados Unidos da América e Franga,
sendo os oleos de frutas citricas responsaveis por aproximadamente 90% destas
importacdes.

Na natureza, estes Oleos sdo sintetizados pela planta como metabdlitos

secundarios e contribuem para o crescimento e protecdo da mesma contra agentes
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microbianos e/ou insetos. Ficam localizados principalmente na casca e em pequena
quantidade nas folhas (RAZOLA-DIAZ et al., 2021).

Apresenta atividade antioxidante, antimicrobiana, inseticida, anti-inflamatoria,
anticancerigena, cardioprotetora, neuroprotetora, entre outras (MAGALHAES et al.,
2020). A maior aplicacdo destes 6leos se da na industria alimenticia e farmacéutica, além
dos campos da perfumaria e cosmética, podendo atuar como conservante alimenticio,
saborizante, componente aromatico, entre outras funcdes (LU et al., 2019).

A composicao quimica do OE de laranja j& vem sendo amplamente explorada na
literatura. Sabe-se que essa composi¢do varia de acordo com a variedade da fruta, seu
genoétipo, estacdo do ano e localizagdo geografica do cultivo, estagio de maturacdo da
fruta no momento da extragdo do 6leo, parte da planta utilizada (cascas, folhas, flores,
etc), entre outros fatores. Quanto a composi¢do, estudos mostraram que os compostos
volateis sd3o os componentes em maior quantidade nos OEs de laranja, chegando a
representar entre 85%-95% do total (BORA et al., 2020).

Em relagdo a laranja-pera (Citrus sinensis (L.) Osbeck) relata-se que o principal
componente deste 6leo € o limoneno, constituindo cerca de 90,5% da composicao do 6leo.
Os outros componentes, que apds o limoneno, se encontram em maior quantidade nesta
variedade sdo o 3-mirceno, linalol e o a- ou B-pineno (Figura 1) (CHUTIA et al. 2009;
GONZALEZ-MAS et al. 2019; GUO et al. 2018).

Figura 1 - Estruturas quimicas dos compostos majoritarios do 6leo essencial de laranja

CHg CH2 HaQ  on
I |
CHy CH,
H,C CH, H3C CHs HsC CHj;

Limoneno B-Mirceno Linalol
CHj
CHj CHj,
a-Pineno B-Pineno

Fonte: CHUTIA et al. (2009)
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Dentre as diversas aplicac¢des citadas acima, o potencial antioxidante do OE de
Citrus tém sido alvo de interesse pelos pesquisadores, sendo realizados testes do 6leo em
sua totalidade, como também a determinac¢ao da contribui¢do individual dos componentes
do 6leo nesta funcgdo antioxidante (MAHATO et al., 2019).

Temos entdo que este potencial antioxidante do OE de laranja, acompanhado de
seu alto poder antimicrobiano, pode indicar que o seu uso como um crioprotetor dentro
da formulagdo de um diluidor seminal seja benéfico no processo de criopreservagdo

(SITEPU et al., 2018; SITEPU; MARISA, 2019; SITEPU et al., 2020).

2.10.1 Terpenos

A energia necessaria para o crescimento e desenvolvimento da planta vem dos
processos de fotossintese, respiracao e transpiracao. Essa energia ¢ armazenada em forma
de moléculas primarias que a planta pode utilizar posteriormente. Estes metabolitos
primarios sdo os carboidratos, lipideos, proteinas e acidos nucleicos. Contudo, durante os
ciclos de crescimento e reproducdo, a planta passa por diferentes estresses, incluindo as
condi¢des climaticas e o aparecimento de pestes e animais herbivoros. A planta entdo
produz diferentes grupos de compostos, chamados metabolitos secundarios, que sdo
utilizados para defesa da planta nestas situagdes (SOMMANO et al., 2020).

Os terpenos e seus derivados sdo os maiores constituintes dos OEs, estes sao
metabolitos secundarios produzidos por diversas espécies de plantas e algumas de suas
funcdes nestas sdo a aclimatagdo, o mecanismo de defesa contra herbivoros e patogenos,
o processo de desenvolvimento fisioldgico por meio da transdugdo de sinal, reproducdo
e comunicacdo celular (VIEIRA et al, 2018; TETALI 2019) Além das plantas, os
terpenos também podem ser produzidos por fungos e bactérias (WANG et al., 2018).
Possuem baixa massa molecular e sdo compostos altamente lipofilicos (GREEN;
CLUNAS; NARANIJO, 2021).

A estrutura quimica basica de um terpeno consiste em uma unidade de isopreno
(2-metil 1,3-butadieno). A classificacdo dos terpenos ¢ feita a partir do seu nlimero de
carbonos (C), temos entdo: hemiterpenos (5 carbonos ou 5C), monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40) e
politerpenos (nC) que possuem um nimero de carbonos maior que 45 (SRIVASTAVA;
SINGH, 2020/PEREIRA et al., 2018).

Esses compostos fitoquimicos sdo produzidos por duas vias biossintéticas dentro

da célula vegetal, sendo a via do mavelonato (MVA) e a via alternativa ao mavelonato,
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também conhecida como via do 2-metil-eritritol-4-fosfato (MEP) ou também por via do
1-desoxilulose 5-fosfato (DXP). A via do MVA ocorre no citosol enquanto que a via do
MEP ¢ feita nos plastideos ou cloroplastos (SOMMANO et al., 2020).

A via do MVA ocorre no citosol da célula vegetal e comeca com a conversao do
acetoacetil-CoA nos intermediarios de 5 carbono, o isopentenil difosfato (IPP) e o seu
isomero dimetilalil difosfato (DMAPP). O IPP e o DMAPP sdo condensados em cadeias
mais longas que serdo substrato para formacao das diferentes classes de terpenos. Alguns
produtos desta etapa sdo o geranil difosfato (GPP) e o farnesil difosfato (FPP). Neste
processo, um conjunto de enzimas especializadas conhecidas como terpeno sintases
catalisam a formacgdo dos terpenos. No caso da via do MVA, o FPP formado na
condensacdo do IPP e DMAPP levard a formagdo de sesquiterpenos e triterpenos
(SOMMANO et al., 2020).

A via do MEP ocorre nos plastideos da célula vegetal e se inicia com a conversao
do piruvato e gliceraldeido-3-fosfato (G3P) em IPP e DMAPP. Apds a etapa de
condensacdo, o GPP resultante serd o precursor dos monoterpenos, diterpenos e
carotenoides (GREEN; CLUNAS; NARANIJO, 2021).

Os monoterpenos constituem uma classe de terpenos onde ha presenca de duas
unidades de isopreno, totalizando 10 carbonos e com féormula quimica de CioHis. Sua
estrutura quimica pode ser aciclica (linear) ou ciclica. Podem apresentar duplas ligacdes,
grupos hidroxil, carbonil, acetoxi, entre outros. Eles representam mais de 80% da
composi¢ao dos Oleos essenciais de diversas plantas e sdo amplamente utilizados como
saborizantes e aromatizantes nas industrias de alimentos, bebidas, cosméticos e produtos
de limpeza. Além disto, estdo presentes em produtos farmacéuticos por suas diversas

atividades bioldgicas (PEREIRA et al., 2018).

2.10.1.1 Limoneno

O limoneno (1-metil-4-(prop-1-en-2-il) ciclohex-1-eno) ¢ um dos tipos mais
comuns de terpenos encontrados na natureza. Sua férmula quimica ¢ CioH1¢, se apresenta
por um liquido incolor a temperatura ambiente e possui um centro quiral. Pela presenca
deste centro, apresenta isomeria Optica, existindo entdo dois isomeros Opticos, chamados
de D-limoneno e L-limoneno em uma mistura racémica dipenteno. A nomenclatura
correta de acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) ¢ R-

limoneno e S-limoneno, contudo sdo mais frequentemente utilizados os prefixos D e L

(ANANDAKUMAR; KAMARAJ; VANITHA, 2020).
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O D-limoneno ¢ o componente majoritario dos 6leos essenciais das cascas de
Citrus, como a laranja e o limdo, podendo atingir concentragdes de 90-95% por peso do
6leo essencial. Possui um aroma agradavel semelhante ao limao, este cheiro faz com que
ele seja amplamente utilizado como saborizante e aromatizante em diversos alimentos,
como sucos, doces, refrigerantes, entre outros. Além disto, ¢ bastante utilizado na
industria cosmética, sendo encontrado em produtos como sabonetes, perfumes, xampus,
condicionadores e géis de banho. E utilizado também na confecgdo de materiais de
limpeza, producdo de pesticidas, repelentes, como solvente para extragdo de produtos
naturais e para sintese de outros compostos quimicos (VIEIRA et al., 2018; KIM et al.,
2013).

O limoneno apresenta efeitos anti-inflamatorios, antidiabéticos, antioxidantes,
anticancer, antialérgico, antinociceptivo, além de ter efeitos positivos no tratamento de
ulceras gastricas, colites, asma e outras inflamacdes das vias aéreas, entre outras
atividades (VIEIRA et al., 2018). O D-limoneno possui atividade antioxidante e esta
propriedade estd diretamente relacionada com a captacdo dos radicais livres que
induziriam o dano celular e pela inibi¢do da peroxidagdo lipidica (MAHMOUD et al.,
2020).

A biossintese do limoneno ocorre nos plastideos pela via do 2-metil-eritritol-4-
fosfato (MEP). A ultima reagdo desta via biossintética envolve a ciclizacdo do GPP para
formar o limoneno, este processo ¢ catalisado pela enzima limoneno sintase
(ANANDAKUMAR; KAMARAJ; VANITHA, 2020). Ap6s formado, este limoneno atua
como substrato para formacdo de diversos outros monoterpenos monociclicos., como a
carvona e o carveol (pela hidroxilagdo da posicao 6), o alcool perilico, o aldeido perilico
e o 4cido perilico (pela hidroxilagdo da posigdo 7), entre outros (MAROSTICA JUNIOR;
PASTORE, 2007).

2.11 Nanoemulsoes

Uma nanoemulsao (NE) pode ser definida como a dispersao nanométrica de uma
fase liquida em outra a qual ela ndo ¢ solavel. Ela ¢ normalmente composta por uma fase
oleosa, uma fase aquosa e um surfactante (SAKAMOTO et al., 2017).

A fase oleosa pode ser composta por um oleo carreador, no qual o composto

bioativo estara dissolvido, ou pode ser o proprio ativo, como € o caso dos 6leos essenciais
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(PAVONI et al., 2020). As propriedades da NE formada, assim como a sua estabilidade,
sdo fortemente influenciadas pelas propriedades fisico-quimicas do 6leo utilizado, como
por exemplo: a viscosidade, a tensdo interfacial, a polaridade, a densidade e o indice de
refracdo (MC CLEMENTS; RAO, 2011).

Quanto a estas propriedades, sabe-se que 6leos com baixa viscosidade e baixa tensao
interfacial requerem um menor tempo € menos energia externa para formar uma NE
(WALSTRA, 1993). Em relagdo a polaridade, 6leos altamente hidrofobicos t€ém maiores
dificuldades para formarem uma NE pelo método de inversio de fase
(WITTHAYAPANYANON et al., 20006).

De modo geral, deve-se atentar para a inclinagdo do 6leo para fenomenos de
instabilidade, como a cremagem, floculagdo, coalescéncia e amadurecimento de Ostwald.
Todos estes citados sdo mecanismos comuns de desestabilizacio das NEs
(MCCLEMENTS; RAO, 2011).

Os surfactantes fazem parte da composicdo béasica de uma NE. Estes sdo
compostos anfifilicos, ou seja, possuem na mesma estrutura molecular dominios
hidrofilicos e lipofilicos, e como resultado, estas moléculas se organizam na interface
entre a fase aquosa e a fase oleosa, diminuindo a tensdo superficial entre elas. Assim,
permitindo a dispersdo de uma fase na outra, resultando em uma emulsdo estavel entre
estas fases (MORENO-TREJO et al., 2019).

A nanoemulsdo ¢ um tipo de emulsdo, em que ¢ utilizado o prefixo “nano-““ pra
indicar que as particulas dispersas na solucdo apresentam tamanho dentro da escala
nanométrica. Esta escala, por sua vez, ndo ¢ apresentada como sendo um consenso entre
os autores, tendo que alguns consideram o valor maximo como sendo 100 nandmetros
(nm), 200 nm ou 500 nm (PAVONI et al., 2020).

A estrutura das particulas formadas numa NE ¢ composta por um centro (6leo)
envolvido por uma monocamada ou por multicamadas do surfactante. Este apresenta sua
cauda apolar voltada para o nticleo lipofilico e a cabega polar voltada para o meio aquoso.
Seu formato resultante ¢ geralmente esférico (BONACUCINA et al., 2009).

Uma NE ¢ considerada como sendo um sistema energeticamente desvantajoso,
pois as fases separadas possuem pouca energia livre necessaria para formagao do sistema
coloidal. Com isso, ¢ necessaria a adicdo de energia externa ao sistema, permitindo
ultrapassar essa diferenca de energia entre as fases e o sistema coloidal. Assim, quanto a

forma em que a energia externa vai ser provida ao sistema, os métodos de preparacao das
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NEs podem ser divididos em: métodos de alta energia e métodos de baixa energia
(PAVONI et al., 2020).

Os métodos de baixa energia consistem basicamente de duas etapas: inicialmente

uma dilui¢do por agitacdo da fase oleosa (6leo + surfactante) e depois, a adi¢ao da fase
aquosa no sistema. Ocorre, neste caso, uma transformacao de uma emulsdo inicialmente
de 4gua em 0leo, para uma nanoemulsio de 6leo em agua. Por esse motivo, os métodos
de baixa energia também podem ser chamados de métodos de inversao de fase. Esse
método ¢ efetivo quanto a producdo de nanoemulsdes com pequeno tamanho de
particulas, mas ¢ limitado quanto aos tipos de dleos e surfactantes que podem ser
utilizados. Além disso, normalmente exige uma quantidade um pouco maior de
surfactante na formulacao (PAVONI et al., 2019).
Os métodos de alta energia também atuam em dois passos: primeiramente a formagao de
uma emulsdo por agitacdo mecanica e depois, a conversdo da emulsdo a nanoemulsao,
com a quebra das particulas em tamanhos menores. Essa quebra ¢ feita com o auxilio de
equipamentos de alta energia, como homogeneizadores de alta pressdo,
microfluidizadores e sonicadores (GUPTA et al., 2016). Os métodos de alta energia
permitem o uso de uma variedade maior de 6leos e surfactantes, conferindo maior
versatilidade no uso. Para estes, o tamanho das particulas da NE depende da intensidade
e duracdo da fonte de energia, juntamente do tipo de surfactante utilizado e das
propriedades do 6leo (MC CLEMENTS; RAO, 2011).

