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RESUMO

A criopreservacao induz o stress oxidativo que tem efeitos adversos na qualidade do sémen pos-
descongelado. O objectivo era avaliar o efeito da adicdo de quercetina ao meio de criopreservacdo do
sémen de ovelha. O sémen foi colhido de trés garanhdes de ovelha por vagina artificial e foi utilizado um
extensor comercial. Os tratamentos foram: controlo; quercetina 200 uM; vitamina E 100 uM; e combinacéo
de quercetina e vitamina E. A vitalidade, motilidade, integridade acrossémica e fertilidade foram avaliadas
in vivo. As variaveis numeéricas foram analisadas pela ANOVA e a taxa de gesta¢éo pelo qui-quadrado. Na
avaliacdo das caracteristicas de mobilidade dos espermatozéides, ndo foi encontrada qualquer diferenca
significativa entre os tratamentos. O tratamento com a maior percentagem de espermatozéides vivos com
acrossoma intacto foi quercetina 200 uM (22,33+£2,51%) em comparacdo com 0S outros tratamentos
(P<0,05). A fertilidade in vivo n&o foi estatisticamente significativa, mas foi encontrada uma diferenca
numérica na percentagem de gestacdo com a adi¢&o de 200 pM de quercetina (51,92%) em comparacao
com os outros tratamentos. Em concluséo, a adicdo de 200 uM de quercetina ao meio de criopreservagéo
do sémen ovino melhorou a vitalidade e integridade do acrossoma, mas nao a percentagem de fertilidade
in vivo.

Palavras-chave: antioxidante, congelacéo, taxa de gestacao, caracteristicas dos espermatozéides

ABSTRACT

Cryopreservation induces oxidative stress that has adverse effects on post-thawed semen quality. The
objective was to evaluate the effect of adding quercetin to sheep semen cryopreservation medium. Semen
was collected from three sheep stallions by artificial vagina, and a commercial diluent was used. Treatments
were: control; quercetin 200 uM; vitamin E 100 uM; and the quercetin and vitamin E combination. Vitality,
motility, acrosome integrity and fertility were evaluated in vivo. Numerical variables were analyzed with
ANOVA and gestation rate with chi-square. In the evaluation of sperm motility characteristics, no significant
difference was found between treatments. The treatment with the highest percentage of live spermatozoa
with intact acrosome was quercetin 200 pM (22.33+2.51%) compared to the other treatments (P<0.05). In
vivo fertility was not statistically significant, but a numerical difference in the percentage of gestation was
found with the addition of 200 uM quercetin (51.92%) compared to the other treatments. In conclusion, the
addition of 200 uM quercetin to the ovine semen cryopreservation medium improved the vitality and integrity
of the acrosome, but not the in vivo fertility percentage.

Keywords: antioxidant, freezing, gestation rate, sperm characteristics.
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INTRODUGCAO

A criopreservagdo visa manter a viabilidade e funcionalidade dos espermatozoides a
baixas temperaturas; contudo, a criopreservacdo causa danos e deficiéncias nos
espermatozoides. No momento da criopreservacao, os espermatozoides sdo expostos a
impactos fisicos e quimicos que impedem a viabilidade, diminuem a motilidade, danificam
0 acrossoma e diminuem a sua fertilidade (Mata-Campuzano et al., 2015). Isto deve-se
em parte ao facto de a criopreservacao induzir stress oxidativo, como resultado da
formacado excessiva de espécies reactivas de oxigénio (ROS; El-Khawagah et al., 2020),
uma vez que os acidos gordos polinsaturados de membrana sao susceptiveis a danos
ROS, e o citoplasma do esperma contém baixas concentracdes de enzimas de absorcdo
de radicais livres (Karimfar et al., 2015).

