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AVALIACAO IN VITRO DO SEMEN BOVINO SUPLEMENTADO COM QUERCETINA,
ALBUMINA E PLURONIC® F-127

Resumo
A criopreservagdo faz com que reduza a viabilidade e fertilidade do espermatozoide.

Com isso, estdo surgindo novas técnicas e métodos de criopreservacdo, em que diferentes
proteinas, antioxidantes e agentes crioprotetores estdo sendo incorporados ao meio de
congelacdo para aumentar criossobrevivéncia dos espermatozoides. O objetivo desta pesquisa
foi avaliar aumento da agédo da quercetina com a adi¢do de albumina e Pluronic® F-127, por
meio da melhora da viabilidade do espermatozoide. Para isso, foi feito a coleta de sémen de 20
touros Zebuinos, pertencentes a uma Fazenda na cidade de Alto Paraiso-PR. Apds a ejaculacéo,
0 sémen foi analisado e foi selecionado 6 touros com ejaculados que tiveram dentro do padréo
minimo de 70% de motilidade progressiva, vigor 3 e no maximo 30% de alteracbes na
morfologia espermatica. Em seguida, foi congelado o sémen, sendo adicionados em diferentes
condi¢cdes de tratamentos a quercetina, Pluronic® F-127 e albumina. Ao descongelar as
amostras de sémen, elas foram imediatamente analisadas pelo Sistema Computadorizado de
Analise de Espermatozoides (CASA). Depois, foi realizado a analise estatistica por meio do
PROC MIXED do SAS (versao 9.4), utilizando também o teste de tukey (p < 0,05). Com isso,
obteve-se o resultado de que quercetina e albumina ao meio de congelacdo (TRIS-gema) do
sémen bovino altera a motilidade total apds descongelar. Entretanto, ndo houve diferenca
estatistica com o tratamento controle, sendo necessario mais estudos com a suplementacao de
quercetina e albumina, porém com maior nimero de animais e mais numero de doses, podendo
entdo apresentar diferenca estatistica. Os outros parametros avaliados pelo CASA como
motilidade progressiva (%), DCL, DAP, BCF, LIN, WOB, VSL e VAP néo indicaram diferenca

estatisticas, entre os tratamentos (p>0,05).

Palavras-chave: criopreservacdo, touros, zebuinos, antioxidante.



IN VITRO EVALUATION OF BOVINE SEMEN SUPPLEMENTED WITH QUERCETIN,
ALBUMIN AND PLURONIC® F-127

Abstract

Cryopreservation reduces sperm viability and fertility. As a result, new cryopreservation
techniques and methods are emerging, in which different proteins, antioxidants and cryoprotective agents
are being incorporated into the freezing medium to increase sperm cryosurvival. The objective of this
research was to evaluate the increase in the action of quercetin with the addition of albumin and
Pluronic® F-127, through the improvement of sperm viability. For this, semen was collected, through
the electroejaculator, from 20 Zebu bulls, belonging to a farm in the city of Alto Paraiso-PR. After
ejaculation, the semen was analyzed and 6 bulls were selected with ejaculates that had within the
minimum standard of 70% progressive motility, vigor 3 and a maximum of 30% changes in sperm
morphology. Then, the semen was frozen, and quercetin, Pluronic® F-127 and albumin were added
under different treatment conditions. Upon thawing the semen samples, they were immediately analyzed
by the Computerized Sperm Analysis System (CASA). Then, statistical analysis was performed using
PROC MIXED from SAS (version 9.4), also using the tukey test (p < 0.05). Thus, we obtained the result
that quercetin and albumin in the freezing medium (TRIS-yolk) of bovine semen alters the total motility
after thawing. However, there was no statistical difference with the control treatment, requiring further
studies with quercetin and albumin supplementation, but with a larger number of animals and more
number of doses, thus being able to present a statistical difference. The other parameters evaluated by
CASA such as progressive motility (%), DCL, DAP, BCF, LIN, WOB, VSL and VAP did not indicate
statistical difference between treatments (p>0.05).

Keywords: cryopreservation, bulls, zebu cattle, antioxidant.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O répido crescimento da populagdo mundial ocasiona significativo aumento
do consumo de alimentos, gerando preocupacdo com a producdo de proteinas de
origem animal para o suprimento desta demanda (FAO, 2017). Neste ambito, o Brasil
possui relevancia em se tratando da nutrigdo mundial, uma vez que é o quinto maior
pais em extensao territorial contendo, o maior rebanho bovino comercial do planeta,
apresentando 221,81 milhdes de cabegas (IBGE, 2018).

O numero de abates de bovinos no Brasil foi de 39,2 milhdes de cabecas em
2017, com producdo por volta de 9,71 milhdes de toneladas de carcaca, ocupando
14,4% da producdo mundial de carne (ABIEC, 2018). Entretanto, a pecuéria de corte
brasileira ainda possui baixa eficiéncia produtiva e ocupa o segundo lugar no ranking
mundial de producdo de carne, sendo os Estados Unidos em primeiro lugar, que
produzem 17,9% da carne mundial (ABIEC, 2018).

Levando-se em conta a significancia desses animais como uma importante
fonte de proteina animal, é imprescindivel o desenvolvimento e aprimoramento das
tecnologias que auxiliam o aumento da produtividade nas propriedades, aprimorando
os sistemas de criacao e a rentabilidade dos rebanhos. Como a inseminacéo artificial,
que é a biotecnologia reprodutiva mais utilizada em todo 0 mundo e 0 uso dessa técnica
traz grandes vantagens para os rebanhos, se comparada com a monta natural (LIMA
etal., 2010; LAMB e MERCADANTE, 2016; BARUSELLI et al., 2018).

O mercado nacional de inseminacao artificial comercializou por volta de 7,0
milhdes de doses de sémen em 2002. J& em 2018, foi vendido 15,4 milhdes de doses
de sémen (ASBIA, 2019), com crescimento de 220% nesse periodo, demonstrando
claramente que a inseminacdo artificial ganhou espaco no Brasil com o passar dos anos
(BARUSELLI et al., 2019).

Neste sentido, a criopreservacao € muito importante, pois colabora com a
distribuicdo do sémen a longas distancias, contribuindo, assim, para o crescimento das
tecnologias reprodutivas, como inseminacdo artificial e fertilizacéo in vitro (KUMAR
et al., 2019), viabilizando a obtencdo de animais geneticamente superiores, e também
a padronizacg&o dos rebanhos (BOZZI, et al., 2023). Ademais, 0 sémen criopreservado

possibilita um maior intervalo de tempo entre a colheita e a inseminagéo artificial

12



(CAMARA e GUERRA, 2011).

No entanto, a congelacdo do sémen ndo é um processo natural e ndo houve
adaptacéo da pressdo evolutiva a ponto de selecionar os espermatozoides que sdo mais
resistentes ao processo de congelacdo (CONDESSA et al., 2018). O espermatozoide
possui sensibilidade a criopreservacdo, uma vez que passa por varias formas de
estresse, como: fisico, quimico, osmotico e oxidativo, o que compromete a qualidade
do espermatozoide e da fertilidade (EZZATI et al., 2020; AMIDI et al., 2016).

Os espermatozoides sdo expostos a inimeros fatores prejudiciais durante esse
processo de criopreservacao, como desequilibrio iénico, acidose celular, ativacdo das
protéases, transicdo de fase da membrana, privacdo de energia, desestabilizacdo do
citoesqueleto, e sintese de espécies reativas de nitrogénio (RNS) e de espécies reativas
de oxigénio (EROs) (UPADHYAY et al., 2021).

