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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes concentragdes do extrato de folhas de
Morus nigra L., em estagios de frutificagdo, como aditivo de um diluidor para a
criopreservagdo de espermatozoides. As folhas foram coletadas das amoreiras
presentes no Campus | (7° 05' S 34° 50' O) da Universidade Federal da Paraiba. O
quantitativo de 297 g de folhas foram secas em estufa a 55 °C, por 48 h; em seguida,
foram maceradas e imersas em um litro de etanol a 95% por 72 h, ao abrigo de luz,
para que ndo houvesse alteracdo na composi¢cao de metabdlitos fotossensiveis. Apos
esse processo, foi realizado a filtracdo e o filtrado submetido a secagem em
rotaevaporador, a vacuo, com temperatura do banho maria a 55 °C, para a obtencéo
do extrato bruto. Na andlise fitoquimica qualitativa, verificou-se a presenca dos
compostos esteroides e flavonoides, e a auséncia dos compostos saponina,
terpenoide, taninos e glicosideos. No teste de Espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR), confirmou a presenca de esteroides e flavonoides no
extrato. Na Quantificacdo de Acucares Redutores (Método DNS), verificou-se a
presenca de 34% de acucares redutores no extrato. Na Determinagdo do Potencial
Antioxidante pelo Método DPPH que apresentou como resultado o 1C50=0,5848
mg/mL que é favoravel para um diluidor. Em seguida foi realizado o teste de diluigéo
do extrato bruto em quatro possiveis solventes: TRIS, solugéo fisiologico (NaCl 0,09%)
e agua destilada. O solvente escolhido foi o TRIS por apresentar melhor diluicdo do
extrato. Em seguida, o extrato bruto foi diluido 4 mg/mL em TRIS, formando a solu¢ao
mae, para posteriormente realizar a formacédo dos grupos experimentais: 1) Grupo
Controle (GC), composto pelo diluidor Tris Gema (3,605 g de tris-hidroximetil-
aminometano; 2,024 g de Acido citrico; 1,488 g de Frutose; 100 mL de Agua
bidestilada; 20% de Gema de ovo; 5% Glicerol; pH 6,8); 2) Grupo Teste 1 (GT1), Tris
Gema e 1% do extrato de amora; 3) Grupo Teste 2 (GT2), Tris Gema e 5% do extrato
de amora; 4) Grupo Teste 3 (GT3), Tris Gema e 10% do extrato de amora. Os
diluidores foram submetidos ao teste de Potencial hidrogeniénico (pH) com os
seguintes resultados: A solucdo méae teve pH 6,0 e os demais pH 7,0. Considerando
0S parametros acima, o extrato possui potencial para criopreservacao espermatica
pela presenca de flavonoides, que promovem a reducéo do estresse oxidativo, uma
guantidade satisfatoria de acucares que pode proteger e ofertar energia para a célula,
apresenta também um valor consideravel como antioxidante. Como etapa final, foram
realizados os testes em espermatozoides equinos. Os espermatozoides foram
submetidos a refrigeracdo e congelacdo/descongelacdo nos grupos experimentais
supracitados e posterior analises (motilidade e vigor espermatico, integridade e
funcionalidade das membranas plasmaticas e a atividade mitocondrial dos
espermatozoides. O experimento foi realizado com ejaculado de oito individuos e as
avaliacdes realizadas em duplicata e posteriormente foram geradas as médias. Foram
apresentados resultados dentro dos padrbes aceitaveis pés descongelacédo para as
analises referentes a integridade e funcionalidade de membranas plasmaticas.

Palavras-chave: Amora. Criopreservacao. Flavonoides.



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate different concentrations of Morus nigra L.
leaf extract, in fruiting stages, as an additive to a dilute for sperm cryopreservation.
The leaves collected from mulberry trees presented on Campus | (7° 05" S 34° 50' W)
of the Federal University of Paraiba. The amount of 297 g of leaves were dried in an
oven at 55 OC for 48 h; then, they were macerated and immersed in one liter of 95%
ethanol for 72 h, protected from light, so that there was no change in the composition
of photosensitive metabolites. After this process, filtration was carried out and the
filtrate was dried in a vacuum rotary evaporator, with a water bath temperature of 55
0C, to obtain the crude extract. In qualitative phytochemical analysis, the presence of
steroid and flavonoid compounds is obtained, and the absence of saponin, terpenoid,
tannin and glycoside compounds. No Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)
test confirmed the presence of steroids and flavonoids in the extract. In the
Quantification of Reducing Sugars (DNS Method), we obtained the presence of 34%
of reducing sugars in the extract. In the Determination of Antioxidant Potential by the
DPPH Method, the result was 1C50=0.5848 mg/mL, which is favorable for a diluter.
Next, the crude extract was diluted in four possible solvents: TRIS, physiological
solution (NaCl 0.09%) and distilled water. The solvent chosen was TRIS to provide the
best dilution of the extract. Then, the crude extract was diluted 4 mg/mL in TRIS,
forming the mother solution, to later form the experimental groups: 1) Control Group
(CG), composed of the Tris Gema dilutor (3.605 g of tris-hydroxymethyl-
aminomethane; 2,024 g of citric acid 1,488 g of fructose 100 mL of double-distilled
water; 3) Test Group 2 (GT2), Tris Yolk and 5% blackberry extract; 4) Test Group 3
(GT3), Tris Yolk and 10% blackberry extract. The extenders were subjected to the
Hydrogenion Potential (pH) test with the following results: The mother solution had pH
6.0 and the others pH 7.0. Considering the above parameters, the extract has potential
for sperm cryopreservation due to the presence of flavonoids, which promote the
reduction of oxidative stress, a satisfactory amount of sugars that can protect and
provide energy for the cell, and also has considerable value as an antioxidant. As a
final step, tests were carried out on equine sperm. The spermatozoa were subjected
to refrigeration and freezing/thawing in the aforementioned experimental groups and
subsequent analyzes (sperm motility and vigor, integrity and functionality of plasma
membranes and sperm mitochondrial activity. The experiment was carried out with
ejaculate from eight individuals and the evaluations carried out in duplicate and
subsequently the averages were generated. Results were presented within acceptable
post-thawing standards for analyzes regarding the integrity and functionality of plasma
membranes.

Keywords: Blackberry. Cryopreservation. Flavonoids.
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1 INTRODUCAO

A criopreservacgao celular € uma técnica usada para preservar células vivas,
mantendo sua viabilidade e funcdes celulares mesmo em temperaturas criogénicas
(geralmente de -80 °C ou -196 °C). Nas temperaturas ultrabaixas, 0S processos
quimicos, bioldgicos e fisicos que normalmente ocorrem em nivel celular podem
permanecer suspensos durante um longo periodo de tempo. Nos Ultimos anos, a
criopreservacdo celular tornou-se uma importante tecnologia de apoio para varias
aplicacoes, dentre elas, a reproducao assistida (Yang et al., 2020).

Uma das opcOes padrao de preservacao da fertilidade é a criopreservacao
seminal. Nela, os espermatozoides podem ser refrigerados, congelados e
armazenados por um longo periodo, descongelados e usados para obter
descendentes posteriormente através de técnicas de reproducao assistida existentes.
A criopreservacao seminal € uma técnica importante para a conservacao de espécies
ameacadas, pois permite o armazenamento de material genético para programas de
reproducao assistida futuros (Tran et al., 2022).

Os espermatozoides sédo células pequenas com uma area de superficie
relativamente grande e potencialmente menos suscetiveis a crioinjarias em
comparacdo com ceélulas maiores. No entanto, o espermatozoide ndo tem a
capacidade de reverter os danos causados pela reducdo de temperatura no
reaquecimento. Na pratica, esse € o0 principal desafio da criopreservacdo. Para
diminuir esses efeitos, acdes como selecao do protocolo de refrigeracdo, congelacao,
descongelacao e do uso dos crioprotetores ideais sdo fundamentais (Hughes et al.,
2023).

Para tal, a utilizacdo de diluidores crioprotetores tem a finalidade de proteger
0s espermatozoides e fornecer a estas células o que necessitam para continuarem
potencialmente férteis (Pimenta et al., 2021). O leite desnatado e a gema de ovo sao
frequentemente utilizados como base de diluidores seminais, isso ocorre por sua
eficacia em proteger os gametas masculinos durante o processo de refrigeracéao,
congelacdo e descongelacdo, atuando principalmente na membrana plasméatica
dessas células (Queiros, 2018).

