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RESUMO

Os espermatozoides séao células haploides, composto por acrossoma, cabeca, peca
intermediéaria e flagelo, tem a finalidade de transferir o material genético masculino.
Sao formados dentro dos tubulos seminiferos dos testiculos, apds o processo de
espermatogénese e sdo liberados gradativamente dos tubulos seminiferos para os
tubulos retos onde chegam ao epididimo, adquirem mobilidade propria e capacidade
fecundante. A criopreservacdo tem como objetivo, suspender o metabolismo
espermatico com o intuito de manter as suas caracteristicas por tempo
indeterminado, se mantidos em nitrogénio liquido, para depois serem utilizados na
inseminacao artificial. No entanto, a exposicdo dos espermatozoides ao frio é um
processo prejudicial as células, no qual se torna necessario a adicdo de
crioprotetores, para a manutencdo da integridade e funcionalidade da membrana.
Uma das injurias causadas pela criopreservacdo € peroxidacao lipidica, causada
pelas ROS. Os espermatozoides sdo altamente susceptiveis a acdo das ROS, pois
sua membrana € rica em acidos graxo poli-insaturados, o que vem influenciado a
busca por possiveis antioxidantes que possam ser adicionados aos diluentes de
congelacéo dos espermatozoides. O flavonoide quercetina € conhecido pelo seu alto
poder antioxidante e quelacdo de metais, e h& relatos na literatura de efeitos
benéficos na criopreservacdo de sémen. Considerando estudos anteriores que
utilizaram a quercetina na criopreservacao esse projeto teve como objetivo avaliar o
efeito protetor da quercetina em espermatozoides epididimarios submetidos a
refrigeracdo a 5°C. Foram adicionados a concentracao de 0, 10uM, 15uM e 25uM de
guercetina em espermatozoides diluidos em Tris-gema e foram avaliados nos
tempos de Oh, 24h e 48h pés-refrigeracao. Os resultados observados nesse trabalho
mostraram que a adicdo de quercetina ndo apresentou diferenca significativa
(p<0,05) nos grupos com 0, 10uM e 15uM, mas a concentracdo de 25uM diminuiu
de forma gradual a motilidade e vigor dos espermatozoides com o passar do tempo
de refrigeracdo. Ja em relacdo a integridade e funcionalidade membrana, ndo houve
diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos com e sem adicdo da quercetina.
Assim, pode-se concluir que a adicdo da quercetina a célula espermatica ndo
apresenta efeitos sobre a integridade e funcionalidade da membrana plasmatica e
altas concentracdes deste flavonoide reduz a motilidade e vigor de espermatozoides
bovinos epididimarios submetidos a refrigeracdo. Ainda, estudos sobre possiveis
solventes para a quercetina e seu efeito toxico sobre a célula espermética devem
ser realizados.

PALAVRAS-CHAVE: Flavonoides, refrigeracdo, sémen.



ABSTRACT

The sperm are haploid cells, composed of acrosome, head, intermediate piece and
scourge, has the purpose of transferring genetic material. Are formed within the
seminiferous tubules of the testicles, after the process of spermatogenesis and are
released gradually of the seminiferous tubules to the straight tubules where they
reache the epididymis, acquire fecundating capacity and mobility. The
cryopreservation aims, suspend the sperm metabolism in order to maintain their
characteristics for an indefinite period, if kept in liquid nitrogen for later use in artificial
insemination. However, sperm exposure to cold is a harmful process cells, in which it
is necessary to add cryoprotectants, to maintain the integrity and functionality of the
membrane. One of the injuries caused by cryopreservation is lipid peroxidation
caused by ROS. The sperm are highly susceptible to the action of the ROS because
its membrane is rich in polyunsaturated fatty acids, which influenced the quest for
possible antioxidants that can be added to solvents of freezing sperm. The flavonoid
quercetin is known by your high antioxidant power and chelation of metals, and there
are reports in the literature of beneficial effects on semen cryopreservation. Whereas
previous studies that used the quercetin in cryopreservation this project aimed to
evaluate the protective effect of quercetin on sperm epididimarios subjected to 5°c
cooling. Added the concentration of 0, 10 uM, 15 uM and 25 pM quercetin on sperm
diluted in Tris-gem and were assessed at the time of Oh, 24h and 48h post cooling.
The results observed in this work have shown that the addition of quercetin showed
no significant difference (p < 0.05) in groups with 0, 10 uM, 15 pM, but the
concentration of 25 uM decreased gradually motility and force the sperm over time.
Already in relation to membrane integrity and functionality, there was no significant
difference (p < 0.05) between the groups with and without quercetin. Thus, we can
conclude that the addition of quercetin to sperm cell does not have effects on the
integrity and functionality of the plasma membrane and high concentrations of this
flavonoid reduces motility and vigor of sperm epididimarios bovine animals submitted
to refrigeration. Still, studies on potential solvents for quercetin and your toxic effect
on the sperm cell must be performed.

KEYWORDS: Flavonoids, cooled, semen.
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1 INTRODUCAO

Os espermatozoides sao células altamente especializadas, com capacidade
de fertilizar e transferir o material genético masculino. Sua estrutura é envolvida por
uma membrana, e dividida em quatro compartimentos: acrossoma, cabeca, peca
intermediaria e flagelo, onde cada estrutura possui um papel fundamental para o

funcionamento da célula espermatica e a fertilizacdo (SILVA, 2016).

A inseminacédo artificial € uma biotécnica muito utilizada pelos produtores,
pois apresenta diversas vantagens, como por exemplo: reducao da transmissao de
doencas pela monta natural, utilizacdo de sémen de touros de alto valor genético,
melhoramento do rebanho em menor tempo com menor custo e utilizacdo de sémen

de touros que estédo impossibilitados de realizarem a monta (SILVA et al., 2013).

Com os avancos na tecnologia de reproducdo animal, tem aumentado
significativamente a utilizacdo do sémen criopreservado na inseminacéo artificial. A
criopreservacao rompe a barreira tempo-espaco pela manutencéo da viabilidade dos
espermatozoides, permitindo assim o transporte e o armazenamento do material
genético (SILVA; GUERRA, 2012).

No entanto, devido a acéo do frio, 0 processo de criopreservacéo, seja por
refrigeracdo ou congelacdo, é um fendmeno prejudicial as células, resultando na
diminuicao da viabilidade decorrente da producdo excessiva de espécies reativas de
oxigénio (ROS), o que consequentemente reduz a integridade estrutural e funcional
da célula espermatica, diminuindo as taxas de concepcao apOs a inseminacao
artificial (BANDAY et al., 2017).

No plasma seminal, encontramos diversos antioxidantes que sé&o
responsaveis pela protecdo dos espermatozoides contra as ROS, porém, durante o
processo de criopreservacao ocorre um desequilibrio entre a geracédo de ROS e a
atividade antioxidante, o que consequentemente, pode prejudicar a viabilidade,
motilidade, potencial mitocondrial e elevar os niveis de apoptoses e danos no DNA
nuclear e mitocondrial das células (TREVIZAN, 2013).

Devido a conhecida acéo prejudicial das ROS aos espermatozoides, varios
estudos estdo sendo feitos para identificar antioxidantes que possam ser

1



adicionados aos diluentes de congelagdo dos espermatozoides (SILVA; GUERRA,
2012). A quercetina (3,5,7,3,4'- pentahidroxiflavona) é um tipo de flavonoide
geralmente encontrado nas frutas, chas e vinhos, e é conhecido pelo seu excelente

poder antioxidante e capacidade de quelacdo de metais (TVRDA et al., 2016).

Como ja se sabe que a criopreservacdo causa diversas injurias causadas
pelas ROS, e que a quercetina é o flavonoide com maior poder sequestrador de
radicais livres, a perspectiva deste trabalho € que a quercetina possa exercer um
efeito protetor aos espermatozoides epididimarios bovino submetidos ao processo

de resfriamento a 5 °C.