Por isso, a utilizacdo de diluentes sdo importantes, uma vez que a funcéo dele
é proteger do choque térmico na congelacao e descongelacdo. Os meios diluentes séo
compostos por agucares, crioprotetores, tampdes e antibioticos, para que seja fornecida
nutricdo, protecdo contra o frio, manutencao do pH e inibicdo bacteriana (GRAHAM,
1995).

1.1 Espécies Reativas de Oxigénios (EROs)

As espécies reativas de oxigénio (EROs), fazem parte de processos vitais dos
espermatozoides sob concentracbes fisiologicas, como maturacdo, capacitacao,
hiperativacdo espermatica, reacdo acrossomal e fusdo espermatozoide-o0cito
(SAALU, 2010).

Entretanto, a criopreservagdo faz com que ocorra a producdo em excesso de
EROs, podendo danificar o sistema intracelular de defesa antioxidante do
espermatozoide, que é fragil, por causa da escassez de citoplasma. Com isso, torna-se
mais suscetivel ao estresse oxidativo, ja que as EROs interagem com os lipideos, com
as proteinas da membrana, com o DNA mitocondrial e nuclear, fazendo com que haja
uma reducdo da motilidade, da viabilidade dos espermatozoides e da taxa de
fecundacdo (TONIOLLI et al., 2017).

As principais EROs notaveis resultantes do metabolismo espermatico séo o
perdxido de hidrogénio (H202), o radical superdxido (O27) e o radical hidroxil (OH)
(VENDITTI et al, 2013; LENZI et al, 2000; MAIA et al, 2009).
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1.1.1 Peridxido de hidrogénio
O H202 ¢ produzido quando duas moléculas de O2™ reagem com dois H+,
esta reacdo pode acontecer espontaneamente ou catalisada por acdo da enzima
superoxido dismutase (SOD), habitualmente presente nas células dos mamiferos.
(VENDITTI et al, 2013; TURRENS, 2003; LAMBERT et al, 2004) (Figura 1).

20,"+ 2H* == H,0, + 0,

Figura 1. Formacdo do perdxido de hidrogénio (H202) a partir da reacdo entre dois
ions superdoxido (O27) e dois protons de hidrogénio (H+) (Fonte: SILVA, 2016).

O H202 oriundo por dismutagdo do O2°, por apresentar estabilidade em sua
estrutura, ndo é considerado exatamente um radical livre. No entanto, é precursor na
formacéo de uma potente ERO, 0 OH. Ademais, 0 H202 apresenta meia-vida longa e
capacidade de se difundir por meio das membranas biologicas (FORD, 2004;
TURRENS, 2003; GRIVEAU et al, 1997; BARREIROS et al, 2006).

1.1.2 Radical superédxido (O27)

O O27 ¢ um radical livre formado a partir da reagdo entre um elétron livre e
uma molécula de O2, que é gerado principalmente durante a cadeia respiratoria
mitocondrial e, também, € o precursor da maioria das EROs, como demonstrado na
Figura 2 (VENDITTI et al, 2013, TURRENS, 2003).

0, * 2, =0y

(elétron)

Figura 2. Reacdo entre uma molécula de oxigénio (O2) e elétron livre promovendo a
formagao do radical superoxido (O27) (Fonte: SILVA, 2016).

A maior parte do O2" ¢ produzido dentro da matriz mitocondrial, este radical

livre ndo consegue atravessar as membranas lipidicas e tem vida curta sendo
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imediatamente convertido, por acdo enzimatica, a H202 (MAIA et al., 2009; LENAZ,
2001; NOGUEIRA et al., 2013).

1.1.3 Radical hidroxil (OH")

O OH" é apresentado como um dos mais potentes agentes oxidantes, que é
capaz de atravessar membranas e reagir com varias moléculas, como lipideos
insaturados das membranas e DNA. Ele é oriundo a partir do H202 e a estrutura é
constituida por um atomo de hidrogénio ligado a um adtomo de oxigénio, onde um dos
elétrons do O2 encontra-se desemparelhado (PRYOR et al., 1986; PASTOR et al.,
2000; TURRENS, 2003).

O H20- é apontado como um dos mais potentes agentes oxidantes, que possui
capacidade de atravessar membranas e reagir com moléculas, tais como lipideos
insaturados das membranas e DNA. Este € sintetizado a partir do H202 e sua estrutura
é formada por um atomo de hidrogénio ligado a um atomo de oxigénio, onde um dos
elétrons do O2 encontra-se desemparelhado (TURRENS, 2003). Este radical € oriundo
da reacdo de reacdo de Haber-Weiss (Figura 3) (FORD, 2004; GRIVEAU et al., 1997).

{chelran)

H,0, + 0,” = OH'+ OH™ + O,

Figura 3. Uma molécula de H202 recepta um elétron proveniente do 027,
denominada de Reacdo de Haber-Weiss (Fonte: SILVA, 2016).

As novas descobertas sobre os efeitos da criopreservacdo de espermatozoides,
resultaram no desenvolvimento de técnicas e métodos de criopreservacao, em que
diferentes proteinas, antioxidantes e agentes crioprotetores estdo sendo incorporados
ao meio de congelacdo para aumentar a criossobrevivéncia dos espermatozoides
(HEZAVEHEI et al., 2018).

1.2 Quercetina



A quercetina (3, 5, 7, 3’-4’-pentahidroxiflavona) é comumente encontrada em
vegetais, gréos, frutas, flores, chas (GARGOURI et al., 2011). Ela é conhecida por ser
uma excelente agente com qualidades terapéuticas tais como, antineoplasica,
antiarritmica, antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatéria e antioxidante (KELLY,
2011). Além do mais, possui a capacidade de se ligar a substdncias tais como,
transportadores de hormoénios, enzimas, proteinas e DNA (ALRAWAIQ e
ABDULLAH, 2014).

Ela é um flavonoide do grupo dos compostos polifendlicos, considerada
como um antioxidante natural ndo enzimatico (LIU et al., 2010). Os antioxidantes nao
enzimaticos sdo substancias de baixo peso molecular que agem como removedores
dos agentes causadores dos danos oxidativos ou como reparadores da lesdo ja
estabelecida. Estes sdo de origem natural, normalmente oriunda de vegetais, ou de
origem sintética (ANDRADE et al., 2010).

Dentre os flavonoides, a quercetina se sobressai por ter maior bioatividade
que os outros, a exemplo da rutina. Ela é insoltivel em éter e outros solventes apolares.
Por isso, sua dissolucdo quando, em po, é realizada na presenca de bases (GARGOURI
etal., 2011).

As qualidades antioxidante e antirradicalar estdo diretamente ligadas a
estrutura molecular, que sdo alteradas de acordo com a adicdo e a posicdo de
determinados grupos funcionais. Quanto maior a quantidade de hidroxilas livres,

maior sera a atividade antirradicalar ou redutora do flavonoide (SA, 2013).

1.2.1 Acdo da quercetina

A quercetina apresenta trés importantes elementos estruturais que estdo
ligados com sua acdo antioxidante. Um deles é a existéncia do grupo catecol, causador
da formacdo de radicais fenoxil, estaveis apos a doacdo de hidrogénio; uma dupla
ligacdo entre os carbonos, que estdo em conjugacdo como o grupo 4-carbonil,
permitindo a saida a elétron do radical fenoxil; um grupamento 3-OH combinado com
uma dupla ligacdo entre carbonos, resultando na estabiliza¢éo dos elétrons que foram
reorganizados na molécula (SILVA e GUERRA, 2012).
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Figura 4. Estrutura molecular da quercetina (SILVA, 2016)

O mecanismo de agdo da quercetina acontece em trés etapas distintas: na
interacdo com fons superdxido; na formacdo de radicais hidroxila, por quelar ions
ferro; e na peroxidacdo lipidica, por reagir com radicais de peroxido de lipidios
(AFANASEV et al., 1989).