Além disso, com o intuito de manter a integridade, a viabilidade espermatica e

diminuir os efeitos deletérios, substancias antioxidantes vém sendo adicionadas aos
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diluidores a fim de que sejam capazes de minimizar e/ou inibir a produgéo das
espécies reativas de oxigénio, sem interferirem nos parédmetros funcionais dos
espermatozoides (Borges, 2008).

A Morus nigra L., conhecida como amoreira-preta ou amora-preta, pertence a
familia Moraceae, € uma arvore decidua, apresentando porte de 4 a 12 m de altura,
com copa ampla, de folhas ovaladas e serrilhadas (Haida et al., 2014). Esta espécie
¢ amplamente cultivada na Asia e nas regifes sul e sudeste do Brasil, possui
importancia econdmica devido a sua ampla utilizagdo na medicina popular como anti-
inflamatério, diurético, antitussigeno, anti-hemorragico, no tratamento do climatério e
de doencgas hepaticas e renais (Oliveira et al., 2018).

Dentre as atividades biolégicas sdo citadas as propriedades antioxidantes
(Padilha et al., 2010), que atuam retardando e/ou prevenindo a oxidagao (Silva, 2012).
Em experimento anterior, foi observado que o extrato hidroetandlico da folha de amora
tém acucares redutores, alcaloides e pH proximo a neutralidade. Os parametros
citados sdo considerados ideais para a refrigeracdo de espermatozoides, sendo um
promissor aditivo para a criopreservacao seminal (Silva et al., 2020). Baseado nos
relatos anteriores, o extrato hidroetandlico da folha de amora pode ser testado como
aditivo em diluidores seminais e observado os possiveis efeitos crioprotetores dos

Seus compostos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial da adicdo do extrato hidroetandlico da folha de amora

(Morus nigra L.) ao diluidor de criopreservacgdo espermética.

2.2 Objetivos Especificos

a) Obter e caracterizar o extrato hidroetandlico de folhas de Morus nigra L.;

b) Avaliar a motilidade de espermatozoides submetidos a refrigeracdo e pos-
descongelacdo, em diluidores acrescidos de diferentes concentracbes de
extrato hidroetandlico de folhas de Morus nigra L.;

c) Avaliar a integridade da membrana plasmatica de espermatozoides submetidos
a refrigeracdo e pos-descongelacdo, em diluidores acrescidos de diferentes
concentragdes de extrato hidroetandlico de folhas de Morus nigra L.;

d) Avaliar a funcionalidade da membrana plasmatica de espermatozoides
submetidos a refrigeracdo e pos-descongelacdo, em diluidores acrescidos de
diferentes concentracfes de extrato hidroetandlico de folhas de Morus nigra L.;

e) Avaliar a atividade mitocondrial de espermatozoides submetidos a refrigeracéo e
pos-descongelacédo, em diluidores acrescidos de diferentes concentracdes de

extrato hidroetandlico de folhas de Morus nigra L.;
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Fisiologia e anatomia da célula espermética

A espermatogénese € o processo fisiologico de formacdo dos gametas
masculinos em que as espermatides que sao células germinativas, haploides
originadas das espermatogbnias através do processo de divisdo celular (Figura 1),
gue passam por etapas de diferenciacdo celular, desde sua organizagéo estrutural,
morfolégica e bioquimica, dando origem assim aos espermatozoides que serdo

liberados no limen dos tubulos seminiferos (Shi et al., 2021).

Figura 1. Espermatogénese
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Fonte: biologianet.com/anatomia-fisiologia-animal/espermatogenese.htm

As espermatides sao células arredondadas, de nucleo central e envolto de
citoplasma, em que durante o processo de maturagdo, ocorre a reorganizacdo das
organelas presentes nesta célula, moldando-a para uma forma alongada. Ha também
o desenvolvimento do acrossoma, migracado das mitocondrias para a por¢ao caudal

do espermatozoide para geracdo de energia que concomitantemente auxiliard na



20

movimentagdo da célula com uma cauda, também desenvolvida, e que é de extrema
importancia no quesito reprodutivo ( Munguba et al., 2023).

Os espermatozoides sdo células alongadas, recobertos pela membrana
plasmatica e sdo constituidos de uma cabeca que contém o nicleo e de uma cauda
(flagelo) para motilidade celular (Figura 2). Eles desempenham um papel fundamental

na fecundacao devido ao DNA contido em seu nucleo (Garcia et al., 2001).

Figura 2. Diagrama da ultraestrutura do espermatozoide
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A cabeca do espermatozoide tem como sua principal caracteristica ter o nacleo
achatado de forma oval, contendo a cromatina altamente compactada, é a cromatina
condensada que compreende um complexo de DNA com uma classe especial de
proteinas conhecidas como protaminas. A extremidade anterior do nucleo

espermatico é recoberta pelo acrossomo, formado por uma dupla camada de

membranas que envolvem intimamente o ndcleo durante os Ultimos estagios de
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formacdo do espermatozoide. A penetracao da zona pellcida e fusdo com o oolema
sdo eventos mediados por receptores, com &areas especificas da cabeca do
espermatozoide se aderindo aos alvos no ovadcito (Hafez, 1995).

A cauda do espermatozoide é composta de colo, peca intermediaria, peca
principal e peca terminal. A regido da cauda entre o colo e o annulus é conhecida
como peca intermediaria. A parte central da peca intermediaria que se estende por
todo o comprimento da cauda, forma o axonema. O axonema é composto de nove
pares de microtiubulos periféricos e um par central, em que a proteina dineina é
responsavel pela transformacdo da energia quimica em mecéanica. Todo esse
conjunto é recoberto externamente por numerosas mitocéndrias dispostas em forma
de hélice, que geram a energia necessaria para a motilidade espermatica. A peca
principal, que continua posteriormente ao annulus e se estende até a parte terminal
da cauda, é composta centralmente do axonema e sua associacao de fibras. A peca
terminal, que é posterior a membrana fibrosa, contém somente o axonema recoberto
pela membrana plasmatica (Hafez, 1995).

O conhecimento e a andlise da estrutura morfologica dos espermatozoides &
de extrema importancia, pois, permitem a eliminacdo de individuos com baixo
potencial de fertilidade, evitando a entrada deles nos programas de congelacdo de
sémen e nos testes de progénie, pois sabe-se que os defeitos especificos na
morfologia estrutural das células espermaticas correlacionam-se com a sub e

infertilidade masculina (Januskauskas, 2002).

3.2 Criopreservacao Seminal

A descoberta do glicerol como agente crioprotetor, na década de 1950, causou
grande revolucao na criopreservacao, pois permitiu a congelacéo e o0 armazenamento
do espermatozoide por longos periodos (Walters et al., 2009). A funcéo dos agentes
crioprotetores € proporcionar nutrientes como fonte de energia; proteger contra o
efeito prejudicial do resfriamento rapido; evitar variagdes de pH a medida que o acido
latico € formado; manter a pressdo osmotica e o equilibrio eletrolitico; inibir o
crescimento bacteriano; aumentar o volume do sémen e proteger os espermatozoides
durante a congelacao (Hafez, 2004).

E através da criopreservacdo seminal que torna-se possivel uma série de
vantagens, dentre elas pode ser citada a redugdo de custos com aquisicdo e

transporte de reprodutores, o armazenamento do material genético por tempo
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indeterminado, a répida difusdo de material genético entre locais distantes e a
diminuicdo da propagacdo de infeccbes sexualmente transmissiveis. (Leite et al.,
2011).

O processo de criopreservacao do espermatozoide faz com que o mesmo fique
em repouso, diminuindo seu gasto energético e a producdo de catabdlitos. Dessa
forma, a estrutura esperméatica e a sua capacidade fecundante séo preservadas e
possibilitam a sua utilizacao posterior por tempo indeterminado (Castelo et al., 2008).

Na maioria das espécies, os protocolos de congelacdo de sémen
compreendem as fases de refrigeracao, pré-congelacao e congelacédo. Na primeira, 0
sémen diluido deve atingir a temperatura de 4 °C a 5 °C e a velocidade em que isso
ocorre varia de acordo com o protocolo utilizado, ou seja, de 2 a 4 horas. Ja, a etapa
de pré-congelacédo € a mais critica para a célula. Essa dura em torno de 20 minutos e
0 espermatozoide é submetido ao vapor de nitrogénio a uma temperatura de -5 a -60
°C e com isso ha a formacéo de cristais de gelo intra e extracelulares. Por fim, na
congelacao, as palhetas sdo imersas em nitrogénio liquido e conservadas a -196 °C
(Squires et al., 1999).