2 APARELHO REPRODUTOR E CELULA ESPERMATICA

O aparelho reprodutor masculino € composto por diversos 0rgaos que
possuem a capacidade de produzir espermatozoides e libera-los no aparelho
reprodutor da fémea. S&o compostos por dois testiculos, dois epididimos, dois
ductos deferentes, glandulas sexuais acessérias e 0 pénis. O testiculo é o 6rgao
responsavel pela producédo de espermatozoides e do hormdnio sexual masculino, a
testosterona e outros hormdnios como progesterona, estrégeno e colesterol
(MARQUES FILHO, 2006).

Os espermatozoides sao células haploides, composto por nucleo, acrossoma
e varias mitocondrias num arranjo helicoidal posicionadas na parte anterior do
flagelo. Sdo células de exiguo citoplasma e outras organelas, mas possui Varios
compartimentos celulares, membranas e outras estruturas subcelulares. Seu DNA é
condensado de maneira que impede a expressdo de genes, impossibilitando a

realizacdo de auto reparo a algum dano sofrido (CANDEIAS, 2010).

Espermatozoides sdo formados dentro dos tubulos seminiferos dos testiculos,
como resultado final do processo de espermatogénese, com a divisdo e
transformacdo das células-tronco germinativas (CELEGHINI, 2005). Quando
completam o desenvolvimento, sdo estruturas alongadas, formados por duas regides
altamente especializadas: a cabeca e a cauda (ou flagelo), ligados entre si por uma
peca de conexdo, chamada colo (ARAUJO, 2010).

7z

A espermatogénese, de maneira geral, € um processo ciclico, onde o0s
gondcitos nos tdbulos seminiferos, se multiplicam e diferenciam-se em
espermatogbnias, na qual sofre meiose e forma os espermatdcitos primarios e
esperméatides arredondadas que se diferenciam em espermatozoides (AGUIAR et
al., 2006).

Em bovinos, a espermatogénese tem duragdo média de 60 dias, e é dividida
em 3 etapas: 1- Espermatocitogénese: onde ocorre a divisdo mitética de células
germinativas para producdo de células tronco germinativas e espermatocitos
primarios; 2- Meiose: duplicagdo dos cromossomos para recombinacdo e

segregacdo do material genético; 3- Espermiogénese: onde as espermatides sofrem



alteracbes na morfologia e se diferenciam em espermatozoides (ARRUDA et al.,
2015).

O processo de espermatogénese, depende da atividade funcional das células
de Sertoli, dos niveis de esteroides, gonadotrofinas e fatores de crescimento. A
multiplicacéo, meiose e diferenciagédo das células germinativas esta relacionado com
as alteracdes morfologicas e expressao génica nas células de Sertoli e Leydig, na
qual, sdo reguladas pela secrecdo das gonadotrofinas horménio luteinizante (LH) e
horménio foliculo estimulante (FSH), que sao liberados pela adenohipdfise,

localizada lateralmente a neurohipofise (AGUIAR et al., 2006).

Os espermatozoides criados a partir da diferenciacdo das espermatides ndo
possuem capacidade fecundante, e entdo, séo liberados gradativamente dos tubulos
seminiferos para os tubulos retos, e chegam ao epididimo, local onde adquirem
mobilidade prépria e capacidade de fecundacdo como resultado do processo de
maturacdo. Os espermatozoides considerados maduros sao transportados e
armazenados na cauda do epididimo (ARRUDA et al., 2015).

Na cabeca do espermatozoide esta contido o DNA (acido
desoxirribonucleico), o acrossoma, e algumas estruturas do citoesqueleto e do
citoplasma (CELEGHINI, 2005). O acrossoma € uma vesicula de dupla camada, que
armazena em seu interior enzimas hidroliticas, como a acrosina e a hialuronidase,
gue sao fundamentais para a penetracao do espermatozoide no odcito (PENITENTE
FILHO, 2010).

Segundo Araujo (2010), o colo se localiza dentro de uma depressao na area
posterior da cabeca, ligando-a a peca intermediaria. A cauda do espermatozoide é a
unidade responsavel pelo movimento da célula, na qual é dividida em peca

intermediéria principal e peca terminal (SILVA, 2016).

De acordo com Silva (2016), a porcao principal possui uma bainha fibrosa que
envolve nove fibras densas, nove pares de microtubulos periféricos conectados por
dineinas e um par central de microtubulos, onde as dineinas utilizam a energia
gerada pela hidrélise da adenosina trifosfato (ATP) nas mitocéndrias pela

metabolizacdo de substratos de glicose, para deslocar os microtubulos, assim,



movimentando a cauda. A porcdo terminal é composta apenas pelos pares de
microtUbulos e dineinas. As mitocéndrias estdo situadas exclusivamente na peca

intermediaria (Figura 1).

Figura 1 Estrutura do espermatozoide
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Fonte: Adaptado de Silva (2016).

A célula espermatica é revestida por uma membrana plasmatica (MP),
composta por camadas lipidicas e proteicas, onde os lipideos estdo divididos em
trés classes principais: fosfolipidios, colesterol, glicolipidios, sendo os fosfolipidios
encontrados em maiores concentracdes (SILVA, 2013). As moléculas de
fosfolipidios se agrupam umas as outras e influenciam a fluidez da membrana. A
quantidade de colesterol também influencia diretamente a fluidez, pois torna a
bicamada menos fluida (ARAUJO, 2010).

No modelo mosaico fluido, os fosfolipidios estdo dispostos de forma que, as
regides nao polares das moléculas lipidicas de cada camada interajam entre si na
parte interior da bicamada, e as regifes polares, interajam com a fase aquosa na
face externa da membrana. A maioria das interacdes entre os lipideos e proteinas é
nao-covalente, permitindo que os componentes possam se mover lateralmente no
plano da membrana (PENITENTE FILHO, 2010).



As cadeias de acidos graxo dos fosfolipidios sdo altamente poli-insaturadas,
com isso, quando sdo submetidos a reducédo de temperatura se agrupam de forma
cbnica, com as extremidades hidrofobicas externas e as hidrofilicas internas,
formando a estrutura micela invertida, na qual deve ser transitoria durante a
mudanca da fase fluida para a cristalina, mas, em certos fosfolipidios esta estrutura
permanece (BORGES, 2008). Essas alteragcbes podem afetar a estabilidade da
membrana, possibilitando uma permeabilidade excessiva ou ruptura da membrana,
na qual resultaria em perda da homeostase com posterior morte celular, afetando
negativamente a fertilidade (ARAUJO, 2010).

Para Silva (2016), a membrana plasméatica é a principal responsavel pela
preservacdo da homeostase celular e de suas organelas, sendo uma condi¢céo
crucial para a sobrevivéncia e manutencdo da capacidade fertilizante dos
espermatozoides, e a sua integridade funcional essencial para os processos de
capacitacdo, reacao acrossémica e adesao ao odcito.

2.1 Capacitacéo e reagcdo acrossdmica

A capacitacdo espermatica € um processo fundamental para que ocorra a
fertilizacdo e acontece de forma gradual, durante a passagem dos espermatozoides
em diferentes compartimentos do trato genital feminino (PENITENTE FILHO, 2010).
O processo de capacitacdo se inicia através da remocdo do colesterol dos
espermatozoides pela albumina, resultando em maior fluidez da membrana,
principalmente pelo aumento de fosfatidilcolina e pela desestabilizacdo da
membrana. Outras alteracfes também ocorrem: nas glicosaminoglicanas, maior
influxo de célcio, e ativacdo da adenilatociclase, convertendo ATP (Adenosina
trifosfato) em AMP ciclico que ativa a PKA e fosforila a tirosina (BORGES, 2008).

O processo de capacitacdo termina com um processo de exocitose,
denominado de reacdo acrossomal, na qual, acontece a liberacdo de enzimas
hidroliticas, com a finalidade de habilitar os espermatozoides para a penetragdo na
zona pelldcida. A reacdo acrossomal engloba véarias fusbes da membrana do
acrossoma com a membrana espermatica, resultando na liberacdo do conteudo

acrossomal através dos canais de membrana (PENITENTE FILHO, 2010).