Figura 5. Representacdo esquematica da acdo da quercetina estabilizando os radicais
superoxido (O27) ou radical hidroxil (OH") (Fonte: SILVA, 2016).

1.2.2 Estudos sobre os efeitos da quercetina

A quercetina tem atraido bastante atencdo de pesquisadores por suas
propriedades antioxidantes, bioldgicas e farmacologicas (MALEKIA et al., 2019;
MUTHA et al., 2021).

A quercetina apresenta efeitos benéficos nos parametros espermaticos
(motilidade progressiva, viabilidade, anormalidade, integridade da membrana, dano a
cromatina, apoptose e ultra-estrutura) e, também, possui capacidade antioxidante total
e a peroxidacdo lipidica no plasma seminal pds-descongelacdo (SOBEH et al., 2017).

Uma pesquisa feita por Silva (2016) apontou que a incluséo da quercetina ao



diluente, possibilita as células espermaticas maior resisténcia aos danos oxidativos,
quando submetidas a uma situacdo de elevado estresse, visto que contribui para
diminuir a concentracdo das EROs e ocorréncia de peroxidacao lipidica.

Outro estudo executado por Tironi et al (2019), concluiu que a adi¢do da
quercetina no diluente seminal, levou ao aumento na velocidade do espermatozoide e,
quando comparado ao grupo controle, o0s espermatozoides mantiveram taxa

metabolica mais alta, apds o processo de descongelagao.

1.3 Albumina

Devido a sua natureza fenolica, os flavonoides sdo bastante polar, mas pouco
solavel em &gua e sua absorcdo pode ser escassa (VAN ACKER et al., 1996;
NAMAKA, 2008). No entanto, uma serie de investigacdes bioquimicas e bioldgicas
moleculares revelaram que as proteinas, como a albumina, sdo frequentemente “alvos”
para flavonoides terapeuticamente ativos de origem natural e sintética, ou seja, tem a
facilidade de se ligarem melhorando a absorcdo, sendo a quercetina um exemplar
(LAMSON et al., 2000).

1.4 Pluronic® F-127

Pluronic é um dos nomes comerciais dos Poloxamers, copolimeros tribloco
com estrutura “ABA” onde dois blocos de poli-0xido de etileno estdo divididos por
um bloco de poli-Oxido de propileno (BATRAKOVA et al., 2009).

Copolimeros em bloco com carater anfifilico formam micelas, que tem a
habilidade de se combinar com o farmaco e otimizar a solubilidade, a estabilidade, a
permeabilidade, controlar a liberacdo e proteger o farmaco (KABANOV et al., 2002;
ALIABADI e LAVASANIFAR, 2006; MUELLEN et al., 2009).

A letra que aparece antes da humeracdo apresenta o estado fisico em que o
Pluronic é comercializado, em forma liquida (L), forma de pasta (P) e em forma de
flocos (F). Enquanto os nimeros séo indicativos da composicao estrutural do Pluronic,
sendo que os dois primeiros digitos mostram informacéo sobre a massa molecular da
porcdo hidrofébica (PPO) do Pluronic, e a fracdo hidrofilica (PEO) que compbe a
estrutura pode ser encontrada pela multiplicagdo do ultimo digito por 10 (KABANOV
et al., 2002).



Tal automontagem em solucdo aquosa permite ao Pluronic uma estrutura
formada por uma coroa hidrofilica (grupos PEO) e um o nlcleo composto pelos grupos
hidrofobicos (PPO). A proposta de mecanismos de reducdo das nanoparticulas por
meio do Pluronic é dado exatamente nesta estrutura, ja que de acordo com a literatura
a formacéo de nanoparticulas por meio do Pluronic pode seguir trés etapas com papéis
diferentes para cada fracdo da cadeia. Na primeira etapa, os ions de metal sdo
reduzidos por contribuicdo dos grupos hidrofilicos. Depois disso, 0s nucleos
sintetizados sofrem a adsorcdo do polimero em sua superficie por acdo dos grupos
hidrofébicos. Em uma terceira e uUltima etapa, as nanoparticulas sdo favorecidas,
estabilizadas e tem seu crescimento determinado pela dimenséo de cadeia do grupo
hidrofébico (ALEXANDRIDIS e TSIANOU, 2011).
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Figura 6. Estrutura da micela do Pluronic durante o processo de formacéo das
nanoparticulas (fonte: KHULLAR et al., 2010).

Como a quercetina é considerada lipofilica (NEMETH e PISKULA, 2007), a
caracteristica interessante do Pluronic, neste caso, € a automontagem em estruturas
similares a micelas, quando é atingida uma concentracdo limite, conhecida como
concentracdo micelar critica (CMC), que é diferente para cada Pluronic que depende
do balanco lipofilico e hidrofilico da cadeia. No caso do Pluronic® F-127, a
nomenclatura indica que ele se apresenta na forma de floco e 70% da sua estrutura é
composta pelo monémero hidrofilico e o restante hidrofébico (ALEXANDRIDIS e
TSIANOU., 2011).
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Levando-se em conta a fungdo da quercetina, o objetivo do trabalho foi
avaliar se a adicdo da albumina e do Pluronic® F-127 nas solugOes de diferentes
tratamentos, leva ao aumento da acdo da quercetina na viabilidade dos

espermatozoides criopreservados.

2. HIPOTESES

A quercetina traz beneficios para a viabilidade dos espermatozoides. Assim a adi¢ao
de albumina e Pluronic® F-127 aumenta a biodisponibilidade da quercetina, quando

utilizados como veiculos.

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar aumento da acé@o da quercetina com a adi¢do de albumina e Pluronic® F-

127, por meio da melhora da viabilidade do espermatozoide.

3.2 Objetivos Especificos

- Suplementar o sémen com as solugdes de quercetina, albumina e Pluronic® F-
127 juntamente com o diluente convencional para congelar o sémen de bovino.

- Avaliacdo da viabilidade e alteracdes espermaticas nas diferentes condicdes de

tratamentos.

4. JUSTIFICATIVA

Este estudo teve por finalidade avaliar o efeito da quercetina com adicdo de
albumina e Pluronic® F-127, uma vez que a quercetina € utilizada devido a acéo
antioxidante que possui. Com isso, com a suplementacdo da albumina e Pluronic® F-

127 otimizaria a acdo da quercetina.

5. MATERIAL E METODOS
5.1 Coleta de sémen

Foram coletados sémen de vinte touros, pertencentes a uma Fazenda na cidade



de Alto Paraiso, Parana, Brasil. Apdés a ejaculacdo, o sémen foi analisado no
microscopio, os ejaculados que obtiveram padrdo de no minimo 70% de motilidade
progressiva, vigor 3 e no méaximo 30% de alteracfes na morfologia espermatica, estes
foram selecionados.

Os bovinos que obtiveram o padrdo minimo para a sele¢do, foram seis touros
Zebuinos. Estes animais estavam em atividade sexual, a pasto e com faixa etaria média
de seis anos. A coleta de sémen foi feita por meio do eletroejaculador, foi coletado
uma dose por touro e seguiu a recomendacdo do Colégio Brasileiro de Reproducao
Animal CBRA (2013).

5.2 Congelacéo e descongelacdo do sémen

O ejaculado de cada animal foi dividido em cinco tratamentos, sendo o
Tratamento 0, o controle; Tratamento 1, a quercetina; Tratamento 2, a quercetina e
albumina; Tratamento 3, a quercetina e Pluronic® F-127; Tratamento 4, a quercetina,
albumina e Pluronic® F-127. Sendo assim, totalizando 180 palhetas.