A técnica de alta energia por sonicacdo utiliza ondas ultrassonicas de alta
intensidade para transformar a emulsdo em uma nanoemulsao (PAVONI et al., 2020).

Dentre os outros tipos de emulsdes, a NE ¢ a mais utilizada por necessitar de
baixas quantidades de surfactantes, garantindo mais seguranga e menos toxicidade em seu
uso. Além disso, ela ¢ capaz de ser formulada com uma ampla variedade de surfactantes,
enquanto que outras emulsdes s6 permitem o uso de algumas moléculas para essa fun¢ao
(KALE; DEORE, 2016).

E de extrema importancia avaliar a NE formada, pois cada formulagdo utiliza uma
combinagdo especifica de fase oleosa, fase aquosa e agentes surfactantes, e ¢ descrito que
a natureza e a quantidade destes compostos exercem grande influéncia no resultado final,

tanto para estabilidade quanto para as func¢des biologicas (KAUR e MEHTA, 2017).

2.11.1 Polissorbato 80
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O polissorbato 80 (P80), também conhecido como Tween 80, ¢ um tipo de
surfactante pertencente a familia dos polissorbatos. Sua férmula molecular ¢ CsgH124026
e quimicamente, os polissorbatos sao derivados do éster de sorbitano etoxilado (derivado
da desidratagdo do sorbitol) esterificado com acidos graxos. O nimero apresentado apds
o nome “polissorbato” estd relacionado ao tipo de acido graxo associado a parte de
polietilenoglicol da molécula. Neste caso, para o P80, o nimero 80 est4 representando o
acido oleico (MORENO-TREJO et al., 2019).

A afinidade para grupos polares (4gua) ou ndo-polares (6leo) ¢ diferente para os
diferentes tipos de surfactantes. Essa medida ¢ feita utilizando um valor na escala de
balango hidrofilico-lipofilico (HLB, do inglés hydrophilic—lipophilic balance)
(SALAGER et al., 1982), este ¢ um niimero empirico com valores que variam entre 0 a
20. Esta escala leva em consideracdo a contribuicdo das partes polares e apolares da
molécula. Para um surfactante ndo-i6nico, um valor de HLB de 0 corresponde a uma
molécula completamente lipofilica, enquanto um valor de 20 corresponde a uma molécula
completamente hidrofilica (GRIFFIN, 1954). O valor do HLB do P80 ¢ de 15, e por se
tratar de um valor mais préximo do 20, conclui-se que esse composto possui
caracteristicas mais hidrofilicas do que lipofilicas (PAVONI et al., 2020).

O P80 ¢ frequentemente utilizado como emulsificante na industria farmacéutica
(KAUR; MEHTA, 2017), alimenticia ¢ de cosméticos (ANANDHI et al., 2020),
apresentando-se biocompativel e ndo-toxico (MORADI; BARATI, 2019). Além disso, o
P80 ¢ comumente utilizado para a formulagdo de nanoemulsdes. A razao estd na comum
utilizagdo de surfactantes, para tal fungdo, com valores de HLB intermediérios e altos,
geralmente entre 11 e 16, faixa em que se encontra o P80 (PAVONI et al., 2020).

Quanto a toxicidade dos polisorbatos, o trabalho de NOUDEH et al. (2008)
avaliou o efeito dos polisorbatos 20, 40, 60 e 80 na membrana de eritrocitos e demonstrou
que o P80 apresentou baixos niveis de toxicidade e baixa porcentagem de hemolise
quando em comparacdo aos outros surfactantes testados. Os autores indicaram que 0s
baixos niveis de toxicidade do P80 estavam correlacionados com seu baixo valor de HLB.

Quanto a atividade antimicrobiana dos polisorbatos, KAUR ¢ MEHTA (2017)
discorrem que estes compostos ndo apresentam esta atividade quando se apresentam
sozinhos, contudo, eles sdo capazes de formar emulsdes e nanoemulsdes que podem agir
aumentando a permeabilidade e fluidez membranar da célula, resultando em uma possivel

atividade microbiana.
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Sabe-se que quanto mais proximo for o valor de HLB do surfactante e o valor do
6leo, sera formada uma nanoemulsdo mais estavel e com menores tamanhos de particula
(FERNANDES et al., 2013). Baseado nisso, VAN DAT et al. (2020) descrevem o
Polisorbato 80 como sendo o melhor estabilizador de superficie para emulsdes que

utilizem os 6leos essenciais de laranja.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito dos diluidores a base de 6leo essencial e do extrato bruto da casca

de laranja-pera na conservagao de espermatozoides epididimarios bovinos.

3.2 Objetivos especificos

- Extrair o 6leo essencial e o extrato bruto da casca de laranja-pera;

- Produzir um diluidor a base do 6leo essencial da casca de laranja-pera;

- Elaborar um diluidor a base do extrato bruto da casca de laranja-pera;

- Verificar a eficacia do diluidor a base de 6leo essencial e do extrato bruto da casca de
laranja como crioprotetores, em diferentes concentragoes;

- Identificar a eficécia da adicao do 6leo essencial e do extrato bruto da casca de laranja-
pera ao diluidor Tris-gema na criopreservagdo de espermatozoides epididimarios de
bovinos;

- Examinar a motilidade espermadtica, integridade e funcionalidade da membrana
plasmatica, atividade mitocondrial e integridade acrossomal de espermatozoides
epididimarios bovinos antes e apos a criopreservagdo espermatica em diluidores com
diferentes concentracdes do 6leo essencial e do extrato bruto da casca de laranja-pera.

- Avaliar a atividade antimicrobiana do diluidor a base do extrato bruto da casca de

laranja-pera.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Experimento I - Oleo essencial da casca de laranja

4.1.1 Obtencio e preparacio da casca para extracio do oleo essencial

Foram utilizadas laranjas do tipo pera (Citrus sinensis (L.) Osbeck) compradas em
um supermercado local na cidade de Jodo Pessoa-PB nas coordenadas 7°06'35.5"S
34°49'55.3"W. Todas as frutas escolhidas se encontravam no estagio maduro, prontas
para consumo e sem grandes manchas, deformidades ou danos em sua estrutura (Figura
2A).

Inicialmente, as frutas foram lavadas em agua corrente e entdo tiveram suas cascas
retiradas utilizando uma faca inox. Estas foram colocadas em um recipiente e foram
reservadas para andlises posteriores (Figura 2B). As frutas foram pesadas logo apos sua
lavagem, assim como foram pesadas as suas respectivas cascas.

As cascas foram cortadas em pedacos uniformes no primeiro conjunto de
extragdes. Mas buscando um maior volume de 6leo essencial e um maior rendimento, no
segundo conjunto de extragdes, as cascas foram trituradas em um liquidificador com agua

destilada. Esta mistura foi feita logo antes de iniciar a extragdo do 6leo essencial.

Figura 2 - Aspecto visual das laranjas e cascas utilizadas para obtengdo do 6leo
essencial e extrato bruto

Fonte: Autora, 2022.
4.1.2 Extracao do o6leo essencial
A extragdo foi feita pelo método de hidrodestilacdo, em aproximadamente trés
horas de duragdo e utilizando o aparelho de Clevenger (Figura 3A). A mistura de casca
de laranja e 4gua destilada foi colocada dentro de um baldo de destilagdo para a extragao.

A extragdo foi feita inicialmente com a casca de laranja cortada em pedagos pequenos
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(Figura 3B), mas foi repetida com a casca triturada em liquidificador com a 4gua destilada

(Figura 3C). Seguiu-se os mesmos parametros da técnica para ambas as repetigoes.

Fonte: Autora, 2022.

Nas trés primeiras extra¢des, com a casca cortada em pedacos, utilizou-se 300 g
de casca e 3 litros de agua destilada por extracdo. Nas trés tltimas extragdes, com a casca
triturada, utilizou-se 1,0 kg de casca e 3,0 litros de 4gua destilada por extragdo. O baldo
de destilacdo contendo a mistura foi aquecido por uma manta elétrica até o liquido entrar
em ebulicdo, um tempo de aproximadamente 30 minutos. Neste processo, a 4gua e o 6leo
essencial foram evaporados e passaram pelo condensador presente no equipamento, onde
voltaram novamente a fase liquida. Pela diferenca de densidade, o 6leo essencial se
formou acima da fase aquosa, também chamada de hidrolato, na por¢do final do
condensador. Ao final da extragdo, esta mistura foi coletada em um Erlenmeyer e foi
transferida para um frasco &mbar hermeticamente fechado, que foi mantido em baixas
temperaturas até a separacao do dleo essencial com o hidrolato remanescente da coleta.

Ap6s ter sido recolhido e colocado no frasco ambar, para obten¢do do 6leo
essencial puro foi necessario separa-lo do hidrolato ainda presente. O frasco foi retirado
do congelador, e uma vez que a fase aquosa (inferior) estava congelada em sua totalidade,
mas ndo a fase oleosa (superior), foi feita a retirada da fase superior por meio de
pipetagem. Aferiu-se o volume e pH do 6leo e este foi recolocado no frasco ambar,
devidamente identificado (Quadro 1) e hermeticamente fechado, e recolocado na

geladeira.
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Quadro 1 - Descricao dos 6leos essenciais obtidos apos cada extracdo

Grupos Origem do dleo essencial
EAl 1* Extragao casca cortada
EA2 2% Extracao casca cortada
EA3 3* Extragdo casca cortada
EN1 1* Extragao casca triturada
EN2 2% Extracdo casca triturada
EN3 3* Extragdo casca triturada

Para que n3o houvesse alteracdo na composicdo quimica do 6leo essencial
utilizado para as analises realizou-se uma mistura na propor¢ao de 1:1:1 com 20 mL de
cada 6leo essencial obtido das trés ultimas extracdes (EN1, EN2 e EN3). Esta mistura foi
agitada e mantida uma pequena quantidade em um frasco ambar menor, fechado (este
6leo foi intitulado de MTA) e que nao foi manuseado durante os experimentos, € a maior
parte foi mantida em um frasco ambar de 100 mL, o qual esteve em constante uso, sendo
exposto a variacdo de temperatura, abertura do frasco e manuseio, com maior risco de
variagdo da sua formulacao por se tratar de compostos volateis (este 6leo foi intitulado de
MTN). Além destas amostras, a fim de comparar os resultados do dleo extraido, a maior
parte dos experimentos foi realizado também com o 6leo essencial de laranja-pera LFC
GT Brasil da marca Laszlo (OLZ).

O célculo do rendimento (%) de cada extragdo foi feito pela divisdo do volume
(L) do 6leo essencial obtido pelo peso (Kg) de casca utilizado naquela extracao, este valor

multiplicado por 100 (SUNDARARAIJAN et al., 2018).

4.1.3 Caracterizacao do dleo essencial

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

Os compostos presentes no 6leo essencial foram identificados por meio da técnica
de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Foi realizada a
injecdo das amostras (EA1, EA2, EA3, ENI, EN2, EN3, MTA, MTN e OLZ) no
cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrometro de massas (modelo GCMS-QP2010 Ultra,
Shimadzu), com a coluna da marca RTX-5MS capilar (5% Difenil/95% Dimetil

polissiloxano) com tamanho de 30,0 m (comprimento), 0,25 mm (didmetro interno)



51

(Figura 4). Os indices de retencao foram calculados através da equagdo de Van Den Dool
e Kratz (VAN DEN DOOL; DEC. KRATZ, 1963) e comparadas a literatura juntamente

aos seus respectivos espectros e massas (Equacao 1).

Equacio 1 - Equacdo de Van Den Dool e Kratz
Tr
Ir,

_Tr(n)

a)

IR=100X1iX +100 N

)~ Irg,

n+1

Na equagdo de Van Den Dool e Kratz temos que: Tr (o) ¢ o tempo de retengdo do
composto o em questdo; Tr (n) € o tempo de retencao do hidrocarboneto que elui antes de
a; Tr (n+1) € o tempo de retengdo do hidrocarboneto que elui depois de a; i € diferenca
do nimero de carbonos entre os hidrocarbonetos que eluem depois e antes do composto

de o e N ¢ nimero de carbonos presente no hidrocarboneto que elui antes de o (SILVA,
2018).

Figura 4 - Cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrdometro de massas utilizado para
caracterizagao dos oleos essenciais

Fonte: Autora, 2022.

Determinacdo do potencial hidrogenionico

O potencial hidrogenidnico (pH) do 6leo essencial, assim como o do extrato e dos
diluidores, foi medido com o auxilio do papel indicador de pH 0-14 da marca Kasvi. A
amostra foi colocada em contato com a fita e o valor do pH foi determinado por uma

avaliagdo da coloracdo resultante, seguindo como referéncia o painel indicativo ofertado
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pelo fabricante em sua caixa. Esta metodologia também foi utilizada na mensurag¢do do

extrato bruto e dos diluidores formados.

Determinacdo do potencial antioxidante pelo método DPPH

O potencial antioxidante do 6leo essencial foi determinado através do método de
sequestro de radicais livres do DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil). Esta técnica foi
inicialmente descrita por BRAND-WILLIAMS et al. (1995) e baseia-se na capacidade
dos compostos com potencial antioxidante presente nas amostras em sequestrar o radical
livre do DPPH, deixando-o mais estavel. Quando em solugdo, o DPPH forma uma solugao
de coloracao roxa, mas quando ¢ reduzido forma um composto com coloragao amarela.

De maneira geral, as amostras foram diluidas em diferentes concentra¢des para
que fosse possivel encontrar o valor da atividade antioxidante equivalente a Trolox
(TEAC). Para isso, foi preparada uma curva de calibragdo ou curva padrao (Apéndice A),
utilizando diferentes concentragdes do controle positivo (Trolox).