3 CRIOPRESERVACAO

A tecnologia de criopreservacédo de sémen vem sendo estudada e aprimorada
ha cerca de 50 anos, com a confirmacéo de que o uso do glicerol como crioprotetor
penetrante permitia o congelamento e armazenamento dos espermatozoides por
longos periodos (MELO, 2003). De acordo com Pesch e Hoffmann (2007), a
criopreservacdo de sémen € uma técnica de grande importancia para a reproducéo
animal, visando a suspensdo do metabolismo espermatico, mantendo as suas

caracteristicas por longo periodo quando mantidos em nitrogénio liquido.

A inseminacao artificial € uma biotécnica que vem sendo expandida devido as
suas diversas vantagens, como por exemplo: reducdo da transmissao de doencas
pela monta natural, utilizacdo do sémen de reprodutores com valor genético
agregado, melhoramento do rebanho em curto tempo e baixo custo e, utilizagdo de
sémen de animais que estdo impossibilitados de realizar a monta.
Consequentemente, as vantagens tornam a relacdo custo/beneficio viavel para o
produtor (SILVA et al., 2013).

Com o crescente progresso da biotecnologia de reproducdo animal, a
utilizacdo de sémen criopreservado na inseminacdo artificial se sobressai como
umas das ferramentas mais importantes para o melhoramento genético de varias
espécies animais, sendo mais enfatizado na bovinocultura (SILVA et al., 2013). No
entanto, a manipulacdo dos espermatozoides com a finalidade de preserva-los
podera ocasionar danos a estrutura espermatica, resultando em comprometimento
da sua funcéo biolégica (SILVA; GUERRA, 2011).

A criopreservacao € uma biotecnologia complexa que, compreende o balanco
de diversos fatores, onde, para garantir o sucesso, além do diluente, da taxa de
diluicdo do sémen, da taxa de resfriamento e de congelamento corretos, sao
requeridos também, elevado conhecimento sobre a fisiologia espermatica das
espécies, para que possa potencializar a recuperagdo dos espermatozoides pos-
descongelamento, garantindo assim a fertilidade (PENITENTE FILHO, 2010).

No processo de criopreservacdo 0s espermatozoides sdo submetidos a

diversos tratamentos, comecando pela colheita do sémen, e em sequéncia € feito a



primeira diluicAo para a avaliagdo da viabilidade, posteriormente, centrifugagao,
diluicho com diluente para congelagdo, refrigeracdo, congelacdo e enfim,
descongelacdo, o que pode acarretar em diminuicdes na taxa de fertilidade dos

reprodutores quando comparado ao sémen fresco (CANDEIAS, 2010).

A temperatura utilizada no processo de criopreservacdo € denominada
“Temperatura Criogénica”, na qual, é extremamente baixa, onde o0s gases se
encontram liquefeitos a pressdo atmosférica. Essa temperatura € alcancada atraves
do nitrogénio liquido (-196 °C) ou em sua fase de vapor. Nesta temperatura, todas as
reacBes quimicas, processos bioldgicos, e as atividades intra e extracelulares ficam
suspensas, e como resultado, na teoria, a célula ou o tecido podem ser mantidos
criopreservados indefinidamente (CASTRO et al., 2011).

O sucesso da criopreservacdo de sémen depende diretamente da reducao
das crioinjurias causadas aos espermatozoides, para manutencao da sua morfologia
e capacidade fertilizante. Com o choque frio, ocorre alteracbes na estrutura da
membrana, devido ao rearranjo dos fosfolipidios mudando de estado liquido para
gel, aumentando a permeabilidade da célula. A sensibilidade ao choque frio é
resultante da composicdo de fosfolipidios e relacdo colesterol/fosfolipidios da
membrana, sendo mais susceptiveis as espécies com menor concentragdo (SILVA
et al., 2013).

O sémen bovino é mais suscetivel as crioinjurias causadas pelo choque frio
nas temperaturas entre 15°C e 5°C (SILVA et al., 2013). De acordo com Brandéo et
al. (2006), o processo de criopreservacdo também pode causar estresse fisico e
quimico alterando a membrana dos espermatozoides, a diminuicao irreversivelmente
da motilidade espermatica, o aumento da degeneracdo do DNA e a liberagéo

intracelular de enzimas lipideos e proteinas.

Segundo Melo (2003), a formacdo de cristais de gelo durante a
criopreservacao ocorre no espaco extracelular, gerando um gradiente osmotico entre
a solucao intracelular a principio isotonica e a solucdo extracelular congelada que se
encontra concentrada. Influenciada pela velocidade de refrigeragédo, a 4gua se move
através da membrana e se une a solucdo congelada extracelular e congela,
formando assim cristais de gelo no interior da célula, tornando os espermatozoides
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invidveis pds-descongelacdo, pois, a formacéo de cristais de gelo pode resultar em

lise celular ou tornar a célula osmoticamente inativa.

Com o intuito de reduzir as crioinjurias causadas pelo choque frio, séo
utilizados crioprotetores no processo de congelacdo, que tem como funcéo evitar a
formacao de cristais de gelo intracelular, reduzir o estresse osmotico pela reposicao
de 4gua para manutencdo do volume celular, interagir com ions e macromoléculas,
reduzir o ponto de congelacdo da agua, e também servir como tampao para
manutencdo de possiveis alteracbes do pH. Os crioprotetores devem oferecer
temporariamente: energia, protecdo aos danos causados pelo frio e manutencéo de
um ambiente favoravel a sobrevivéncia da célula armazenada (SILVA; GUERRA,
2011).

Espermatozoides quando expostos a acdo do frio, seja por refrigeracdo ou
congelagcédo, estdo sujeitos a uma situacdo estressante que consequentemente,
estimula a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), onde, a producéo
desequilibrada dessas ROS pode resultar em: peroxidacdo dos lipideos insaturados
da membrana, diminuicdo da motilidade espermatica, estimulacdo da capacitacao
esperméatica e danos no DNA, o que tem influenciado as buscas pelo
aperfeicoamento da biotécnica de criopreservacdo com terapias antioxidantes
(CANDEIAS, 2010).



4 DILUIDORES E CRIOPROTETORES

O sémen ejaculado possui mais espermatozoides que 0 necessario para a
fecundacdo, ja o sémen diluido pode ser utilizado em varias inseminacgdes,
considerando o numero minimo de espermatozoides modveis como parametro para
determinar o nimero de doses inseminantes do ejaculado. A alta concentracdo
espermatica pode ser prejudicial a célula por resultar em intensa atividade

metabdlica e acimulo de metabolitos no plasma seminal (SANTOS, 2013).

O sémen puro ndo pode ser congelado, pois causaria danos a maioria dos
espermatozoides, necessitando da adi¢cao de solu¢cdes que mantenham a viabilidade
das células esperméaticas durante a refrigeracdo. Essa solucdo deve conter
substancias para diluir e nutrir as células, e substancias crioprotetoras para protege-
las contra o choque térmico (SALMITO-VANDERLEY et al., 2012).

Os diluentes de congelacdo de sémen possuem Varias substancias quimicas
diferentes entre si, como: acucares, substancias tampdes, antibioticos, que tem
como finalidade manter os espermatozoides viaveis até o momento da fertilizacédo
(SILVA et al., 2013). Para o diluidor ser considerado adequado deve aumentar o
volume do sémen, assim consequentemente aumentar as doses inseminantes; ter
isotonicidade, com o intuito de impedir a prévia ativacdo de motilidade espermaética,
assim reservando a energia necessaria a fertilizacao; ter estabilidade para nao
ocorrer alteracfes da caracteristicas fisico-quimicas; possuir condutividade térmica
elevada permitindo a rapida transferéncia de temperatura; ser estéril para nao levar
microrganismos nocivos as células espermaticas e oferecer nutrientes como fontes
de energia (SALMITO-VANDERLEY et al., 2012).

O processo de criopreservacao de sémen de mamiferos € muito complexo, e
para que seja bem sucedido, é necesséario que o diluente, a taxa de diluicdo do
esperma, e taxa de resfriamento e congelamento sejam corretos, para maximizar a
recuperacdo poés-descongelamento dos espermatozoides e assim garantir a

fertilidade (PENITENTE FILHO, 2010).

