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RESUMO

No processo de congelagdo do sémen equino € realizada a remog¢do do plasma seminal, expondo os espermatozoides a
elevacdo nos niveis de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e ocorréncia de peroxidacdo lipidica, havendo maior
dependéncia da adicdo de antioxidantes exdgenos. Com o objetivo de aprimorar a qualidade espermadtica do sémen
criopreservado, através da prevencdo ou redugdo do processo oxidativo, diversos pesquisadores t€ém se dedicado a realizar
estudos relacionados a adi¢do de antioxidantes nos diluidores seminais. O objetivo desse trabalho foi avaliar se a adi¢do
de quercetina ao criopreservador traz melhores indices de cinética espermadtica pds-descongelacao, e avaliar os indices de
concepg¢do apds inseminacgdo artificial, verificando se ha diferenca significativa nos resultados entre os grupos tratado em
relacdo ao grupo controle. Com relacdo a cinética espermdtica a quercetina ndo trouxe efeitos benéficos em nenhum dos
quesitos avaliados pds-descongelacdo. Embora o niimero de animais gestantes tenha sido maior quando se utilizou s€men
oriundo dos grupos tratados, ndo houve diferenca estatistica.

PALAVRAS-CHAVE: criopreservacdo, reproducdo equina, garanhao.

USE OF QUERCETINE IN THE EQUINO SEMEN CRYOPRESERVATOR
ABSTRACT

In the freezing process of equine semen, seminal plasma is removed, exposing sperm to elevated levels of Reactive
Oxygen Species (EROs) and occurrence of lipid peroxidation, with greater dependence on the addition of exogenous
antioxidants. In order to improve the sperm quality of cryopreserved semen, through the prevention or reduction of the
oxidative process, several researchers have dedicated themselves to carrying out studies related to the addition of
antioxidants in the seminal extenders. The objective of this work was to evaluate whether the addition of quercetin to the
cryopreserver brings better rates of sperm kinetics after thawing, and to evaluate the conception rates after artificial
insemination, checking if there is a significant difference in the results between the treated groups in relation to the control
group. Regarding sperm kinetics, quercetin did not have any beneficial effects on any of the items evaluated after
defrosting. Although the number of pregnant animals was higher when semen from the treated groups was used, there
was no statistical difference.

KEYWORDS: cryopreservation, equine reproduction, stallion.

1. INTRODUCAO

A criopreservacdo de s€émen oferece inlimeras vantagens para a reproduc¢do equina, como:

manter o s€émen estocado por periodo indeterminado; acelerar o melhoramento genético com a
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utilizacdo de garanhdes superiores, principalmente em locais de dificil acesso; preservar
caracteristicas raciais ou linhagens que no momento ndo sejam de interesse, funcionando como banco
genético; contornar problemas com transporte de s€émen (custos elevados, transporte inadequado com
variagdes na temperatura); evitar a transmissao de doengas entre propriedades, uma vez que se elimina
a necessidade do transporte da égua e potro até o garanhdo ou vice-versa (AMANN e PICKETT,
1987).

A espécie equina apresenta grande variabilidade individual na qualidade espermaética, sendo um
dos motivos para ocorréncia deste fato, o critério de sele¢do do reprodutores, adotado pelos criadores
e associagoes, os quais levam em consideragdo principalmente a genealogia e o desempenho atlético,
deixando em segundo plano os parametros de fertilidade (UCAN et al, 2016). Vidament (2005)
constatou que 30% dos garanhdes tinham sémen com congelabilidade “boa”, 40% dos garanhdes
tiveram sémen que congelou de “forma satisfatéria” e 30% dos garanhdes tiveram sémen poés
congelamento “insatisfatorio”.

Muitos fatores podem interferir na qualidade e resisténcia do sémen de garanhdes ao
processo da criopreservagao, destacando-se principalmente os fatores genéticos relacionados a
composi¢do da membrana plasmatica, fazendo com que esta esteja mais ou menos susceptivel
aos danos provocados pelo processo (Ramires Neto et al, 2016).