Para realizacdo do teste, foram utilizadas placas de 96 pocos de fundo chato, em
que cada pogo teve 100 pL das amostras (incluindo o controle positivo) adicionado. Apds
isso, sobre abrigo de luz, foi adicionado em cada pogo 100 pL da solucdo de DPPH
(Sigma-Aldrich) 0,3 mM. Para a prepara¢do do branco foi utilizado 100 uL. da amostra e
100 pL de metanol e para o controle negativo foi utilizado 100 puL da solugao DPPH 0,3
mM e 100 pL de metanol.

A placa foi mantida no escuro por 30 minutos sem agitagdo. Apos este tempo foi
medida a absorbancia em um leitor de microplacas multidetector da marca 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 inibicdo (% I) para cada amostra

(Equacao 2).

Equagdo 2 - Equagdo da porcentagem de sequestro de radicais livres

(Absorbancia do controle — Absorbancia da amostra)

0 %I =
Y%SRL ou %l Absorbancia do controle x100

Também foram calculados os valores da concentragdo necessaria para atingir a IC

50, referente a concentragdo necessaria para reduzir em 50% a concentracdo inicial do
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radical DPPH em solucdo. Este valor foi encontrado a partir da plotagem em grafico, em
que o eixo X foi referente a concentracdo da amostra, € o eixo Y foi a média da
porcentagem de inibicdo (% I) (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

Para o 6leo essencial, foram feitas diferentes solu¢des-padrdo em metanol de
forma crescente até o teste do 6leo essencial puro. Esta metodologia também foi utilizada
para o extrato bruto e os diluidores produzidos. Para o extrato bruto, foram feitos testes
com solugdes-mae de 1, 2 e 3 mg/mL em metanol. Por ultimo, para os diluidores, foram
utilizados como solugdes-padrao os mesmos ja prontos em sua diluigdo final, a qual foi

utilizada para as avaliacdes espermaticas.

Figura 5 - Equipamento utilizado para leitura da absorbancia das placas de 96 pogos

Fonte: Autora, 2022.

4.1.4 Preparaciao das nanoemulsées

As nanoemulsdes foram preparadas pela mistura do 6leo essencial da casca da
laranja pera juntamente ao surfactante ndo-idnico polisorbato 80 e uma solucdo de
Tris(hidroximetil)aminometano (Tris). Foram utilizadas duas metodologias diferentes
para preparagdo das nanoemulsdes, sdo elas: a metodologia de alta energia por sonicagao
e a metodologia de baixa energia por inversao de fase.

Cada piloto realizado foi preparado com pequenas alteragdes em sua metodologia.
A descricao detalhada de cada metodologia realizada, assim como suas formulagdes
resultantes estdo descritas no Quadro 2. Os grupos citados abaixo foram testados tanto
para o oleo essencial de laranja extraido (MTN), quanto para o 6leo essencial comercial

(OLZ).
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Quadro 2 - Resumo dos pilotos testados na formulagdo das nanoemulsdes

Piloto Método utilizado para formacao
da nanoemulsio e grupos

resultantes

Descri¢ao da metodologia

1 Inversao de fase

Grupo:
Tris + 5% P80 + 5% OE

Fase oleosa: 5 mL do 6leo essencial
(MTN ou OLZ) e 5 mL de P80. Fase
aquosa: 90 mL de Tris. A fase oleosa
foi agitada em um agitador magnético
por 10 minutos. Apods este tempo,
ainda sob agita¢do adicionou-se
manualmente 90 mL da fase aquosa
com o auxilio de uma seringa de 10
mL. Este sistema ficou sob agita¢ao

por 30 minutos.

2 Inversao de fase

Grupo:
Tris + 5% P80 + 5% OE

Fase oleosa: 0,5 mL do 6leo essencial
(MTN ou OLZ) e 0,5 mL de P80. Fase
aquosa: 9 mL de Tris. A fase oleosa foi
agitada em um voértex por 1 minuto.
Ap0s isto, foi adicionada a fase aquosa
na fase oleosa, este processo foi
realizado com o auxilio de uma seringa
de 10 mL. Esta adi¢ao se deu em fluxo
continuo e em 35 segundos. A solugdo
foi mantida em agitagdo no vortex por

2 minutos.

3 Inversao de fase

Grupo:
Tris-glicerol + 2% P80 + 2% OE

Fase oleosa: 0,2 mL do 6leo essencial
(MTN ou OLZ) e 0,2 mL de P80. Fase
aquosa: 9,6 mL de Tris-glicerol 5%.

Mesma metodologia do piloto 2.

4 Inversao de fase

Grupos:
Tris + 2,5% P80 + 2,5% OE e

Fase oleosa: 50 pL do o6leo (MTN
apenas) e 50 puL de P80. Fase aquosa:
1,9 mL de Tris, com ¢ sem adicao de

5% de glicerol. A fase oleosa foi
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Tris-glicerol + 2,5% P80 + 2,5%

agitada em vortex por 1 minuto, depois

Tris-glicerol + 5% P80 + 5% OE

OE foi adicionada a fase aquosa, e a
solucdo foi mantida em agitacdo no
vortex por 2 minutos.

5 Sonicacao Fase oleosa: 1,5 mL do 6leo (MTN ou
OLZ), e 1,5 mL de P80. Fase aquosa:

Grupos: 27 mL de Tris com e sem adicdo de

Tris + 5% P80 + 5% OE e glicerol 5%. Inicialmente a fase oleosa

foi agitada em um agitador magnético
por 10 minutos e depois a fase aquosa
foi adicionada, o sistema foi mantido
em agitacdo por mais 30 minutos. Apos
este tempo, a solugdo foi levada ao
sonicador na amplitude de 72 e por 15
minutos. A sonda do equipamento foi
mantida centralizada no meio da
solucdo, e nao foi utilizada nenhuma
fonte externa de controle de

temperatura do sistema.

6 Sonicacao

Grupos:
Tris + 2% P80 + 2% OE e
Tris-glicerol + 2% P80 + 2% OE

Fase oleosa: 0,3 mL do 6leo (MTN ou
OLZ) e 0,3 mL de P80. Fase aquosa:
14,4 mL de Tris com e sem adigdo de
glicerol 5%. Mesma metodologia do

piloto 5.

4.1.5 Caracterizacao das nanoemulsoes

As nanoemulsdes foram avaliadas quanto ao valor de didmetro médio (@) e indice

de polidispersao (PDI) pela técnica de espalhamento dindmico de luz. Estes fatores estdo

ligados diretamente ao nivel de estabilidade da emulsdo. Estas analises foram realizadas

no Laboratorio de Materiais e Biosistemas — LAMAB da Universidade Federal da

Paraiba.
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Para os pardmetros morfologicos das NEs, as amostras foram submetidas a técnica
de espalhamento dindmico de luz (DLS, do inglés dynamic light scattering), também
utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical, Reino Unido) com
angulo de dispersdao fixo em 90° e sob temperatura de 25 °C. Os resultados foram
analisados através do programa Zetasizer 7.13 (Malvern Panalytical, Reino Unido).

Os resultados foram obtidos através da média da leitura das triplicatas.

Além destes parametros, as NEs foram avaliadas quanto aos aspectos visuais (cor
e aspectos de desestabilizacdo). Estas andlises fisicas foram realizadas nos dias 0, 1 € 7

apos a preparagao.

4.1.6 Delineamento experimental dos testes com o 0leo essencial

Para os testes com o dleo essencial, foram realizados trés pilotos juntamente as
células espermadticas, a fim de testar seu potencial crioprotetor. O primeiro piloto utilizou
nanoemulsdes produzidas, e os outros dois pilotos apenas o 6leo essencial adicionado ao

diluidor Tris-gema. Os grupos experimentais que foram utilizados em cada piloto foram:

Piloto 1

- Grupo Controle: Tris + 20% de gema de ovo (Tris-gema);

- Grupo Tris-gema + 5%P80;

- Grupo Nanoemulsdo de Tris-glicerol + 5% P80 + 5% OE extraido produzido pelo
método com energia;

- Grupo Nanoemulsdao de Tris-glicerol + 5% P80 + 5% OE comercial produzido pelo
método com energia;

- Grupo Nanoemulsdo de Tris-glicerol + 5% P80 + 5% OE extraido produzido pelo
método sem energia;

- Grupo Nanoemulsao de Tris-glicerol + 5% P80 + 5% OE comercial produzido pelo

método sem energia;

Piloto 2
- Grupo Controle: Tris + 20% de gema de ovo (Tris-gema);
- Grupo Tris-gema +2% OE extraido;

- Grupo Tris-gema +2% OE comercial;
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Piloto 3

- Grupo Controle: Tris + 20% de gema de ovo (Tris-gema);
- Grupo Tris-gema + 1% OE extraido;

- Grupo Tris-gema + 1,25% OE extraido;

- Grupo Tris-gema + 1,5% OE extraido;

- Grupo Tris-gema + 1,75% OE extraido;

4.1.7 Obtencao dos espermatozoides epididimarios

Foram utilizados complexos testiculos/epididimos de bovinos sem raca definida
que foram obtidos em um abatedouro localizados na cidade de Santa Rita/Paraiba nas
coordenadas 7°07'10.7"S 34°59'33.7"W (Figura 6A). Estes foram transportados em caixa
térmica até o Laboratdrio de Biotecnologia em Reproducdo Animal da Universidade
Federal da Paraiba (Campus I).

No laboratdrio, o epididimo e o ducto deferente foram separados do testiculo
(Figura 6B), amarrados com um barbante para que ndo houvesse extravasamento do seu
contetdo interno (Figuras 6C e 6D), cortados (Figuras 6E e 6F) e foram higienizados com
solugdo fisioldgica (NaCl 0,9%) a temperatura ambiente (FARIAS, 2017).

Os espermatozoides foram isolados pela técnica de flutuagdo. Inicialmente foi
feito um fatiamento da cauda do epididimo (Figura 7A), evitando o corte de vasos
sanguineos aparentes, ¢ em seguida feita a imersdo desta regido fatiada em 2 mL de
solugdo fisioldgica (NaCl 0,9%) estéril a 37 °C contida em placas de Petri levemente
inclinadas (Figura 7B) (SALES, 2017).

Apds aproximadamente 15 minutos, os espermatozoides de todas as placas de
Petri foram avaliados em sua motilidade (expressa em porcentagem) e vigor. Aqueles que
apresentaram valor de motilidade abaixo de 50% foram dispensados, ¢ aqueles com
valores acima de 50%, foram homogeneizados em um tubo tipo falcon de 15 mL para a
formagdo do pool (espermatozoides diluidos em soro fisioldgico) a fim de evitar

alteragcdes ou variabilidade entre individuos no experimento.
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Figura 6 - Etapas de obtenc¢do dos epididimos bovinos

Fonte: Autora, 2022.

Figura 7 - Técnica de flutuagdo para obtencao dos espermatozoides epididimarios
bovinos

Fonte: Autora, 2022.

Foi feita a distribui¢do de 1 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.
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Em seguida, por pipetagem, retirou-se o maior volume possivel da solugao
fisioldgica sobrenadante, mantendo-se o pellet das células espermaticas. Em todas as
repeticdes, as células foram ressuspendidas em um volume de 2 mL do diluidor/grupo a

ser testado.

4.1.8 Analises espermaticas

Avaliacdo da motilidade espermdtica

A motilidade espermadtica foi realizada por avaliacdo subjetiva expressa em
porcentagem, com variacdo de 0-100%, sendo feita a média de dois avaliadores. Esta
andlise foi realizada utilizando um microscopio 6ptico com objetiva de 40x. Foi colocada

uma aliquota de 10 pLL da amostra entre a lamina e a laminula, a qual foi avaliada.

Teste de integridade da membrana plasmadtica

O teste de integridade da membrana plasmatica foi feito utilizando a dupla
coloracdo 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 ndo 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 lamina, permitindo uma melhor visualizacdo dos espermatozoides ndo corados
(SWANSON e BEARDEN, 1951).

As células ndo coradas indicaram as células vivas, onde ndo houve entrada do
corante, ¢ as cé¢lulas rosadas representaram células com membrana plasmatica nao
integras (Figura 8) (ARRUDA et al., 2015).

Foram adicionados em um microtubo 25 pL de cada grupo experimental, 25 pL
da solucdo de corante eosina-nigrosina (Anexo II) e 50 pL de solugdo fisiologica (NaCl
0,9%). Apo6s a diluicdo destes componentes, foi realizado o estirago a partir de 10 pL de
cada amostra, este estirago foi feito igualmente em duas ldminas de vidro. Em seguida
foram contadas 200 células com o auxilio de um microscépio de campo claro com
objetiva de 40x. Foi anotado o valor de células coradas e células ndo coradas para cada
grupo experimental tanto no momento de 0 h, antes da congelacdo, quanto pos-

descongelagdo.
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Figura 8 - Coloragdo eosina-nigrosina em espermatozoides epididimarios bovinos

(]

_____y Espermatozoide corado = membrana plismatica nio-integra

Espermatozoide nido corado = membrana plasmatica integra

%

Fonte: Autora, 2022.

Teste de funcionalidade da membrana plasmadtica

Foi utilizado o teste hiposmotico (HOST) para avaliagdo da integridade funcional
da membrana plasmatica. Este baseia-se nas propriedades de manutencdo do equilibrio
osmotico entre o ambiente intra e extracelular (CBRA, 2013).

Nesta técnica o espermatozoide ¢ incubado em solucdo hiposmotica, na qual
ocorre o influxo de agua até que seja atingido o equilibrio osmoético. Consequentemente
a entrada e expansao da membrana, ha o enrolamento da cauda num processo fisiologico.
Caso a membrana ndo esteja intacta, seja por danos ou morte do espermatozoide, esta
reacdo nao ocorrera, resultando em uma cauda esticada (JEYENDRAN et al., 1984).
Temos entdo que, 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 (Figura
9).

Para o teste, foi diluido em um microtubo 10puL de cada grupo experimental
juntamente a 100 pL da solugdo hiposmdtica (50 mOsm/Kg H>O) (Anexo II). Esta
solucdo foi incubada em banho maria a 37 °C por 30 minutos. Apds a incubagdo, foi
adicionado 50 pL de uma solucdo formol salina a fim de parar a reagdo osmotica. A
avaliagdo foi feita colocando-se 10 uLL de cada solugdo em uma lamina, coberta por uma
laminula, e esta foi analisada em um microscopio dptico 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.
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Figura 9 - Teste hiposmotico em espermatozoides epididimarios bovinos

Espermatozoide com cauda enrolada = membrana plasmatica funcional

N

/

Espermatozoide com cauda esticada = membrana plasmatica nao funcional

Fonte: Autora, 2022.