Na criopreservacéo, o sémen deve ser refrigerado da temperatura corporea a

bY

temperatura ambiente (37 °C a 20 °C), o que ndo causa injurias se 0s
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espermatozoides estiverem diluidos em meio adequado. O estresse comega quando
0S espermatozoides saem da temperatura corporal para 5 °C, pois, fase de transicéo
da membrana plasmatica passa do estado liquido cristalino, para o estado de gel.
Uma solucédo para reduzir os danos, € controlar a taxa de resfriamento entre as
temperaturas de 19 °C a 8 °C com a adic¢ao de lipidios (gema de ovo) ou lipoproteina
(leite) ao diluente, além do uso de curvas de refrigeracdo lentas (- 0,05 °C/min)
(MELO, 2003).

Os crioprotetores utilizados no congelamento tem a funcdo de evitar que se
forme cristais grande de gelo intracelular, a reducéo do estresse osmaético devido a
reposicdo de agua necessaria para manutencdo do volume celular, interacdo com
ions e macromoléculas para reduzir o ponto de congelacdo da agua e servir como
tampdao, para controlar possiveis alteracées do potencial de hidrogénio (pH) (SILVA;
GUERRA, 2011).

Atualmente, os crioprotetores mais utilizados sédo as macromoléculas, como a
caseina do leite, as proteinas da gema do ovo e o glicerol. Podem ser classificados

como crioprotetores penetrantes e crioprotetores nao-penetrantes (SANTOS, 2013).
4.1 Crioprotetores penetrantes

Os crioprotetores penetrantes sdo moléculas que atuam na face interna e
externa do espermatozoide, desidratando a célula espermatica, devido ao efluxo de
agua intracelular para equilibrar o meio celular. Esses solutos penetram na
membrana por meio de difusdo passiva e permanecem na membrana e no
citoplasma, e atuam na desidratacdo celular por meio do seu efeito osmético que
gera um meio hipertdnico, induzindo a saida de agua das células espermaticas
(SILVA; GUERRA, 2011).

Os crioprotetores intracelulares sao classificados em dois grupos: alcodlicos e
amidas, nos quais, os alcodlicos mais utilizados s&o: o glicerol, etilenoglicol e o
DMSO (Dimetil suféxido), e entre as amidas se destacam: a acetamida, lactamida,
dimetilformamida e a dimetilacetamida (SILVA; GUERRA, 2011).

4.2 Crioprotetores nao-penetrantes
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De acordo com Gonzales (2004), os crioprotetores nao-penetrantes
aumentam a osmolaridade do meio extracelular, resultando na passagem de agua
do interior da célula espermatica para o meio extracelular, o que consequentemente
protege contra a formacdo de cristais de gelo no interior da célula durante a

congelagao.

Os crioprotetores ndo-penetrantes, atuam recobrindo a superficie celular,
estabilizando a membrana, e repondo os fosfolipidios perdidos durante o choque
térmico. Os mais utilizados na criopreservacdo de sémen sdo: a gema de ovo de
galinha e o leite desnatado, pois, a fosfatidilcolina (lecitina) e lipoproteinas da gema,
e a caseina do leite possuem caracteristicas protetoras. Ja a combinacdo de um
crioprotetor penetrante com um nao-penetrante oferece uma prote¢cdo maior as
células durante o processo de criopreservacdo (SALMITO-VANDERLEY et al.,
2012).

Como fonte de energia para 0s espermatozoides s&o adicionados 0s
acucares glicose e frutose, para garantir a manutencdo celular e 0 movimento
espermatico pos-descongelacdo. Também sdo adicionados aditivos, como
antibidticos, para o controle do crescimento microbiano no sémen, antioxidantes,
para a protecdo contra o estresse oxidativo, enzimas e detergentes (SILVA et al.,
2013)
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5 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ROS) E ANTIOXIDANTES

Os radicais livres sdo compostos que apresentam um numero impar de
elétrons, sendo estes, altamente energéticos e instaveis, por consequéncia da acao
direta de uma fonte de luz (externa), o proprio metabolismo, reacdes catalisadas por
metais, como ferro e cobre; enzimas e o contato com o oxigénio, fazendo com que
essa energia ao atingir um atomo resulte na perda de um elétron, deixando esta
molécula instavel. No entanto, para se tornar estavel novamente, essa molécula
precisa liberar essa energia acumulada, aumentando assim, a concentragdo de

radicais livres no meio (SILVA et al., 2013).

A denominacdo “Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)” corresponde aos
radicais livres ou espécies de oxigénio ativas, onde os mais produzidos pelos
espermatozoides sdo: o radical livre superéxido (O2-), radical hidroxila (OH-),
peroxido de hidrogénio (H202) (ndo radical, mas sim, metabolito de oxigénio
altamente deletério), e oxigénio singlete, os quais podem causar danos oxidativos
nas membranas lipidicas, proteinas transmembranas e carboidratos, resultando em
danos nos acidos nucleicos e despolimerizacdo dos acidos hialurénicos (BORGES,
2008).

Devido a membrana dos espermatozoides ser rica em &cidos graxos poli-
insaturados, estas células sdo altamente susceptiveis a acdo das ROS. Outros
fatores que aumentam a susceptibilidade s&o a restrita localizagdo de enzimas
antioxidantes no citoplasma, além da capacidade de produzir ROS pela atividade

mitocondrial situada na peca intermediaria (TREVIZAN, 2013).

No plasma seminal estdo presentes antioxidantes intra e extracelulares, que
sdo divididos em antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, responsaveis pela
defesa dos espermatozoides contra os danos causados pelos radicais livres. No
entanto, durante a maturacdo dos espermatozoides ha uma perda de grande parte
do seu citoplasma, e como consequéncia, sdo privados de grande parte dos seus
antioxidantes enddgenos, que os torna vulneraveis a acdo das ROS, dependendo
exclusivamente dos antioxidantes presentes no plasma seminal (SILVA; GUERRA,
2012).
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De acordo com Silva et al. (2013), os antioxidantes retardam a velocidade de
oxidagao inibindo a producdo ou os danos dos radicais livres. O sistema de defesa
enzimatico € composto pelas enzimas: superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
peroxiredoxinas (Prx), glutationa (GSH), glutationa redutase (GR) e glutationa
peroxidase (GPx), j& o sistema ndo enzimatico é constituido por compostos de baixo
peso molecular, que integra o acido ascérbico (Vitamina C), tocoferol (Vitamina E),
diferentes compostos de selénio, ubiquinonas (coezima Q), acido urico e &cido

lipoico.

Segundo Trevizan (2013), as altas concentragcbes de ROS sao prejudiciais
para 0s espermatozoides, no entanto, as baixas concentracbes sdo fundamentais
para que ocorram 0s processos fisioldgicos como, a reacdo acrossomal, capacitacao
e interacdo espermatozoide-odcito. A peroxidacéo lipidica, definida como processo
de degradacdo autocatalitica da membrana plasmatica dos espermatozoides, é o
dano mais comum causado pelas ROS. Neste processo, a geracdo de peroxidos
lipidicos reduzem a fluidez da membrana plasmatica e favorece a decomposicao de
aldeidos citotoxicos, como o malonaldeido (MDA), que é o produto final da
peroxidagdo lipidica, onde talvez, resulte em reducdo da motilidade e viabilidade
esperméatica, na qual é causada pelo aumento da permeabilidade da membrana
plasmatica, resultando em perda de ions responsaveis pela regulacdo do movimento

espermatico ou pela deplecdo de ATP.

Durante o processo de criopreservacdo, devido a necessidade de diluicdo do
sémen, a concentracdo de antioxidantes diminui, gerando um desequilibrio entre
oxidantes e antioxidantes, resultando em estresse oxidativo. Na tentativa de
solucionar este desequilibrio, passou a ser estudada a adicdo de antioxidantes aos
diluidores de preparacdo, manutencdo e criopreservacdo de diversas espécies
(SILVA; GUERRA, 2011).

