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APRESENTACAO

Ao longo tempo, diversos campos cientificos estdo evoluindo com descobertas
e inovacbes a partir de estudos cientificos devidamente constituidos, organizados e
executados. No campo da medicina veterinaria a linha cientifica frequentemente esta sendo
cada vez mais refinada e aprimorada, visto que cada pesquisa, estudo e trabalho cientifico,
configuram-se como elementos imprescindiveis que enaltecem o grau de conhecimento
desses profissionais tdo importantes na sociedade.

Pretende-se, por meio dessa obra, contribuir ainda mais ao campo cientifico
veterinario com conhecimento das mais variadas areas do curso de medicina veterinaria,
afim de auxiliar e ajudar a comunidade académica e os profissionais que estdo em busca
de uma fonte de conhecimentos aprofundada e escritos pelos profissionais renomados na
area da Ciéncia Animal.

O livro é composto por 21 capitulos que discorrem essencialmente sobre relevantes
questdes de indole veterinaria, tanto no que concerne a animais domésticos quanto animais
silvestres. Além disso, através de abordagens anatémicas e fisiolégicas, cada assunto é
tratado com maxima qualidade e preciséo, visto que um dos intuitos principais da obra é
contribuir significativamente no ambito da medicina veterinaria, afim de auxiliar e amparar
aos profissionais da situada area no que diz respeito as anélises clinicas e patologicas dos
animais.

Outrossim, esperamos que vocé, caro leitor(a), surpreenda-se e aproveite bem
cada particularidade desta obra que, por sua vez, foi preparada com muito cuidado, zelo e
dedicacéo. Boa leitura!

Alécio Matos Pereira
Davila Joyce Cunha Silva
Gilcyvan Costa de Sousa
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RESUMO: A Morinda citrifolia, conhecida
popularmente como Noni, € um fruto rico em
carboidratos, proteinas e antioxidantes mistos,
que em associacéo ao diluente, poderia promover
acao positiva sobre a viabilidade esperméatica em
doses refrigeradas ou até mesmo congeladas.
Comisso, oobjetivodopresentetrabalhofoiavaliar
a acao do Noni sobre a viabilidade espermatica,
em doses refrigeradas de sémen suino. Foram
utilizados oito ejaculados de quatro cachacgos
sexualmente maduros. Para cada ejaculado,
foi avaliado peso, cor, aspecto e morfologia
espermatica. O ejaculado foi diluido em Beltsville
Thawing Solution® (BTS), em Split sample, em
quatro grupos, de acordo com a quantidade de
extrato de Morinda citrifolia (Noni - 150 pug/mL),
mantendo 1,5 x 10° de espermatozoides por
dose (50 mL): O pL, 15 uL, 75 puL e 150 pL. Ap6s
90 minutos em temperatura ambiente, as doses
foram armazenadas a 17°C, e avaliadas as 24
e 72 h de armazenamento. Observou-se uma
diminuicao linear do pH (P = 0,01) das amostras
as 24 h de armazenamento (0 yL — 7,46 + 0,03;
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15uL-7,42 +£0,03; 75 uL— 7,40 £ 0,03; 150 yL — 7,38 + 0,03), mas sem efeito as 72 h (P >
0,12). Conclui-se que, apesar da reducao da pH as 24 h de armazenamento, a presenca do
extrato de Noni sobre o0 sémen refrigerado de suinos néo influenciou as variaveis analisadas.
PALAVRAS-CHAVE: Acrossoma, Cachago, Espermatozoide, Integridade de membrana, pH.