Congelacdio e descongelacdo dos espermatozoides

Para congelacdo, as amostras foram inicialmente envasadas em palhetas de 0,25
mL e vedadas com alcool polivinilico (Figura 10A). Estas palhetas foram entdo colocadas
em sacos plasticos e foram submersas em um béquer com agua a temperatura ambiente
(Figura 10B). Este foi levado para geladeira a 5°C e mantido por 4 horas, para que pudesse
completar a curva de refrigeragao.

Ap6s este periodo, as palhetas foram retiradas e imediatamente colocadas em cima
de uma raque metélica, contida em uma caixa térmica adaptada com nitrogénio liquido
em seu interior (Figura 10C). A raque proporcionou a distancia do nitrogénio liquido,
permitindo que as palhetas estivessem apenas em contato com o seu vapor. Este
nitrogénio foi adicionado até atingir uma altura de 4 cm dentro da caixa. Este sistema foi
mantido fechado por 15 minutos. Apo6s isto, as palhetas foram mergulhadas no nitrogénio
liquido presente na caixa (Figura 10D), e foram transferidas para o botijdo, em que
ficaram armazenadas até a proxima avaliagdo.

Para a descongelagdo, as palhetas foram retiradas do botijao e foram rapidamente
mergulhadas em banho-maria a 37°C por aproximadamente 30 segundos. Esta técnica foi
realizada tanto neste primeiro experimento quanto no segundo, que sera descrito na

sequéncia.
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Figura 10 — Etapas da congela¢do das amostras

Fonte: Autora, 2022.

4.2 Experimento II - Extrato bruto da casca de laranja

4.2.1 Obtencio e preparacio da casca para formulagio do extrato bruto

As laranjas utilizadas seguem os mesmos parametros descritos anteriormente
quanto ao seu local de obteng¢do, aspecto e método de obten¢do das cascas. Estas ultimas
foram colocadas em uma estufa por 3 dias (Figura 11A e 11B). Apos este periodo, estas
foram retiradas e trituradas em um mixer. Em seguida foram novamente trituradas em um
liquidificador até a formagao de um po6 fino, o qual foi pesado, armazenado e envolvido

em papel-aluminio, mantido em temperatura ambiente até seu uso na proéxima etapa.
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Figura 11 - Cascas da laranja antes e ap6s secagem na estufa

Fonte: Autora, 2022.

4.2.2 Obtencao do extrato bruto

Foram utilizados 127 gramas da casca seca em pd obtido na etapa anterior, este
p6 foi colocado em um Erlenmeyer (Figura 12A) e foram adicionados 1,2 litro de etanol
95% (v/v) (Figura 12B), seguindo a propor¢do aproximada de 1:10, referente a casca e
solvente, respectivamente.

Esta mistura foi filtrada a cada trés dias. A cada filtracdo a fracdo liquida era
separada em outro Erlenmeyer e o material so6lido era mantido, junto a ele era adicionado
de mais 1,2 litro de etanol. Este processo se repetiu por trés vezes e toda fracao liquida
obtida foi levada ao rotaevaporador para secagem (Figura 13) e obtengdo do extrato bruto

(Figura 12C).

Figura 12 — Etapas da obtenc¢ao do extrato bruto da casca de laranja

Fonte: Autora, 2022.
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Figura 13 - Equipamento de rotaevaporador utilizado para secagem do extrato

\\xr ‘\= | - \’\'\"'17

Fonte: Autora, 2022.

4.2.3 Caracterizacio do extrato bruto e diluidores

Screening fitoquimico

O screening fitoquimico foi realizado para identificar qualitativamente a presenca
ou auséncia de cinco grupos de compostos quimicos no extrato bruto, sendo eles:
alcaloides, esteroides, taninos, flavonoides e saponinas.

Para todos os grupos analisados, o teste foi realizado utilizando uma pequena
quantidade do extrato bruto, de aproximadamente 20 mg, em tubos de ensaio de vidro.

Para alcaloides, esteroides e taninos foram utilizados reagentes especificos que
reagem com o extrato, formando ou ndo um precipitado na parte inferior do tubo. A
presenga deste precipitado indicou que ha compostos da classe que estd sendo avaliada,
assim como a auséncia do precipitado demonstrou a falta deste composto no extrato bruto.

Foram utilizados os seguintes reagentes: para alcaloides — 1,0 mL de &cido
cloridrico (HCl) 1% e reagente Bouchardat (3 a 5 gotas); para esteroides — 2,0 mL de
clofoférmio ou triclorometano (CHCls), ImL de anidrido acético ((CH3CO)20) e 2,0 mL
de 4cido sulfurico (H2SOs); e para taninos - cloreto férrico (FeClz) 2%.

Quanto aos flavonoides, a metodologia consistiu em avaliar a mudanca de
colora¢do do liquido, sendo que considerado positivo para este composto quando se
apresentava na coloracdo résea. Para esta avaliacdo foram utilizados como reagentes o
acido cloridrico (HCI) 10% e uma fita de magnésio.

Para saponinas, foi adicionado 2,0 mL de dgua destilada ao tubo com o extrato

bruto, este entdo foi agitado por 1 minuto e deixado em repouso. O teste baseia-se na
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formag¢do ou ndo de espuma no liquido, sendo positivo para saponinas quando ha

formagdo de espuma, e negativo para auséncia.

Ressondncia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio 'H e carbono 3C

Os espectros de RMN de hidrogénio 'H e carbono '*C em técnica APT foram
registrados em um espectrometro de ressonancia magnética nuclear da marca Bruker
modelo Ascend, operando a 400 MHz para o 'H e 100 MHz para o '*C. Para a anélise, a
amostra foi preparada dissolvendo aproximadamente 20 mg do extrato bruto em metanol
(Cambridge Isotope Laboratories). A amostra foi colocada no tubo proprio para o
equipamento de RMN com o didmetro interno de 5 mm (Figura 14A e 14B), logo em

seguida este foi inserido no equipamento para obtencao dos espectros (Figura 14C).

Figura 14 - Materiais e equipamentos utilizados na técnica de RMN

X

Fonte: Autora, 2022.

Determinacdo do teor de compostos fendlicos totais (CFT)

O teor de compostos fendlicos totais pode ser determinado por estimativa
utilizando métodos espectrofotométricos. O método mais tradicional e que foi utilizado
neste trabalho foi o método Folin-Ciocalteu, que leva o nome do reagente principal
utilizado na técnica. Este reagente apresenta colora¢do amarela, mas quando em contato
com agentes redutores (compostos fenolicos) em pH alcalino, ocorre uma mudanga de
coloracdo para o azul. Esta mudanca permite obter uma estimativa da concentracao destes
compostos. Para isso, utilizou-se uma curva de calibracdo do padrao, que neste caso foi
utilizado o 4cido galico, em diferentes concentracdes (Apéndice A). A leitura das

amostras e da curva de calibragdo foi feita em um espectrofotdmetro no comprimento de



66

onda de 765 nm. Os resultados foram entdo 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 solucdo-amostra de Img/mL do extrato bruto em metanol.

Para o teste, foi adicionado em um microtubo uma aliquota de 120 pL da solucao
amostra ¢ 500 puL do reagente Folin-Ciocalteu a 10%, esta reacdo foi mantida por 8
minutos. Apos este periodo adicionou-se 400 uL da solugdo de carbonato de sddio a 7,5%,
esta reagdo foi realizada e mantida sobre o abrigo da luz e em temperatura ambiente por
2 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 solucdo amostra do extrato bruto adicionado de 900 puL de dgua

destilada.

Quantificagdo de acucares redutores pelo método DNS

O método DNS baseia-se na redugdo do acido 3,5 dinitro-salicilico a acido 3-
amino-5-nitrosalicilico a0 mesmo tempo em que o grupo aldeido do agtcar ¢ oxidado a
grupo carboxilico, com o desenvolvimento da coloragdo avermelhada, lida no
espectrofotometro em comprimento de onda de 540 nm (MILLER, 1959).

Foram utilizadas diferentes diluicdes feitas com o extrato bruto previamente
obtido e 4gua 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 vortex 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 agua
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 dgua destilada ao invés da amostra, seguindo o mesmo procedimento.

Os valores de absorbancia das amostras nas diferentes dilui¢des foram
comparados com uma curva padrao de agucares redutores (glicose + frutose) previamente
preparada seguindo o mesmo método (Apéndice A), possibilitando a conversdo da
absorbancia lida em concentra¢do de glicose em gramas por litro ou miligramas por

mililitro (SANTOS et al., 2017).
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Figura 15 — Mudanca de coloragdo no método DNS

P

Fonte: Autora, 2022.

4.2.4 Delineamento experimental dos testes com o extrato bruto
Para os testes com o extrato bruto (n=6), este foi diluido em 4agua na proporcao de
1:100. Esta solucdo aquosa foi a utilizada para formulag¢ao dos diluidores testados. Assim
sendo, os grupos experimentais utilizados para os testes do extrato bruto foram:
- Grupo Controle: Tris + 20% de gema de ovo (Tris-gema);
- Grupo Extrato Bruto 1 (EB1): Tris-gema + 10% da solucio aquosa do extrato;
- Grupo Extrato Bruto 2 (EB2): Tris-gema + 20% da solucio aquosa do extrato;
- Grupo Extrato Bruto 3 (EB3): Tris + 10 % da solucdo aquosa do extrato;
- Grupo Extrato Bruto 4 (EB4): Tris + 20% da solugdo aquosa do extrato;

4.2.5 Analises espermaticas
Foram realizadas as metodologias descritas no topico 4.1.8 do Experimento I e

utilizou-se um n=6.

4.2.6 Analises espermaticas pos-descongelacio

As amostras foram descongeladas a 37 °C, em banho-maria por 30 segundos, e
fracionadas em tubos de microdilui¢do, na quantidade de 10 pL. As amostras foram
diluidas em solugdo fisiologica (NaCl 0,9%), na propor¢ao de 1:3 e foram adicionadas as
sondas fluorescentes (exceto as amostras submetidas a avaliacdo cinética), que serdo
descritas abaixo. Todas as sondas foram adquiridas da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,

EUA). As solugdes-estoque de fluoréforos foram preparadas como segue: iodeto de
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propidio (25 mg/mL), JC-1 (5 mg/mL) e FITC conjugado com aglutinina de amendoim
(FITC-PNA, 1 mg/mL) em solu¢ao tampao fosfato salina (PBS); as solugdes de trabalho
foram JC-1 (153 uM) em dimetilsulféxido (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).
Todas as solugdes foram mantidas a -20 °C até o uso. As avaliagdes foram feitas logo

apos a descongelacdo e repetidas novamente ap6s 1h.

Avaliagdo dos pardmetros cinéticos

A cinética espermatica foi analisada através do sistema computadorizado de
analise espermatica (Sperm Class Analyzer - SCATM software, Microptics, v. 5.1, S.L.,
Barcelona, Espanha). Uma aliquota (5 pL) de cada amostra foi depositada sobre lamina
previamente aquecida (37 °C), coberta com laminula e analisada por microscopio de
contraste de fase (aumento de 100x; Nikon™ H5505, Eclipse 50i, Toquio, Japdo) e as
imagens foram capturadas utilizando uma cadmera de video (Basler Vision Tecnologie™
A312FC, Ahrensburg, Alemanha) (Figura 16). Para cada amostra foram analisados cinco
campos ndo consecutivos, selecionados aleatoriamente, com registro de, no minimo,
2.000 espermatozoides. Foram avaliadas as seguintes variaveis: motilidade total (MT; %),
motilidade progressiva (MP; %), velocidade curvilinear (VCL; pm/s), velocidade em
linha reta (VSL; um/s), velocidade média do percurso (VAP; um/s), linearidade (LIN;
%), retilinearidade (STR, %), indice de oscilagdo (WOB, %), amplitude lateral da cabeca
espermatica (ALH, um) e batimento cruzado flagelar (BCF, Hz). Os valores foram
mensurados com as seguintes configuragdes: temperatura de 37 °C; magnificacdo de
100x; nimero de imagens, 25; imagens por segundo, 25; area de cabega, 4 a 75 pm?;
VAP: lentos 10 p/s < médios 45 p/s < rapidos 90 um/s; progressividade, 75% STR, 50%
LIN (VERSTEGEN; IGUER-OUADA; ONCLIN, 2002).
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Figura 16 - Computador e microscopio utilizados para anélise da cinética espermatica

Fonte: Autora, 2022.

Integridade de membrana plasmadtica (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 excitacdo 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 (Figura 17).

Figura 17 — Coloragao dupla de iodeto de propideo e diacetato de carboxifluoresceina

Fonte: Autora, 2022.
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Potencial de Membrana Mitocondrial (PMM)

Para este teste, 5 uL de JC-1 (iodeto de 5, 5°, 6, 6° — tetracloro - 1, 1, 3, 3° —
tetraetilbenzimidazolilcarbocianina; 153 pM) foi adicionado em cada amostra e
incubados por 7 minutos, em seguida avaliado no microscépio de fluorescéncia. A
fluorescéncia verde (530 nm) indica a formag¢do de monoémeros J agregados e a laranja
(590 nm) indica a formagao 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 (Figura 18) (ALMEIDA et al., 2017).

Figura 18 — Teste do potencial de membrana mitocondrial

Fonte: Autora, 2022.

Integridade de membrana acrossomal (iAC)

A avaliacdo da integridade de acrossoma (iAC), foi feita através de Isotiocianato
de Fluoresceina conjugada a aglutinina do amendoim (FITC-PNA). Uma aliquota de 10
uL 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 tmida a 4 °C, por 20
minutos, na auséncia de luz. Em seguida, as ldminas foram imersas em PBS (Tampao
fosfato salina) duas vezes e secas ao ar. Imediatamente antes da avaliagdo, 5,0 pL de
solug¢do de UCD (4,5 mL de glicerol, 0,5 mL de PBS, 5,0 mg de p-fenilenodiamina e 5,0
mg de azida sddica) foram colocados na lamina e entdo cobertos com uma laminula. Os
espermatozoides foram avaliados usando um filtro de excitagio BP 450490 nm e

emissdo LP 515 nm (Figura 19) (ARAUJO SILVA et al., 2019).
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Figura 19 — Avaliacdo da integridade acrossomal

Fonte: Autora, 2022.