Ha relatos na literatura de que supostamente, a adicdo de substancias
antioxidantes exdgenas no meio diluidor melhora a motilidade e viabilidade do
espermatozoide bovino, equino, ovino e também, a capacidade fertilizante (in vitro)
do espermatozoide ovino (MAIA; BICUDO, 2009). Geram também, resultados

favoraveis na reducédo do malonaldeido (MDA) resultante da peroxidacédo lipidica,
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assim, gerando menos danos esperméaticos e melhorando a conservacdo desses

gametas durante a criopreservacéo (SILVA; GUERRA, 2012).

Conforme Guerra (2012), devido a acdo negativa das ROS sobre os
espermatozoides, torna-se necessario estudos sobre os antioxidantes que possam
ser utilizados no processo de criopreservacdo com o intuito de equilibrar a reacao

antioxidantes-oxidantes.
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6 FLAVONOIDES

De acordo com Behling et al. (2004), os flavonoides sdo uma classe de
compostos fendlicos que sdo caracterizados pela sua estrutura basica, que
apresenta um esqueleto de difenil propano (CeC3Cs) e dois anéis benzénicos A e B,
ligados a um anel pirano (C) (Figura 2). Flavonoides possuem atividades biolégicas
diversas, devido as alteracbes que ocorrem em sua estrutura, geralmente por
modificacdes do nucleo, principalmente a saturacdo do anel pirdnico, por nimero e
posicéo do fenol, e grau de metilacdo e glicosilagdo, o que afeta principalmente sua
hidrofobicidade (DOVICHI, 2002).

Figura 2 Estrutura béasica dos flavonoides

Fonte: Adaptado de Behling et al. (2004).

Flavonoides sdo metabdlitos secundarios gerados pelas plantas, e séo
sintetizados pela reacdo de derivados da fenilalanina (via metabdlica do &cido
chiquimico) e do acido acético (NEVES, 2016). Segundo Winkel-Shirley (2001), a
fenilalanina é convertida em &cido cinamico, pela enzima fenilalanina aménio liase,
gue é responsavel por ligar os metabolismos primario (via do &cido chiquimico) com
o secundario (fenilpropanoides). O acido cinamico é entdo hidrolisado & acido
cumarico (C9) que é convertido em 4-cumaroil-CoA e condensado em 3 unidades de
malonil-CoA (C2) formando assim uma chalcona (C15), da qual, todos os

flavonoides sao formados.
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Os flavonoides s&o subdivididos em 12 subclasses, que possuem mais 5000
compostos conhecidos até 1990. Suas subclasses sdo: as Calconas,
Dihidrocalconas, Auronas, Flavonas (apegenina, luteolina, diosmetina), Flavonois
(quercetina, miracetina, kaempferol), Dihidroflavonol, Flavanonas (naringina,
hesperidina), Flavanol, Flavandiol, Antocianidina, Isoflavonoides (genisteina,
daizdeina), Bioflavonoides e Proantocianina (Figura 3) (BEHLING et al., 2004).

Figura 3 Estruturas quimicas de alguns flavonoides

OH
O

Flavondis

O O
Flavononas Anfocienikine Auronas

Fonte: Adaptado de Martinez (2005).

As principais fontes de flavonoides séo as frutas, vegetais, graos, flores, cha e
vinho. S&@o encontrados nas plantas (com excecéo da catequina) principalmente em
sua forma glicosilada, ligados a moléculas de acucar, normalmente o-glicosideos
com a molécula de acucar ligada na posicdo C3 ou C7 do grupo hidroxila. As
moléculas desprovidas de agucar sao intituladas agliconas (NEVES, 2016).

Segundo Jamalan (2016), os flavonoides sdo conhecidos por possuirem
caracteristicas antioxidantes, por sequestrar os radicais livres e quelantes de metais,
0 que o0s torna excelentes compostos com capacidade de neutralizar os efeitos
adversos das ROS e dos metais sobre a qualidade do sémen. A caracteristica

antioxidante é direcionada principalmente para o radical hidroxil (OH) e &anion

17



superoxido (O2-), que sao radicais extremamente reativos e estdo envolvidos no
inicio da peroxidagéo lipidica (BEHLING et al., 2004).

Behling et al. (2004) relatam que diversos mecanismos antioxidantes estao
sendo propostos para os flavonoides:

“a) Opresséao da formacao de espécies reativas do oxigénio pela inibicdo do
sistema enzimatico responsavel pela geracdo de radicais livres
(ciclooxigenase, lipoxigenase ou xantina oxidase); b) quelacdo de ions
metalicos que podem iniciar a producédo de radicais hidroxil pela Reacéo de
Fenton ou Harber-Weis; c) sequestro de radicais livres; d) regulacéo positiva
ou protecdo das defesas antioxidantes por induzir a fase Il de enzimas
como glutationa transferase que aumenta a excrecao de espécies oxidadas
ou e) inducdo de enzimas antioxidantes como a metalotioneina que € uma
proteina queladora de metais, com propriedades antioxidantes.”

O flavonol quercetina (3,5,7,3',4'- pentahidroxiflavona) € o flavonoide que
possui maior capacidade antioxidante, e 0 mais consumido na dieta humana, cerca
de 4 a 68mg/dia, de acordo com estudos epidemioldgicos realizados nos EUA,
Europa e Asia, onde a populacdo Japonesa obteve o maior indice de consumo
devido a alta ingestédo do cha verde. O resultado desses estudos indicaram que alto
consumo de alimentos ricos em flavondis e flavonas podem minimizar o risco de

doencas cardiovasculares (DOVICHI, 2002).
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7 QUERCETINA

A quercetina (3,5,7,3',4'- pentahidroxiflavona) € um flavonol da classe dos
flavonoides, presentes principalmente em frutas, chas e vinhos. E o flavonoide com
maior potencial sequestrador de oxigénio reativo e espécies de nitrogénio, e €
reconhecida por conter caracteristicas anticancerigenas, anti-inflamatoérias, anti-

agregatorias e propriedades vasodilatadoras (TVRDA et al., 2016).

A estrutura molecular da quercetina possui 05 grupamentos OH (Figura 4),
assim, possibilita a doacdo de até 05 elétrons e H+ as ROS, resultando na
estabilizacdo desses radicais (SILVA, 2016).

Figura 4 Estrutura molecular da quercetina

OH O

Fonte: Adaptado de Silva (2016).

Segundo Behling et al. (2004), a quercetina possui caracteristica antioxidante
devido a sua capacidade de sequestrar os radicais de oxigénio, como o radical
hidroxil e o anion superoxido, que estdo envolvidos na iniciacdo da peroxidagcao

lipidica. Também possui propriedade quelante e estabilizadora de ferro.

Silva (2016) afirma que, a quercetina pode exercer sua fungcdo antioxidante
através de 03 mecanismos: “reagindo com os radicais 02" e OH-, agindo como

quelante de ions metalicos e interrompendo a continuidade da peroxidagéo lipidica”.
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Devido a ¢6tima capacidade antioxidante ja reconhecida da quercetina, foi
gerado a hipbétese de que ela exerca um efeito protetor aos espermatozoides
criopreservados, reduzindo o estresse oxidativo e assim evitando a peroxidacao
lipidica.

7.1 Efeitos benéficos da quercetina

Segundo Behling et al. (2004), a quercetina tem diversos beneficios para a
saude. No cancer, a quercetina quando combinada com o flavonoide genisteina,
ofereceu acdo sinérgica contra células do carcinoma ovariano, regulando o ciclo
celular, interagindo com os locais de ligagdo do estrogénio tipo Il, diminuindo a
resisténcia as drogas e induzindo a apoptose de células tumorais.

No sistema cardiovascular, a quercetina com sua capacidade antioxidante
pode evitar a oxidacdo do LDL, impedindo a formacéo da placa arterioscleroética, e
também impedir a acumulacdo excessiva de plaquetas evitando danos aos vasos

sanguineos e coagulacdo do sangue (MARTINEZ, 2005).