O ejaculado de cada touro foi diluido em TRIS-gema (HAFEZ, 1995), e
divididos em cinco tratamentos, sendo envasados seis palhetas por tratamento, com
concentragdo ajustada para 10 milhdes de espermatozoides (CBRA, 2013)

As palhetas foram refrigeradas em temperatura de 5°C durante 4 horas, e entao
colocadas no vapor de nitrogénio, durante cinco minutos, sob curva de resfriamento
de 0,47°C/min, quando foram mergulhadas em nitrogénio liquido -196°C, e
acondicionadas no botijdo de sémen.

Para a descongelacédo do sémen, colocou-se as palhetas em banho-mariaa 38°C
por 50 segundos (BITTENCOURT, 2009). Onde o conteido da palheta foi colocado
no eppendorf na temperatura de 36°C por 30 segundos. Depois disso, foi feito a analise
espermatica, com auxilio de um equipamento de Sistema Computadorizado de Analise
de Espermatozoides (HAMILTON TORNE IVOS Il), para verificacdo da cinética

espermatica.

5.3 Sistema Computadorizado de Andlise de Espermatozoides (CASA)
A andlise computadorizada foi realizada no Laboratério de Reproducédo
Animal- LABRA, da Universidade Federal da Fronteira Sul- UFFS, Campus Realeza,
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com a utilizacdo do sistema automatizado Computer Assisted Semen Analysis
(CASA) para avaliac@es seminais pos-descongelacdo (HAMILTON THORNE IVOS
I1), que visualiza, digitaliza e analisa imagens de espermatozoides sucessivas,
fornecendo assim informacfes precisas e significativas sobre a cinética celular
individual, bem como valores resumidos da populagéo global.

Para a analise, amostra de sémen descongelada foi imediatamente analisada,
apos diluicdo em em 100uL de citrato de s6dio e 250uL do contetido da palheta. Depois
disso foi pipetado 3 pL dessa diluigdo e colocado em cada uma lamina especifica para
avaliacdo no CASA (LEJA®).

Uma camara de leitura de cada lamina foi usada, e trés campos distintos de
cada amostra foram automaticamente registrados e avaliados através do microscopio
e sistema do CASA.

Os seguintes parametros foram avaliados: motilidade total (%), motilidade
progressiva (%), velocidade curvilinea, (VCL; um/ s), velocidade em linha reta (VSL;
um-s — 1), velocidade média do caminho (VAP; um- s — 1), distancia curvilinea (DCL;
um), distancia reta (DSL; pum), distancia média percorrida (DAP;um), amplitude de
deslocamento lateral da cabeca (ALH; um), frequéncia de batimento cruzado(BCF; Hz)
, oscilacdo (WOB; [VAP / VCL] x 100) e linearidade (LIN; [VSL / VCL] x 100).

Os dados foram analisados utilizando o PROC MIXED do SAS (versdo 9.4,
SAS Institute Inc., Cary, NC), utilizando também o Teste de Tukey, com significancia
de p<0,05.

6. RESULTADOS
A tabela 1 apresenta os valores médias, seguidos pelo erro padrdo, dos

parametros espermaticos avaliados nos diferentes tratamentos.

Tabela 1. Parametros da cinética espermatica (média * erro padrdo) no sémen de

touros submetidos a diferentes tratamentos.

Parametros Tratamentos
0 1 2 3 4
Motilidade 11,05+ 1,64 8,13+ 1,654 12,91+ 1,53 11,17+ 1,604 7,90+ 1,582
total (%)
Motilidade 4,55+ 0,82 4,41+ 0,84 5,78+ 0,76 5,47+ 0,81 3,75+ 0,76

progressiva(%)
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DCL (mm) 45,06 +3,81  4566+3,93 43,64+393 47,01 +3,81 40,49 + 3,75
DSL (mm) 17,02+1,91 18,51 +1,97 17,73+ 1,83 18,72+ 191 16,61+ 1,88
DAP (mm) 2433 42,05 24,86+2,12 2425+196 2567+205 22,72 +2,02

VCL (mm-s™) 114,60+ 6,59 129,63+ 6,80 130,09+ 6,31 134,75+ 6,59 119,63+ 6,49

VSL (mm-s™) 53,08+3,15  5535£325  57,80+3,02 58.83+3,15  54,59+3,10

VAP (mm's™) 74,5143,60  75,74+3,72  79,23+345  78,54£3,60  75,65+3,55
BCF (Hz) 3320+2,10  34,92+216 30,35+201 31,84+210 34,63 +2,07
ALH (mm) 10,47 £0,43 1028 +0,45 10,04+0,42 9,80 +043 10,48 + 0,43

LIN 64,58+3,90  70,24+4,02  75,03£3,73  76,23£3,90 69,93+ 3,84
(VSL/VCL)

WOB 58,99+ 1,58 57,49+ 1,63  61,40+1,51 58,05+ 1,58 60,05+ 1,56
(VAP/VCL)

Valores seguidos por letras diferentes, diferem-se (p<0,05).

Observou-se que a motilidade total (%), apresentou diferenca entre o
tratamento 2, tratamento 1 e tratamento 4, sendo o tratamento 2 (quercetina e
albumina) o que apresentou melhor resultado (p<0,05). No entanto, em relacdo ao
parametro da motilidade total (%), ndo teve diferenca estatistica entre o tratamento O
(controle) e tratamento 2. Em relacdo aos outros parametros, motilidade progressiva
(%), DCL, DAP, BCF, LIN, WOB, VSL e VAP ndo indicaram diferenca estatisticas,

entre os tratamentos (p>0,05).

7. DISCUSSAO

A motilidade espermatica € um dos principais parametros utilizados antes e
apos a congelacdo do sémen, para avaliar tanto a qualidade, quanto a capacidade de
fertilizacdo do espermatozoide (SIMONIK et al., 2015). Com isso, pode-se visualizar
a importancia gque teve a suplementacao de quercetina e aloumina, uma vez que esse
parametro apresentou diferenca estatistica.

Os outros parametros avaliados pelo Sistema Computadorizado de Analise de
Espermatozoides (CASA) - como a velocidade curvilinea (VCL), velocidade em linha
reta (VSL), velocidade média do caminho (VAP), distancia curvilinea (DCL), distancia
reta (DSL), distancia média percorrida (DAP), amplitude de deslocamento lateral da
cabeca (ALH), frequéncia de batimento cruzado(BCF), oscilacdo (WOB) e linearidade
(LIN), motilidade progressiva (%) - ndo apresentaram valores de diferenca
significativa, demonstrando assim que os tratamentos testes foram tao eficazes quanto

ao diluente convencional (TRIS-gema).



Reis et al. (2023), relataram que, embora os achados sejam significativamente
0s mesmos, o fato do padrdo seminal dos animais utilizados serem bons, mascara os
resultados, que provavelmente teriam uma agéo melhor, se o sémen analisado fosse de
baixo desempenho na criopreservagdo, oferecendo um desafio maior para o
antioxidante testado. Isto justifica o fato da maioria dos pardmetros ndo terem
diferenca estatistica entre si, uma vez que a qualidade seminal avaliada foi de étima
qualidade.

Segundo o estudo realizado por Tironi et al. (2019), relataram que ao adicionar
quercetina ao diluente seminal antes da congelacdo, observou-se uma melhor
qualidade dos espermatozoides que se manifesta com o gameta masculino mais
rapidos, podendo aumentar as taxas de fertilizacdo. Sendo que a capacidade de
fertilizacdo do espermatozoide pode ser avaliada por varios parametros,
principalmente o VCL. Na referente pesquisa, todas as velocidades avaliadas pelo
programa CASA aumentaram na condi¢do em que tinha a quercetina, incluindo VCL,
demonstrando a importancia na suplementacdo em diluente seminal bovino.
Entretanto, na presente pesquisa, os parametros como VCL, VAP e VSL néo tiveram
diferenga estatistica.