4.2.7 Testes microbiologicos

Os testes microbiologicos tiveram como objetivo avaliar o potencial
antimicrobiano do extrato da casca de laranja-pera. Para a realizacdo dos testes
microbioldgicos, foram utilizados os diluidores: Tris-gema + 10% de extrato bruto, Tris-
gema + 20% de extrato bruto, Tris + 10% de extrato bruto e Tris + 20% de extrato bruto.

Os diluidores foram preparados da mesma forma que para os outros testes deste
trabalho. Utilizou-se o método de microdilui¢do em placas de 96 pocos de fundo chato.
Reservou-se uma placa para cada bactéria utilizada, sendo elas: as linhagens padrao
Staphylococcus aureus UFPEDAQ2, 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).

Os microrganismos foram isolados de uma cultura recente de 3 dias e foram
suspendidos em solucdo fisiologica (NaCl 0,9%) até obter a turbidez padronizada de 1.0
da escala de McFarland’s. O isolado AV12 apresenta caracteristica de
multidrogarresistente, com resisténcia a amoxilina, cefalexina e cefalotina, e
sensibilidade a ciprofloxacina, gentamicina, imipenem, meropenem, norfloxacina e

sulfonamida.

Determinacgdo da concentragdo inibitoria minima (CIM)
Inicialmente foi realizada uma dilui¢do seriada de cada diluidor para obter as
seguintes concentragdes: 20%; 10%; 5%; 2,5%; 1,25% e 0,25% do extrato bruto. Cada

concentragdo foi realizada em triplicada.
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Em cada pogo da placa de 96 pocos foi adicionada uma aliquota de 100 pL do
caldo Mueller-Hinton esterelizado. Logo ap6s foi adicionado no primeiro poco e de maior
concentragdo da dilui¢do seriada, 100 puL do diluidor teste na concentragdo de 40%, para
que a concentragdo neste pogo chegasse a 20%. Foi entdo retirado um volume de 100 pL
do poco, sendo levado ao proximo, seguindo as concentragdes ja citadas acima. Ao final,
foi adicionado em cada po¢o uma aliquota de 10 pL 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 inibitéria minima foi determinado como a menor
concentragdo a qual apresentou auséncia de turbidez, o que indica auséncia de

crescimento bacteriano (GENHARTDT et al., 1994).

Determinagdo da concentragdo bactericida minima (CBM)

Para a determinagdo da concentragdo bactericida minima foi utilizado o corante
redox resazurina. Esta molécula apresenta uma coloragdo azul, e ao entrar na célula que
estd viavel e com atividade metabdlica normal, este composto passa por reagdes de
redu¢do resultando na resorufina, uma molécula de coloragdo rosa e que apresenta
fluorescéncia (GENHARTDT et al., 1994). O teste consistiu em aplicar uma aliquota de
10uL da resazurina em cada poco das placas utilizadas no ensaio anterior. Apds o tempo
de incubagdo de 2 horas, a temperatura ambiente e em bancada, as placas foram analisadas

quanto a sua coloragdo resultante.

4.3 Analise estatistica

Os dados foram expressos como a média + desvio padrdo das repeti¢des para cada
experimento. Para andlise dos dados obtidos foram utilizados os testes T e analise de
variancia (ANOVA) para duas amostras e multiplas amostras, respectivamente. Os
valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Os testes foram

realizados no programa Past4 versao 4.11.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Experimento I — Oleo essencial da casca de laranja

5.1.1 Obtencio e preparacio da casca para extraciao do d0leo essencial

Para as trés primeiras extragdes, com a casca cortada, foi utilizado um total de 35
laranjas. A média do peso das laranjas foi de 223 gramas e a média do peso das cascas foi
de 27,6 gramas. Ja para as trés ultimas extragdes, com a casca triturada, foram utilizadas
71 laranjas. A média de peso das laranjas foi de 228,9 gramas e a média do peso das

cascas foi de 42,6 gramas.
5.1.2 Extracao do dleo essencial

Os valores de rendimento das extracdes do oleo essencial de casca de laranja pera

estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Rendimento das extra¢des do 6leo essencial da casca de laranja pera

Grupos experimentais Volume de 6leo obtido na Rendimento da extracgao

extracio
EALl 1,6 mL 0,53%
EA2 1,4 mL 0,46%
EA3 1,4 mL 0,46%
ENI1 32 mL 3,2%
EN2 32mL 3,2%
EN3 33mL 3,3%

A partir destes dados ¢ possivel perceber que houve um aumento do rendimento
na extra¢do do OE pela segunda metodologia utilizada, a qual utilizou as cascas de forma
triturada, em comparacdo a extracdo com a casca apenas cortada (Tabela 1).

Santos, Serafini e Cassel, (2003) obtiveram rendimento da extracdo do 6leo de
0,4% (v/p), a partir da utilizacdo de cascas inteiras. Fernandes, Cardoso ¢ Hoffmann
(2006) obtiveram um rendimento de 2,93% (v/p) de dleo essencial para cascas trituradas

e de 0,53% (v/p) para cascas inteiras. Deitos et al., (2014) também apresentou resultados
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semelhantes quanto & melhora do rendimento, sendo de 0,38% (v/p) para cascas ndo
trituradas e de 2,5% (v/p) para cascas trituradas. Os resultados encontrados na literatura
corroboram com os encontrados neste trabalho.

Este aumento do rendimento est4 relacionado ao fato de que a eficiéncia de um
processo de extragao solido-liquido ¢ diretamente influenciada pelo modo em o solvente
entra em contato com o sélido utilizado (DIAZ et al., 2021). A partir disto, indica-se o
processamento prévio da matéria-prima a fim de aumentar o rendimento desse tipo de
extracdo (IBARZ, 2002; GEANKOPLIS, 1998)

Quanto ao aspecto biologico, a parede celular apresenta certa resisténcia a difusao
dos solutos, dificultando a acdo dos solventes. Neste caso, o processo de trituragdo age
rompendo a parede celular, facilitando a acdo do solvente, pois este entrard em contato

com o interior das células vegetais, nas quais estd presente o 6leo (DEITOS et al., 2014).

5.1.3 Caracterizacao do 6leo essencial

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

Na Tabela 2 estdo descritos os compostos majoritarios encontrados na composicao

dos 6leos essenciais obtidos das diferentes extragdes. Estes dados foram obtidos a partir

dos cromatogramas (dados ndo mostrados) gerados pela técnica de CG-EM.

Tabela 2 - Compostos majoritarios dos 6leos essenciais da casca de laranja pera

Compostos EA1 EA2 EA3 EN1 EN2 EN3 MTN OLZ
Limoneno 95,87 94,61 94,29 97,08 97,33 97,53 97,58 97,77
B-mirceno 1,19 1,13 1,12 1,41 1,27 1,38 1,31 0,90

o-pineno 0,29 0,25 0,27 046 050 045 044 047

Linalol 1,82 2,78 3,05 050 054 036 044 0,32
Octanal 0,43 048 046 022 0,15 - - -
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Para os 0leos obtidos da primeira metodologia de extracdo (EA1, EA2 e EA3), os
compostos majoritarios foram o limoneno (94,92+0,82%), linalol (2,55+0,64%), B-
mirceno (1,14+£0,03%) e octanal (0,45%+0,02%). Para os da segunda metodologia de
extracdo (EN1, EN2 e EN3), os compostos majoritarios foram o limoneno
(97,314£0,22%), PB-mirceno (1,35+0,07%), oa-pineno (0,47+0,09%) e linalol
(0,47£0,02%). Quanto ao o6leo utilizado nas formulagdes (MTN), este manteve a
semelhanca com os 6leos que o compdem (EN1, EN2 e EN3, na propor¢ao 1:1:1),
apresentando como compostos majoritarios o limoneno (97,58%), B-mirceno (1,31%), a.-
pineno (0,44%) e linalol (0,44%). Por fim, o 6leo comercial (OLZ) também apresentou o
limoneno como composto majoritario (97,77%), seguido do B-mirceno (0,90%), a-
pineno (0,47%) e linalol (0,32%). Em todos os OEs avaliados neste trabalho, o limoneno
foi apresentado como sendo o componente majoritario.

De acordo com Berger, Krings e Zorn (2002) os 0leos essenciais de Citrus
apresentam como componente mais expressivo o limoneno, com concentracdes que
variam de 90 a 96%, estes dados corroboram com os resultados aqui obtidos. Apesar da
variabilidade da composi¢@o quimica dos dleos essenciais, ¢ possivel encontrar um perfil
de compostos majoritarios similar em trabalhos recentes (VELAZQUEZ-NUNEZ et al.,
2013/FERRONATO; ROSSI, 2018).

Determinacdo do potencial hidrogenionico
As Tabelas 3 e 4 mostram os resultados da mensuracdo do potencial
hidrogenionico (pH) dos O¢leos essenciais e das nanoemulsdes formuladas,

respectivamente.

Tabela 3 - Valores de pH dos 6leos essenciais da casca de laranja pera

Oleos essenciais pH
EAl 5,0
EA2 5,0
EA3 5,0
ENI1 5,5
EN2 5,0

EN3 5,5
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MTA 5,5
MTN 5,5
OLZ 5,0

Tabela 4 - Valores de pH das nanoemulsdes formadas

Nanoemulsoes pH

Tris + 2%P80 + 2%0E 6,0
Tris-glicerol +2%P80 + 2%O0OE 6,0
Tris +2,5% P80 + 2,5%0E 6,0
Tris-glicerol + 2,5% P80 + 2,5%0E 6,0
Tris + 5%P80 + 5%0E 6,0
Tris-glicerol + 5%P80 + 5%O0E 6,0

Os valores obtidos estdo dentro do esperado para dleos citricos (pH< 7). Valores

de pH semelhantes estdo descritos em Alves (2020).

Determinacdo do potencial antioxidante pelo método DPPH

O oleo essencial da casca de laranja extraido (MTN) ndo obteve potencial
antioxidante quando diluido em metanol. Apenas com a aplicagdo do OE puro foi capaz
avaliar o seu potencial antioxidante. Este apresentou um valor equivalente ao Trolox
(TEAC) de 342,5 ng/mL, equivalente a 24% de inibicdo. Quanto a performance na
técnica, o 6leo essencial comercial (OLZ) apresentou resultados similares, também nao
demonstrando possuir uma acdo antioxidante frente ao método DPPH. Para este, o valor
de TEAC obtido foi de 85,8 pg/mL, mostrando-se inferior ao obtido pelo 6leo extraido.
Esta variacdo deve estar relacionada a diferenga na composicdo quimica entre os 6leos,
contudo, ndo foram realizados testes adicionais para avaliar em detalhes a diferenga entre

eles.

Sabe-se que a mensuracdo do poder antioxidante de uma substancia depende do
método escolhido, da concentragdo analisada e das propriedades fisico-quimicas dos

componentes, para o caso de uma mistura, como o 6leo essencial (KULISIC et al., 2004).
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Sendo assim, alguns resultados podem se desencontrar ou serem confirmados conforme
alteracdes de concentracdes e pardmetros avaliados. Isto ocorreu no trabalho de
FERRONATO e ROSSI (2018), o qual descreve uma 6tima atividade se sequestro do
radical DPPH para o OE de laranja, indicando-o como fonte natural de atividade

antioxidante.

Contudo, em concordancia com os resultados obtidos, Choi ef al. (2000) apontam
que a propriedade antioxidante dos dleos essenciais estd ligada com a concentragdo de
terpenos presentes, com exce¢do do limoneno e do mirceno. Esta informagao corrobora
com os resultados, uma vez que a composic¢ao quimica dos OEs utilizados apresenta estas
duas substancias na lista de seus compostos majoritarios. Lu et al. (2019) também
descreve que, em comparagdo a outros monoterpenos, o limoneno exibe baixa habilidade

em sequestrar os radicais livres do DPPH.

5.1.4 Preparacao das nanoemulsoes

A Tabela 5 retine as informacgdes acerca do aspecto visual e tempo maximo de

estabilidade das nanoemulsdes resultantes de todos os pilotos testados.

Tabela S - Resumo das avaliagdes feitas para as nanoemulsdes formuladas em cada

piloto
Piloto Aspecto visual da NE Tempo maximo de
recém formada estabilidade

1 Solugdo leitosa branca 7 dias

2 Solugdo leitosa branca 7 dias

3 Solugdo leitosa branca 1 dia

4 Solugao translucida 7 dias
levemente esbranquicada

5 Solugao translucida 1 dia
levemente esbranquicada

6 Solugao translucida 1 dia

levemente esbranquicada

Como resultado do Piloto 1, a nanoemulsdo formada apresentou-se com aspecto

visual de uma solucdo leitosa branca. Esta teve sua estabilidade avaliada, tanto em
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temperatura de geladeira (4°C) quanto em temperatura ambiente (25°C). Em geladeira, a
partir do dia 7, a NE apresentou uma espuma densa na parte superior, caracterizando
desestabiliza¢do de sua formulacdo. Em temperatura ambiente, a partir do dia 7, a solugao
apresentou aspecto totalmente transparente, com perda de sua turbidez e coloragao
esbranquicada, também indicando instabilidade da formulagdo e perda das suas
caracteristicas iniciais.

No Piloto 2, o resultado foi uma solugdo de aspecto leitoso branco, semelhante ao
obtido no Piloto 1. O mesmo processo do Piloto 1 foi feito para avaliagdo da estabilidade.
Observou-se que a NE em temperatura ambiente teve a perda de estabilidade a partir do
dia 7, quando apresentou aspecto totalmente transparente. E a nanoemulsdo mantida em
geladeira no dia 7 apresentou formacgao do halo de espuma na parte superior do liquido,
indicando também a perda de estabilidade.

No Piloto 3, foram utilizadas as mesmas condigdes do Piloto 2, mas com a
porcentagem de OE e P80 reduzidas para 2% cada e houve adi¢do do glicerol ao Tris.
Estas modifica¢des ndo resultaram em melhora da estabilidade, mas sim em uma perda
da mesma, com reducao do tempo de estabilidade de 7 dias no Piloto 2 para apenas 1 dia
neste piloto.