Na funcdo renal, a quercetina possui fungdes imunosupressoras e
nefroprotetoras, onde estudos com ratos resultaram na preservacdo da integridade
histoldgica renal e diminuicdo do dano tubular e da inflamacéo intersticial. Ja na
funcd@o hepatica, a quercetina pode melhorar a capacidade antioxidativa hepatica,
assim, pode proteger o figado contra faléncia induzida por isquemia-reperfuséo
(BEHLING et al., 2004).

20



8 OBJETIVOS

8.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da adicdo de quercetina ao diluente de criopreservacao de

espermatozoides epididimarios refrigerados a 5 °C, por 48 horas.

8.2 Objetivos especificos

v Verificar a motilidade espermatica subjetiva de espermatozoides epididimarios
refrigerados a 5 °C, nas concentracfes de 0, 10, 15 e 25 uM de quercetina, a
cada 24 horas.

v' Mensurar a integridade de membrana plasmatica de espermatozoides
epididimarios refrigerados a 5 °C, nas concentracdes de 0, 10, 15 e 25 pM de
guercetina, a cada 24 horas.

v Identificar a funcionalidade da membrana plasmatica de espermatozoides
epididiméarios refrigerados a 5 °C, nas concentracdes de 0, 10, 15 e 25 pM de
quercetina, a cada 24 horas.
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9 MATERIAL E METODOS

9.1 Preparacgéo do diluente Tris-gema

Para a preparagdo do diluidor Tris-gema, foram utilizados Tris, acido citrico,

frutose, agua destilada, e gema de ovo. O pH foi ajustado para 7,0 (Tabela 1).

Tabela 1 Composicéo do diluidor TRIS-gema

Composicéao Concentracao
Tris 3,605¢g
Acido Citrico 2,024g
Frutose 1,488g
Agua destilada 100mL
Gema de ovo 20%

Fonte: Autor (2017).

9.2 Preparo da Quercetina

A Quercetina (Peso molecular 302,24), foi obtida pelo Sigma-Aldrich (Q4951).
E insolavel em &gua, para sua utilizacdo neste experimento, a quercetina foi diluida

em uma solugéo de Hidroxido de Sédio (NaOH) (Tabela 2).

Tabela 2 Preparo da quercetina

Composicao Concentracéo
Quercetina 0,0015¢g
Hidréxido de sodio 10mL

Fonte: Autor (2017).

9.3 Coleta de testiculos bovinos e extracdo dos espermatozoides

Para a realizagdo do experimento, foi efetuado a coleta de testiculos bovinos
sem raca definida em abatedouro, situado na zona da mata do estado da Paraiba, e

transportados até o Laboratério de Biotecnologia em Reprodugcdo Animal da
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Universidade Federal da Paraiba, Campus |, em caixa térmica para a manutencao
da temperatura estavel, de aproximadamente 37°C.

No laboratério, foi realizado a separacdo do complexo testiculo-epididimo,
onde, os epididimos foram higienizados com soro fisiolégico em temperatura
ambiente e em seguida, foi realizado o fatiamento da cauda do epididimo para
recuperacdo das células esperméticas (Figura 5).

Figura 5 Separacédo do complexo testiculo-epididimo

Fonte: Autor, 2017.

Os epididimos foram inseridos em placas de Petri estéreis, contento dois mL
de soro fisiologico estéril aguecido a 37 °C, onde os espermatozoides foram
recuperados por técnica de flutuacdo (Figura 6). Foi avaliado a motilidade (em
porcentagem) e vigor (avaliacdo da forca que o espermatozoide se move), sendo

dispensados os espermatozoides com motilidade menor que 50%.

Os espermatozoides considerados vidveis foram homogeneizados em um
tubo tipo falcon formando um pool (de espermatozoides diluidos em soro) para evitar

a variavel “individuo” no experimento.
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Figura 6 Extracdo dos espermatozoides por técnica de flutuacao

Fonte: Autor (2017).

9.4 Montagem dos grupos

Do pool de espermatozoides foi retirado 10uL e adicionado 1000uL da
solucéo formol-salina para a avaliacdo da concentracdo espermatica em Camara de

Neubauer e avaliacdo da morfologia espermatica em camara umida.

Para a montagem dos grupos com adi¢cdo da quercetina, foram inseridos em
quatro microtubos o volume de 900 pL da solucdo do pool, no qual, foram
centrifugados, em 3.500 RPM, com aceleracdo seis, na temperatura de 30 °C
durante cinco minutos. Apos a centrifugagéo, foi descartado o sobrenadante, e o
pellet de células foi ressuspenso em 900 pL de TRIS-gema, diluidor padrédo para

criopreservacéo de espermatozoides de bovinos, segundo Madeira et al. (2013).

Foi feito entdo a montagem dos grupos, no qual o grupo controle (GC), nao
tinha adicdo da quercetina, no G10 foi adicionado 18 pL de quercetina (concentracéo
de 10 puM), no G15 foi adicionado 27 pL de quercetina (concentracdo de 15uM), e no
G25 foi adicionado 45uL de quercetina (concentragdo de 25uM). De cada microtubo
foi transferido 300puL da solucdo, para outros dois microtubos, para que fossem
analisados no tempo de 24h e 48h (Figura 7).

Apés duas horas de refrigeragdo foi realizado as analises do grupo Oh,
momento este quando as células perfazem a curva e alcancam 5 °C e foram
avaliados a motilidade, vigor, integridade e funcionalidade de membranas
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(plasmatica e acrossomal), e, apds 24 e 48 horas os testes foram repetidos. Foram
efetuadas quatro repeticdes, em triplicata.

Figura 7 Delineamento experimental dos grupos e a adi¢cdo de quercetina

Pool de células epidimarias

Grupos com adicao da Querceting
v v v v

900pL

‘ 300pL

Oh 24h 48h Oh 24h 48h Oh 24h 48h Ch 24h 48h

Montagem dos grupos, GC grupo sem adi¢éo do antioxidante, G10 grupo com adi¢do
de 10uM de quercetina, G15 grupo com adic&o de 15uM de quercetina, e G25 grupo
com adi¢cdo de 25uM de quercetina. Fonte: Autor (2017).

9.5 Avaliacdes espermaticas
9.5.1 Avaliacao de motilidade

Apébs duas horas de refrigeracdo a 5 °C, os microtubos foram colocadas em
banho-maria para que as células esperméaticas se mantivessem na temperatura de
37 °C, e entado, foram realizadas as analises de motilidade e vigor do tempo Oh. Os
espermatozoides foram colocados em uma lamina e coberta com uma laminula para
observacdo em microscépio éptico, com aumento de 40x. A motilidade foi expressa
em porcentagem e o vigor definido a média de 1-5 (FONSECA et al., 1992 apud
SANTOS, 2013).

9.5.2 Avaliacéo da concentragdo espermatica

Esta técnica define a concentracdo total de espermatozoides em uma
amostra. Os espermatozoides que foram diluidos (1:100) na solucao formol-salina

sao introduzidos na Camara de Neubauer (GONZALES, 2004). Sao contados cinco
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quadrados maiores, onde nestes contém dezesseis quadrados menores. Foram
considerados 0s espermatozoides que estiverem no interior de cada quadrado e
agueles que se encontram nas linhas que formam o angulo inferior esquerdo de
cada quadrado. A diferenca entre as contagens da parte inferior e superior da

camara tem que ser menor que 10%.

9.5.3 Avaliacdo da morfologia espermética

A avaliacdo de morfologia espermatica consiste na contagem em camara
Umida de 200 células, da solucdo do pool que foi diluido em formol-salina
(CELEGHINI, 2005). Sdo avaliados os defeitos morfoldégicos das células, e os
valores de espermatozoides com caudas morfologicamente enroladas s&o

subtraidos do resultado final do teste hiposmético.

9.5.4 Avaliacao de integridade de membrana

As analises de eosina-nigrosina visam avaliar a da integridade da membrana
(MARIA, 2005). Foram misturados 50uL da solucédo eosina-nigrosina + 25uL de soro
+ 25uL de sémen, de cada grupo nos tempos de Oh, 24h e 48h pos-refrigeracéo, e
entdo, feito o estiraco para a contagem de 200 células, na qual, as células rosadas
representam espermatozoides com a membrana lesada, que permitiu a penetracao
da eosina, na qual se liga aos acidos nucléicos e conferem uma coloracdo rosada ao

espermatozoide (Figura 8).
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Figura 8 Avaliagao da integridade de membrana

Células ndo-coradas indicam membrana plasmatica integra. Fonte: Autor (2017).