A curva de congelacdo pode ser lenta ou rapida. Quando um diluidor com
crioprotetor alcanca temperatura ao redor de -5 °C, a agua intra e extracelular
permanece em estado de super-refrigeracdo. Entre -5 °C e —10 °C inicia-se a
formacéo de cristais de gelo no meio extracelular, mas a agua intracelular permanece
super-resfriada, resultando no aumento da concentracdo de solutos no fluido
remanescente fora da célula, levando a desidratacdo da mesma (Medeiros, 2002).

Na curva rapida ndo havera tempo para ocorrer a desidratacdo da célula e a
concentracdo dos meios extra e intracelular serdo semelhantes. No resfriamento lento
havera a desidratacdo do espermatozoide, evitando a formacéo de gelo intracelular.
Porém, a alta concentracdo de solutos pode causar danos as células. A formacao de
cristais de gelo leva ao estresse osmoético, visto que quando uma solucéao é resfriada
abaixo da temperatura de congelacéo, estes sdo formados, e 0s solutos se dissolvem
no liquido remanescente (Figura 3), aumentando a forca osmética da solugéo
(Watson, 2000).
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Figura 3. Formacéo de gelo extracelular e acimulo de solutos entre os espacos
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Fonte: Squires et al., 1999.

O estresse térmico causado pela criopreservacdo modifica 0 metabolismo
energético da célula e, além disso, a diluicdo do sémen pode reduzir a capacidade
antioxidante do plasma seminal. Quando a presenca de espécies reativas de oxigénio
(ERO’s) supera a capacidade de neutralizagcdo do meio pelas substancias
antioxidantes, ocorre o0 estresse oxidativo, que por sua vez esta relacionado com a
diminuicdo da motilidade e aumento de lesdes espermaticas (Alves et al., 2018)

No entanto, as crioinjurias podem ser reduzidas pela adicdo de antioxidantes
ao meio diluidor durante a criopreservacdo, melhorando os parametros pos-

descongelacéo de motilidade e fertilizacdo in vitro (Malo et al., 2010).

3.3 Diluidores Comumente Utilizados na Criopreservagcdo Seminal e 0s
antioxidantes

Sabendo da importancia da criopreservacao e a necessidade de conservar as
caracteristicas dos espermatozoides, tornasse indispensavel a assertividade na
escolha do diluidor utilizado e em sua composicao. A protecéo eficaz dos gametas,
determina o sucesso da criopreservacéao (Alcay et al., 2020).

Os diluidores seminais além de proteger a membrana dos espermatozoides

contra danos ocasionados por choques térmicos provocados durante a
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criopreservacgao, possuem diversas outras fungdes, dentre elas, o efeito tampéo, a
estabilidade da pressdo osmotica, o fornecimento de energia através dos nutrientes
presentes em sua composicao (Camara et al., 2018) o potencial antioxidante para
reduzir os estresses oxidativos (Bustani et al.,, 2021) e o favorecimento do
fracionamento do ejaculado em doses de sémen, além de tornar o meio propicio para
sua conservacao in vitro (Sousa et al., 2020).

E de fundamental importancia a presenca ou a adi¢do de agentes crioprotetores
aos diluidores seminais, para possibilitar a sobrevivéncia dos espermatozoides no
processo de criopreservagao. Os crioprotetores séo classificados como penetrantes,
guando exercem sua ac¢ao crioprotetora dentro da célula, ou ndo penetrantes, cuja
atividade de crioprotecéo ocorre fora da célula ou na sua superficie (Bittencourt et al.,
2013).

O agente crioprotetor penetrante mais utilizado € o glicerol. Seu efeito protetor
atribuido a sua propriedade coligativa ou de ligacéo a agua, reduzindo a temperatura
de congelacdo do meio intracelular. Ele entra rapidamente em muitas células e tem
acao tanto intracelular como extracelular na protecdo das estruturas celulares. A
permeacdo real de glicerol nos espermatozoides, ou subsequente difusdo dos
espermatozoides apO0s a inseminagcdo, pode resultar em danos, principalmente
guando a difusdo é muito rapida. (Bittencourt et al., 2013).

Os diluidores tradicionais para criopreservacao seminal, incluem o leite desnatado
e a gema de ovo, ou a combinacéo dos dois, mesmo sendo 0s mais comuns, possuem
muitas limitagcdes ao seu uso. Algumas outras bases, sao utilizadas: o leite de vaca
integral homogeneizado, a agua de coco e a lecitina de soja (Leite et al., 2011),
também sdo acrescentados aos meios; antibidticos, solu¢cdo tampéo, acucares e
recentemente vem sendo investigados substancias indutoras de funcionalidade da
célula espermatica e com o potencial de preservar o ejaculado (Purdy, 2006).

A acédo protetora contra o choque térmico conferido pela gema do ovo ao
espermatozoide se deve as lipoproteinas de baixa densidade. Os componentes do
leite conferem protecéo a célula espermatica devido exercer efeitos antioxidantes. No
entanto, grande parte dos pesquisadores tem preferéncia pela gema de ovo como um
dos constituintes do diluidor ndo penetrante (Karolayne et al., 2024).

O processo de criopreservagcdo induz a geracdo de espécies reativas ao
oxigénio (ROS), o qual é responsavel por danificar os espermatozoides de mamiferos,

provocando alteragfes da motilidade, danos ao DNA e as membranas espermaticas
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(Simon et al. 2013) e consequentemente reducgédo na fertilizacéo oocitaria (Griveau; Le
Lannou, 1997).

Uma forma de equilibrar a acado das ROS sobre as células espermaticas ocorre
por meio da acéo das defesas antioxidantes enddégenas presente no plasma seminal,
apesar de muitas vezes ndo serem suficientes, agem removendo as ROS, ou a partir
delas formando produtos intermediarios ndo toxicos. Assim, existem varias evidéncias
da atividade protetora dos componentes do sistema antioxidante, como o combate a
lipoperoxidacao (LPO) e a apoptose espermatica, desempenhada por enzimas como,
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), Glutationa peroxidase (GSH) e
Glutationa reduzida (GR), sendo esta Ultima capaz de alterar a suscetibilidade
espermatica sob as condi¢des de criopreservacdo. Desta maneira, se as ROS visam
0 conteudo lipidico da membrana celular, consequentemente os danos estruturais da
membrana, resultam em maior permeabilidade e fluidez da membrana espermatica,
mesmo no sémen com maior viabilidade pos-descongelagéao (Banday et al., 2017).

No entanto, as crioinjurias podem ser reduzidas pela adicdo de antioxidantes
ao meio diluidor durante a criopreservacdo, melhorando os parametros pos-
descongelacédo de motilidade e fertilizagc&o in vitro (Branco et al., 2020).

Os Antioxidantes sdo substancias que em baixas concentracdes retardam ou
previnem a oxidacdo. Estas substancias podem conferir protecdo a membrana
plasmatica dos espermatozoides criopreservados e consequentemente mantém a sua
viabilidade e atividade metabdlica (Beconi et al., 1993). Pesquisas tém sido realizadas
com adicdo de vitaminas em diferentes concentracdes ao meio diluidor, buscando sua
interacdo com radicais oxidantes. Sendo assim, estas interrompem a reacdo em
cadeia da peroxidacdo lipidica da membrana, protegendo a célula do estresse
oxidativo e contra danos nas membranas plasmatica e acrossomal em diferentes

espécies (Silva et al., 2009).

3.4 Morus Nigra L.

A Morus nigra L. é originaria do extremo oriente, é bastante utilizada na
medicina tradicional chinesa. Foi trazida para o Brasil pelos imigrantes Japoneses, se
adapta bem as condic¢des de clima e solo. No vale do S&o Francisco, as folhas séo
utilizadas pela populagéo na forma de ch@, para o tratamento de colesterol, diabetes,
problemas cardiovasculares, gota e obesidade (Oliveira, 2018). E uma espécie vegetal

pertencente ao género Morus, familia Moraceae, que possui pelo menos 24 espécies
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e uma subespécie, com cerca de 100 variedades. Também conhecida como “amora-
preta” em algumas regides do Brasil e na regido do Vale do Sdo Francisco é
popularmente denominada de “amora-miura” (Almeida, 2011).