A necessidade de produzir novos diluentes, ou modificacdes nos diluentes existentes no
mercado para promover melhores resultados € constante. Apesar do grande avanco na tecnologia do
s€émen e a permissdo de uso da inseminacdo artificial pela maioria das associacdes de ragas, o
procedimento ainda requer melhorias para alcangar padronizagdo (HECKENBICHLER et al, 2011;
GALLARDO BOLANOS et al, 2012).

O objetivo desse trabalho foi avaliar se a adi¢cao de quercetina ao criopreservador traz melhores
indices de cinética espermadtica pds-descongelacdo, e avaliar os indices de concepgao apods
inseminacao artificial, verificando se ha diferenca significativa nos resultados entre os grupos tratado

em relacdo ao grupo controle.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 CRIOPRESERVACAO

Embora apresente inimeras vantagens, a criopreservacdo apresenta limitacdes em vdrias racas
equinas (ALVARENGA et al, 2004). Isto porque a congelagao/descongelagdo do s€émen ocasiona
prejuizos, muitas vezes irreversiveis aos espermatozoides como perda de motilidade, alteracdes
estruturais e funcionais da membrana espermdtica e, consequentemente, diminui¢do do poder
fecundante (SANTOS et al, 2015).

Em geral, assume-se que 40-50% dos espermatozoides nao sobrevivem ao processo de
congelacdo e descongelacio (WATSON, 2000). Varios fatores foram relacionados as alteragcdes
causadas pela congelagdo como: transi¢do de fase na membrana, estresse oxidativo, apoptose e
capacitacdo, estresse mecanico nas membranas devido ao estresse osmoético e mudancas de
temperatura durante o processo de congelamento e descongelamento, que contribuem para a morte
do espermatozoide, ou para a sua vida reduzida (ORTEGA-FERRUSOLA et al, 2009).

Somente o plasma seminal ndo é capaz de proteger adequadamente os espermatozoides contra
mudangas de temperatura. Para o sémen ser estocado em baixas temperaturas € necessario que 0s
mesmos sejam acrescidos de diluidores especiais e apropriados (SOUZA et al, 2016). Diluidores
crioprotetores sdo solventes organicos utilizados com a finalidade de proteger as células e/ou tecidos
contra as injdrias causadas pela desidratacdo e resfriamento durante o processo de criopreservagao,
essas substancias sdao importantes para evitar a formagdo de gelo intracelular, reducio do estresse
osmotico por meio da reposi¢ao de 4gua necessdria para manutencdo do volume celular e a interagdo
com ions e macromoléculas (LAYEK et al, 2016).

Com o objetivo de aprimorar a qualidade espermatica do s€émen criopreservado através da
prevencdo ou reducdo do processo oxidativo, diversos pesquisadores t€m se dedicado a realizar
estudos relacionados a adicdo de antioxidantes nos diluidores seminais das diversas espécies

(CAMARA et al, 2011; SILVA et al, 2011; SILVA, et al, 2012).

2.2 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROS)

Os termos radicais livres e espécies reativas de oxigénio (EROs) sao usados no meio cientifico

para identificar os intermedidrios quimicos reativos oriundos do metabolismo do oxigénio, entre eles:
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o radical superéxido (02), o radical hidroxila (OH") e o peréxido de hidrogénio (H>0%) (MAIA e
BICUDO, 2009).

Embora as EROs tenham funcdes fisioldgicas em diferentes tipos de células, altas
concentracdes destas sdo prejudiciais as fungdes celulares, podendo danificar todos os tipos de
biomoléculas, incluindo DNA, proteinas e lipidios (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

Dentre todas as dreas sujeitas aos danos causados pelos radicais livres, a membrana celular é
uma das mais vulnerdveis, com a perda da sua integridade, ocorre 0 comprometimento de entrada e

saida de fluidos e nutrientes da célula, afetando sua funcdo (STEINER e ADDOR, 2014).