Os dois grupos de pesquisadores, Tironi et al. (2019) e Reis et al. (2023),
afirmaram que a suplementacéo de quercetina no diluente seminal melhora a LIN, no
entanto o Tratamento 1 (quercetina) ndo apresentou ter qualidade superior em
comparagdo com os demais tratamentos testados.

A albumina é encontrada no plasma seminal, sendo importante por ter acdo de
antioxidante ndo enzimatico (AGARWAL et al., 2008) e, também, tem facilidade de
se ligarem com flavondides, como a quercetina (LAMSON et al.,, 2000).
Correlacionando com o resultado obtido pelo presente estudo, ja que em relacdo a
motilidade total, o tratamento 2, que continha quercetina e albumina, teve um melhor
resultado.

Shirky et al., (2020) utilizou Pluronic® F-127 pra formar micelas e assim
liberar o farmaco hidrofobico lentamente, visando reduzir os efeitos colaterais. Até o
momento, ndo ha relato deste coopolimero utilizado para a criopreservacao do sémen
bovino, mas devido a caracteristica hidrofébica da quercetina, foi avaliado se o

Pluronic® F-127 melhoraria a distribuicdo deste antioxidante, entretanto ndo houve
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diferenca estatistica Tratamento 3 e 4, que continha este coopolimero.

8. CONCLUSAO

A adicgéo de quercetina e albumina ao meio de congelacdo (TRIS-gema) do
sémen bovino altera a motilidade total apds descongelar. Entretanto, ndo houve
diferenca estatistica com o tratamento controle, sendo necessario mais estudos com a

suplementacéo de quercetina e albumina.
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AVALIACAO IN VITRO DO SEMEN BOVINO SUPLEMENTADO COM
QUERCETINA, ALBUMINA E PLURONIC® F-127

RESUMO

A criopreservacéo faz com que reduza a viabilidade e fertilidade do espermatozoide.
Com isso, estdo surgindo novas técnicas e métodos para aumentar a
criossobrevivéncia dos espermatozoides. O objetivo desta pesquisa foi avaliar
aumento da acdo da quercetina com a adicdo de albumina e Pluronic® F-127, por
meio da melhora da viabilidade do espermatozoide. Para isso, foi feito a coleta de
sémen de 20 touros Zebuinos, pertencentes a uma Fazenda na cidade de Alto
Paraiso-PR. Apos a ejaculacéo, o sémen foi analisado e foi selecionado 6 touros com
ejaculados que tiveram dentro do padrdo minimo de qualidade. Em seguida, foi
congelado o sémen, sendo adicionados em diferentes condi¢cdes de tratamentos a
qguercetina, Pluronic® F-127 e albumina. As amostras de sémen descongeladas,
foram imediatamente analisadas pelo Sistema Computadorizado de Analise de
Espermatozoides (CASA). Depois, foi realizado a analise estatistica, por meio do
PROC MIXED do SAS (versao 9.4), utilizando também o teste de tukey (p < 0,05).
Com isso, obteve-se o resultado de que quercetina e albumina ao meio de congelacao
(TRIS-gema) do sémen bovino altera a motilidade total apds descongelar. Entretanto,
nao houve diferenca estatistica com o tratamento controle, sendo necessario mais
estudos com a suplementacdo de quercetina e albumina. Os outros parametros
avaliados pelo CASA como motilidade progressiva (%), DCL, DAP, BCF, LIN, WOB,

VSL e VAP ndo indicaram diferenca estatisticas, entre os tratamentos (p>0,05).

Palavras-chave: criopreservacéo, touros, zebuinos, antioxidante.
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1 INTRODUCAO

O rapido crescimento da populacdo mundial ocasiona significativo aumento do
consumo de alimentos, gerando preocupac¢do com a produc¢éo de proteinas de origem
animal para o suprimento desta demanda (FAO, 2017). Neste ambito, o Brasil possui
relevancia em se tratando da nutricdo mundial, uma vez que é o quinto maior pais em
extensdo territorial contendo, o maior rebanho bovino comercial do planeta,
apresentando 221,81 milhdes de cabegas (IBGE, 2018).

O numero de abates de bovinos no Brasil foi de 39,2 milhGes de cabecas em
2017, com producéo por volta de 9,71 milhdes de toneladas de carcaca, ocupando
14,4% da producao mundial de carne (ABIEC, 2018). Entretanto, a pecuéria de corte
brasileira ainda possui baixa eficiéncia produtiva e ocupa o segundo lugar no ranking
mundial de producdo de carne, sendo os Estados Unidos em primeiro lugar, que
produzem 17,9% da carne mundial (ABIEC, 2018).

Levando-se em conta a significancia desses animais como uma importante
fonte de proteina animal, € imprescindivel o desenvolvimento e aprimoramento das
tecnologias que auxiliam o aumento da produtividade nas propriedades, aprimorando
0s sistemas de criacdo e a rentabilidade dos rebanhos. Como a inseminacéo artificial,
gue € a biotecnologia reprodutiva mais utilizada em todo o mundo e o uso dessa
técnica traz grandes vantagens para os rebanhos, se comparada com a monta natural
(LIMA et al., 2010; LAMB e MERCADANTE, 2016; BARUSELLI et al., 2018).

O mercado nacional de inseminacao artificial comercializou por volta de 7,0
milhdes de doses de sémen em 2002. Ja em 2018, foi vendido 15,4 milhdes de doses
de sémen (ASBIA, 2019), com crescimento de 220% nesse periodo, demonstrando
claramente que a inseminacéo artificial ganhou espaco no Brasil com o passar dos
anos (BARUSELLI et al., 2019).

Neste sentido, a criopreservacdo é muito importante, pois colabora com a
distribuicdo do sémen a longas distancias, contribuindo, assim, para o crescimento
das tecnologias reprodutivas, como inseminacdo artificial e fertilizacdo in vitro
(KUMAR et al., 2019), viabilizando a obtencdo de animais geneticamente superiores,
e também a padronizacdo dos rebanhos (BOZZI, et al., 2023). Ademais, 0 sémen
criopreservado possibilita um maior intervalo de tempo entre a colheita e a
inseminacao artificial (CAMARA e GUERRA, 2011).
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No entanto, a congelacdo do sémen ndo é um processo natural e ndo houve
adaptacdo da presséo evolutiva a ponto de selecionar os espermatozoides que sao
mais resistentes ao processo de congelagdo (CONDESSA et al., 2018). O
espermatozoide possui sensibilidade a criopreservacdo, uma vez que passa por Varias
formas de estresse, como: fisico, quimico, osmético e oxidativo, o que compromete a
gualidade do espermatozoide e da fertilidade (EZZATI et al., 2020; AMIDI et al., 2016).

Os espermatozoides sdo expostos a inumeros fatores prejudiciais durante esse

processo de criopreservacao, como desequilibrio idnico, acidose celular, ativacdo das
protéases, transicao de fase da membrana, privacao de energia, desestabilizacdo do
citoesqueleto, e sintese de espécies reativas de nitrogénio (RNS) e de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (UPADHYAY et al., 2021).
Por isso, a utilizacdo de diluentes sdo importantes, uma vez que a funcéao dele é
proteger do choque térmico na congelacao e descongelacédo. Os meios diluentes séao
compostos por agucares, crioprotetores, tampdes e antibidticos, para que seja
fornecida nutricdo, protecdo contra o frio, manutencédo do pH e inibicdo bacteriana
(GRAHAM, 1995).

1.1 Espécies Reativas de Oxigénios (EROS)

As espécies reativas de oxigénio (EROs), fazem parte de processos vitais dos
espermatozoides sob concentracdes fisiolégicas, como maturacdo, capacitacao,
hiperativacdo espermatica, reacdo acrossomal e fusdo espermatozoide-odécito
(SAALU, 2010).