A arvore da Morus nigra L. tem médio porte e varia entre 4 a 5 metros de altura,
possui cascas rugosas, escuras e copa grande. Suas folhas medem cerca de 16 por
8 cm, com margem serrilhada, base arredondada e apice agudo, possuem cor
esverdeadas e pouco asperas, e sdo ovaladas (Figura 4). As flores da Morus nigra L.
possuem tamanho pequeno com coloracdo branco-amarelada, seus frutos sdo de
coloracéo escura e, quando maduras sao de coloragdo negra com a polpa vermelho-
escura e aparéncia comestivel, possuem sabor agridoce caracteristico e conhecido

popularmente (Araujo, 2015).

Figura 4. Arvore e folhas da Morus nigra L.
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Fonte: Arquivo pessoal.

Inimeras atividades farmacoldgicas sao relacionadas com a Morus nigra L. tem
sido relacionada a, de acordo com estudos realizados com extratos de seu fruto, folhas
e raizes, dentre as atividades biologicas séo citadas propriedades antioxidantes, anti-
carcinogénica e antimutagénica com grande capacidade na modificacdo da expressao
génica (Padilha, 2010). Quando refere-se as caracteristicas etnobotanicas, as folhas
tém apresentado ter acdo diurética, hipoglicemiante, atividades hipotensoras e tém

sido usadas para o tratamento do climatério, assim o ultimo justificado pela quantidade
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de diferentes flavonoides, que possuem efeito fitoestrogénico e antioxidante
(Pawlowska, 2008).

As acdes dos antioxidantes naturais encontrados na Morus nigra L. ajudam na
protecdo do organismo contra radicais livres, diminuem a oxidacdo de lipideos e
consequentemente o progresso de algumas doencgas cronicas, atuam inteiramente na

neutralizacdo da acdo das espécies reativas de oxigénio (Araujo, 2015).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencéo do extrato das folhas de Morus Nigra L.

Foram utilizadas folhas de amoreiras, coletadas em meados do més de Julho
do ano de 2023 no Campus | (7° 05' S 34° 50' O) da Universidade Federal da Paraiba
para a obtencdo do extrato de Morus Nigra L. As folhas foram coletadas em estagio
de frutificacéao (Figura 5).

Fonte: Arduivo pessoal.

As folhas colhidas foram limpas e pesadas (Figura 6). Em seguida, foram

colocadas em bandejas e inseridas em uma estufa a 55 °C por 48 horas.

Figura 6. Folhas de amoreira (Morus nigra L.)
— e petta

Fonte: Arquivo pessoal.
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As folhas secas (Figura 7) foram maceradas e imersas em um litro de etanol a 95%
(1:3) por 72 h, ao abrigo da luz, para que ndo houvesse alteragédo na composicéo de
metabdlitos fotossensiveis.

Figura 7. Folhas secas e imersas no etanol

Fonte: Arquivo pessoal.

A filtracao foi realizada utilizando um filtro de papel e o filtrado foi submetido a
secagem em rotaevaporador, a vacuo, com temperatura do banho maria a 55 °C
(Figura 8), para a obtencao do extrato hidroetanodlico. Esse processo foi realizado em
parceria entre o LabOP do Centro de Tecnologia do Departamento de Quimica de
Engenharia Quimica da Universidade Federal da Paraiba, o Centro de Energias
Renovaveis e Alternativa da Universidade Federal da Paraiba e o Laboratério de
Biotecnologia em Reproducdo Animal do Centro de Biotecnologia da Universidade

Federal da Paraiba.

Figura 8. Obtencéo do extrato bruto

Fonte: Arquivo pessoal.
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4.2 Caracterizacao do extrato
O extrato hidroetandlico obtido foi utilizado nos testes descritos nos itens 4.2.1
a4.b.

4.2.1 Testes de solubilizagao do extrato

Para a observacao da melhor solubilizagdo para o extrato de folhas de Morus
Nigra L. foram considerados apenas meios que ndo possuem interagcao negativa com
a célula espermatica. Para isso foram testadas como solventes: a agua destilada, soro
fisiologico (cloreto de sodio 0,9%) e solucdo tampao TRIS (Tris-hidroximetil-
aminometano, acido citrico, frutose e agua bidestilada), na mesma formulacéo
geralmente utilizada para a producéo de diluidores espermaticos.

Para a diluicdo foram utilizados tubos falcon de 15 mL, onde foi inserido 10 mg
do extrato de folhas de Morus Nigra L. para cada 5 mL dos solventes testados,
resultando em uma concentracdo final de 2 mg/mL. Em seguida foi promovido

agitacdo com o auxilio de vortex.

4.2.2 Screening fitoquimico

O screening fitoquimico foi realizado para se verificar de forma qualitativa a
presenca de seis grupos de compostos quimicos no extrato hidroetandlico das folhas
de Morus Nigra L. (Figura 9).

Figura 9. Caracterizacao fitoquimica do extrato da folha de Morus Nigra L.

Fonte: Arquivo pessoal.

Teste para Flavonoides
Para identificar a presenca de flavonoides foi realizado o teste de cianidina ou

Shinoda [HCI (acido cloridrico) concentrado e Mg (magnésio)]. Neste experimento, 5,0
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mg do extrato foi adicionado em um tubo de ensaio com aproximadamente 0,5 cm de
fita de magnésio e 2,0 mL de &cido cloridrico concentrado. O fim da reac¢do ocorreu
pelo término da efervescéncia e o aparecimento de cor parda ou vermelha, indicando

a presenca ou nao de flavonoides no extrato.

Teste para glicosideos

Em um tubo de ensaio contendo 4,0 mL do extrato teste (solubilizado em
solvente orgéanico) foram secos até 2,0 mL. Adicionou-se 2,0 mL de hidroxido de
amonio e foi submetido a agitacdo. Aparéncia de cor levemente vermelha indica a

presenca de glicosideos.

Teste para Saponinas

Em um tubo de ensaio, 5,0 mg do extrato foi acrescentado com 2,0 mL de
CHCI3 e 5,0 mL de agua destilada. A mistura obtida foi filtrada para um tubo de ensaio
e em seguida a solucéo foi agitada permanentemente por trés minutos, observando-
se a formacdo de espuma. Espuma persistente e abundante (colarinho) indica a

presenca de saponina.

Teste para Taninos

Em um tubo de ensaio contendo 2,0 mL do extrato teste (solubilizado em
solvente organico) foram adicionadas trés gotas de solucdo alcodlica de FeClI3,
agitando fortemente, para observar qualquer variacdo de cor. Um precipitado de
tonalidade azul indica a presenca de taninos hidrolisaveis e de tonalidade verde indica

a presenca de taninos condensados.

Teste para Esteroides/Terpenoides

O teste para esteroides/triterpenoides foi realizado pela reacéo de Lieberman-
Burchard (anidrido acético + acido sulfarico concentrado). Em um tubo de ensaio,10
mg do extrato foi adicionado com 2,0 mL de cloroformio. Em seguida, a solucéo
cloroférmica foi filtrada em um funil com algodéao coberto com alguns miligramas de
Na2S04 anidro. Na solucéo filtrada foi adicionado 1,0 mL de anidrido acético,
agitando-se suavemente, e acrescentou-se cuidadosamente trés gotas de H2SO4

concentrado, agitando suavemente e observando, se haveria desenvolvimento de
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cores. Coloracdo azul evanescente seguida de verde, indica a presenca de

esteroides/triterpenoides.

4.2.3 Quantificacdo de Acucares Redutores pelo Método DNS

A quantidade de acgucares redutores do extrato de folha de Morus Nigra L. foi
determinada pelo método DNS. Nesse o &cido 3,5- dinitro salicilico é reduzido a &cido
3-amino-5-nitrosalicilico enquanto ocorre a oxidacdo do grupo aldeido do acucar a
grupo carboxilico.

A metodologia foi obtida através de adaptacdes de Bernfeld (1955). Foram
realizadas diluicdes do extrato de Morus Nigra L. em metanol em uma concentragao
final de 2 mg/mL. Foram preparadas duas dilui¢des iniciais, nas concentragdes 1/3 e
1/10. Em seguida, 200 pL das solucdes (padrédo e extrato) foram colocadas em
eppendorfs e adicionado posteriormente o reagente DNS.

