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PROPRIEDADE ANTIOXIDANTE E TOXICIDADE DA NOZ PECA E SEU EFEITO NO
SEMEN BOVINO - Resultados parciais.
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1 INTRODUCAO

As biotecnologias usadas na reproducdo animal maximizam o melhoramento genético dos
animais, bem como, viabilizam a perpetuacdo de caracteristicas zootécnicas desejaveis no plantel
(OLIVEIRA et al., 2018), contudo, sabe-se que no processo de criopreservagdo do sémen ocorre
diminuicao da motilidade espermatica, comprometimento da viabilidade acrossomal, além da reducéo
da capacidade fertilizante e da viabilidade dos espermatozoides, o que é provocado devido ao
mecanismo de peroxidacgdo lipidica, decorrente do excesso de espécies reativas ao oxigénio (ROS),
que provocam injarias a membrana plasmética dos gametas (SILVA et al., 2013).

Silva (2017) relatou que os antioxidantes sdo compostos que inibem os efeitos deletérios do
estresse oxidativo, sendo que diversos pesquisadores tém adicionado ao sémen bovino, substancias
com agdes antioxidantes objetivando melhorar a viabilidade dos diluentes de criopreservagao.

A Carya illinoensis, planta popularmente conhecida como nogueira-peca ou por seus frutos a
noz pecd, caracteriza-se por ser uma excelente fonte de acidos graxos monoinsaturados, apresenta
propriedades antioxidantes, justificada pela alta concentracdo de compostos fendlicos e taninos
(BENVEGNU, 2010). Amaral et al. (2019) relataram que muitos estudos farmacoldgicos e
fitoterapicos estdo sendo realizados com o uso da noz pecd, devido seus efeitos promissores como
agente antioxidante.

Muitos estudos vém sendo desenvolvidos com o objetivo de minimizar os efeitos nocivos da
criopreservacao do sémen, mediante a utilizacdo de crioprotetores e aditivos no sémen, como por
exemplo, 0os compostos antioxidantes, que exercem papel fundamental na reducdo dos efeitos
deletérios causados pelo estresse oxidativo (GUERRA et al., 2012).
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2 OBJETIVOS
Avaliar a propriedade antioxidante e a toxicidade do extrato da casca de noz pecd, sobre a

viabilidade do sémen bovino diluido.

3 METODOLOGIA

Esse estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — UFFS, protocolo
CEUA n° 6089171220, e esta sendo realizado no Laboratério de Reproducdo Animal - LABRA, da
SUHVU, Campus Realeza, UFFS.

Para avaliacdo das propriedades antioxidantes do extrato de noz peca, utilizou-se 0 método
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), conforme Brand-William et al. (1995). Inicialmente, foi
realizado o preparo do radical, para tanto, adicionou-se 0,1 mm - 0,03943 g do reativo DPPH
dissolvido em 10 mL de metanol a 80%, apds, foi pipetada uma aliquota de 2.700 pL. do mesmo, a
qual foi acondicionada em tubos de ensaio com 300uL do extrato de noz peca. Ademais, realizou-se
a preparacgéo das solugdes branco e controle.

As amostras foram mantidas em repouso e ao abrigo da luz, e ap6s 30 minutos e 24 horas
realizou-se as medidas de absorbancia inicial e final, respectivamente, por meio de espectrofotdmetro
a 517 nm. As medidas das amostras foram realizadas em triplicata, a fim de viabilizar possiveis erros
no momento da pipetagem das amostras.

O célculo de porcentagem de inibicdo do radical pelo extrato da casca de noz pecéd foi
realizado pela seguinte formula:

AA(%):1— (3 —2)X100/1

Sendo, AA (%) correspondente a atividade antioxidante do extrato da casca de noz pecd, 1 -
média absorbancia da solucdo controle, 2 - média da absorbancia da solucéo branco da amostrae 3 -
média da absorbancia da solucdo de DPPH com extrato da casca de noz peca.

Para a avaliacdo da viabilidade seminal, trés bovinos, em idade reprodutiva, das racas Angus,
Braford e Brahman, foram submetidos a uma coleta e avaliagdo do sémen, mediante utilizacdo de
eletroejaculador, segundo as normas e protocolos do CBRA (2013).

O sémen foi diluido em diluidor comercial (OptiXcellR, IMV Technologies), com adicdo do
extrato da casca de noz pecd. As amostras de sémen foram submetidas a analise da cinética
espermatica pelo CASA (IVOS-1IR, Hamilton Thorne), da morfologia espermética (CBRA, 2013) a
fim de averiguar possiveis graus de toxicidade do extrato de noz pecd sob a viabilidade dos

espermatozoides.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
Apos realizacdo do método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), para avaliacdo das
propriedades antioxidantes do extrato de noz pecd, obteve-se as seguintes médias de absorbancia

inicial e final, nos periodos de 30 minutos e 24 horas, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1: Média de absorbancia inicial e final do extrato da casca de noz pecd (ECNP), pelo método DPPH

(2,2-difenil-1-picrilhidrazil), nos periodos de 30 minutos e 24 horas.