9.5.5 Avaliacéao de viabilidade bioquimica da membrana

O teste hiposmaético (HOST) visa avaliar a funcionalidade da membrana
plasmatica, baseado nas propriedades de manutencao do equilibrio osmético entre o
ambiente intra e extracelular. Foi retirado 10uL de sémen de cada grupo, e
adicionado 100 pL de solucao hiposmdética (50mOsmol/Kg; Citrato de Sodio), na qual
foi mantida em banho-maria a 37 °C durante 30 minutos. Apdés o tempo de
incubacéo, foi adicionado 50uL de formol-salina com a finalidade de parar a reacao,
segundo metodologia de Santos et al. (2013). As membranas funcionais absorvem a

agua do meio, resultando no ingurgitamento da cauda do espermatozoide.

Em cada teste foi contado 200 células, de cada grupo, por trés avaliadores

distintos, e as analises foram repetidas apds 24 e 48 horas de refrigeracéo a 5°C.
9.6 Analises estatisticas

Foram realizadas quatro repeticdes, em triplicata. Foi realizado analise de
variancia (ANOVA) seguida por Tukey, tomando o valor de p<0,05 como nivel

minimo necessario para a significancia estatistica.
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10 RESULTADOS

A concentracdo espermatica nas repeticbes foi de 22,5x10°
espermatozoides/mL. Nas analises de camara Uumida, foi obtido o valor de 3,25% de
espermatozoides com caudas enroladas. Esses valores foram reduzidos na média
obtida do teste de HOST.

Apoés duas horas de refrigeracdo, os grupos foram avaliados em relacdo a
motilidade os valores obtidos no tempo de Oh dos grupos GC, G10, G15 e G25,
foram respectivamente 57%, 70%, 68% e 64%, e n&o houve diferenga significativa
(p<0,05) entre os grupos controle e os grupos com adi¢cdo de quercetina. No tempo
de 24h, os valores de GC, G10, G15 e G25 foram 56,3%, 67,3%, 70,0% e 24,3%
respectivamente e foi percebida diferenca (p<0,05) entre 0 G25 e os demais grupos.
No tempo de 48h, os valores dos grupos GC, G10, G15 e G25 foram 41,8%, 54,3%,
41,3% e 3,0% respectivamente. Mais uma vez o G25 (48h) apresentou menor

motilidade (p<0,05) em relacdo aos demais grupos.

O G15 (24h) diferiu (p<0,05) do grupo G15 (48h), e o grupo G25 (0h) diferiu
do G25 (24h) e do G25 (48h), o que indica que a adicdo da quercetina pode ser
prejudicial a motilidade dos espermatozoides durante a manutencdo da célula

espermatica sob refrigeracao (Tabela 3).

Tabela 3 Motilidade subjetiva média de espermatozoides epididimarios refrigerados
a 5 °C por 48 horas, com a adi¢cado ou ndo de quercetina

MOTILIDADE Oh 24h 48h
GC 57,25+3,6A2 56,259,012 41,75+12 442
G10 69,75+2,072 67,25+4,3A2 54,25+11,44@
G15 67,50+8,4/2 70+6,072 41,25+14,3Ab
G25 63,75+13,74@ 24,25+5,38P 3+2,468¢

CG: grupo controle, G10: 10 uM de quercetina, G15: 15 uM de quercetina, G25: 25 uM de quercetina.
Valores seguidos de letras minusculas diferentes na mesma linha possuem diferenca significativa
(p<0,05) entre os tempos, e mailsculas na mesma coluna diferencas entre os grupos. Fonte: Autor
(2017).

Em relacdo ao vigor, no tempo de Oh os valores obtidos para GC, G10, G15 e

G25 foram 2,07, 2,3 2,4 e 2,1 respectivamente, onde o valor de vigor 5 era
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considerado 6timo para espermatozoides epididimarios. Nao houve diferenca

significativa entre os grupos (p<0,05).

No tempo 24h, os valores de GC, G10, G15 e G25 foram 2,08, 2,18, 2,45 e
1,0, e foi percebida diferenca (p<0,05) entre o G25 e o0s demais grupos,

apresentando menor vigor espermatico.

No tempo de 48h, os valores para os grupos GC, G10, G15 e G25 foram 2,0,
2,2, 1,6 e 0,8 respectivamente. Mais uma vez o G25 (48h) apresentou menor vigor

(p<0,05) em relac&o aos demais grupos (Tabela 4).

Tabela 4 Vigor médio de espermatozoides epididimarios refrigerados a 5 °C por 48
horas, com a adi¢cdo ou ndo de quercetina

VIGOR Oh 24h 48h
GC 2,0740,15%2 2,0740,15A2 210,44
G10 2,310,442 2,1+0,15%a 2,2+0,5%a
G15 2,410,252 2,410,177 1,6+0,5%@
G25 2,1+0,372 1+0BP 0,75+0,55¢

CG: grupo controle, G10: 10 uM de quercetina, G15: 15 uM de quercetina, G25: 25 UM de quercetina.
Valores seguidos de letras minusculas diferentes na mesma linha possuem diferenca significativa
(p<0,05) entre os tempos, e mailsculas na mesma coluna diferengas entre os grupos. Fonte: Autor
(2017).

No teste de integridade da membrana plasmatica, ndo houve diferenca
(p<0,05) entre os grupos experimentais formados, independente da concentracao e

do tempo de refrigeracéo (Tabela 5).

Tabela 5 Integridade de membrana plasmatica de espermatozoides epididimarios
refrigerados a 5 °C por 48 horas, com a adicdo ou ndo de quercetina

EOSINA-

NIGROSINA Oh 24h 48h
GC 75,243,9 73,8412 76,245.9
G10 77,7455 76,8+6,0 74,6482
G15 77,244.9 67,7+16,0 70,2+12,4
G25 71,0744.7 63,3185 64,0481

CG: grupo controle, G10: 10 uM de quercetina, G15: 15 pM de quercetina, G25: 25 uM de quercetina.
Fonte: Autor (2017).
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No teste de funcionalidade da membrana plasmatica, ndo houve diferenca

(p<0,05) entre os grupos experimentais formados, independente da concentracao e

do tempo de refrigeracéo (Tabela 6).

Tabela 6 Funcionalidade de membrana plasmética de espermatozoides
epididimarios refrigerados a 5 °C por 48 horas, com a adi¢do ou ndo de quercetina

HOST Oh 24h 48h
GC 63,4+5,7 62,05+4,4 59,05+15,8
G10 68,1+9,8 63,8+12,7 58,4+9,2
G15 56,02+14,7 54,9+16,2 47,5+8,4
G25 49,9+16,8 41,9127 51,4+9,15

CG: grupo controle, G10: 10 uM de quercetina, G15: 15 uM de quercetina, G25: 25 uM de quercetina.

Fonte: Autor (2017).
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11 DISCUSSAO

A refrigeracdo de sémen apresenta muitos beneficios, quando comparados ao
sémen fresco, como por exemplo, o aumento do tempo de utilizacdo dos
espermatozoides, no entanto, a exposi¢cao dos espermatozoides ao frio pode resultar
em danos a célula, com isso é necessario a manutencdo dos parametros de
viabilidade da célula pos-refrigeracdo. Diversos beneficios da quercetina séo
relatados na literatura, no entanto, na criopreservacdo de sémen, os resultados sao

muito variados, e por vezes, contraditorios.

Em espermatozoides de humanos, a adicdo de 50 yM de quercetina induziu
melhora significativa nos parametros de motilidade, viabilidade e integridade do
DNA, quando comparados ao grupo controle (ZRIBI et al., 2012). No entanto,
Khanduja et al. (2001), ao analisar a adicdo de quercetina no sémen fresco da
mesma especie, observaram uma queda na motilidade e viabilidade das células, e

nao houve efeitos na peroxidacao de lipidios.