As amostras foram submetidas a aquecimento a 90 °C por 15 minutos e logo
depois resfriadas em banho de gelo até se obter a temperatura ambiente (28 °C)
(Figura 10). Apos, foi adicionado 900 pL de agua destilada para a realizacdo das
leituras em espectrofotdmetro na absorbancia de 540 nm. Para se obter o controle da
reacao foi utilizado apenas o metanol como branco. Para a realiza¢do da curva padrao

foram realizadas diferentes dilui¢cdes de glicose.

Figura 10. Resfriamento das amostras para preparacao da realizacdo da leitura no

Spectrofotdmetro da marca Kasvi
n K ASV
- ___d‘

v

Fonte: Arquivo pessoal.

4.2.4 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
Para se observar o perfil quimico dos grupos funcionais presentes no extrato

foi realizado uma espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
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com Reflectancia Total Atenuada (ATR). Uma aliquota do extrato foi colocada sobre
o leitor do espectrometro modelo Cary 630 (Agilent) para a analise. Os dados foram
gerados com em numero de onda de 650 a 4000 cm-1 através do software MicroLab

e analisados através do programa GraphPad Prism.

4.2.5 Determinac¢do do Potencial Antioxidante pelo Método DPPH

O ensaio do radical livre DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) € um método comum
para avaliar o potencial antioxidante de compostos quimicos, extratos vegetais,
alimentos ou produtos naturais. Neste ensaio, o DPPH, um radical livre estavel e roxo,
reage com antioxidantes, resultando em uma reducao na intensidade de sua cor, que
pode ser medida por espectrofotometro. Quanto mais forte for a capacidade
antioxidante da amostra, maior sera a reducdo na absorbancia do DPPH (Oliveira,
2015). As amostras foram diluidas em varias concentracbes para determinar a
atividade antioxidante equivalente a do Trolox (TEAC). Para tal, foi feito a preparacao
de uma curva de calibragdo ou curva padréao, utilizando diferentes concentracdes do
controle positivo (Trolox, analogo da vitamina E).

No teste, utilizou-se placas de 96 pocos com fundo plano, onde adicionou-se
100 uL de amostra em cada pogo, incluindo o controle positivo. Em seguida, em um
ambiente com pouca luz, adicionamos 100 yL de uma solug¢ao de DPPH (Sigma-
Aldrich) com concentracdo de 0,3 mM em cada poco. Para o controle negativo foi
utilizado 100 yL da solugdo DPPH 0,3 mM e 100 uL de metanol. A placa permaneceu
no escuro, sem agitacao, por 30 minutos.

Posteriormente, as absorbancias foram medidas a 517 nm usando um leitor de
microplacas multidetector Biotek modelo Synergy HT. A porcentagem de inibicao (%l)
(ou porcentagem de sequestro de radicais livres) foi entdo calculada com base nos

valores obtidos a partir do equipamento para cada amostra usando a Equacéao 1.

Equacéo 1. Equacédo da porcentagem de sequestro de radicais livres

WSLR ou "I =

[Absorbincia do Controle — Absorbincia da Anm&tru]] 100
Absorbincia do Controle

A partir dos valores de porcentagem de inibicdo (%l) foi possivel mensurar

concentracdo necessaria para atingir a ICs,, referente a concentracdo necessaria para
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reduzir em 50% a concentragdo inicial do radical DPPH em solucdo. A ICs, foi
calculada a partir da plotagem de grafico, onde %Il representa o0 eixo Y e as
concentragOes testadas o eixo X. Foi tracada uma regressao néo linear a partir do

gréfico e obtido o valor da ICs, com auxilio do software GraphPad Prism.

4.3 Delineamento Experimental para Congelacdo Espermatica

Para a formacéo dos grupos de teste espermaético foi inicialmente realizada a
confec¢do, seguindo metodologia de Hafez e Hafez (2004), do diluidor Tris-gema
(Tabela 1) comumente utilizado para a congelacao espermatica.

Em seguida o extrato foi pesado e utilizado para a formulacdo da solugdo-mae,
4,0 mg para 1,0 mL de solugédo TRIS. Formulacado: solugdo-méae 4,0 mg/mL de extrato
de folhas de Morus Nigra L..

Tabela 1. Composicéo do diluidor PADRAO Tris-gema

Composicao Concentracao
Tris 3,605¢g

Acido Citrico 2,024 g
Frutose 1,488 ¢

Agua destilada 100 Ml

Gema de ovo 20%

Glicerol 5%

pH 6,8

Fonte: Hafez; Hafez, 2004 (adaptado).

Posteriormente, para a formacdo dos grupos experimentais, diferentes
concentragfes do diluidor padrao tris-gema foi adicionada a solu¢cdo-mae preparada
anteriormente, resultando nos seguintes grupos:

GC (Grupo controle): Tris-gema Padrao.

GT1-1%: Tris-gema — adicao de 1% da solucdo-mae.
GT2-5%: Tris-gema — adicao de 5% da solucdo-mae.
GT3-10%: Tris-gema — adicdo de 10% da solu¢do-mae.

4.4 Potencial hidrogeniénico (pH)

Para a mensuracdo do potencial hidrogeniénico (pH) de todos os grupos
experimentais, foram utilizadas fitas de pH (Merck) (Figura 11). Para a analise, 50 pL
de cada amostra foi colocada sobre as fitas e avaliadas de acordo com a coloragao

indicativa ofertada pelo fabricante na caixa.
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Figura 11. Mensuracgédo do pH com fita reativa da “solugdo mae”, do GC3 (GT3), GC,
GC1 (GT1) e GC2 (GT2)

Fonte: Arquivo pessoal

4.5 Teste de refrigeracao e congelacao de espermatozoides equinos com
a adicdo do extrato de amora

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Biotecnologia em
Reproducdo Animal (LABRA/CBiotec/UFPB) em parceria com o médico veterinario

Jerdnimo Correia de Oliveira.

4.5.1 Obtencéo de espermatozoides

Os espermatozoides equinos foram obtidos de forma comercial. Foram
realizadas oito encomendas de sémen equino, que foram colhidas na cidade de
Campina Grande-PB e enviadas, sob prévia diluicdo em meio comercial a base de
leite desnatado e refrigeracdo a 5 °C (Botuflex®, Botupharma) para o Laboratdrio de
Biotecnologia em Reproducdo Animal (LABRA/CBiotec/UFPB), localizado na cidade
de Jodo Pessoa-PB. A comercializacdo de sémen equino € uma pratica zootécnica
comum e nao implica na experimentacdo com animais, sendo dispensavel a

aprovacéo da CEUA.

4.5.2 Sémen refrigerado recebido

As amostras de sémen refrigerado foram enviadas em dilui¢do de 1:1 em meio
de refrigeracdo da marca comercial Botusémen® (Botupharma, Botucatu) (Figura 12)
onde a formula é baseada em leite em po desnatado, com adicdo de acgUcares e



36

aminoacidos acondicionadas em caixas de transporte seminal com a temperatura de

5 °C como recomendado nas instru¢des do kit utilizado.

Figura 12. Sémen equino refrigerado, adquirido de forma comercial

Fonte: Arquivo pessoal

Apbs o recebimento, as amostras de sémen foram mantidas em banho-maria
a 37 °C e analisadas para os parametros macroscopicos (volume, cor, odor, aspecto)
e microscopicos (motilidade, vigor, funcionalidade de membrana, integridade de
membrana e atividade mitocondrial), seguindo os parametros determinados pelo
Manual de Andrologia do Colégio Brasileiro de Reproducédo Animal (turbilhonamento
> 3; motilidade = 70%; CBRA, 2013).

4.5.3 Refrigeracao e Congelacdo dos espermatozoides

Cada ejaculado foi dividido em quatro tubos falcon de 15 mL contendo 5 mL de
ejaculado cada. Os tubos foram colocados em uma centrifuga (CE800, Centrilab) e
centrifugados por 10 min a 2.220 rpm. ApoOs a centrifugacdo, o sobrenadante das
amostras foi retirado e acrescido ao pellet os diluidores (GC, GT1, GT2 e GT3),
proporcionalmente para que cada grupo tivesse quatro palhetas de 250 pL envasadas,
com 20x10°8 de espermatozoides viaveis cada. Para andlise de refrigeracédo, o sémen
foi fracionado em tubos eppendorf, com 0 mesmo volume (250 pL).