No Piloto 4, foi testada a metodologia encontrada em Lima (2020), utilizando a
concentragdo de 2,5% para ambos OE e P80, e com um volume total reduzido, de apenas
2 mL em comparagao as outras metodologias testadas, com volumes acima de 10 mL por
preparacdao. Como resultado deste piloto, as NEs resultantes apresentaram aspecto visual
diferente dos pilotos anteriores que utilizavam método similar, apresentando-se com
aspecto mais proximo das NEs obtidas ap6s uso da sonicagdo (Pilotos 5 e 6). A
estabilidade dessas formulagdes também foi capaz de resistir por mais tempo do que as
NEs 1, 2 e 3, mas ndo ultrapassou o sétimo dia, apresentando formacao do halo como
indicador de desestabilizacao.

No Piloto 5 e 6, foram obtidas nanoemulsdes com aspecto visual mais transparente
do que as obtidas nos Pilotos 1, 2 e 3, os quais utilizavam as metodologias de baixa
energia. Como resultado do teste de estabilidade, observou-se a separacao das fases apos
o periodo de 24 horas.

Conclui-se destes pilotos que a adi¢cao ou nao do glicerol, nas formula¢des com 2
ou 5%, ndo teve impacto na estabilidade da formulagdo. Além disto, apesar de
inicialmente apresentar aspectos visuais diferentes, o tempo de estabilidade méaximo das

formulagdes foi o mesmo, independente da metodologia utilizada para sua producao.



79

Segundo Karthik, Ezhilarasi, & Anandharamakrishnan (2017), o principal
problema das emulsdes € a estabilidade. Dentre os principais mecanismos de instabilidade
tém-se a floculacdo, cremagem, sedimentacdo, coalescéncia e separagao de Ostwald.
Baseado nisto, estes mesmos pesquisadores indicaram o uso de um método complementar
apos a formagdo da nanoemulsdo, como a técnica de secagem por aspersdo (também
conhecida como spray drying) ou liofilizacao (freeze drying).

Outro estudo trouxe o uso de diferentes gomas (ardbica e tragacanto) como
solu¢do para obtencdo de uma nanoemulsdo estavel. Esta foi preparada com o dleo
essencial de laranja e o polisorbato 80 pelo método de sonicagdo (Hashtjin & Abbasi,
2015). A adicao de metodologias complementares e/ou adi¢do de novos ingredientes a
formulagdo se mostram como alternativas viaveis para melhoria da estabilidade das

nanoemulsdes formuladas com o 6leo essencial da casca de laranja e o polisorbato 80.
5.1.5 Caracterizacao das nanoemulsoes

Foram caracterizadas as nanoemulsdes formuladas com Tris-glicerol +5%P80
+5%OE, tanto para o 6leo extraido como para o 6leo comercial, e para ambos métodos

de preparagdo. O valor da média do tamanho de particula e indice de polidispersdo (PDI)

estdo indicados na Tabela 6.

Tabela 6 - Caracterizacao das nanoemulsoes

Grupo Método utilizado Tamanho de Indice de
para formulacdo da  particula (d.nm) polidispersao
nanoemulsio
Tris-glicerol Inversao de fase 92,59 + 2,69 0,42 + 132,00
+5%P80+5%O0E
extraido
Tris-glicerol Inversao de fase 118,50 £ 76,50 0,54 + 6,51
+5%P80+5%O0E
comercial
Tris-glicerol Sonicagao 540,60 £ 47,66 0,72 £ 0,00
+5%P80+5%0E

extraido
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Tris-glicerol Sonicagao 141,70 £ 2,13 0,33 £26,12
+5%P80+5%O0E

comercial

De acordo com PAVONI et al. (2020) o valor maximo do tamanho de particula
de uma nanoemulsdo ¢ de 200 nm. Sendo assim, tém-se que as formulacdes testadas,
exceto a de Tris-glicerol +5%P80+5%O0OE extraido, podem ser classificadas como

nanoemulsodes.

5.1.7 Obtencao dos espermatozoides epididimarios

Cada dia de experimento realizado, para teste das nanoemulsdes e diluidores nas
células espermaticas, utilizou entre 25 e 45 epididimos para técnica de flutuacdo, a fim
de obter os espermatozoides epididimarios. Mais de 50% das solugdes espermaticas
obtidas ndo alcangou um valor acima de 50% para motilidade espermatica. Os pools
foram formados com a solugdo de 3 ou 4 amostras que obtiveram motilidade acima de

70%.

5.1.8 Analises espermaticas

Piloto 1 — Teste das nanoemulsées com Tris+glicerol +5%OE + 5%P80 para o OE
extraido (C) e OE comercial (OLZ), produzidos pelos métodos de alta energia (AE)

e baixa energia (BE)

Os resultados deste piloto (n=1) estdo presentes nas Tabelas 7, 8 € 9.

Tabela 7 — Avaliagdo da motilidade espermatica do Piloto 1

Tris- TG+P80 5%C 5%OLZ 5%C 5%OLZ

gema AE AE BE BE
Pés-diluicio (%) 80 75 60 45 55 60
Pos-descongelacio (%) 40 0 0 0 0 0

Pos-diluicdo = Média dos avaliadores quanto a motilidade espermatica pds-dilui¢do (Oh); Pés-descongelacdo = Média
dos avaliadores quanto a motilidade espermatica pos-descongelagdo; Dados apresentados quanto ao porcentual (%) de

células moveis.
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Tabela 8 - Teste de integridade da membrana plasmatica do Piloto 1

Tris- TG+P80 5%C 5%OLZ 5%C 5%OLZ

gema AE AE BE BE
Pés-diluicio (%) 41 36 0 0 0 0
Pos-descongelacio (%) 35 1 0 0 0 0

Pos-diluicdo = Média dos avaliadores quanto a integridade da MP no pés-diluicdo (Oh); Pés-descongelacdo = Média
dos avaliadores quanto a integridade da MP no pds-descongelagdo; Dados apresentados quanto ao porcentual (%) de

células integras.

Tabela 9 - Teste de funcionalidade da membrana plasmatica do Piloto 1

Tris- TG+P80 5%C 5%OLZ 5%C 5%OLZ

gema AE AE BE BE
Pés-diluicio (%) 91 56 78 11 81 9
Pos-descongelacio (%) 41 6 4 3 2 4

Pos-diluicdo = Média dos avaliadores quanto & funcionalidade da MP no p6s-dilui¢do (Oh); Pés-descongelagdo = Média
dos avaliadores quanto & funcionalidade da MP no pds-descongelacdo; Dados apresentados quanto ao porcentual (%)

de células com membrana funcional.

Estes resultados indicam que os grupos com apenas o polisorbato 80 (TG+P80) e
as nanoemulsodes, independente do 6leo utilizado (OE e OC) e do método de preparagdo
da amostra (AE e BE), ja apo6s a dilui¢do (Oh) apresentaram influéncia negativa aos
parametros analisados.

Quanto aos resultados pos-descongelacdo, todos os grupos apresentados nas
Tabelas 7, 8 e 9, apresentaram uma piora de todos os parametros avaliados quando em
comparac¢do ao grupo Tris-gema, demonstrando ndo haver protecdo a célula espermatica.
Também pode-se verificar que o grupo TG+P80, mesmo sem a presenga do OE ja
apresentou alteracdo e levou a perda total da motilidade pés-descongelacdo, indicando
que o seu uso foi danoso para as células espermaticas nestas condigdes utilizadas.

Quanto a morte celular causada pelo P80 apresentada nestes resultados, tém-se
que os surfactantes podem levar a lise celular por pelo menos dois mecanismos. O
primeiro deles € pela solubiliza¢do e o segundo ¢ pela lise osmética. Estes mecanismos
dependem de fatores como a concentragdo do surfactante, temperatura e duracdo de
contato com a célula. Quando em baixas concentragdes, as moléculas do surfactante se

intercalam na membrana plasmatica, induzindo mudancgas na permeabilidade da mesma.
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J4 em altas concentragdes, 0 mecanismo principal responsavel pela lise ¢ a solubilizagdo

(KAUR e MEHTA, 2017).

Piloto 2 — Teste das nanoemulsdes com Tris-gema +2% OE para o OE extraido (E) e

OE comercial (OLZ) produzido pelo método de alta energia

Os resultados deste piloto (n=4) estdo presentes nas Tabelas 10, 11 e 12.

Tabela 10 - Avaliacdo da motilidade espermatica do Piloto 2
Tris-gema 2%E 2%O0LZ
Pos-diluicio (%) 75,0£15,8%4  17,5£18,4%*  15,0+10,8%*

Pos-descongelagio (%) 25,0+14,72B  1,75+2,28 0,08

Pos-diluicdo = Média dos avaliadores quanto a motilidade espermatica pds-dilui¢do (Oh); Pés-descongelacdo = Média
dos avaliadores quanto a motilidade espermatica pos-descongela¢do; Dados apresentados quanto ao porcentual (%) de
células moéveis; Letras mintsculas indicam diferenca (p<0,05) entre os grupos de uma mesma condi¢ao (Oh ou pos-
descongelacdo) e letras maitsculas indicam diferenca entre o mesmo grupo nas duas condigdes (Oh e pos-

descongelacao).
Tabela 11 - Teste de integridade da membrana plasmatica do Piloto 2
Tris-gema 2%E 2%O0LZ
Pos-diluicio (%) 67,1410,13A  28,1424,8% 10,746,5%

Pos-descongelacio (%) 66,6+18,824  16,1+14,124  12,5+14,2bA

Pos-diluicdo = Média dos avaliadores quanto a integridade da MP no pés-diluicdo (Oh); Pés-descongelagdo = Média
dos avaliadores quanto a integridade da MP no pés-descongelag@o; Dados apresentados quanto ao porcentual (%) de
células integras; Letras minusculas indicam diferenca (p<0,05) entre os grupos de uma mesma condigdo (Oh ou pos-
descongelacdo) e letras maitsculas indicam diferenca entre o mesmo grupo nas duas condigdes (Oh e pos-

descongelacdo).

Tabela 12 - Teste de funcionalidade da membrana plasmatica do Piloto 2

Tris-gema 2%E 2%O0LZ
Pos-dilui¢ido (%) 80,544,284 62,2426,9°A 53,5422 434

Pés-descongelacdo (%) 38,7+18,2°B  18,5+11,7%B 6,25+4,0°8

Poés-diluicdo = Média dos avaliadores quanto & funcionalidade da MP no pés-dilui¢do (Oh); Pés-descongelacdo = Média
dos avaliadores quanto & funcionalidade da MP no pds-descongelacdo; Dados apresentados quanto ao porcentual (%)
de células com membrana funcional; Letras mintisculas indicam diferencga (p<0,05) entre os grupos de uma mesma
condi¢do (Oh ou pos-descongelagdo) e letras maitisculas indicam diferenga entre 0 mesmo grupo nas duas condi¢des

(Oh e p6s-descongelagdo).
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Este segundo piloto teve como objetivo avaliar o impacto da presenca do OFE nas
andlises espermaticas quando adicionado diretamente ao diluidor padrao Tris-gema, sem
se apresentar em uma nanoemulsdo. Para este piloto, o OE foi utilizado numa
concentracao de 2%.

A presenga do OE (2%OE extraido e 2%OE comercial) diminuiu a motilidade
espermatica em comparagdo ao grupo controle (Tris-gema) em ambos os tempos
avaliados (Oh e pds descongelagdo) (Tabela 10).

Quanto a integridade da membrana plasmatica, no tempo de Oh, os grupos com
adicdo do OE apresentaram uma diminui¢do significativa do nimero de células com a
membrana plasmatica integra em comparacdo com o grupo controle (Tris-gema). Na
avaliagdo pos-descongelacdo, o grupo com 2%OE extraido ndo apresentou diferenca
estatistica com o grupo controle. Apenas o grupo com 2%OE comercial apresentou esta
diferenca.

A dimuinui¢@o no niimero de células com MP integra caracteriza um dano a MP
do espermatozoide (MORAES; MEYERS, 2018). Dano este caracteristico do processo
de congelacao (CHIRNEA, 2004), mas que ¢ em parte evitado pela presenga de agentes
crioprotetores nos diluidores seminais, como por exemplo, o que acontece no diluidor
padrao Tris-gema (NEVE; HENRY, 2012). A falta de protecdo a célula espermadtica
indica que as nanoemulsdes testadas, tanto no piloto anterior quanto neste, ndo

apresentam potencial crioprotetor.

Piloto 3 — Teste de diferentes concentracoes do oleo essencial puro (OE extraido)

adicionado ao grupo Tris-gema

Os resultados deste piloto (n=1) estd descrito na Tabela 13.

Tabela 13 — Avaliagdes espermaticas do Piloto 3

Tris-gema TG+1%OE TG+1,25%0E TG+1,5%0E TG+1,75%0E

Motilidade (%) 30 7 3 2 1

Integridade 63 56 59 39 21
MP (%)

Funcionalidade 62 36 31 27 29
MP (%)

Motilidade = Média dos avaliadores quanto a motilidade espermatica pds-dilui¢cdo (Oh); Dados apresentados quanto ao

porcentual (%) de células moveis; Integridade MP = Média dos avaliadores quanto a integridade da MP no pos-diluigao



84

(Oh); Dados apresentados quanto ao porcentual (%) de células integras; Funcionalidade MP = Média dos avaliadores
quanto a funcionalidade da MP no poés-dilui¢ao (Oh); Dados apresentados quanto ao porcentual (%) de células com

membrana funcional;

Neste piloto, apesar do grupo controle (Tris-gema) ndo ter alcancado o valor
minimo de 40% de motilidade, necessario para que estas amostras pudessem ser
congeladas, pode-se demonstrar que a presenga do 6leo essencial da casca de laranja, a
partir da primeira concentragdo testada, de 1%, j4 demonstrou afetar negativamente os
parametros espermaticos avaliados. Houve uma diminui¢do da motilidade, aumento do
numero de células com MP nido-integras e diminuicdo do nimero de células com
membrana plasmatica funcional.