Entretanto, a criopreservacao faz com que ocorra a producao em excesso de
EROs, podendo danificar o sistema intracelular de defesa antioxidante do
espermatozoide, que é fragil, por causa da escassez de citoplasma. Com isso, torna-
se mais suscetivel ao estresse oxidativo, ja que as EROs interagem com os lipideos,
com as proteinas da membrana, com o DNA mitocondrial e nuclear, fazendo com que
haja uma reducédo da motilidade, da viabilidade dos espermatozoides e da taxa de
fecundacéo (TONIOLLI et al., 2017).

As principais EROs notaveis resultantes do metabolismo espermatico sdo o
peroxido de hidrogénio (H202), o radical superoxido (O27) e o radical hidroxil (OH)
(VENDITTI et al, 2013; LENZI et al, 2000; MAIA et al, 2009).
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1.1.1 Perioxido de hidrogénio

O H202 é produzido quando duas moléculas de O2™ reagem com dois H+, esta
reacdo pode acontecer espontaneamente ou catalisada por agdo da enzima
superoxido dismutase (SOD), habitualmente presente nas células dos mamiferos.
(VENDITTI et al, 2013; TURRENS, 2003; LAMBERT et al, 2004) (Figura 1).

Figura 1. Formacao do peroxido de hidrogénio (H202) a partir da reacao entre dois ions superéxido

(O27) e dois prétons de hidrogénio (H+).

Fonte: SILVA, 2016.

O H202 oriundo por dismutagcao do O27, por apresentar estabilidade em sua
estrutura, ndo é considerado exatamente um radical livre. No entanto, é precursor na
formacao de uma potente ERO, o OH. Ademais, o0 H202 apresenta meia-vida longa e
capacidade de se difundir por meio das membranas bioldgicas (FORD, 2004;
TURRENS, 2003; GRIVEAU et al, 1997; BARREIROS et al, 2006).

1.1.2 Radical superoxido (027)

O 02" é um radical livre formado a partir da reagao entre um elétron livre e uma
molécula de 02, que € gerado principalmente durante a cadeia respiratoria
mitocondrial e, também, € o precursor da maioria das EROs, como demonstrado na
Figura 2 (VENDITTI et al, 2013, TURRENS, 2003).

Figura 2. Reacado entre uma molécula de oxigénio (O2) e elétron livre promovendo a formac&o do

radical superdxido (027).

0,* 2, =0y

(elétron)

Fonte: SILVA, 2016.
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A maior parte do O2" é produzido dentro da matriz mitocondrial, este radical
livre ndo consegue atravessar as membranas lipidicas e tem vida curta sendo
imediatamente convertido, por acdo enzimatica, a H202 (MAIA et al., 2009; LENAZ,
2001; NOGUEIRA et al., 2013).

1.1.3 Radical hidroxil (OH-)

O OH- é apresentado como um dos mais potentes agentes oxidantes, que é
capaz de atravessar membranas e reagir com varias moléculas, como lipideos
insaturados das membranas e DNA. Ele é oriundo a partir do H202 e a estrutura é
constituida por um atomo de hidrogénio ligado a um atomo de oxigénio, onde um dos
elétrons do O2 encontra-se desemparelhado (PRYOR et al., 1986; PASTOR et al.,
2000; TURRENS, 2003).

O H202 é apontado como um dos mais potentes agentes oxidantes, que possui
capacidade de atravessar membranas e reagir com moléculas, tais como lipideos
insaturados das membranas e DNA. Este é sintetizado a partir do H202 e sua
estrutura € formada por um atomo de hidrogénio ligado a um atomo de oxigénio, onde
um dos elétrons do O2 encontra-se desemparelhado (TURRENS, 2003). Este radical
€ oriundo da reacéo de reacdo de Haber-Weiss (Figura 3) (FORD, 2004; GRIVEAU et
al., 1997).

Figura 3. Uma molécula de H202 recepta um elétron proveniente do 027, denominada de Reagao de

Haber-Weiss.

{(edelran)

H,0, + 0,” = OH'+ OH™ + O,

Fonte: SILVA, 2016.

As novas descobertas sobre os efeitos da criopreservacdo de
espermatozoides, resultaram no desenvolvimento de técnicas e métodos de

criopreservacgdo, em que diferentes proteinas, antioxidantes e agentes crioprotetores
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estao sendo incorporados ao meio de congelagcéo para aumentar a criossobrevivéncia
dos espermatozoides (HEZAVEHEI et al., 2018).

1.2 Quercetina

A quercetina (3, 5, 7, 3’-4’-pentahidroxiflavona) € comumente encontrada em
vegetais, graos, frutas, flores, chas (GARGOURI et al., 2011). Ela € conhecida por ser
uma excelente agente com qualidades terapéuticas tais como, antineoplasica,
antiarritmica, antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatéria e antioxidante (KELLY, 2011).
Além do mais, possui a capacidade de se ligar a substancias tais como,
transportadores de hormdnios, enzimas, proteinas e DNA (ALRAWAIQ e ABDULLAH,
2014).

Ela € um flavonoide do grupo dos compostos polifendlicos, considerada como
um antioxidante natural ndo enzimatico (LIU et al., 2010). Os antioxidantes nao
enzimaticos sdo substancias de baixo peso molecular que agem como removedores
dos agentes causadores dos danos oxidativos ou como reparadores da lesdo ja
estabelecida. Estes sdo de origem natural, normalmente oriunda de vegetais, ou de
origem sintética (ANDRADE et al., 2010).

Dentre os flavonoides, a quercetina se sobressai por ter maior bioatividade que
0s outros, a exemplo da rutina. Ela é insolivel em éter e outros solventes apolares.
Por isso, sua dissolucdo quando, em pd, é realizada na presenca de bases
(GARGOURI et al., 2011).

As qualidades antioxidante e antirradicalar estdo diretamente ligadas a
estrutura molecular, que sdo alteradas de acordo com a adicdo e a posicdo de
determinados grupos funcionais. Quanto maior a quantidade de hidroxilas livres, maior

sera a atividade antirradicalar ou redutora do flavonoide (SA, 2013).

1.2.1 Acdao da quercetina

A quercetina apresenta trés importantes elementos estruturais que estao
ligados com sua acdo antioxidante. Um deles é a existéncia do grupo catecol,
causador da formacao de radicais fenoxil, estaveis apos a doac¢éo de hidrogénio; uma
dupla ligagéo entre os carbonos, que estdo em conjugac¢ao como o grupo 4-carbonil,

permitindo a saida a elétron do radical fenoxil; um grupamento 3-OH combinado com
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uma dupla ligacao entre carbonos, resultando na estabilizacao dos elétrons que foram
reorganizados na molécula (SILVA e GUERRA, 2012).

Figura 4. Estrutura molecular da quercetina.

OH O

Fonte: SILVA, 2016.

O mecanismo de acdo da quercetina acontece em trés etapas distintas: na
interacdo com ions superoéxido; na formacdo de radicais hidroxila, por quelar ions
ferro; e na peroxidacao lipidica, por reagir com radicais de peroxido de lipidios
(AFANAS'EV et al., 1989).

Figura 5. Representacdo esquemética da acdo da quercetina estabilizando os radicais superéxido
(O027) ou radical hidroxil (OH-).
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Fonte: SILVA, 2016.

1.2.2 Estudos sobre os efeitos da quercetina

A quercetina tem atraido bastante atencdo de pesquisadores por suas
propriedades antioxidantes, biologicas e farmacoldgicas (MALEKIA et al., 2019;
MUTHA et al., 2021).
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A quercetina apresenta efeitos benéficos nos parametros espermaticos
(motilidade progressiva, viabilidade, anormalidade, integridade da membrana, dano a
cromatina, apoptose e ultra-estrutura) e, também, possui capacidade antioxidante total
e a peroxidacao lipidica no plasma seminal pés-descongelacédo (SOBEH et al., 2017).