Os grupos foram submetidos a curva de refrigeracdo até atingir 5 °C (20
minutos), onde foram avaliados na condi¢do de refrigeracdo. ApoOs retirada para
analise, os grupos acondicionados em palhetas foram submetidos a curva de
congelacdo em vapor de nitrogénio por 20 minutos, e em seguida, foram imersos em

nitrogénio liquido (-196 °C) seguindo acondicionadas em racks identificadas e
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estocadas no botijdo de nitrogénio liquido para posterior descongelacéo e avaliagdo
(Alvarenga et al., 2016).

4.5.4 Avaliacao pés refrigeracédo e descongelacao

Os tubos eppendorf e palhetas dos grupos avaliados pés-refrigeracao e pos-
descongelacéo, respectivamente, foram submetidos a 37 °C em banho maria, por 60
segundos. As palhetas, apds abertura, tinham o seu contetdo colocado em tubos tipo
eppendorf e submetidos as avaliagbes, que ocorreram no momento imediato pos
aquecimento a 37 °C.

As amostras foram avaliadas microscopicamente (motilidade, vigor,
funcionalidade de membrana, integridade de membrana e atividade mitocondrial),
seguindo os parametros determinados pelo Manual de Andrologia do Colégio
Brasileiro de Reproducgédo Animal (CBRA, 2013).

Avaliacdo da motilidade e vigor

A motilidade é expressa em porcentagem (0 a 100%) a proporcdo de
espermatozoides moveis, através de avaliacdes subjetivas de uma gota de 10 pL de
sémen em uma lamina com uma laminula sobreposta onde foi realizada a leitura

através de um microscopio binocular (CBRA, 2013).

Avaliacdo da Funcionalidade da Membrana Plasmatica

O teste hiposmotico (HOST) visa avaliar a funcionalidade da membrana
plasmatica, condicdo importante para observar a viabilidade da célula espermatica,
pois esta direcionalmente ligada a reacdo acrossémica, na capacitacao espermatica,
no metabolismo espermatico e na ligacdo do espermatozoide a zona pellcida. Ele se
baseia nas propriedades da manutencao do equilibrio osmotico entre o ambiente intra
e extracelular, pois quando a célula é submetida a uma concentracédo diferente de
agua, ela buscara pelo equilibrio osmotico através do transporte ativo que bombeara
a maior concentracao de agua para a menor concentracdo, até que o equilibrio seja
estabelecido.

Caso a membrana plasmatica esteja com a funcionalidade intacta, ela
estimulara esse transporte ativo, causando a ingurgitacdo da célula, observada pela
cauda dobrada (CBRA, 2013; Check; Check; Bollendorf, 2023).
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Foram utilizados 10 pL de cada grupo diluido em 100 pL de solugéo
hiposmotica (50 mOsm/Kg H20), composta por citrato de sodio e dgua destilada. A
solucao foi colocada em banho maria e incubada a 37 °C por 30 minutos. Em seguida
foram colocados 50 pL de solugcdo formol-salina para parar a reacdo osmotica dos
espermatozoides.

O HOST foi avaliado ao colocar 10 pL da mistura entre lamina e laminula e
observado através de microscopia 6ptica com aumento de 40x. Foram contadas 200
células, considerando funcionais aguelas com cauda enrolada, pois as membranas
funcionais absorvem a &gua do meio, resultando na ingurgitacdo da cauda do
espermatozoide e nao-funcionais aquelas que permaneceram com a cauda esticada
(Fagundes et al., 2010).

Avaliagédo da Integridade da Membrana Plasmatica (iMP)

Esta avaliagdo também é conhecido como o teste de mortos e vivos, o qual
consiste na utilizacao de corantes, sendo a eosina 0 mais utilizado, tendo como opcéo
a adicdo da nigrosina como corante de fundo.

A avaliacdo baseia-se no fato de que a membrana plasmatica integra pode
prevenir a entrada do corante no citoplasma celular. Desta maneira, a eosina penetra
pela membrana lesionada dos espermatozoides e cora o interior do nlicleo em rosa,
permitindo identificar os espermatozoides mortos. E considerada uma técnica rapida,

de facil manipulacéo o que dispensa o0 uso de microscopio especial (Ker, 2010).

Avaliacfes da atividade mitocondrial (DAB)

O principio desta técnica baseia-se na oxidacdo da 3,3'-diaminobenzidina
(DAB) pelo complexo citocromo c (incluindo CcO) presente nas mitocondrias das
células (Hrudka, 1987). A oxidacdo do DAB segue uma reacdo em cadeia na qual o
reagente é polimerizado e depositado nos sitios de reacdo, gerando caracteristicas
visuais que podem ser observadas a microscopia optica (Hrudka, 1987). Essa técnica
permite a classificacdo dos espermatozoides em quatro classes (1, 2, 3 e 4), quanto
a atividade das mitocondrias presentes na peca intermediaria de acordo com a

guantidade de deposicao do reagente polimerizado nesse sitio (Hrudka, 1987).

4.6 Andlise estatistica
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As analises dos dados foram realizadas no programa RStudio (versao
2024.4.2.764), utilizando o software R. Para verificar a normalidade dos dados,
aplicou-se o teste de Shapiro-Wilk. A homogeneidade das variancias foi testada por
meio do teste de Bartlett. Posteriormente, foi conduzida uma andlise de variancia
(ANOVA) de dois fatores (two-way ANOVA) para avaliar os efeitos das variaveis
independentes, seguida do teste de Tukey para comparacdes multiplas entre as
médias. Os resultados foram expressos em forma de graficos pelo software GraphPad
Prism 9.5.1.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencgéo do extrato das folhas de Morus Nigra L.
Foram colhidas 294 g de folhas frescas de Morus nigra L. e realizada a
secagem e maceracao, totalizando 100 g de p6 de folhas. Apos a extracao, filtracdo e

rotaevaporagdo, foram obtidos 3,0 gramas de extrato hidroetandlico, que foram
utilizadas na experimentacao.

5.2 Testes de solubilizag&o do extrato
Para solubilizacéo observou-se diferenca entre os solventes utilizados (Figura
13). A solubilidade do extrato hidroetanélico foi melhor no solvente TRIS, isso se da

pois, as propriedades quimicas e pH do TRIS sao mais eficazes do que do soro

fisioldgico e da agua destilada.

Figura 13. Teste de solubilizacédo do extrato hidroetandlico da folha Morus Nigra L.
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Fonte: Arquivo pessoal

A capacidade de tamponamento do TRIS contribuiu para um ambiente que
possui. O pH da solucdo TRIS pode interagir de forma mais eficaz com os
componentes e compostos bhioativos presentes no extrato da folha de Morus Nigra L..

A 4gua destilada tem um pH 5,5 e o soro fisiol6gico tem pH 6,0 sendo assim, néo



41

possuem capacidade tamponante adequado como o TRIS possui (Brooke et al.,
2022).

5.3 Screening fitoquimico da folha de Morus Nigra L.

Os resultados obtidos no screening fitoquimico podem ser observados no
quadro 1. Foram confirmadas a presenca de flavonoides e esteroides além da
auséncia de terpenoides, glicosideos, taninos e saponinas no extrato da folha de

Morus Nigra L..

Quadro 1. Caracterizacdo através de analise quimica qualitativa do extrato
hidroetandlico da folha de Morus nigra L.

Flavonoides Glicosideos Saponina Taninos Esteroides Terpenoides

Extrato
de

amora

Simbolo positivo (+) significa presente, simbolo negativo (-) significa ausente.

Os flavonoides, apresentam um importante potencial terapéutico e diferentes
atividades biologicas, como atividade antimicrobiana, antifingica, antiviral,
antibacteriana, antiparasitaria, atividade imunomoduladora, anti-inflamatéria e
antioxidante (intimamente ligada a estrutura dos flavonoides e ao numero de
substituintes hidroxilas, que séo os radicais fendlicos). Além disso, sua atividade
antioxidante é combinada com a sua capacidade de modular funcées de enzimas
celulares essenciais do organismo (Moraes et al., 2022). Desta forma, a presenca de
flavonoides no extrato hidroetandlico de amora pode contribuir para a diminuicdo do
processo oxidativo que o espermatozoide sofre no processo de criopreservacao,
minimizando a lipoperoxidacdo. Por outro lado, a depender da quantidade de
flavonoides no meio, estes podem ter potenciais efeitos citotoxicos (Bezerra et al.,
2016).