A adicdo de antioxidantes no extensor de congelacdo do sémen resulta em melhores
caracteristicas pos-degelo, uma vez que protegem os acidos gordos polinsaturados nos
espermatozoides, evitando assim danos por stress oxidativo. InUmeras plantas
demonstraram ter um efeito antioxidante, uma vez que contém flavondides com
capacidades antioxidantes como a quercetina, e vitaminas antioxidantes como C, E e A
(Berkovich et al., 2013). A quercetina é um flavonoide antioxidante comumente presente
nos vegetais, capaz de limpar ROS (El-Khawagah et al., 2020) e tem sido relatado para
melhorar a qualidade do sémen de ovelha pos-degelo (Silva et al., 2012; Gibb et al.,
2013). A vitamina E é um antioxidante lipofilico que protege os acidos gordos insaturados
contra a peroxidacdo, uma vez que € um potente necréfago de radicais peroxil e um
importante inibidor da reac¢cdo em cadeia da lipo-peroxidacdo em animais (Allai et al.,
2018), e € normalmente utilizado como antioxidante na criopreservacédo do sémen (Abdi-
Benemar et al., 2015; Benhenia et al., 2016).

Em comparacdo com outras técnicas de inseminacdo, a inseminacéo artificial por
laparoscopia € utilizada como alternativa para a utilizacdo de sémen criopreservado, pois
0s danos que ocorrem nos espermatozoides no momento da criopreservacao limitam a
fertilidade pdés-inseminagdo com técnicas vaginais ou cervicais (Allai et al., 2018). No
entanto, ndo ha nenhum relatério de avaliacdo da fertilidade in vivo ap6s a adicédo de
antioxidantes como a quercetina e a vitamina E no sémen de ovino criopreservado.
Portanto, o objectivo deste estudo era avaliar o efeito da adicdo de quercetina no meio
de criopreservacdo do sémen de ovelha nas caracteristicas do esperma e na fertilidade
in vivo.
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MATERIAL E METODOS

Area de estudo e animais

O estudo foi realizado no Laboratério de Investigacdo e Reproducdo Animal da
Universidade Autbnoma de Ciudad Juérez (UACJ). A inseminacao artificial foi realizada
numa quinta localizada em Ciudad Juérez nas coordenadas 31°43'12.9" N e 106°27'39.0"
W, no norte do Estado de Chihuahua. O processamento do sémen e a inseminacao
artificial foram efectuados durante a época de reproducédo (Julho a Fevereiro).

O sémen foi colhido de trés garanhdes Katahdin, com aproximadamente trés anos de
idade, com uma condicédo corporal de 4 (escala 1-5). Para avaliar a fertilidade do sémen
criopreservado, foram inseminadas 201 fémeas de raca peluda (Katahdin, Pelibuey,
Blackbelly), com idades compreendidas entre 2 e 4 anos e com uma condi¢ao corporal
entre 2 e 4 na escala 1-5. Os animais foram alimentados com alfafa, concentrado
comercial e agua ad libitum. Todos os procedimentos do presente estudo foram
realizados de acordo com as técnicas de cuidado e saude animal mexicanas (NOM-051-
Z00-1995) e com a aprovacdo do Comité de Etica e Bioética Institucional da UACJ
(CIEB-2019-1-093).

Recolha de sémen e avaliacdo pré-cryopreservacao

Cada garanhao foi trabalhado individualmente para a recolha de sémen, utilizando a
técnica da vagina artificial. Uma vez recolhidas as amostras, estas foram mantidas num
banho de 4gua a 37,5 °C (Presicion Water 282, Thermo Scientific, EUA) enquanto as trés
amostras foram recolhidas e avaliadas. A recolha de sémen foi realizada duas vezes por
semana durante seis semanas. Foram avaliados 12 ejaculados por ovelha, para um total
de 36 ejaculados avaliados.A avaliacdo da pré-cryopreservacao foi realizada através da
recolha de 10 pL de cada amostra utilizando uma pipeta (Magnetic-Assist Pipette, Rainin,
EUA), que foi depositada numa camara de contagem padrdo de 20 um (Leja Chamber,
Leja Products, Holanda), a ser avaliada por analise de sémen assistida por computador
(CASA,; AndroVision, Minitube, Alemanha) com um microscopio vertical (AxioScope.Al,
Zeiss, Alemanha). Foi avaliada a motilidade progressiva (%) e a concentracdo de
esperma (células/mL). Os niveis minimos necessarios para o congelamento foram
estabelecidos como: volume de ejaculacao = 0,5 mL, mobilidade progressiva = 80%, e
uma concentracdo de 3x10° espermatozéides/mL (Camara et al., 2011).