A partir destes valores preliminares, podemos inferir também que aumento da
concentragdo do dleo essencial adicionado ao diluidor gera um maior dano espermatico,
podendo ser mensurado ja na primeira avaliagdo as Oh apds o contato com os
espermatozoides.

E necessario que sejam feitas mais repetigdes deste experimento para poder
confirmar esta correlacdo. Mas, pdde-se concluir deste piloto, que o 6leo essencial de
laranja ndo se apresenta como um ativo interessante para ser adicionado ao diluidor
padrdao Tris-gema, pois houve, principalmente, perda da motilidade mesmo na menor

concentragdo testada.
5.2 Experimento IT — Extrato bruto da casca de laranja
5.2.1 Obtencio e preparacio da casca para formulacio do extrato bruto

Foram utilizadas 20 laranjas, a média do peso das laranjas foi de 195,45 gramas e
a média do peso das cascas foi de 30,7 gramas.
5.2.2 Obtencao do extrato bruto

Foi obtido um extrato bruto de coloragao marrom, alta viscosidade e cheiro similar
ao do dleo essencial da casca de laranja.

5.2.3 Caracterizacao do extrato bruto e diluidores

Determinacdo do potencial hidrogenionico
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O valor do pH obtido para o extrato bruto foi inicialmente de 5, mas ap6s ajuste e
antes de ser adicionado aos diluidores, foi de 7. A Tabela 14 traz o resultado da
mensuracdo 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 14 - 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

Os diluidores formados com as diferentes nanoemulsdes mantiveram seu pH em
6. 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 congelacdo 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 solugdo seja mantido proximo a

neutralidade (6,8 a 7,1), pH 6timo para os espermatozoides (BORGES, 2008).

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
padrdo comumente utilizado, pode-se afirmar que eles apresentam uma alternativa

promissora para esse processo.
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Determinacdo do potencial antioxidante pelo método DPPH

Baseado na curva padrao do Trolox (Apéndice A), as Tabelas 15 e 16 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% ndo estdo descritos pois ndo foi possivel realizar esta
analise, devido a presenca da gema de ovo que impossibilitou a medi¢ao da absorbancia.
A composicdo da gema de ovo, rica em proteinas, quando em contato com a solucio de
DPPH diluida em metanol, desencadeou uma desnaturagdo proteica, impossibilitando a

avaliacdo espectofotométrica das amostras.

Tabela 15 - Potencial antioxidante pelo método DPPH para o extrato bruto

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

Tabela 16 - Potencial antioxidante pelo método DPPH para os diluidores utilizados nas
avaliagdes espermaticas

Diluidores TEAC (ng/mL)
Tris 0,0

T+10%EB 409,0

T+20%EB 771,1

O resultado obtido na concentragdo de Img/mL ja demonstra que o extrato bruto
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
avaliacdo, temos que a solugcdo de Tris de forma isolada ndo apresentou potencial
antioxidante. Por outro lado, a adi¢ao da solucdo do extrato bruto, nas concentragdes de
10 e 20%, ofereceram uma atividade antioxidante frente a esta metodologia. Sendo assim,
conclui-se que a atividade antioxidante obtida nos diluidores T+10%EB e T+20%EB ¢

decorrente da agdo do extrato bruto ¢ ndo da solugdo de Tris.
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O potencial antioxidante das frutas ¢ o resultado da agdo sinérgica de diversos
compostos, entre eles destacam-se os polifendis ou compostos fendlicos. Contudo, a
eficacia desta acdo antioxidante depende da estrutura quimica e da concentracdo destes
ativos no extrato (KAUR; KAPOOR, 2002). A laranja pera ¢ 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¢cao uma alta concentragdo de compostos fendlicos.

Screening fitoquimico

Os resultados do screening fitoquimico (figuras ndo mostradas) indicaram a
auséncia de saponinas e a presenca de alcaloides, esteroides, taninos e flavonoides. Na
avaliagdo da saponina, ndo houve formagdo de espuma no sistema. Para alcaloides,
esteroides e taninos, houve forma¢do do precipitado, indicando a presenca destes
compostos em seus respectivos testes. E para flavonoides, o resultado foi positivo pela
apresentacdo da mudanca de cor do sistema, apresentando coloragdo rosea apds 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).

Ressondincia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio 'H e carbono 3C

O espectro de hidrogénio 'H do extrato bruto estd indicado na Figura 20 ¢ o

espectro de carbono *C do extrato bruto estd indicado na Figura 21.



Figura 20 - Espectro de hidrogénio 'H do extrato bruto da casca de laranja pera
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Figura 21 - Espectro de carbono '3C do extrato bruto da casca de laranja pera
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Quanto ao espectro de 'H, foi possivel perceber a presenga de trés intervalos

distintos, os quais indicam a presenca de certas classes de compostos quimicos. O

primeiro intervalo esta entre 1,9 e 2,4 ppm (mg/Kg), e apresenta sinais de hidrogénios
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alifaticos caracteristicos de substancias terpénicas. O segundo intervalo encontra-se entre
3 e 4 ppm e apresenta um envelope de sinais de caracteristicas de agticar ou glicosideos.
O terceiro intervalo esta entre 6 e 8 ppm, e apresenta sinais caracteristicos de substancias
aromaticas. O espectro de 'H forma ampliada para cada intervalo mencionado esta
presente no Apéndice B.

A partir da década de 1980, a presenca de carboidratos passou a ser estabelecida
com a utilizacdo 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 presenca de
hidrogénios anoméricos de agucares, juntamente com 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 presenca de sinais entre 90 a 115 ppm, correspondendo a carbonos
anoméricos, € 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, 2006; GIL; GERALDES, 1987). O aspecto geral do espectro
obtido neste trabalho apresenta muita semelhanga com o espectro equivalente a classe dos
carboidratos presente em Lima (2013), podendo ser considerado como o grupo de
compostos majoritarios presente neste extrato.

Segundo Pavia et al. (2016), os hidrogénios ligados a anéis aromdaticos podem ser
facilmente identificados dentro da faixa de deslocamento quimico de 'H entre 6,5 ¢ 8
ppm. Nesta faixa poucos outros tipos de hidrogénio irdo apresentar absorcao,
caracterizando entdo uma correlag@o positiva quando ha presenca de sinais nesta faixa.
equivale para o grupo funcional aromdtico em compostos organicos. Além disto, a
presenga de compostos aromaticos, mais especificamente da classe dos flavonoides, pode
ser refor¢cada pela presenga de sinais com deslocamentos quimicos proéximos 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¢ao do espectro pode ser encontrado em Pei
et al. (2022), que identificou e descreveu de forma detalhada a presenga de 102
componentes da laranja, desde sua casca até seu suco, em diferentes variedades da fruta,

a partir da avaliacdo de espectros de ressonancia magnética nuclear.
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Determinacdo do teor de compostos fendlicos totais (CFT)

A leitura espectofotométrica da solucdo de Img/mL do extrato bruto resultou em
uma absorbancia de 0,191. Sendo assim, a partir da curva padrao do acido galico, este
valor de absorbancia indicou a presenca de 340,88 mgEAG/100g de extrato bruto. Quanto
a solucdo de extrato bruto na diluicdo 1:100, a qual foi utilizada na formulagdo dos
diluidores testados, o valor de absorbancia obtido foi de 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 1mg/mL) apresentou um valor
maior de CFT em comparacdo aos extratos citricos comerciais (142,19+ 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 nao t€ém evidenciado esta
correlagao (ISMAIL; MARJAN; FOONG, 2004).

Assim, ¢ necessario que a fim de explicar a capacidade antioxidante de um extrato,
deve-se levar em consideragdo outros fatores além do seu teor de fenolicos totais. Deve-
se observar a caracterizagdo da estrutura do composto ativo e sua funcdo bioldgica

(HEINONEN, LEHTONEN, HOPIA, 1998/MELO et al. 2018).

Quantificagdo de acucares redutores pelo método DNS

A tabela 17 traz os dados de absorbancia e concentracao de agticares redutores nas
diferentes dilui¢des do extrato bruto da casca de laranja. Estes valores de concentragdo
foram obtidos a partir da curva de calibragdo (Apéndice A). A Figura 22 representa a

curva equivalente aos dados obtidos.

Tabela 17 - Concentragdo de acucares redutores no extrato da casca de laranja

Diluicao do Absorbancia Concentracio de acucares redutores
extrato

1:175 1,48 1,87 g/L
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1:200 1,31 1,66 g/L
1:225 1,04 1,33 g/L
1:250 0,93 1,19 g/L
1:300 0,77 1,00 g/L
1:350 0,60 0,79 g/L

Figura 22 - Curva da concentracdo de agucares redutores nas
diferentes dilui¢des do extrato da casca de laranja
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O teste de DNS ¢ comumente utilizado para estimar a quantidade de agucares
redutores de uma amostra (GHOSE, 1987). Esse teste vem sendo aplicado na casca de
laranja com a finalidade de medir a diferenca na concentragdo destes agucares em
diferentes processos de extragdo, com variacdo de temperatura, substratos, solventes e
biocatalizadores (KUMAR et al., 2016/ MASHETTY; BIRADAR, 2019).

Os acucares 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 aglicares 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 acucares redutores, este
resultado vai de encontro a outros estudos que também realizaram esta técnica em
diferentes extratos da casca de laranja (LOCATELLI, FINKLER, FINKLER, 2019;
AYALA et al., 2021).

Baseado no resultado obtido pela técnica de RMN e por esta técnica, pode-se

considerar que o extrato da casca de laranja avaliado apresenta grande concentragdo de
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carboidratos, entre eles os agucares redutores, mas, seria necessario fazer uma analise

mais detalhada para a determina¢do de quais moléculas especificas estdo presentes.

5.2.5 Analises espermaticas

Avaliacdo da motilidade espermdtica

Os valores da média da motilidade espermatica no poés-diluicdio e pos-

descongelagdo estio indicados na Tabela 18.

Tabela 18 — Motilidade espermaética no pds-dilui¢do e pos-descongelacao

Tris-gema TG+10%EB TG+20%EB T+10%EB T+20%EB

Pés-diluicio  75,0£52%4  79,1+3,7*A  80,8+3,4*  19,1+13,1°A  12,546,3%
(%)

Pos- 483+9,93B  50,8+9 3B 51,649,928 0,6+0,5%8 0,008
descongelacgio
(%)

Pos-diluicdo = Média dos avaliadores quanto a motilidade espermatica pds-dilui¢do (Oh); Pés-descongelacdo = Média
dos avaliadores quanto a motilidade espermatica pos-descongela¢do; Dados apresentados quanto ao porcentual (%) de
células moéveis; Letras mintsculas indicam diferenca (p<0,05) entre os grupos de uma mesma condi¢ao (Oh ou pos-
descongelacdo) e letras maitisculas indicam diferenca entre o mesmo grupo nas duas condigdes (Oh e pos-

descongelacdo).

A adigdo 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 pés-descongelacao. Houve perda da motilidade em todos os grupos apds a
descongelacgdo, este processo ja € esperado como resultado das crioinjurias causadas pelo
processo de criopreservacao (SILVA; GUERRA, 2011). Os grupos que continham apenas
a solucao de Tris adicionada do extrato bruto, tanto nas concentragdes de 10 ¢ 20%, ndo
apresentaram prote¢ao 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.
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Teste de integridade da membrana plasmadtica

Os valores da média dos espermatozoides com membrana plasmatica integra no

pos-diluicao e pods-descongelagdo estdo indicados na Tabela 19.

Tabela 19 — Teste de integridade da membrana plasmatica no p6s-diluicao e pds-

descongelagdo

Tris-gema TG+10%EB TG+20%EB T+10%EB T+20%EB

Pos-dilui¢do  72,1+543A 71,544,434 71,645,224 57,5411,9%4  45,0+11,1%

Pos- 70,4+6,33A 72,142,434 65,142,6"8 6,2+3,38 1,240,698

descongelacgio

Pos-diluicdo = Média dos avaliadores quanto a integridade da MP no pés-diluicdo (Oh); Pés-descongelagdo = Média
dos avaliadores quanto a integridade da MP no pés-descongelag@o; Dados apresentados quanto ao porcentual (%) de
células integras; Letras minusculas indicam diferenga (p<0,05) entre os grupos de uma mesma condigdo (Oh ou pos-
descongelacdo) e letras maitisculas indicam diferenca entre o mesmo grupo nas duas condigdes (Oh e pos-

descongelacdo).

Nao houve diferenca estatistica entre os grupos Tris-gema e TG+10%EB, tanto
para o tempo Oh quanto para pds-descongelagdo, assim como entre eles. Houve uma
diminui¢do do nimero de células com MP integra no grupo TG+20%EB apds a
descongelagdo, isso se d4 em comparacdo ao grupo controle (Tris-gema) na mesma
condi¢do e ao proprio grupo no tempo de Oh. Quanto aos grupos T+10%EB e T+20%EB,
estes apresentaram valores inferiores aos outros grupos, tanto no tempo Oh, quanto apds
a descongelacao.

Esta diminui¢cdo do nimero de células com MP integra indica que o extrato
sozinho, e nestas concentragdes testadas, ndo possui agdo protetora de membrana o
suficiente para os espermatozoides epididimarios bovinos que irdo passar pelo processo

de congelacao.

Teste de funcionalidade da membrana plasmadtica

Os valores da média dos espermatozoides com membrana plasmatica funcional

(cauda enrolada) no pds-dilui¢do e pos-descongelacao estdo indicados na Tabela 20.
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Tabela 20 - Teste de funcionalidade da membrana plasmatica pds-dilui¢ao e pos-

descongelagdo

Tris-gema TG+10%EB TG+20%EB T+10%EB T+20%EB

Pés-diluicio  80,5+4,2°4 83,5455  85,644,8"A  69,3+7,14  68,6+11,8%A
(%)

Pos- 46,6+3,6°8  39,6+10,6°B 34,146,9%8 8,6+3,9B 4,6+2,0°8
descongelacgio
(%)

Poés-diluicdo = Média dos avaliadores quanto & funcionalidade da MP no p6s-dilui¢do (Oh); Pés-descongelacdo = Média
dos avaliadores quanto & funcionalidade da MP no pds-descongelacdo; Dados apresentados quanto ao porcentual (%)
de células com membrana funcional; Letras minusculas indicam diferenga (p<0,05) entre os grupos de uma mesma
condi¢do (Oh ou pos-descongelagdo) e letras maitisculas indicam diferenga entre 0 mesmo grupo nas duas condigdes

(Oh e pos-descongelagdo).