No experimento realizado por Gibb et al. (2013), a adicdo de quercetina (0,15
MM) em espermatozoides de equinos melhorou significativamente a motilidade e
capacidade de ligacdo da zona do espermatozoide criopreservado de garanhdes e
reduziu a fragmentacdo do DNA. Semelhante aos resultados obtidos por Mcniven e
Richardson (2003), onde a adicdo de quercetina (100 uM) em espermatozoides de
equinos refrigerado a 5°C por 48 horas apresentou maior motilidade, maior
porcentagem de células com membrana integra e maior teor de ATP quando

comparados ao controle.

No entanto, segundo o experimento de Silva (2016), a adicdo de 20 ug de
quercetina (66,18 uM) durante a refrigeracao do sémen equino a 5 °C por 24 horas,
ndo influenciou os parametros de cinética espermatica ou reduziu o estresse
oxidativo, porém, a mesma concentracdo para o sémen congelado reduziu a
concentracdo de ROS e a peroxidacdo lipidica, principalmente para 0s equinos
considerados sensiveis ao processo de congelacédo, e concluiram que a incluséo da
guercetina ao diluente permitiu as células espermaticas maior resisténcia aos danos

oxidativos quando estas foram submetidas a uma situacao de elevado estresse.
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Adicionando quercetina em sémen de carneiro, Silva et al. (2012) nao
observaram diferenca (P<0,05) entre os grupos quanto a motilidade progressiva,
vigor, acrossoma e membranas integras, mas a quantidade de espermatozoides
com alto potencial de membrana mitocondrial foi maior no grupo suplementado com
quercetina 5 pg/mL do que naqueles tratados com 10, 15 ou 20 pg/mL de

quercetina.

Jamalan et al. (2016) avaliaram o efeito protetor da quercetina em relacdo a
metais toéxicos em espermatozoides humanos, onde verificou que a adicdo de
quercetina em concentragdes mais altas resultou na diminuicdo gradual da

motilidade dos espermatozoides em relacdo aos grupos néo tratados.

Em espermatozoides de coelhos, a adicdo de quercetina reduziu a
peroxidacao lipidica, no entanto, influenciou negativamente a motilidade (JOHINKE;
GRAAF; BATHGATE, 2014).

No presente estudo, a adicdo de quercetina em espermatozoides bovinos
epididimarios em concentracdes mais elevadas foram prejudiciais a motilidade e
vigor espermatico, influenciado pelo tempo no qual os espermatozoides foram
expostos ao antioxidante. Em relacdo a manutencao da integridade e funcionalidade
da membrana espermatica poés-refrigeracdo, a adicdo do antioxidante nao

apresentou diferencas significativas quando comparado ao grupo controle.

Resultados bastante semelhantes com os obtidos no estudo de Trevda et al.
(2014), no qual observaram uma diminuicdo gradual da motilidade dos
espermatozoides bovinos com o aumento da concentracdo ao longo de uma cultura
de espermatozoides in vitro por 24 horas. Também semelhante ao resultado do
estudo de Silva et al. (2016), onde a adicdo de gquercetina em espermatozoides
caprinos nao apresentou diferencas significativas em relacdo a membrana
plasmatica e integridade do acrossoma no tempo de Oh, mas ap06s uma hora de
refrigeracdo, as concentragcdes mais altas influenciaram negativamente a motilidade

total dos espermatozoides.

Mesmo que ainda ndo se tenha conseguido estabelecer a concentragédo 6tima

de quercetina a ser utilizada nos espermatozoides, Spencer et al. (2003) em
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avaliacdo do efeito da quercetina sobre fibroblastos observaram que baixas
concentracbes resultam em reducdo do estresse oxidativo, enquanto as
concentracfes elevadas causam efeitos citotoxicos, provavelmente pela producao

de metabolitos oxidativos.

A motilidade espermética depende de diversos fatores, como a acgéo
sincronizadas de proteinas, agucares, ions e pequenas moléculas organicas, e é um
dos principais fatores que permitem a migracdo do espermatozoide em direcdo ao
ovulo, e defeitos nessa motilidade séo relacionados com a infertilidade. A inibicdo da
motilidade sem efeitos consideraveis na peroxidagdo indica que existe o
envolvimento de outros mecanismos inibitorios (JAMALAN et al., 2016).

Silva (2016) relatou que a motilidade depende da energia gerada pela
hidrolise do ATP nas mitocondrias, onde a saida de Ca?' das células permite o
deslocamento dos microtlbulos, resultando em movimentacdo da cauda dos
espermatozoides, e que essa reducao observada na motilidade espermética ao se
elevar a concentracdo de quercetina pode estar relacionada ao potencial efeito
inibitério desse antioxidante sobre a enzima Ca?*-ATPase, na qual
consequentemente, baixos niveis desta enzima levaria ao acumulo de Ca?* nas

células, bloqueando assim a capacidade dos espermatozoides se movimentarem.

Fato comprovado por Khanduja et al. (2001), que observaram uma reducao
significativa da enzima Ca?*-ATPase com concentracdes elevadas de quercetina,

onde ocorreu reducdo gradativamente com o passar do tempo de incubacéao.

Outro fator a ser estudado é o modo de preparo da quercetina, uma vez que a
mesma € insolivel em agua e ndo ha um diluidor padréo, onde, alguns trabalhos
utiizam DMSO (JAMALAN, 2015; SILVA et al., 2016), hidréxido de sédio 1M
(SOVERNIGO, 2015; GUEMRA et al., 2013) ou etanol (SIMOES et al., 2013), no
qual também podem apresentar alguma toxicidade, alteragcbes no pH, ou outras
modificacdes que afetem os parametros de motilidade, viabilidade e funcionalidade
dos espermatozoides. O hidroxido de sodio é altamente corrosivo, e em altas
concentracbes pode destruir os tecidos vivos, desta forma, sdo necessarios mais

estudos sobre seus possiveis efeitos citotoxicos sobre a célula espermatica.
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12 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos dados apresentados podemos observar que a adicdo da
guercetina ao diluidor de criopreservacao da célula espermatica ndo apresenta efeito
sobre a integridade e funcionalidade da membrana plasmatica e em altas
concentracdes reduz a motilidade e vigor de espermatozoides epididimarios bovinos,

submetidos a refrigeracao.

Devido a variedade de resultados encontrados na literatura sobre a eficiéncia
da quercetina na criopreservacdo de sémen, sdo necessarios mais estudos para
avaliacdo da possivel toxicidade, farmacocinética e do meio adequado para a

diluicdo da quercetina.
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Apoptose
Carcinoma
Concepcéao
Crioinjurias
Centrifugacéo
Difuséo
Enzimas
Fertilizacao

Flavonoide

Gonaocitos
Haploide
Helicoidal
Homeostase
Isotdnico

Lise

Monta
Motilidade
Osmolaridade
Permeabilidade
Quelacéo
Ruminante

Transmembrana

GLOSSARIO

Autodestruicdo programada de uma célula

Cancer que afeta o tecido epitelial

Juncao de um espermatozoide com um évulo; Fecundacéo
Danos as células submetidas a baixa de temperatura
Separacao pela forca centrifuga

Propagacéo; Estado do que se espalha por multiplas direcdes
Proteinas catalisadoras das rea¢des quimicas

Consiste na jungcédo de gametas que originam o zigoto

Classe de compostos fendlicos caracterizados por estrutura
basica de um esqueleto de difenil propano (CeC3Cs) e dois anéis

benzénicos A e B, ligados a um anel pirano.

Célula reprodutora masculina inicial

Possui n cromossomo (metade de um ovo fecundado)
Que tem a forma de hélice

Capacidade do organismo de se manter constante
Que tem a mesma tensdo ou concentracao
Dissolucao ou destruicdo de um elemento organico
Cobertura de animais de reproducéo

Competéncia para se mover; mobilidade

NuUmero de particulas de soluto contidas num volume
Qualidade dos corpos gque se deixam atravessar
Combinacdo com um metal

Animal que rumina

Que atravessa a membrana
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