2.3 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo € caracterizado por um desequilibrio entre os fatores pré-oxidantes e
antioxidantes, em favor dos primeiros. O sistema de defesa antioxidante tem o objetivo primordial de
manter o processo oxidativo dentro dos limites fisioldgicos e passiveis de regulacao (BARBOSA et

al, 2010).

2.4 SUBSTANCIAS ANTIOXIDANTES

Substancias antioxidantes vém sendo acrescidas aos meios diluentes com o intuito de minimizar
os efeitos deletérios causados pelas EROs aos espermatozoides de vdrias espécies. Antioxidantes
retardam a velocidade de oxidacdo através da manutencdo da producdo de EROs em niveis

fisiolégicos (PUGLIESI et al, 2012).

2.5 QUERCETINA

A quercetina € um flavondide que apresenta fungdes antioxidantes, anti-inflamatdrias e anti-
carcinogénicas. E possivel encontrar tal composto em alimentos como cebola roxa, alcaparras,
pimentdo amarelo, limdo, ma¢d com casca, uva vermelha, brdcolis, cervejas em lata, entre outros,

apresentando uma quantidade varidvel em cada alimento (RESENDE, 2009).
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A quercetina possui uma estrutura considerada ideal para a reducao do estresse oxidativo, pois
possui vdrios grupos de hidroxilas e, assim, se torna mais potente que as vitaminas E e C
(BARREIROS et al, 2006).

No sémen equino, a quercetina reduz a peroxidacdo lipidica dos espermatozoides durante o
congelamento e evita sua capacitacdo prematura antes da inseminacdo artificial (MCNIVEN e

RICHARDSON, 2006).

3. METODOLOGIA

Foram realizadas seis coletas de sémen de um mesmo garanhao da raga Quarto de Milha de 13
anos de idade, localizado no municipio de Umuarama, estado do Parané — Brasil.

As coletas foram realizadas utilizando vagina artificial (modelo Botupharma, Botucatu, Sao
Paulo, Brasil), e o ejaculado filtrado para retirada da fracdo gelatinosa.

Cada ejaculado foi dividido em trés grupos:
G1: Grupo controle: o s€émen foi congelado apenas com o criopreservador convencional (Botucrio
®).
G2: Grupo Q10: junto ao criopreservador, foi adicionado 10ug de quercetina/mL do criopreservador
convencional (Botucrio ®).
G3: Grupo Q20: junto ao criopreservador, foi adicionado 20ug de quercetina/mL do criopreservador

convencional (Botucrio ®).

3.1 PROCESSAMENTO DO EJACULADO

A concentracdo espermadtica foi determinada através de contagem de células na camara de
Neubauer, na propor¢do de 10uL sémen para 190uL de dgua destilada.

O ejaculado foi diluido em meio diluente a base de leite (Botu-Sémen ® Botupharma, Botucatu,
SP, Brasil) na propor¢ado de 1:1, centrifugado a 600xG durante 10 minutos, o sobrenadante desprezado
e o “pellet” ressuspendido em diluente de congelacdo (Botu-Crio ® , Botupharma, Botucatu, Sao
Paulo, Brasil) adicionado ou ndo de quercetina, de acordo com o grupo testado.

Em cada coleta foram congeladas seis amostras (palhetas de 0,25mL contendo 20 milhdes de
espermatozdides) por grupo, posteriormente essas amostras foram avaliadas nos parametros de

cinética espermética por meio do sistema computadorizado CASA - Computer Assisted Sperm
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Analysis (Androvision MINITUBE) mensurando trés campos aleatérios. Para cada amostra foi
avaliada motilidade espermatica total (MT [%]), motilidade espermadtica progressiva (MP [%]),
percentual de espermatozoides com movimento rdpido (RAP [%]), percentual de espermatozoides
com movimento lento (LEN [%]), percentual de espermatozoides iméveis (IMO [%]),distancia
percorrida real (DCL [um)]), distancia percorrida em linha reta (DSL [um]), distancia percorrida do
tracado médio (DAP [um]), frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF [Hz]), amplitude de
deslocamento lateral da cabeca (ALH [um]).