Dentre um mesmo tempo, ndo houve diferenga estatistica 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 0s 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 numero de células com membrana plasmatica funcional quando em comparacdo com
o controle, tanto para o tempo Oh e apo6s a descongelacao.

Este resultado ¢ complementar aos anteriores, e 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).

5.2.5 Analises espermaticas pos-descongelacio

Avaliagdo dos pardmetros cinéticos

Dos dados obtidos, estdo aqui descritos os valores de motilidade progressiva

(Tabela 21) e motilidade total (Tabela 22).
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Tabela 21 - Motilidade progressiva (%) pds-descongelagdo e apés 1h

Tris-gema TG+10%EB TG+20%EB T+10%EB T+20%EB

Pés-descong.  23,8+11,7°4 27,2+13,684  22,03+6,434 0,140,3° 0,140,2°

Apos 1h 14,2+6,5%B 17,446,238 13,5+7,6%8 - -

Pos-descong. — Média da motilidade progressiva pos-descongelagdo; Apds 1h — Média da motilidade progressiva apos
1h; Letras minusculas indicam diferenga (p<0,05) entre os grupos de uma mesma condigao (pos-descongelagdo ou apos

1h) e letras maiusculas indicam diferenga entre 0 mesmo grupo nas duas condi¢des (pds-descongelagdo ¢ apds 1h).

Tabela 22 - Motilidade total (%) p6s-descongelacdo e apos 1h

Tris-gema TG+10%EB TG+20%EB T+10%EB T+20%EB

Poés-descong.  552+20,0°* 66,7+15,5% 57,549,024 8,312,6° 7,043,4°

Apos 1h 40,5+15,7*8  48,6+17,1%8 43,048,0%A - -

Pos-descong. — Média da motilidade total pds-descongelagdo; Apds 1h — Média da motilidade total apds 1h; Letras
mintsculas indicam diferenga (p<0,05) entre os grupos de uma mesma condi¢@o (pos-descongelacdo ou apds 1h) e

letras maitisculas indicam diferenca entre o mesmo grupo nas duas condigdes (pos-descongelagdo e apds 1h).

Nota-se que ndo houve diferenga estatistica entre os grupos controle (Tris-gema)
e os grupos TG+10%EB e TG+20%EB, tanto apds a descongelagdo, quanto na analise
apos 1h. Houve, por outro lado, uma diferenca estatistica entre o mesmo grupo quanto ao
tempo, sendo que para os grupos citados, houve uma diminuicdo da motilidade
progressiva e total na avaliagdo apds lh. Apenas o grupo TG+20%EB ndo obteve
diferenga estatistica para motilidade total entre a analise po6s-descongelagdo e apods 1h.

Os grupos T+10%EB e T+20%EB tiveram tanto a motilidade total quanto a
motilidade progressiva menores que o grupo controle, chegando a valores proximos 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 correlagio entre os dois
resultados obtidos, em que ambos mostram a diminui¢ao da motilidade espermatica na

condi¢do de pds-congelacio.

Integridade de membrana plasmadtica (iMP)

Os valores da média dos espermatozoides com membrana plasmatica integra pos-

descongelagdo e apds 1h estdo indicados na Tabela 23.
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Tabela 23 — Integridade da membrana plasmatica (iMP) pos-descongelagdo e apds 1h

Tris-gema TG+10%EB TG+20%EB T+10%EB T+20%EB

Pos-descong.  47,1+1,934 39,244,834 34,148,254 3,2+1,3¢ 1,0£1,2¢

Apos 1h 42,745,734 41,047,284 33,845,6%A - -

Pos-descong. = Média dos avaliadores quanto a integridade da MP no po6s-descongelamento. Apds 1h = Média dos
avaliadores quanto a integridade da MP na avaliagdo apds 1h; Dados apresentados quanto ao porcentual (%) de células
integras; Letras minusculas indicam diferenga (p<0,05) entre os grupos de uma mesma condi¢cdo (Oh ou pos-
descongelacdo) e letras maitsculas indicam diferenca entre o mesmo grupo nas duas condigdes (Oh e pos-

descongelacdo).

Tém-se que ndo houve diferenca estatistica entre o grupo controle (Tris-gema) e
o grupo TG+10%EB, tanto ap6és a descongelagdo, quanto na avaliagdo ap6és 1h. Para o
grupo TG+20%EB, no pos-descongelacdo apresentou uma diminui¢do, quando em
comparag¢do ao grupo controle, no nimero de células com membrana plasmatica integras.
Esta diferenca estatistica ndo apareceu quanto aos dados obtidos no tempo apos 1h. Para
T+10%EB e T+20%EB, houve uma diminui¢do deste numero, indicando perda da
integridade da membrana plasmatica nestes grupos. Este resultado apresenta interpretagao

semelhante ao teste de integridade da membrana plasmatica avaliado anteriormente.

Potencial de Membrana Mitocondrial (PMM)

Os valores da média dos espermatozoides com alto potencial de membrana
mitocondrial (corados em laranja) pos-descongelacdo e apds 1h estdo indicados na Tabela

24.

Tabela 24 — Potencial de membrana mitocondrial (PPM) pds-descongelagdo e apés 1h

Tris-gema TG+10%EB TG+20%EB T+10%EB T+20%EB

Pés-descong.  64,0+14,4%4 65,148,824 68,9+11,234 2,4+1,7° 0,7+0,6°

Apos 1h 64,5£14,2°A  66,849,1°A  64,6+13,4%A - -

Pos descong. — Média das células com alto potencial de membrana no pds-descongelamento; Apos 1h — Média das
células com alto potencial de membrana apds 1h; Letras minusculas indicam diferenca (p<0,05) entre os grupos de uma
mesma condigao (pds-descongelagdo ou ap6s 1h) e letras maiusculas indicam diferenga entre 0 mesmo grupo nas duas

condigdes (pds-descongelagdo e apds 1h).

Para o PPM, ndo houve diferencga estatistica entre os grupos controle (Tris-gema),

TG+10%EB e TG+20%EB, tanto para avaliacao pos-descongelacdo, quanto para o tempo
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apos lh. Também ndo houve diferenga 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¢do do nimero de células com alto potencial de membrana.

Integridade de membrana acrossomal (iAC)

Os valores da média dos espermatozoides com membrana acrossomal integra

(corados em verde brilhante) pos-descongelacdo e apds 1h estdo indicados na Tabela 25.

Tabela 25 - Integridade de membrana acrossomal (1AC) pos-descongelagdo e apds 1h

Tris-gema TG+10%EB TG+20%EB T+10%EB T+20%EB

Po6s-descong.  69,5+8,634 73,447,434 74,548,434 49,149,5° 39,0+9,9°

Apos 1h 68,249,9A 70,946,4%A 71,948,734 - -

Pos-diluicdo = Média dos avaliadores quanto a integridade da MP no pds-descongelamento; Ap6s 1h = Média dos
avaliadores quanto a integridade da MP ap6s 1h; Dados apresentados quanto ao porcentual (%) de células integras;
Letras mintisculas indicam diferenga (p<0,05) entre os grupos de uma mesma condi¢do (Oh ou pds-descongelagdo) e

letras maitisculas indicam diferenga entre 0 mesmo grupo nas duas condig¢des (Oh e poés-descongelacao).

Assim como o teste anterior, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos
controle (Tris-gema), TG+10%EB e TG+20%EB, tanto logo ap6s a descongelagao, assim
como na avaliacdo apos 1h. Também ndo houve para estes grupos diferenga entre os
valores nos dois tempos. Houve diferenca estatistica para os grupos T+10%EB e
T+20%EB, com uma diminuicdo do numero de espermatozoides com membrana
acrossomal integra.

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

Além disso, pode-se perceber que os grupos com apenas o extrato bruto (10 e
20%), e que ndao havia a presenga da gema, mostraram ndo protegerem o0s
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) estd relacionada com a perda da motilidade (total e progressiva) destas
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células, principalmente quando submetidas a técnica de congelagdo (SILVA; GUERRA
2011).

A adigdo de substancias antioxidantes no diluidor seminal ¢ um dos fatores que
influenciam a melhora dos pardmetros 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
sémen pos-descongelagdo (KALTHUR et al., 2010).

5.2.6 Testes microbiologicos

Determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) e da concentracdo bactericida

minima (CBM)

Os valores obtidos de concentracdo inibitéria minima (CIM) e de
concentragdo bactericida minima (CBM) para os diluidores com o extrato bruto da casca

de laranja estdo indicados nas Tabelas 26 e 27, respectivamente.

Tabela 26 - Concentragdo inibitéria minima dos diluidores com extrato bruto

Staphylococcus aureus  Escherichia  Klebsiella pneumoniae

UFPEDAO02 coli 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%

Tabela 27 - Concentragdo bactericida minima dos diluidores com extrato bruto

Staphylococcus aureus Escherichia coli  Klebsiella pneumoniae

UFPEDAO02 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%
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Os grupos TG+10%EB e TG+20%EB, nas concentrag¢des utilizadas no trabalho
(de 10 e 20%, respectivamente) inibiram o crescimento e matar as colonias de
Staphylococcus aureus UFPEDAQ2 e Klebsiella pneumoniae ATCC-13883, mas nio da
Escherichia coli AV12. Este resultado pode estar relacionado com as caracteristicas
multidrogarresistente desta ultima 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 ¢é
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 concentracdo necessarios para isto foram maiores do que o observado
anteriormente. Tém-se entdo que a o extrato bruto da casca de laranja apresenta atividade

antimicrobiana para os microrganismos testados.

A composi¢do 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, 6leos 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¢cdo
do crescimento de patogenos (NWANKWO; ONWUAKOR; ANINWEZE, 2014).

Os resultados destas andlises 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 patégenas e em diferentes fungos. Estes autores sugerem que a atividade
antimicrobiana deste extrato ¢ o resultado da agdo sinérgica dos compostos fenolicos,

flavonoides e taninos presentes na amostra.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O ¢leo essencial da casca de laranja pera foi obtido com um maior rendimento
pela metodologia de extracao do tipo hidrodestilagdo com as carcas trituradas. Este 6leo
apresentou pH 4cido e baixa atividade antioxidante. As nanoemulsdes formuladas com
este ativo, juntamente ao surfactante polisorbato 80 ndo obtiveram bons resultados quanto
a estabilidade de suas formulagdes, assim como ndo apresentaram atividade crioprotetora
para os espermatozoides epididimarios bovinos.

O extrato bruto da casca de laranja-pera apresentou alta concentragdo de
carboidratos, entre eles os agucares redutores, e alta concentragdo de compostos fenolicos
totais. Também apresentou atividade antioxidante maior que o 6leo essencial estudado.
Apesar do potencial antioxidante, os diluidores formulados com 10 e 20% da dilui¢do
(1:100) deste extrato adicionados ao diluidor padrao (Tris-gema) ndo apresentaram
diferenca significativa ao grupo controle quanto aos parametros de avaliagdo espermatica.
Os diluidores formulados apenas com Tris e a dilui¢do do extrato bruto (10 e 20%)
obtiveram resultados indesejaveis quanto aos parametros de avaliacdo espermatica. Estes
grupos ndo apresentaram atividade crioprotetora para estas células nestas condi¢des de
estudo.

Apesar das nanoemulsdes e diluidores testados neste trabalho ndo apresentarem
atividade crioprotetora, ¢ necessario um aperfeicoamento das metodologias utilizadas no
preparo das nanoemulsdes, além de novos testes com diferentes concentragdes do extrato

bruto, a fim de avaliar mais profundamente seu potencial crioprotetor.
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Anexo I — Preparacao dos diluidores padrao

- Preparagdo da solugdo de Tris

119

Componentes Quantidade

Tris-hidroximetilaminometano 3,605¢g

Acido citrico 2,024¢g

Frutose 1,488g

Agua destilada 100 mL

Preparagdo do diluidor padrao Tris-gema

Componentes Quantidade

TRIS 80 mL

Gema de ovo 20 mL

Antibidtico 3 mg

Retirar 5 mL do meio e acrescentar 5 mL de glicerol.

- Preparagdo do diluidor padrao leite desnatado

Pesar:
Componentes Quantidade
Leite em p6 desnatado 10g
Glicose 194 mg
Agua destilada 100 mL

Retirar 7 mL do diluidor e acrescentar 7 mL de glicerol.



Anexo II — Preparacao das solucoes para os testes

Preparagdo da solugdo de DNS

120

Componentes Quantidade
Acido 3,5-dinitrossalicilico 2,5¢
Hidroxido de sédio (NaOH) 2N 50 mL
Agua destilada 200 mL
Sal de Rochelle 75¢g
Preparacgdo da solugdo eosina-nigrosina
Componentes Quantidade
Eosina y lL,lg
Nigrosina 6,7¢g
Citrato de sodio 0,5g
Agua destilada 100 mL
Preparacdo da solugdo hiposmotica (50 mOsm/Kg H>O)
Componentes Quantidade
Citrato de sodio 0,464¢
Agua destilada 100 mL
Preparagdo da solugdo de Folin-Ciocalteu 10%
Componentes Quantidade
Reagente Folin-Ciocalteu 5mL
Agua destilada 50 mL
Preparacgdo da solugdo de carbonato de sédio 7,5%
Componentes Quantidade
Carbonato de sodio 7,5 mg
Agua destilada 100 mL
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Apéndice A — Curvas padrio

Curva padrao do potencial antioxidante (Trolox)

Curva padrao do potencial antioxidante por DPPH
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Curva padrao dos compostos fenolicos totais (acido galico)

Curva padriao dos compostos fenolicos totais
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Curva padrao de agticares redutores (glicose + frutose)

Curva padrao dos acucares redutores
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Apéndice B — Espectros de RMN 'H e C ampliados

Espectro de 'H do intervalo de 1,9 € 2,4 ppm
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Espectro de 'H do intervalo de 3 € 4 ppm
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Espectro de 13C do intervalo de 10 a 52 ppm
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Espectro de 13C do intervalo de 52 a 100 ppm
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Espectro de 13C do intervalo de 90 a 130 ppm
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