Diluicéo e processamento do sémen

Os ejaculados eram processados individualmente, uma vez que eram utilizados para
inseminacao artificial. Foi realizado um protocolo de diluicdo utilizando um diluente
comercial (Two Step; Continental Plastic Corp., EUA) com 6% de glicerol (v/v) e 10% de
gema de ovo (v/v). A diluicao foi feita a uma temperatura de 37 °C. A ejaculacao obtida
foi diluida a uma concentracdo de 120x10° espermatozoéides méveis por mL. Uma vez
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diluido, o sémen foi embalado em palhetas de 0,25 mL, com uma concentracdo de 30x10°
espermatozoides moveis por palha, e armazenado a 5 °C durante duas horas. Uma vez
as palhetas refrigeradas e equilibradas a 5 °C, foram colocadas numa arca de gelo a 5
cm do espelho de azoto durante 10 minutos, depois largadas em azoto e deixadas em pé
durante 5 minutos. As palhetas foram entdo colocadas numa garrafa térmica criogénica
para preservacao; permaneceram ai até ao momento da andlise e posteriormente para
utilizacdo em inseminacdao artificial por laparoscopia.

Tratamentos

As amostras diluidas foram fraccionadas em quatro por¢cbes semelhantes e foram
realizados quatro tratamentos: tratamento de controlo, realizado da forma convencional,
tratamento com quercetina (Q), adicionou-se quercetina 200 uM (Q4951, Sigma Aldrich,
EUA); tratamento com vitamina E (VE), adicionou-se vitamina E 100 pM (47786, Sigma
Aldrich, EUA); e tratamento com Q + VE, adicionou-se uma combinacao de quercetina
(200 pM) e vitamina E (100 pM).

Descongelamento de amostras de sémen

O descongelamento do sémen foi efectuado colocando cada palha num banho de agua
(Presicion Water 282, Thermo Scientific, EUA) a 37,5 °C durante 40 segundos. Para
avaliar as caracteristicas do sémen e a integridade do acrossoma, um total de seis
palhetas por tratamento por ovelha (24 palhetas) foram seleccionadas aleatoriamente e
descongeladas.

Avaliacao das caracteristicas do sémen pos-descongelamento

Para avaliar as caracteristicas do sémen, 10 yL de sémen foram colocados na camara
de contagem padréo para avaliar a motilidade (%), a motilidade progressiva (%) e a
motilidade rapida (%), utilizando o sistema CASA. A tabela 1 mostra a configuracdo do
sistema CASA utilizado para avaliar o sémen de ovelha.

Avaliacdo dos danos das membranas acrossomicas

10 yL da amostra de sémen foi colhida e colocada num microtubo de 1 mL (Eppendorf,
Alemanha) e misturada com 10 pL de reagente azul-tripan (T8154, Sigma Chemical Co.,
EUA), e 10 uL da mistura foi colocada numa lamina para fazer um esfregaco. O esfregaco
foi entdo fixado com etanol durante dois minutos, lavado com agua destilada e deixado
secar. Apos a fixacao ter sido completada, as laminas foram colocadas num recipiente
manchado com Giemsa (48900, Sigma Chemical Co., EUA) onde permaneceram durante
18-20 horas. Posteriormente, a lamina foi enxaguada para remover o excesso de mancha
com agua destilada e deixada secar. A coloracdo das células esperméticas foi avaliada
por microscopia ligeira a 100X (PrimoStar, Carl Zeiss, Alemanha). Para obter uma média
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representativa de cada palha, foram feitos trés esfregacos por palha, contando 100
espermatozoides por esfregaco. Os espermatozoides foram classificados em trés tipos:
espermatozoides vivos com acrossoma intacto (purpura corada na regido acrossémica),
espermatozoides vivos com acrossoma danificado (sem acumulacdo de purpura na
regido acrossdmica) e espermatozdides mortos (citoplasma corado a azul).