Os esteroides tém propriedades bioativas que podem colaborar para a
manutencdo, viabilidade e protecao celular. Os esteroides também podem influenciar

positivamente na fluidez da membrana e permeabilidade celular (Bishop et al., 2001),
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sendo assim, a presenca de esteroides pode promover protecdo a membrana

plasmatica pos-criopreservacao espermatica.

5.4 Quantificacdo de Aclcares Redutores pelo Método DNS

A concentracdo de moléculas totais no extrato etandlico de folha de Morus
Nigra L. era 2 mg/mL, sendo utilizado 5 mL da solugéo para o teste. Destes, foi
observado que 3,42 mg representaram a presenca de acUcares redutores,
correspondendo a aproximadamente 34% da composicao da amostra.

A presenca dos acgucares no extrato é de fundamental importancia pois, 0 mesmo
participa da via da glicélise, que fornecera energia livre para a célula. No gameta
masculino, essa energia sera utlizada para a movimentacdo da cauda. Em
complemento, nos diluidores seminais, 0 agucar ainda fornece protecéo extracelular,
evitando assim danos a membrana plasmatica do espermatozoide, causada pelo

processo de criopreservacao e das ROS (Borate et al., 2022).

5.5 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) € uma
ferramenta recomendada para identificar grupos funcionais em compostos (Silverstein
et al., 2015). O FTIR mostrou a presenca de grupos funcionais caracteristicos dos

metabolitos secundarios. O espectro resultante do teste esta exposto na Figura 14.

Figura 14. Espectro FTIR do extrato bruto da folha de Morus Nigra L.
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Fonte: Arquivo pessoal.
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Bandas de absorcdo entre 1800 cm™ e 1700 cm™ mostram a presenca de
carbonila (C=0), &cidos carboxilicos, de ésteres, de aldeido e de cetonas,
caracteristicos de flavonoides e esteroides. Esses resultados corroboram com os do
screening fitoquimico previamente realizado, comprovando a presenca dos

metabolitos secundarios flavonoides e esteroides no extrato testado.

5.6 Determinacdo do Potencial Antioxidante pelo Método DPPH
A partir da equacéo da curva padrédo de Trolox foi possivel calcular os valores
de equivaléncia ao Trolox (TEAC) de diferentes concentracdes do extrato (Tabela 2).

Tabela 2. Potencial antioxidante pelo método do Radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH) para o extrato bruto de folha de amora

[ ] mg/mL TEAC (uM)
1 0,0903
0,5 0,0378
0,1 0,0225
0,05 0,0160
0,025 0,0070

Fonte: Arquivo pessoal.

Os resultados obtidos a partir do teste de potencial antioxidante pelo método
DPPH, demonstram que o extrato hidroetandlico da folha de Morus Nigra L. tem um
potencial antioxidante consideravel, assim como mostraram (Balakrishnan et al.,
2014).

O Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) € um analogo
hidrofilico do a-tocoferol, a forma mais ativa e mais comum de tocoferdis (vitamina E)
no corpo humano. O a-tocoferol € o principal antioxidante lipidico das biomembranas;
previne o dano oxidativo da membrana através da inibicdo da peroxidacdo de acidos
graxos poli-insaturados, eliminando radicais peroxil lipidicos (Giordano et al., 2020).

E possivel que os flavonoides presentes no extrato hidroetandlico, confirmados
pelos testes anteriores tenham a fungéo antioxidante observada no teste.

5.7 Potencial hidrogenidnico (pH)

Os dados da mensuracédo do potencial hidrogenidnico estdo descritos na tabela
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Tabela 3. Potencial hidrogenidnico (pH) da solugdo mée e dos grupos experimentais
acrescidos ou nédo do extrato de folha de Morus nigra L.

Solugcéo mée (4 mg do extrato/mL) 6,0
GC 7,0
GT1 7,0
GT2 7,0
GT3 7,0

Fonte: Arquivo pessoal.

Os eventos fisiolégicos em células envolvendo horménios, enzimas,
transmissores e fatores de crescimento sdo dependentes do pH. Altera¢cdées no pH
pode levar ao desvio da funcéo celular e a inibicdo da mesma. As macromoléculas
biologicas evoluiram para desempenhar sua funcdo em ambiente celular especifico,
e sua dependéncia do pH para atividade e estabilidade reflete a importancia do pH
(Casey et al., 2010).

As células espermaticas tém o propdsito de fertilizar o o6cito. Na ejaculacéo,
milhdes de espermatozoides séo liberadas no trato reprodutivo feminino, porém,
apenas alguns atingem seu alvo. Para concluir o propdsito, os espermatozoides tém
gue encontrar um ambiente extracelular ideal como o pH e a temperatura adequada,
entre outras variaveis fisico-quimicas que influenciam o comportamento e o
metabolismo da célula reprodutora masculina. Entre esses fatores, o pH pode ter um
grande efeito inicial na atividade e motilidade do espermatozoide antes e durante o
processo de fertilizacédo (Yoshida et al., 2018).

Nos tubulos seminiferos de mamiferos e na rede testicular, os espermatozoides
encontram pH de 7,2-7,4, que se torna 6,5 na cabeca do epididimo e 6,7-6,8 na cauda
do epididimo. Durante a ejaculacdo, o pH do sémen torna-se 7,2-7,4 e,
posteriormente, apos a ejaculacdo na vagina, o pH torna-se 4,5-7,5 e, no colo do utero,
o pH aumenta para 6,5-7,5 e, finalmente, no Utero e na tuba uterina (7-7,8)
(CHAKRABORTY et al., 2018). Neste caso, o pH do extrato é acido, mas ao ser
adicionado aos diluidores, apresenta o comportamento neutro, similar ao do

ejaculado. Esta manutencdo do pH é fundamental para a estabilidade do
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espermatozoide, sem impedir o seu movimento, como ocorre no pH acido, observado
no ambiente do epididimo, nem aumenta o batimento flagelar, como observado no pH

alcalino, o mesmo do ambiente uterino.

5.8 Analise Seminal

5.8.1 Avaliacdo do sémen equino no recebimento

Os dados obtidos na avaliagdo das amostras de sémen equino, assim que
chegaram ao Laboratério de Biotecnologia em Reprodugdo Animal
(LABRA/CBiotec/UFPB), estao apresentados na tabela 4. Apds a prévia avaliacédo e
de acordo com os parametros estabelecidos pelo CBRA (2013), o sémen foi

considerado apto para submissédo ao processo de criopreservacgao.

Tabela 4. Valores da avaliacdo do sémen de equinos recém-chegados ao laboratorio,
transportados sob refrigeracao

Amostras Motilidade Vigor Funcionalidade Integralidade Atividade
seminais (0-100%) (0-5) Membrana Membrana mitocondrial

plasmética plasmética Classe |

(0-100%) (0-100%) (0-100%)

1 69,00% 3,00 62,00% 79,00% 18,00%

2 63,00% 3,00 69,00% 76,00% 18,00%

3 65,00% 3,00 73,00% 82,00% 20,00%

4 58,00% 3,00 73,00% 75,00% 18,00%

5 70,00% 3,00 76,00% 79,00% 22,00%

6 75,00% 3,50 79,00% 80,00% 22,00%

7 63,00% 3,50 87,00% 75,00% 20,00%

8 70,00% 4,00 70,00% 71,00% 20,00%

Fonte: Arquivo pessoal
5.9 Avaliacdo do sémen pos-refrigeracéo e pos-descongelacéao
5.9.1 Motilidade e vigor

Apés a curva de refrigeracdo e descongelacdo, 0os grupos apresentaram-se

como observados nos gréaficos 1 e 2.