Uma pesquisa feita por Silva (2016) apontou que a inclusdo da quercetina ao
diluente, possibilita as células esperméaticas maior resisténcia aos danos oxidativos,
guando submetidas a uma situacdo de elevado estresse, visto que contribui para
diminuir a concentracao das EROs e ocorréncia de peroxidacao lipidica.

Outro estudo executado por Tironi et al (2019), concluiu que a adicdo da
guercetina no diluente seminal, levou ao aumento na velocidade do espermatozoide
e, quando comparado ao grupo controle, os espermatozoides mantiveram taxa

metabdlica mais alta, apos o processo de descongelacéo.

1.3 Albumina

Devido a sua natureza fendlica, os flavonoides sdo bastante polar, mas pouco
soluvel em agua e sua absorcdo pode ser escassa (VAN ACKER et al.,, 1996;
NAMAKA, 2008). No entanto, uma série de investigacdes bioquimicas e bioldgicas
moleculares revelaram que as proteinas, como a albumina, sdo frequentemente
“alvos” para flavonoides terapeuticamente ativos de origem natural e sintética, ou seja,
tem a facilidade de se ligarem melhorando a absorcéo, sendo a quercetina um
exemplar (LAMSON et al., 2000).

1.4 Pluronic® F-127

Pluronic é um dos nomes comerciais dos Poloxamers, copolimeros tribloco com
estrutura “ABA” onde dois blocos de poli-6xido de etileno estdo divididos por um bloco
de poli-6xido de propileno (BATRAKOVA et al., 2009).

Copolimeros em bloco com carater anfifilico formam micelas, que tem a
habilidade de se combinar com o farmaco e otimizar a solubilidade, a estabilidade, a
permeabilidade, controlar a liberacdo e proteger o farmaco (KABANOV et al., 2002;
ALIABADI e LAVASANIFAR, 2006; MUELLEN et al., 2009).

A letra que aparece antes da numeragéo apresenta o estado fisico em que o

Pluronic é comercializado, em forma liquida (L), forma de pasta (P) e em forma de
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flocos (F). Enquanto os numeros sé&o indicativos da composi¢éo estrutural do Pluronic,
sendo que os dois primeiros digitos mostram informac&o sobre a massa molecular da
porcdo hidrofébica (PPO) do Pluronic, e a fragdo hidrofilica (PEO) que compbe a
estrutura pode ser encontrada pela multiplicacdo do ultimo digito por 10 (KABANOV
et al., 2002).

Tal automontagem em solucdo aquosa permite ao Pluronic uma estrutura
formada por uma coroa hidrofilica (grupos PEO) e um o nlcleo composto pelos grupos
hidrofébicos (PPO). A proposta de mecanismos de reducdo das nanoparticulas por
meio do Pluronic € dado exatamente nesta estrutura, ja que de acordo com a literatura
a formacdo de nanoparticulas por meio do Pluronic pode seguir trés etapas com
papéis diferentes para cada fracdo da cadeia. Na primeira etapa, os ions de metal sdo
reduzidos por contribuicdo dos grupos hidrofilicos. Depois disso, 0s nucleos
sintetizados sofrem a adsorcéo do polimero em sua superficie por agdo dos grupos
hidrofébicos. Em uma terceira e Ultima etapa, as nanoparticulas sao favorecidas,
estabilizadas e tem seu crescimento determinado pela dimensao de cadeia do grupo
hidrofobico (ALEXANDRIDIS e TSIANOU, 2011).

Figura 6. Estrutura da micela do Pluronic durante o processo de formacao das nanoparticulas.
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Fonte: KHULLAR et al., 2010.

Como a quercetina é considerada lipofilica (NEMETH e PISKULA, 2007), a
caracteristica interessante do Pluronic, neste caso, € a automontagem em estruturas
similares a micelas, quando é atingida uma concentracdo limite, conhecida como

concentracdo micelar critica (CMC), que é diferente para cada Pluronic que depende
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do balanco lipofilico e hidrofilico da cadeia. No caso do Pluronic® F-127, a
nomenclatura indica que ele se apresenta na forma de floco e 70% da sua estrutura é
composta pelo monémero hidrofilico e o restante hidrofébico (ALEXANDRIDIS e
TSIANOU., 2011).

Levando-se em conta a funcao da quercetina, o objetivo do trabalho foi avaliar
se a adicéo da albumina e do Pluronic® F-127 nas soluc¢des de diferentes tratamentos,
leva ao aumento da acdo da quercetina na viabilidade dos espermatozoides

criopreservados.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta de sémen

Foram coletados sémen de vinte touros, pertencentes a uma Fazenda na
cidade de Alto Paraiso, Parand, Brasil. ApOs a ejaculacédo, o sémen foi analisado no
microscopio, os ejaculados que obtiveram padrdo de no minimo 70% de motilidade
progressiva, vigor 3 e no maximo 30% de alteracdes na morfologia espermatica, estes
foram selecionados.

Os bovinos que obtiveram o padrdo minimo para a selecao, foram seis touros
Zebuinos. Estes animais estavam em atividade sexual, a pasto e com faixa etaria
média de seis anos. A coleta de sémen foi feita por meio do eletroejaculador, foi
coletado uma dose por touro e seguiu a recomendacédo do Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal CBRA (2013).

2.2 Congelacéo e descongelacéo do sémen

O ejaculado de cada animal foi dividido em cinco tratamentos, sendo o
Tratamento 0, o controle; Tratamento 1, a quercetina; Tratamento 2, a quercetina e
albumina; Tratamento 3, a quercetina e Pluronic® F-127; Tratamento 4, a quercetina,
albumina e Pluronic® F-127. Sendo assim, totalizando 180 palhetas.

O ejaculado de cada touro foi diluido em TRIS-gema (HAFEZ, 1995), e divididos
em cinco tratamentos, sendo envasados seis palhetas por tratamento, com
concentragao ajustada para 10 milhdes de espermatozoides (CBRA, 2013).

As palhetas foram refrigeradas em temperatura de 5°C durante 4 horas, e entédo

colocadas no vapor de nitrogénio, durante cinco minutos, sob curva de resfriamento
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de 0,47°C/min, quando foram mergulhadas em nitrogénio liquido -196°C, e
acondicionadas no botijao de sémen.

Para a descongelagdo do sémen, colocou-se as palhetas em banho-maria a
38°C por 50 segundos (BITTENCOURT, 2009). Onde o conteudo da palheta foi
colocado no eppendorf na temperatura de 36°C por 30 segundos. Depois disso, foi
feito a analise espermatica, com auxilio de um equipamento de Sistema
Computadorizado de Andlise de Espermatozoides (HAMILTON TORNE IVOS I1), para

verificacdo da cinética espermética.

2.3 Sistema Computadorizado de Anélise de Espermatozoides (CASA)

A analise computadorizada foi realizada no Laboratério de Reprodugéo Animal-
LABRA, da Universidade Federal da Fronteira Sul- UFFS, Campus Realeza, com a
utilizacdo do sistema automatizado Computer Assisted Semen Analysis (CASA) para
avaliacbes seminais pos-descongelacdo (HAMILTON THORNE IVOS 1), que
visualiza, digitaliza e analisa imagens de espermatozoides sucessivas, fornecendo
assim informacdes precisas e significativas sobre a cinética celular individual, bem
como valores resumidos da populacéo global.

Para a analise, amostra de sémen descongelada foi imediatamente analisada,
apos diluicdo em em 100uL de citrato de sédio e 250uL do conteudo da palheta.
Depois disso foi pipetado 3 pL dessa diluicdo e colocado em cada uma lamina
especifica para avaliacdo no CASA (LEJA®).