Também foram congeladas amostras dos trés grupos para realizar inseminacgdo artificial e
avaliar a taxa de concepg¢do de acordo com o grupo utilizado. As amostras utilizadas para inseminacao
artificial foram confeccionadas em palhetas de 0,5mL contendo 100 milhdes de espermatozéides

cada.

3.2 REFRIGERACAO E CONGELACAO DAS AMOSTRAS

Ap6s envasadas, as amostras foram submetidas a refrigeracao a 5°C durante 20 minutos, através
do processo de refrigeracio passiva em recipiente para transporte de sémen (modelo Botu-Flex ®,
Botupharma, Botucatu, Sao Paulo, Brasil), em seguida foram colocadas a seis centimetros acima do
nivel do nitrogénio liquido mantido em caixa de isopor, recebendo o vapor por 20 minutos, e
subsequentemente submergidas no nitrogénio liquido e armazenadas em botijao até a utilizagc@o para

Inseminacgdo Artificial, ou anédlise de cinética espermadtica.

3.3 INSEMINACOES COM AS AMOSTRAS

Com a finalidade de verificar a eficécia in vivo, dezoito éguas foram inseminadas, sendo seis
éguas em cada grupo experimental. Utilizou-se éguas adultas, sadias que tiveram a ovulacio induzida
com horménio a base de histrelina 250pug/mL (Strelin ®) quando apresentavam foliculos tinicos, com
didmetro acima de 35mm, e edema uterino entre grau 2 ou 3 em uma escala de 0-3, paramétros
sugeridos por Ley (2006).

O acompanhamento folicular foi realizado a partir das 24 horas pds indu¢do da ovulagio, com
o intuito de avaliar a morfologia do foliculo, e apartir das 34 horas apds indugdo foi realizado

acompanhamento da ovulacdo, sendo que a partir desse periodo o acompanhamento foi realizado com
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intervalos de duas horas, para se obter uma inseminacdo mais proxima possivel do momento da
ovulagdo, como preconizado por Hunter (1990).

As inseminacdes foram realizadas no corno uterino ipsilateral ao ovario em que houve a
ovulagdo com uma palheta por égua, logo apés o momento da ovulacdo. O diagndstico de gestacao
foi realizado via transretal, com aparelho de ultrassom na freqiiéncia de 7,5 MHz aos 15 dias ap6s a

inseminagdo artificial.

3.4 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram analisados com auxilio do programa SAS (Versdao 9.0). As varidveis foram
analisadas pelo PROC MIXED, utilizando um modelo linear misto para as medidas repetidas no
tempo. As varidveis que apresentaram efeito significativo foram submetidas ao PROC LSMEANS,
com o teste de Tukey ajustado. Para andlise da taxa de concep¢do utilizou-se o Teste de Qui-

Quadrado.

4. RESULTADOS

Os resultados da cinética espermaética estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Médias + desvio padrdo da cinética espermdtica dos grupos Controle e das duas
concentracoes de Quercetina (10ug/ml e 20ug/ml).

Controle 10Q 20Q

MT (%) 38,70 £ 1,51 36,60 = 1,68 36,04 £ 1,55
MP (%) 32,09 +£ 1,52 30,28 = 1,69 30,24 + 1,56
RAP (%) 9,51 +0,48 7,83 £ 0,54 7,90 + 0,49
LEN (%) 22,43 +1,23 22,47 + 1,38 22,37 + 1,27
IMO (%) 61,30 = 1,51 63,40 = 1,68 63,96 = 1,55
DCL (um) 19,51 + 20,46 16,45 + 18,45 18,03 + 19,03
DSL (um) 8,24 +10,41° 6,26 + 8,84°¢ 7,00 +9,19%
DAP (um) 9,80 + 11,01 7,76 +9,43 8,60 +9,72
BCF (Hz) 7,93 +10,31* 6,13 +8,99¢ 6,77 +9,05°
ALH (um) 0,51 +0,42 0,47 +0,41 0,51 £0,43

*Valores com letras diferentes, na mesma linha, diferem significamente (p < 0,05).