Grafico 1. Valores (média) das avaliacbes de motilidade (total e progressiva) do
grupo refrigerado e do grupo pos-descongelado com o diluidor padréo (Tris-gema) e
dos diluidores com diferentes concentragdes do extrato de folhas de Morus Nigra L..
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Fonte: Arquivo pessoal

Grafico 2. Valores (média) de vigor dos grupos refrigerados e dos grupos pos-
descongelados com o diluidor padrdo (Tris-gema) e dos diluidores com diferentes
concentragdes do extrato de folhas de Morus Nigra L..
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Fonte: Arquivo pessoal

Apés a curva de refrigeracdo, nao foi observada diferenca (p>0,05) entre os
grupos para os parametros de motilidade e vigor. Desta forma, o extrato ndo teve
efeito estimulante da motilidade durante a curva de refrigeracdo. Estes mesmos
resultados foram observados apos a descongelacdo. E perceptivel que houve uma
reducédo drastica nos resultados de motilidade e vigor pos-descongelacdo, mas este
fator ndo foi devido ao extrato de amora e sim a resposta do espermatozoide equino
ao diluidor utilizado no processo, que foi o tris-gema, que nao € o diluidor de eleicédo
para a congelacdo de sémen equino, devido a toxicidade do glicerol (Nascimento et
al., 2015).

5.9.2 Avaliagdo da Funcionalidade da Membrana Plasmatica
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Apés a refrigeracdo e descongelacdo, 0S grupos apresentaram-se cOmo
observado no grafico 3.

Grafico 3. Valores (média) das avaliacbes da funcionalidade das membranas
plasmaticas dos grupos refrigerados e dos grupos pos-descongelados com o diluidor
padrao (Tris-gema) e dos diluidores com diferentes concentragcdes do extrato de
folhas de Morus Nigra L.
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Fonte: Arquivo pessoal

A funcionalidade da membrana plasmatica das células reprodutoras masculina,
€ essencial para uma fertilizacdo bem-sucedida. A integridade e o funcionamento
normal da membrana da célula espermatica sdo essenciais para o metabolismo dos

espermatozoides, capacitacdo, reacdo acrossdmica e capacidade de fertilizar o 6vulo
(Wysokinska et al., 2021).

Apoés a curva de refrigeracdo, nao foi observada diferenca (p>0,05) entre os
grupos para os parametros de funcionalidade das membranas plasmaticas. Da
mesma forma, ndo foi observada diferenca pos-descongelacdo. Entretanto, ao
comparar os dados deste resultado com os dados de motilidade, é perceptivel que a
membrana plasméatica apresentou funcdo mesmo apés a congelacao, ou seja, dentro
do estabelecido para sémen descongelado, em torno de 30%. O extrato de amora,
por outro lado, ndo teve efeito superior ao do grupo controle, evidenciando auséncia

de efeito sobre a funcdo da membrana plasmatica.

5.9.3 Avaliacéo da Integridade da Membrana Plasmatica (iMP)



48

Apés a refrigeracdo e descongelacdo, 0S grupos apresentaram-se como

observado no grafico 4.

Grafico 4. Valores (média) das avaliagfes da integridade da membrana plasmética
do grupo refrigerado e do grupo pés-descongelado com o diluidor padréo (Tris-gema)
e dos diluidores com diferentes concentra¢des do extrato de folhas de Morus Nigra
L..
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Fonte: Arquivo pessoal

A integridade da membrana celular espermatica € um dos parametros mais
importantes avaliados para sinalizar a qualidade do espermatozoide e prever a
fertilidade masculina. Fatores como o processo de diluicdo, as condicbes de
armazenamento e a taxa de resfriamento podem afetar adversamente a estrutura da
membrana da célula espermatica. O resfriamento induz alteracées na membrana da
célula espermatica, prejudicando seu estado funcional e molecular, tornando assim a
escolha do diluidor crucial para manter as células reprodutoras masculinas com
potencial fertilizante (Wysokinska et al., 2021).

Apés a curva de refrigeracdo, ndo foi observada diferenca (p>0,05) entre os
grupos para o parametro de integridade de membrana plasméatica. Desta forma, a
adicdo do extrato ndo teve efeito superior ao do grupo controle na integridade das
membranas plasmaticas durante as curvas de refrigeracdo e congelacdo. Embora o
extrato tenha a presenca de fitoesteroides que poderiam ter o efeito similar ao do
colesterol, € possivel que ndo tenha havido a interacédo entre o esteroide vegetal e a
membrana espermatica. Em trabalhos com sémen equino, a interagdo do colesterol
foi otimizada com a inclusdo da ciclodextrina, que promove melhor incorporacdo do
colesterol a membrana espermatica (Hartwig; Papa; Dell’Aqua Junior, 2012). Desta
forma, acredita-se que o extrato de amora ainda pode ser testado adicionado de um

oligossacarideo para melhor interacéo do fitoesterol com a membrana espermatica.
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5.9.3 Avaliacdes da atividade mitocondrial (DAB)
ApOs a refrigeracéo e descongelagéo, a classe | da atividade mitocéndrial dos

grupos apresentaram-se como observado na tabela 5.

Tabela 5. Valores das avaliagbes da atividade mitocondrial de classe | dos grupos
refrigerados e dos grupos pés-descongelados com diluidores com diferentes
concentragdes do extrato de folhas de Morus Nigra L.

ATIVIDADE MITOCONDRIAL CLASSE |

Amostras refrigeradas

GC 15,50%
GT1 14,63%
GT2 14,38%
GT3 10,88%

Amostras pés-descongelacao

GC 7,87%
GT1 7,12%
GT2 7,12%
GT3 6,62%

Fonte: Arquivo pessoal

Defeitos na funcdo mitocondrial do espermatozoide podem prejudicar
gravemente o potencial de fertiidade dos machos (Vahedi et al.,, 2024). As
mitocéndrias sdo fundamentais para o metabolismo dos espermatozoides e estédo
implicadas na producéo de energia, equilibrio redox e regulacdo do célcio, bem como
vias apoptoticas, todas necessarias para a motilidade flagelar, capacitacéao, reacao
acrossbmica e fusdo gamética. Em varios casos, alteracdes em uma das funcdes
mencionadas acima podem estar relacionadas a um declinio na qualidade do esperma
e/ou infertilidade (Boguenet et al., 2021).

A atividade mitocondrial dos espermatozoides é observada através do grau de
coloracdo da peca intermediaria, que indica diferentes niveis de atividade
mitocondrial, sendo elas classificadas em classe |, I, lll e IV. A classe | apresenta a
peca intermediaria totalmente corada, indicando uma alta atividade mitocondrial, o que
sugere maior motilidade e potencial fertilizante. Acontece o declinio desse potencial

no decorrer de cada classe, sendo a classe Il indicando uma atividade mitocondrial
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moderada, a classe Ill indicando uma baixa atividade mitocondrial e a classe IV
indicando atividade mitocondrial ausente (BARBAGALLO et al., 2020).

Apo6s a curva de refrigeracéo, foi observada diferenca (p<0,05) entre 0s grupos
para os parametros de atividade mitocondrial de classe I. O GT3 apresentou redugéo
das células com atividade mitocondrial de classe I. O GC, GT1 e GT2 néo diferiram
(P<0,05) entre si. ApGs a descongelagéo os grupos néo diferiram (P<0,05) entre siem
relacdo a classe |. Por este motivo, pode inferir-se que o GT3 das amostras
refrigeradas, teve o resultado mais baixo com relacéo a atividade mitocondrial, pois,
foi o grupo com a maior concentracdo de extrato etandlico em seu diluidor. Estudos
com células cancerigenas com o extrato etanélico da folha de amora que observaram
gue os flavonoides mais presentes no extrato sdo a rutina e a isoquercetina, que é
mais biodisponivel em comparacdo a quercetina devido a sua caracteristica
hidrossoluvel, sendo estes relacionados com a ativacao da atividade da caspase,
contribuindo para a reducéo do potencial mitocondrial. E sabido que estes flavonoides
podem ser benéficos para a atividade celular, todavia, € percebido que, ao aumentar
a dose nas condi¢cdes deste experimento, tenha sido acima do necessario para a
viabilidade celular, tornando-se citotoxica ao estimular o ciclo de apoptose iniciada na

mitocondria (Turan et al., 2017), objeto do estudo do DAB.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O extrato bruto de folhas de Morus nigra L. apresenta flavonoides e esteroides,
além de acuUcares redutores em quantidade consideravel, sendo um possivel
candidato para a protecdo de células esperméaticas durante a criopreservacao.
Entretanto, a concentracdo do extrato hidroetandlico de amora adicionada aos
diluidores precisa ser melhor investigada, uma vez que ao ser testada em
espermatozoides equinos interfere na atividade mitocondrial e compromete a
viabilidade celular. O extrato pode ser testado em outras espécies para averiguacao

da sua possivel capacidade crioprotetora.
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