EFFECT OF THE ADDITION OF NONI EXTRACT (Morinda citrifolia) IN BOAR
SEMEN DOSES

ABSTRACT: Morinda citrifolia, popularly known as Noni, is a fruit rich in carbohydrates,
proteins and mixed antioxidants, which in association with the diluent, can promote positive
action on sperm viability in refrigerated or even frozen doses. The main purpose of the present
study was to evaluate Noni’s action on sperm viability, in refrigerated doses of swine semen.
Eight ejaculates of four sexually mature boars were used. For each ejaculate, weight, color,
aspect and sperm morphology were evaluated. The ejaculate was diluted in Beltsville Thawing
Solution® (BTS), in a sample divided into four groups, according to the amount of Morinda
citrifolia extract (Noni - 150 g / mL), keeping 1.5 x 10° sperm per dose (50 mL): 0 yL, 15 pL,
75 pL and 150 pL. After 90 minutes at room temperature, the doses were stored at 17 ° C,
and evaluated at 24 and 72 h of storage. A linear decrease in pH (P = 0.01) was observed at
24 h of storage (0 yL - 7.46 + 0.03; 15 yL - 7.42 + 0.03; 75 pyL - 7, 40 + 0.03; 150 pL - 7.38
+ 0.03), but with no effect at 72 h (P> 0.12). It is concluded that, despite the reduction in pH
at 24 hours of storage, the presence of Noni extract on the refrigerated swine semen did not
influence the variables analyzed.

KEYWORDS: Acrosome, Boar, Sperm, Membrane integrity.

INTRODUCAO

O desenvolvimento das biotecnoldgicas voltadas a inseminagao artificial (IA)
em suinos, tem como premicia o diluente, este com funcédo de conservar e manter as
caracteristicas fisiologicas da membrana plasmatica, do espermatozoide, bem como
aspectos bioquimicos do metabolismo, durante o processo de armazenamento das doses.
Pesquisas atuais tém sido voltadas para o aperfeicoamento ou desenvolvimento de novos
crioprotetores com intuito de aumentar a eficiéncia da técnica. Ha4 uma grande variedade
de diluentes que séo utilizados para o armazenamento do sémen suino refrigerado. Grande
parte desses diluentes conseguem manter a motilidade espermatica de 70% por até 72
horas em uma temperatura variando de 15 a 18°C (COSTI, 2003). O propoésito primario do
diluente é expandir o volume de um ejaculado. Dependendo do tipo de diluidor utilizado,
beneficios adicionais sdo incluidos como, fornecimento de nutrientes para energia e protecédo
do espermatozoide contra o choque térmico, capacidade aumentada de controlar os efeitos
prejudiciais da variagcao de pH sobre o espermatozoide, manutencao da osmolaridade do
meio e inibicdo de crescimento bacteriano (ALTHOUSE, 1997).

O Noni é um fruto originario do sudeste asiatico que foi difundido no mundo inteiro,
pertence a familia das Rubiaceae. Popularmente, sabe-se que as partes da planta: fruto,
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flor, caule, folhas e raiz tem efeitos benéficos no combate e tratamento de diversas
doengas, como: céncer, artrite, diabetes, hipertenséo, dentre outras (RODRIGUES et
al, 2017; BASAR et al., 2010; BROWN, 2012). Estudos conduzidos nos ultimos anos,
mostraram que o desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes presentes no sémen, afetam
negativamente o metabolismo de energia celular, a motilidade, viabilidade e integridade
da célula espermatica (MAIA et al, 2009; CAMARA AND GUERRA, 2011). A Morinda
citrifolia, conhecida popularmente como Noni é um fruto rico em carboidrato, proteinas
e antioxidantes mistos, que em associacéo ao diluidor comercial, poderia promover acéo
positiva sobre a viabilidade espermatica em doses refrigeradas ou até mesmo congeladas.
O objetivo do presente trabalho foi avaliar a acdo do extrato de Noni sobre a viabilidade

espermatica, em doses refrigeradas de suinos.

MATERIAIS E METODOS

Local de realizacao

O experimento foi conduzido em parceria da Universidade de Uberaba com o setor
de suinos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul localizada no municipio de Porto
Alegre — RS. As avaliacdes foram feitas no periodo do dia 27 de fevereiro de 2019 a 14 de
marco de 2019. No setor havia um total de nove animais, sendo quatro cachagos e cinco
fémeas, além de contar com baia para coleta e laboratérios altamente tecnificados na area
da reproducéo animal e sanidade.