Tabela 1. Configuracao do sistema CASA* utilizado para avaliar o sémen de ovelha

Variavel Configuragéo
Resolugéo horizontal/vertical 1024 pixeles x 1024 pixeles
Tamanho de pixel horizontal/vertical 5.5 um x 5.5 pm
Quadros por segundo Acima de 101 quadros por segundo
Area 10-100
Detecgédo da cauda cola 5um
Profundidade da camara 20 um
Relacao pixel 0.54 um
Volume de referéncia
Largura 555.12 pym
Altura 555.12 um
Espermatozoides in-motile ALC <20.00 um s e FBC < 10.00 um s
Motilidade
Motilidade local VCL <20.00 um s? e VLR < 10.00 pm s
Motilidade progressiva
Motilidade circular Radio > 10.00 um s a < 80.00 pm s* e rotag&o > 0.70 um s*
Motilidad lenta VCL < 80.00 um s
Motilidad rapida VCL <80.00 um s

" Androvision, Minitube, Alemania.
ALC, amplitude de deslocamento lateral da cabeca; FBC, frequéncia de batimento da cauda; VCL, velocidade curvilinea; VLR,
velocidade em linha recta.

Inseminacdao artificial por laparoscopia e diagnoéstico de gravidez

As ovelhas foram sincronizadas em cio utilizando esponjas intravaginais (Cronogest CR®,
Intervet International, Paises Baixos) impregnadas com 40 mg de acetato de
fluorogestone durante 12 dias. Apos a remocédo da esponja, 200 Ul de gonadotropina
coriénica equina (Novormon® 5000, Virbac, Argentina) foram aplicadas a cada ovelha. A
deteccédo do estro foi realizada através da introducdo de um garanhdo preso com uma
corda (sem deixar a fémea montar) a uma caneta com as ovelhas previamente
sincronizadas, 16 h antes da inseminacao (Alhamada et al., 2017). As fémeas em cio
foram inseminadas 55 h apds a remocéao da esponja pela técnica laparoscépica. Antes
da inseminacao, as palhas eram descongeladas huma garrafa térmica de descongelacao
(Cito Products Incorporated, EUA) a 37,5 °C durante 40 segundos. O sémen foi aplicado
intra-uterino com a ajuda de um laparoscopio (250 W Halogen, Wolf, EUA) e um aspico
(Aspic, IVM, Franca). A dose de inseminac¢éo (0,25 mL) foi igualmente distribuida em
ambos os chifres uterinos. Foi inseminado um total de 201 ovelhas, distribuidas por
tratamento da seguinte forma: controlo, 50 ovelhas; quercetina (Q), 52 ovelhas; vitamina
E (VE), 50 ovelhas; e tratamento Q + VE, 49 ovelhas.
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O diagnéstico da gravidez foi realizado por ultra-sons com um transdutor linear de 6,5
MHz (Kaixin, Xuzhou Kaixin Electronic Instrument CO., China), através do recto, 35 dias
apos a inseminacgédo, independentemente do tratamento do extensor utilizado para a
criopreservacdo do sémen. A fertilidade (taxa de gestacao) foi determinada através da
obtencdo da percentagem de fémeas que engravidaram do numero total de fémeas
inseminadas por tratamento.