Uma céamara de leitura de cada lamina foi usada, e trés campos distintos de
cada amostra foram automaticamente registrados e avaliados através do microscépio
e sistema do CASA.

Os seguintes parametros foram avaliados: motilidade total (%), motilidade
progressiva (%), velocidade curvilinea, (VCL; pm/ s), velocidade em linha reta (VSL;
pm-s — 1), velocidade média do caminho (VAP; ym- s — 1), distancia curvilinea (DCL;
pMm), distancia reta (DSL; ym), distdncia média percorrida (DAP; uym), amplitude de
deslocamento lateral da cabecga (ALH; um), frequéncia de batimento cruzado (BCF;
Hz) , oscilacdo (WOB; [VAP / VCL] x 100) e linearidade (LIN; [VSL / VCL] x 100).



42

Os dados foram analisados utilizando o PROC MIXED do SAS (verséo 9.4, SAS
Institute Inc., Cary, NC), utilizando também o Teste de Tukey, com significancia de
p=<0,05.

3 RESULTADOS
A tabela 1 apresenta os valores médias, seguidos pelo erro padrédo, dos

parametros espermaticos avaliados nos diferentes tratamentos.

Tabela 1. Parametros da cinética espermatica (média + erro padrédo) no sémen de touros submetidos

a diferentes tratamentos.

Parametros Tratamentos
0 1 2 3 4
Motilidade 11,05+ 1,69 8,13+ 1,654 12,91+1,53*¢ 11,17+1,60¢ 7,90+ 1,58
total (%)
Motilidade 4,55+ 0,82 4,41+ 0,84 5,78+ 0,76 5,47+ 0,81 3,75+ 0,76
progressiva(%)
DCL (mm) 45,06 £ 3,81 45,66 +3,93 43,64+393 47,01+3,81 40,49+3,75
DSL (mm) 17,02+£1,91 18,51+1,97 17,73+1,83 18,72+ 1,91 16,61+ 1,88
DAP (mm) 24,33 £ 2,05 2486+2,12 24,25+196 25,67+2,05 22,722,002
VCL (mm-s™) 114,60+ 6,59 129,63+ 6,80 130,09+6,31 134,75+6,59 119,63+6,49
VSL (mm-+s™) 53,98+ 3,15 55,35+ 3,25 57,80+ 3,02 58,83+ 3,15 54,59+ 3,10
VAP (mm-s™) 74,51+ 3,60 75,74+ 3,72 79,23+ 3,45 78,54+ 3,60 75,65+ 3,55
BCF (Hz) 33,29+2,10 3492+2,16 30,35+2,01 31,84+2,10 34,63+2,07
ALH (mm) 10,47 £ 0,43 10,28+ 0,45 10,04+0,42 9,80+0,43 10,48 £ 0,43
LIN (VSL/VCL) 64,58+ 3,90 70,24+ 4,02 75,03+ 3,73 76,23+ 3,90 69,93+ 3,84
WOB 58,99+ 1,58 57,49+ 1,63 61,40+ 1,51 58,05+ 1,58 60,05+ 1,56
(VAP/VCL)

Valores seguidos por letras diferentes, diferem-se (p<0,05). Fonte: O autor.

Observou-se que a motilidade total (%), apresentou diferenca entre o

tratamento 2, tratamento 1 e tratamento 4, sendo o tratamento 2 (quercetina e

albumina) o que apresentou melhor resultado (p<0,05). No entanto, em relagdo ao

parametro da motilidade total (%), ndo teve diferenca estatistica entre o tratamento O

(controle) e tratamento 2. Em relagdo aos outros parametros, motilidade progressiva
(%), DCL, DAP, BCF, LIN, WOB, VSL e VAP néo indicaram diferenca estatisticas,

entre os tratamentos (p>0,05).

4 DISCUSSAO
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A motilidade espermatica € um dos principais parametros utilizados antes e
apos a congelacdo do sémen, para avaliar tanto a qualidade, quanto a capacidade de
fertilizacdo do espermatozoide (SIMONIK et al., 2015). Com isso, pode-se visualizar
a importancia que teve a suplementacao de quercetina e albumina, uma vez que esse
parametro apresentou diferenca estatistica.

Os outros parametros avaliados pelo Sistema Computadorizado de Analise de
Espermatozoides (CASA) - como a velocidade curvilinea (VCL), velocidade em linha
reta (VSL), velocidade média do caminho (VAP), distancia curvilinea (DCL), distancia
reta (DSL), distancia média percorrida (DAP), amplitude de deslocamento lateral da
cabeca (ALH), frequéncia de batimento cruzado (BCF), oscilagdo (WOB) e linearidade
(LIN), motilidade progressiva (%) - n&o apresentaram valores de diferenca
significativa, demonstrando assim que os tratamentos testes foram tdo eficazes
guanto ao diluente convencional (TRIS-gema).

Reis et al. (2023), relataram que, embora os achados sejam significativamente
0S mesmos, o fato do padrdo seminal dos animais utilizados serem bons, mascara 0s
resultados, que provavelmente teriam uma acdo melhor, se o sémen analisado fosse
de baixo desempenho na criopreservacdo, oferecendo um desafio maior para o
antioxidante testado. Isto justifica o fato da maioria dos parametros nao terem
diferenca estatistica entre si, uma vez que a qualidade seminal avaliada foi de 6tima
gualidade.

Segundo o estudo realizado por Tironi et al. (2019), relataram que ao adicionar
guercetina ao diluente seminal antes da congelacdo, observou-se uma melhor
gualidade dos espermatozoides que se manifesta com o gameta masculino mais
rapidos, podendo aumentar as taxas de fertilizacdo. Sendo que a capacidade de
fertilizacdo do espermatozoide pode ser avaliada por varios parametros,
principalmente o VCL. Na referente pesquisa, todas as velocidades avaliadas pelo
programa CASA aumentaram na condi¢cdo em que tinha a quercetina, incluindo VCL,
demonstrando a importancia na suplementacdo em diluente seminal bovino.
Entretanto, na presente pesquisa, os parametros como VCL, VAP e VSL nao tiveram
diferenca estatistica.

Os dois grupos de pesquisadores, Tironi et al. (2019) e Reis et al. (2023),

afirmaram que a suplementacdo de quercetina, no diluente seminal, melhora a LIN,
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no entanto o Tratamento 1 (quercetina) ndo apresentou ter qualidade superior em
comparacao com os demais tratamentos testados.

A albumina é encontrada no plasma seminal, sendo importante por ter acao de
antioxidante ndo enzimatico (AGARWAL et al., 2008) e, também, tem facilidade de se
ligarem com flavonoides, como a quercetina (LAMSON et al., 2000). Correlacionando
com o resultado obtido pelo presente estudo, ja que em relagdo a motilidade total, o
tratamento 2, que continha quercetina e albumina, teve um melhor resultado.

Shirky et al., (2020) utilizou Pluronic® F-127 pra formar micelas e assim liberar
o farmaco hidrofébico lentamente, visando reduzir os efeitos colaterais. Até o
momento, ndo ha relato deste coopolimero utilizado para a criopreservacéo do sémen
bovino, mas devido a caracteristica hidrofébica da quercetina, foi avaliado se o
Pluronic® F-127 melhoraria a distribuicdo deste antioxidante, entretanto ndo houve
diferenca estatistica Tratamento 3 e 4, que continha este coopolimero.

5 CONCLUSAO

A adicdo de quercetina e albumina ao meio de congelacdo (TRIS-gema) do
sémen bovino altera a motilidade total apdés descongelar. Entretanto, ndo houve
diferenca estatistica com o tratamento controle, sendo necessario mais estudos com

a suplementacao de quercetina e albumina.
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