SOLUCAO Absorbéancia inicial ~ Absorbancia final
(30 minutos) (24 horas)
Branco da Amostra (ECNP + Etanol) 0,469 nm 0,390 nm
Amostra (DPPH + ECNP) 0,802 nm 0,708 nm

Considerando que para a determinacao do potencial antioxidante do extrato da casca de noz
pecd, também se realizou a mensuracao da absorbancia do controle (DPPH + &gua), a qual foi de
1,603 nm. Dessa forma, com a obtencdo dos valores médios, foi possivel determinar o percentual de
atividade antioxidante do extrato da casca de noz pecd, que foi de 79,22% e 86,16% apds leitura com
30 minutos e 24 horas, respectivamente.

Oliveira (2015) relatou que o método DPPH vém sendo empregado em diferentes métodos de
determinacéo do efeito antioxidante de diferentes substancias, com variadas concentragdes e tempos
de reacdo, o que resulta em distintas medidas de absorbancia que estdo sendo relatadas. Haja vista
que, a metodologia empregada na verificacdo das propriedades antioxidantes por meio do DPPH
consiste em verificar a capacidade da substancia em sequestrar o radical DPPH, uma vez que, ap0s
reagir com um composto antioxidante, o DPPH é reduzido e seu consumo é monitorado por meio do
decréscimo da absorbancia em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 517 nm (OLIVEIRA,
BARBOSA, FLORES, 2021).

Partindo do exposto, o estudo em questdo demonstra uma reducédo da absorbancia média das
amostras contendo o radical DPPH e o extrato da casca de noz pecd, nos diferentes periodos (Tabela
1), 0 que remete a acdo antioxidante apresentada pelo extrato, o que pode ser justificado pela reducéao
da absorbancia do controle que foi de 1,603 nm para 0,802 nm e 0,708 nm, com 30 minutos e 24
horas de reacéo, respectivamente. O que elucida o consumo do DPPH pelo extrato da casca de noz
pecd, demonstrando seu efeito como agente antioxidante.

Mediante utilizagdo de diferentes concentragdes do extrato da casca de noz pecd no sémen
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bovino, observou-se a tendéncia da formagdo de precipitacoes em forma de aglomerados densos nas
amostras (Figura 1), haja vista que, a presen¢a dos mesmos era maior, conforme aumentava-se a

concentragdo do ECNP no sémen diluido.

Figura 1: Amostra de sémen bovino diluido e acrescido com extrato da casca de noz peca. Circulo:

precipitacdes na forma de aglomerados. Seta: cabeca de um espermatozoide. Fonte: Autor

Todavia, ndo foi possivel evidenciar alteragdes morfologicas e/ou sob a cinética espermatica
que indiquem efeitos toxicos do extrato aquoso da casca de noz peca sob a viabilidade dos
espermatozoides, uma vez que se observou a formacao de precipitados na lamina que inviabilizaram
essa quantificacdo. Diante desse contexto, ¢ coerente supor acerca da origem da formacdo desses
precipitados nas amostras de sémen, seja decorrente da presenga de filamentos celulares fungicos em
forma de hifas, uma vez que, de acordo com Nogara (2018), a prevaléncia de doencas de carater
fangico € alta em culturas de nozes (Carya illinoinensis).

Ademais, sugere-se a ocorréncia de interacdes do extrato aquoso da casca de noz peca com 0s
constituintes do diluente seminal, o que poderia acarretar na formacéo das precipitagdes evidenciadas
nas amostras, fazendo-se necessaria a investigacdo das possiveis interacGes entre 0s compostos,
substituindo-se o diluente empregado no estudo, por outro diluente menos enriquecido, a fim de
minimizar a reagdes de precipitagdo observada.

Dessa forma, o estudo ainda apresentara continuidade, com o intuito de determinar a causa da

formacgdo de tais precipitacdes e assim viabilizar a avaliagdo do efeito do extrato da casca de noz
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pecad, em suas diferentes concentragdes como agente antioxidante do s€émen bovino refrigerado.

5 CONCLUSAO

Conclui-se, por meio dos resultados parciais obtidos, que se faz necessario a investigacao
sobre a ocorréncia das precipitagdes nas amostras de s€émen acrescidas com extrato da casca de noz
peca, o que inviabilizou a quantificacdo da viabilidade do estudo, e assim a avaliacdo da acao do
ECNP como antioxidante em diferentes concentragdes no s€men bovino refrigerado. Ainda ¢ valido

ressaltar que a pandemia causada pelo Covid-19 prejudicou o cronograma de realizagao do projeto.
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