Analise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando a SAS 9.0 (Inst. Cary, NC,
EUA). Os dados percentuais foram transformados em arcsina antes da andlise
estatistica. A andlise de variancia foi realizada utilizando o procedimento do Modelo
Linear Geral para as variaveis numéricas: motilidade, motilidade progressiva, motilidade
rapida, e integridade do acrossoma. A comparacdo de meios entre tratamentos foi
realizada utilizando o teste de Duncan. O teste do qui-quadrado foi utilizado para a taxa
de gestacdo. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas em P <
0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do efeito dos diferentes tratamentos sobre as caracteristicas de mobilidade
dos espermatozoéides avaliados sé@o apresentados na tabela 2. No estudo, nenhum
tratamento apresentou diferenca estatisticamente significativa (P > 0,05) nas variaveis
motilidade, motilidade progressiva e motilidade rapida. Contudo, numericamente, o
tratamento com a maior percentagem de motilidade (71,57%) e de motilidade progressiva
(68,13%) foi o tratamento com quercetina em compara¢cdo com 0s outros tratamentos.
Contudo, na variavel de motilidade rapida, o tratamento com maior percentagem
(numericamente) foi o tratamento com vitamina E com 31,48 %.

Como mencionado, a criopreservacao induz stress oxidativo como resultado do excesso
de formacdo de ROS, que afecta a estrutura e caracteristicas do esperma, causando
danos no DNA, lipidos e proteinas que protegem a estrutura do esperma, uma vez que
altera os sistemas enzimaticos e as vias de sinaliza¢éo celular, o que pode levar a morte
celular. Os danos de esperma causados por ROS ocorrem durante a criopreservagao e
descongelacdo, e mesmo durante o armazenamento em nitrogénio liquido. E importante
mencionar que 0s espermatozoides normalmente geram pequenas quantidades de ROS
gue sdo importantes para diferentes processos fisioldgicos dos espermatozéides, tais
como a condensacao, a hiperactivacéo e a fertilizacdo de odcitos (Mata-Campuzano et
al., 2015; Aitken, 2017); contudo, uma vez que estes niveis fisiologicos excedem os
mecanismos de controlo oxidativo, ocorre stress oxidativo (El-Khawagah et al., 2020).
Portanto, para reduzir os danos causados pelos efeitos negativos das ROS, varios
autores propuseram a suplementacdo de antioxidantes para meios de congelagdo, como
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a vitamina E e a quercetina. Por exemplo, Sarlés et al. (2002), Silva et al. (2012), e Abdi-
Benemar et al. (2015) avaliaram a adicdo de vitamina E aos meios de criopreservagao
do sémen de ovelha, e relataram efeitos favoraveis sobre a integridade acrossémica,
vitalidade e motilidade. No entanto, no presente estudo, ndao foi encontrado qualquer
efeito favoravel da adicdo de vitamina E como antioxidante sobre as variaveis de
motilidade avaliadas. Estes efeitos contraditérios da adi¢cdo de vitamina E podem dever-
se a diferentes componentes dos diluentes, ja que Sarlos et al. (2002) mencionam que o
efeito da vitamina E varia em resposta ao agucar e tampéao utilizados nos diluentes; isto
também poderia explicar por que raz&o no tratamento em que a vitamina E e a quercetina
foram combinadas também n&o houve efeito favoravel nas varidveis avaliadas. No
presente estudo, o diluente utilizado contém frutose como fonte de energia e tris
aminometano (TRIS) como tampé&o e Sarlés et al. (2002) indicam que a adicdo de
vitamina E é mais eficaz quando os diluentes a base de sucrose contém glicose e TRIS.