Animais

Foram utilizados oito ejaculados coletados de quatro cachacgos sexualmente
maduros. Foi analisado dois ejaculados por animal, todos diluidos em partes iguais, com o
diluente BTS (Beltsville Thawing Solution®). Foram utilizados animais com escore corporal
entre 3 e 4, sendo a escala de 1 a 5. Todos os machos possuiam comportamento décil e
foram condicionados a passar no corredor para a detecg¢ao de cio e a montar no manequim
para a coleta de sémen.

O ambiente ao qual os animais se encontravam eram baias individuais cimentadas
e no local havia uma baia para coleta, com manequim e tapete de borracha removivel.
A ragdo utilizada foi a Suinos Gestagédo da MigPlus®, e todos os animais recebiam 3 kg
de ragéo diariamente, divididos em trés momentos durante o dia, a oferta de agua era a
vontade.

Coleta

As coletas foram feitas pela manha na baia de coleta localizada na prépria granja,
o sémen foi armazenado em copo coletor térmico de 500 mL, utilizando filtro para separar
a parte gelatinosa da fragéao rica do sémen. A fragéo pobre foi evitada, utilizando somente

a fragcéo rica. A técnica de coleta utilizada foi o método da méo enluvada, sendo a mais
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comum na suinocultura (BORTOLOZZO & WENTZ, 2005). Logo apés a coleta, o copo
coletor foi armazenado em isopor para o transporte até o laboratério.

Avaliacao espermatica

No laboratério foram realizadas avaliagdes das caracteristicas macroscépicas e
microscopicas do sémen: Volume; pH; cor; grau de aglutinagéo; motilidade; concentragéo
espermatica; integridade de membrana e integridade de acrossoma. O volume foi dado por
meio da pesagem da amostra em balanga semi-analitica logo apés a chegada do sémen. O
pH foi analisado por meio de pHmetro digital (pH Pro®) as 24 e 72 horas de armazenamento.
A cor foi avaliada de forma visual logo ap6s a coleta. O grau de aglutinagéo foi visualmente
avaliado, durante as analises de motilidade. A motilidade e concentragdo espermética
foram avaliadas no sistema CASA (AndroVision®) (Figura1). Foi pipetado uma aliquota sobre
camara de avaliagdo que é utilizada especificamente para o CASA. Em seguida, ao focar
a lamina, os espermatozoides foram visualizados na tela do computador. Os parametros
analisados foram: motilidade total, motilidade progressiva, motilidade rapida, motilidade
lenta e motilidade local. A concentracao ¢ feita de maneira automatica pelo sistema, assim
como a quantidade de doses do ejaculado.

Figura 1: Analise das diferentes motilidades espermaticas através do Sistema de Analise
Computadorizada do Sémen (CASA).

A integridade de membrana foi analisada por meio de sondas fluorescentes, SYBR-
14 e iodeto de propidio, e avaliadas em microscopia de fluorescéncia (AxioScope.A1 HAL,

100-FL, Filter Set 09, BP 450-490, Zeiss®, Alemanha), as 24 e 72 horas de armazenamento.
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Para tal, amostras de 50 yL das doses de sémen foram incubadas a 37 °C em blocos de
metal, por pelo menos 15 minutos, com 2,5 pL de solugdo corante com sonda fluorescente
SYBR-14 e iodeto de propidio (LIVE/DEAD® Sperm Viability kit, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EUA). Em seguida uma aliquota foi colocada em |amina prépria e analisada
automaticamente pelo sistema CASA AndroVision® (Figura 2). A integridade de acrossoma
foi avaliada ap6s 72 horas de armazenamento por meio de preparagdo Umida em formol
citrato, foi realizada analise visual e 200 células espermaticas foram contabilizadas
manualmente em microscopia optica no aumento de 1000x.