MT: motilidade espermética total; MP: motilidade espermdtica progressiva; RAP: espermatozdides com movimento
rapido, LEN: espermatozéides com movimento lento; IMO: espermatozéides imdveis; DCL: distancia percorrida real;
DSL: distancia percorrida em linha reta; DAP: distancia percorrida do tracado médio; BCF: frequéncia de batimento
flagelar cruzado; ALH: amplitude de deslocamento lateral da cabeca.

Os resultados obtidos com as inseminagdes estdao apresentados na Tabela 2. Nao foi observada

diferenca significativa nos indices de concepcao com a adi¢do da quercetina.
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Tabela 2 — Resultados de concepcao ap6s inseminacao artificial (I.A) das éguas.

LA (n) Gestantes N3ao gestantes Indice de concepgao
Controle 6 3 3 50%
10Q 6 4 2 66,66%
20Q 6 4 2 66,66%
Total 18 11 7 61,11%

Fonte: Dados da pesquisa.

5. DISCUSSAO

Diante da variabilidade de concentra¢des de quercetina utilizadas frequentemente nas diferentes
espécies referenciadas na literatura, o presente estudo avaliou o efeito da adicao de 10ug e 20ug de
quercetina/mL de criopreservador, buscando avaliar o possivel incremento nos indices de cinética
espermatica pds-descongelacio.

Estudos tem demonstrado a eficicia do emprego de antioxidantes ao sémen, assim como seus
efeitos deletério. A justificativa parece estar relacionada a dose adicionada ao meio diluidor, que em
excesso € prejudicial e pode comprometer a amostra (SAVI et al, 2015).

O tratamento com quercetina nas duas concentragdes utilizadas nas amostras nao trouxe efeitos
benéficos em nenhum dos quesitos avaliados no CASA.

Silva et al (2012) realizaram um estudo com sémen congelado de ovinos adicionando
quercetina, no qual também ndo encontraram beneficios na cinética espermadtica utilizando a
concentragdo de 20 ug/mL de quercetina ao diluente, sugerindo que o antioxidante, nestas
concentracdoes, ndo tenha influéncia significativa sobre a cinética espermdtica na avaliacdo
imediatamente apds descongelagio.

Porém Silva et al (2016) relataram que a adicdo de 20ug de quercetina/mL ao diluente de
congela¢do equino resultou em reducdo significativa nos niveis de EROs e peroxidacao lipidica apds
descongelagdo, minimizando o estresse oxidativo sofrido pelas células.

Tironi et al (2019) relataram que o tratamento com quercetina foi capaz de melhorar
velocidades (VCL, VSL, VAP) e, como conseqiiéncia, a linearidade no esperma de touro na
concentracdo de 20 pg/mL, concluindo que a adi¢do de quercetina no diluente foi capaz de promover
efeitos benéficos para o s€men bovino.

A avaliacdo da taxa de concepgao foi estatisticamente semelhante entre os grupos avaliados

(Tabela 2), sendo superior aos indices encontrados na literatura.
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Samper et al, (2001) relataram que a fertilidade por ciclo realizando inseminacdo com sémen
congelado pode variar entre 30 a 40%, indice semelhante ao relatado por Hoffmann ez al, (2011) que
descrevem indices oscilando entre 25 e 40% quando se trabalha com s€émen congelado equino.

E sabido que as inseminagdes artificiais utilizando sémen congelado ainda resultam em menores

taxas de fertilidade, quando comparadas aos resultados com sémen a fresco ou resfriado

(ALVARENGA et al, 2016).

6. CONSIDERACOES FINAIS

A quercetina ndo trouxe efeitos benéficos na cinética espermatica do s€émen equino e nem

diferenca estatistica na taxa de concepg¢ao apds inseminagao artificial.
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