Tabela 2. Efeito da adicdo de quercetina e vitamina E nas caracteristicas de motilidade espermética
do sémen de ovino criopreservado (Média + desvio padréo)

Tratamento Motilidade (%) Motilidade progressiva (%) Motilidade rapida (%)
Control 67.20+20.82 2 63.52+21.31 2 26.65+16.68 #
Q 71.5746.40°2 68.13+6.57 2 27.31+8.22 2
VitE 69.36+11.412 65.92+12.62 2 31.48+13.152
Q+VitE 60.07+13.16 2 53.95+14.50 2 16.9348.72 %

2Diferentes literais entre linhas indicam diferenga estatisticamente significativa (P < 0,05); Q = 200 pM de quercetina; Vit E = 100 pM
de vitamina E.; Q + Vit E = 200 uM de quercetina + 100 uM de vitamina E.

Da mesma forma, foi noticiado que a adicdo de quercetina a meios de criopreservagao
de sémen de diferentes espécies produz efeitos favoraveis na motilidade e integridade
acrossomica (Gibb et al., 2013; Seifi-Jamadi et al., 2016; Seifi-Jamadi et al., 2017; Ahmed
et al., 2019; El-Khawagah et al., 2020), embora alguns autores ndo tenham relatado
efeitos positivos da adicdo de quercetina (Silva et al., 2012; Banday et al., 2017) ou
mesmo relatado efeitos negativos (Restrepo et al., 2016). No presente estudo, embora a
adicdo de quercetina ndo tenha mostrado uma diferenca estatistica nas variaveis de
motilidade avaliadas, mostrou uma maior percentagem (numeérica) em comparacao com
0S outros tratamentos nas variaveis de motilidade e de motilidade progressiva. A
auséncia de um efeito estatisticamente diferente pode talvez dever-se aos excelentes
resultados de motilidade obtidos apdés o descongelamento do sémen em todos os
tratamentos, uma vez que normalmente € relatada uma variacao entre 30 a 50 % para a
motilidade ap6s o descongelamento (Motlagh et al., 2014; Abdi-Benemar et al., 2015;
Masoudi et al., 2017), e no presente estudo em todos os tratamentos os valores de
motilidade foram superiores a 60%.

Neste estudo, ao adicionar uma concentracdo de 200 uM de quercetina, obteve-se uma
maior percentagem de motilidade e motilidade progressiva (hnumericamente) porque € um
potente antioxidante que actua sobre os espermatozoides, inibindo os radicais livres, e
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tem uma actividade de limpeza de ROS mais intensa do que a vitamina E (Stojanovic et
al., 2001), previne a capacitagdo prematura do esperma antes da inseminacao artificial e
a reaccao acrossomica durante o armazenamento, o que melhora a esperanca de vida
do esperma (Restrepo et al., 2016; Seifi-Jamadi et al., 2016). Consequentemente, El-
Khawagah et al. (2020) relatam que a inclusdo da quercetina reduz os niveis de H2O: e
a peroxidacdo lipidica, que sdo indicadores do seu efeito antioxidante. Além disso, o
efeito positivo nas variaveis de motilidade pode estar relacionado com a interaccdo com
Ca?"ATPase, uma enzima chave para a regulacdo da motilidade, uma vez que a
quercetina tem um efeito inibidor sobre a bomba de Ca?-ATPase na membrana
plasmatica, resultando numa elevacédo dos niveis de Ca?*, que desempenha um papel
fundamental na producdo de adenosina monofosfato ciclico (CAMP), factores que
controlam a motilidade nos espermatozoéides (El-Khawagah et al., 2020).

A semelhanca do que foi encontrado no presente estudo, Ardeshirnia et al. (2017)
demonstraram que ao utilizar a quercetina no sémen de ovelha extraido da epididima, ao
descongelar os espermatozoides mostrou uma melhor viabilidade ao utilizar as
concentracdes de 5 e 10 pg/mL no extensor de sémen, mas a motilidade progressiva e a
motilidade n&o foram afectadas em comparagéo com o tratamento de controlo (0 pg/mL).
Por outro lado, Ahmed et al. (2019) utilizaram 150 e 200 uM de quercetina em sémen de
bafalo criopreservado, e na avaliacdo pos-degelo, estes tratamentos foram melhores para
a motilidade progressiva e integridade da membrana plasmatica em comparacédo com 0s
outros tratamentos (controlo, 50 e 100 uM de quercetina).