Figura 2: Visualizagdo dos espermatozoides corados com as sondas fluorescentes SYBR-14 e iodeto
de propidio (microscopia de fluorescéncia)

Procedimento Experimental

Ao finalizar as avaliagbes priméarias do sémen, os ejaculados foram divididos em
Split sample em quatro grupos. Os grupos foram formados de acordo com a quantidade de
extrato de Morinda citrifolia (Noni - 150 pyg/mL), mantendo 1,5 bilhdes de espermatozoides
por dose (50 mL), como se segue:

0 uL: (Controle): sem adi¢do de Noni.

15 pL: adicdo de 15 pyL de Noni por dose (10 pL para cada 1 x 10° espermatozoides);

75 pL: adigdo de 75 pL Noni por dose (50 pL para cada 1 x 10° espermatozoides);

150 pL: adigéo de 150 pL Noni por dose (100 pL para cada 1 x 10° espermatozoides).

Ao adicionar as devidas quantidades de Noni, posteriormente as amostras

permaneceram 90 minutos estabilizando em temperatura ambiente, evitando contato
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direto com a luz. Ap6s o periodo de estabilizagédo, as doses foram armazenadas a 17°C e
avaliadas 24h e 72h. Para cada momento de analise, foi utilizado uma dose, sendo feito

entdo duas doses por animal, evitando efeitos oriundos da manipulagéo e oscilagéo de pH.

Estatistica

Os resultados foram analisados utilizando o software SAS 9.4. Foram utilizados
contrates polinomiais, com o procedimento GLIMMIX, para avaliar o efeito linear e
quadratico da dose-resposta da adicdo de Noni. Os machos foram considerados como
efeito aleatorio, em todos os modelos. Para a integridade de acrossoma, foi considerado
distribuicdo binomial. Os dados foram apresentados como LSMeans =+ erro-padrdo da

média.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O volume do ejaculado obtido no presente experimento foi em média 200mL e a cor
foi caraterizada como soro leitoso e leitoso, estando de acordo com os padrdes segundo
o Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal (CBRA, 2013). O grau de aglutinagéo foi
classificado como uma cruz (+) até trés cruzes (+++), a média do experimento foi de duas
cruzes.

Segundo Gaggini et al. (2018), maior grau de aglutinacéo pode ser gerado quando
0s machos passam por longos intervalos entre coletas de sémen, apresentando uma maior
proporgao de células mortas e/ou com defeitos de acrossoma. A concentragdo espermatica
dos ejaculados foram em média 434,85 x 10%/mL sendo a menor concentragdo 159,01 x
10%/mL e a maior 667,86 x 10%/mL. Segundo a literatura, a concentragdo espermatica dos
suinos varia de 200 — 400 x 10%/mL em animais adultos (CBRA, 2013). As motilidades
total e progressiva néo foram afetadas pelas diferentes quantidades de extrato de Noni em
nenhum dos momentos de avaliacdo, 24h e 72h.

Em relacédo as duas motilidades citadas, os resultados do presente trabalho diferiram
da literatura. Segundo Nascimento et al, 2018, o extrato de Noni quando utilizado em diluidor
de congelamento de sémen ovino, foi possivel notar diferenca estatistica na motilidade
progressiva quando comparado o grupo controle, com as diferentes concentragbes de
extrato utilizada (24ug, 72ug, 120ug.). Entretanto ndo foi observado nenhuma diferenca
estatistica da motilidade neste trabalho, entre os grupos experimentais.

Quando avaliada a integridade de membrana com o SYBR-14/PI, ndo houve efeito
da adicao de Noni as 24h e as 72h de armazenamento das doses, quanto as diferentes
concentragdes utilizadas. No estudo feito por Nascimento et al. (2018), foi possivel notar
que na concentracédo de 120ug/mL o extrato do Noni foi capaz de manter a funcionalidade
e integridade da membrana plasmatica.

O percentual de lesao de acrossoma as 72h de armazenamento néao foi influenciado
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pela adicdo de Noni. Assim como no trabalho feito por Nascimento et al. (2018), néo foi
possivel notar alteracées no acrossoma quando avaliado reagéo acrossoma e capacitacao
espermatica.