A tabela 3 mostra as percentagens de esperma vivo com acrossoma intacto (VAI),
esperma vivo com acrossoma danificado (VAD) e esperma morto obtido nos diferentes
tratamentos. O tratamento com quercetina mostrou uma diferenca significativa em
comparacao com 0s outros tratamentos em espermatozoides VAI (P<0,05). Com respeito
aos espermatozoides VAD, foi encontrada uma diferenca entre os tratamentos com
vitamina E (100 uM) e quercetina (200 uM), em comparacdo com os tratamentos de
controlo (convencional) e a combinacéo de vitamina E (100 uM) e quercetina (200 pM)
(P<0,05). O tratamento com quercetina (200 uM) mostrou uma diferenca significativa,
tendo menos espermatozoides mortos em comparagdo com 0s outros tratamentos
(P<0,05), indicando uma maior viabilidade.

Tabela 3. Efeito da adicdo de quercetina e vitamina E na vitalidade do esperma e danos do
acrossoma no esperma ovino criopreservado (Média + desvio padrao)

Tratamento Vivos Acrossoma Intacto (%) Vivos Acrossoma Mortos (%)
Danificado (%)
Control 8.66+4.50 ° 48.33+4.50 ° 43.00+4.00
Q 22.33+2.512 58.66+1.52 @ 19.00+2.64 #
Vit E 10.66+2.08 © 52.0045.29 # 38.33+6.08°
Q+VitE 11.33+2.08° 41.33+3.21° 47.33+1.52 ¢

abe Diferentes literais indicam diferenga estatisticamente significativa (P<0,05); Q = 200 uM quercetina; Vit E = 100 uM vitamina E.; Q
+ Vit E = 200 uM quercetina + 100 pM vitamina E.
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Estes resultados podem dever-se ao facto de, como acima mencionado, os antioxidantes
terem um efeito protector, uma vez que as deficiéncias de motilidade e viabilidade do
esperma ocorrem no momento da criopreservacao, e isto deve-se aos danos causados
por ROS (Karimfar et al., 2015). Embora as ROS sejam produtos normais do metabolismo
celular, quando estao presentes niveis elevados de ROS, as ROS sao prejudiciais aos
espermatozoides, e sao geradas tanto na altura da criopreservacdo como do
descongelamento, danificando a morfologia dos espermatozoides (Aitken, 2017),
afectando lipidos e proteinas que protegem 0s espermatozoides, o0 que pode levar a
morte celular (Ardeshirnia et al., 2017).

A este respeito, Ahmed et al. (2019), utilizando 150 e 200 uM de quercetina em sémen
de bufalo criopreservado, descobriram que os espermatozdides apresentavam menos
danos na integridade da membrana e danos acrossémicos em comparagdo com 0S
outros tratamentos (controlo, 50 e 100 pM de quercetina). No presente estudo,
concentracbes semelhantes, 200 pM de quercetina, foram utilizadas no meio de
criopreservagdo do sémen de ovelha e este tratamento mostrou uma diferenca
significativa para a variavel VAl espermatozoides em comparagcdo com 0S outros
tratamentos. Isto indica um efeito protector da quercetina sobre a membrana
acrossomica.