Ao avaliar o pH das doses, observou-se uma diminui¢éo linear do pH (P = 0,01) as
24 h de armazenamento (0 yL — 7,46 +0,03; 15 yL — 7,42 + 0,03; 75 yL — 7,40 + 0,03; 150
uL —7,38 +0,03), mas sem efeito as 72 h (P > 0,13) (Tabela 1).

opL 15puL  75pL 150 P=L P=Q Erro

Padréao

Viab. 24h 83,34 84,05 80,38 8232 P>065 P>053 +3,08
Viab. 72h 78,10 81,86 88,11 7853 P>098 P>0.18 +5,65
Mot. Total 24h 80,78 79,46 78,47 7988 P>083 P>083 724
Mot. Total 72h 77,18 78,81 79,24 78,80 P>068 P>062 +x6,15
Mot. Prog. 24h 72,99 70,01 70,00 71,40 P>084 P>043 +8,66
Mot. Prog. 72h 69,21 70,55 71,14 69,50 P>098 P>051 +759
Mot. Rapida 24h 53,92 53,36 53,13 56,11 P>035 P>042 722
Mot. Rapida 72h 43,68 42,45 45,31 43,15 P>094 P>066 +9,75
Mot. Lenta 24h 16,89 14,46 14,71 1288 P>028 P>093 +5,08
Mot. Lenta 72h 22,87 25,54 23,25 23,89 P>096 P>099 +13,04
Mot. Local 24h 7,80 9,45 8,47 8,48 P>097 P>068 +1,59
Mot. Local 72h 7,97 8,26 8,10 9,30 P>019 P>053 +1,59
pH 24h 7,46 7,42 7,40 7,38 P>0,01 P>042 x0,03

pH 72h 7,31 7,34 7,28 7,28 P>0,13 P>0,59 +0,04

Acrossoma N integro  9,92% 13,57% 12,54% 12,65% P>0,17 P>0,15 +2,74%

Tabela 1: valores de todos os parametros avaliados no presente trabalho avaliou-se o efeito linear e
quadratico da dose-resposta da adicao de Noni (P<0,05).

No estudo feito por Nascimento et al. (2016), ao avaliar o pH do extrato aquoso de
Noni, o0 mesmo apresentou pH acido, de 4,12. Segundo Silva et al. (2009), o pH do fruto
diminui de acordo com sua maturagéo. Apresentando pH 5,00 quando verde, 4,91 quando
na fase intermediaria da maturacéo e 4,66 quando maduro. Podendo entéo ter afetado o
pH do sémen suino, mesmo na presenca do diluidor, o qual apresenta reagentes para a
manutencgéo do pH.

Ao avaliar os efeitos que a alteragédo do pH pode trazer ha motilidade espermatica,
o trabalho feito por Vilchez et al, 2017, mostrou que ao alcalinizar o meio, a motilidade caiu
significativamente quando comparado ao controle. Entretanto, ao acidificar o meio, nao
houve diferenca em relacdo ao controle.

Segundo Valenga & Guerra (2007) Os espermatozoides sdo sensiveis a lesées
peroxidativas devido a grande quantidade de acidos graxos polinsaturados presentes em
sua membrana. O espermatozoide suino é mais sensivel ao processo de criopreservacao
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quando comparado a espécie bovina e humana, a agressao sobre a membrana plasmatica e
outras organelas celulares, ocasionada pelo estresse oxidativo, choque térmico e formacéo
de cristais de gelo intracelulares sdo as principais causas (VALENCA & GUERRA, 2007).

Estudos recentes mostraram que o Noni possui um elevado teor de Vitamina
C e consequentemente possui atividade antioxidante, além de ser capaz de inibir a
lipoperoxidacéo a partir de 72 pg/ mL (NASCIMENTO et al, 2016). Contudo néo foi possivel
observar esta agao sobre o experimento proposto.

CONCLUSAO

Apesar de ter promovido uma reducdo da pH as 24 horas de armazenamento,
a presenca do extrato de Noni sobre o sémen refrigerado de suinos nao influenciou as
variaveis analisadas.
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