A integridade da membrana é importante para manter a viabilidade do esperma e é
precisamente aqui que as principais lesées ocorrem no momento da criopreservacao - o
serpente, uma vez que a redugdo e o aumento da temperatura causam danos ultra-
estruturais e funcionais. A integridade das membranas é um requisito fundamental para
a viabilidade do esperma e uma fertilizacdo bem sucedida (Martinez-Pastor et al., 2004;
El-Khawagah et al., 2020). Os danos parciais ou totais no acrossoma espermatico
resultam numa incapacidade de fertilizacdo, uma vez que as amostras de sémen com
uma elevada proporcédo de acrossomas alterados ou ausentes tendem a ter uma baixa
fertilidade. A utilizacdo de quercetina no sémen reduz a peroxidacdo lipidica dos
espermatozoides durante a congelacdo (El-Khawagah et al., 2020) e evita a sua
capacidade prematura antes da inseminacdo artificial (Restrepo et al., 2016). Isto porque
a presenca e localizacdo de substituicdes de hidroxil (-OH) e o anel B de catecol fazem
da quercetina um antioxidante eficaz, uma vez que possui uma actividade de limpeza de
ROS mais intensa do que a vitamina E (Stojanovic et al., 2001).

Gibb et al. (2013) relatam que a quercetina a uma concentracdo de 150 uM em sémen
equino criopreservado melhorou a motilidade do esperma ao descongelar, e também
aumentou a percentagem de esperma com acrossoma intacto em comparacdo com
tratamentos com 200 U/mL de catalase e 0,2 mg/mL de cisteina. Contudo, no estudo de
Seifi-Jamadi et al. (2016), adicionando 100 uM de quercetina ao meio de criopreservacao
do esperma equino, obtiveram um melhor resultado na motilidade, mas ndo encontraram
um efeito significativo na vitalidade e integridade da membrana.
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Finalmente, o quadro 4 mostra os resultados de fertilidade (taxa de gestagéo) em ovelhas
inseminadas por laparoscopia com o sémen de ovelha criopreservado adicionado com
os diferentes antioxidantes. Ao contrario das expectativas, porque o tratamento com
qguercetina melhorou a proteccdo acrossomica, ndo foram encontradas diferencas
estatisticas significativas entre os tratamentos (P>0,05). No entanto, o tratamento que
apresentou o resultado percentual mais elevado (humericamente) em comparagao com
0S outros tratamentos na taxa de gestacao foi o tratamento com quercetina 200 uM com
51,92% de fertilidade diagnosticada aos 35 dias de gestacao.

Os danos celulares levam a desestabilizacdo e mesmo a ruptura de membranas, e a
perda de componentes intracelulares, por exemplo enzimas metabdlicas e ATP,
resultando na perda de viabilidade dos espermatozéides. A membrana desempenha um
papel importante na viabilidade do esperma e na fertilizacdo bem sucedida do oécito, por
iSSO é importante que esteja intacta no momento do degelo (Martinez-Pastor et al., 2004).
Os danos na cromatina comecam geralmente na regido peri-acrosomica, as regioes
basais do espermatozoide, e posteriormente expandem-se para outras regides do nucleo
durante a criopreservacao (Sousa et al., 2016), afectando significativamente o estado
acrossomico ou mesmo a vitalidade do espermatozéide, levando a uma incapacidade de
fertilizacdo. A baixa fertilidade relatada na inseminacao artificial quando se utiliza sémen
criopreservado pode ser devida aos danos causados aos espermatozoides durante o
processo de criopreservacao-degelo (Sousa et al., 2016). Por conseguinte, foi proposta
a adicao de antioxidantes no sémen para evitar danos no esperma e melhorar a fertilidade
do sémen na inseminac&o artificial.

A quercetina € um antioxidante que actua sobre a membrana, mitocondria e acrossoma
de espermatozoéides para os proteger durante a queda de temperatura durante a
criopreservacao (Seifi-Jamadi et al., 2016). Num estudo de McNiven & Richardson
(2006), descobriram que a inclusdo de 50-300 uM de quercetina na criopreservacado do
sémen equino reduziu significativamente a percentagem de espermatozoides que
sofreram condensacao e reac¢ao acrossdmica aquando do descongelamento.

Tabela 4. Efeito da adi¢c&o de quercetina e vitamina E em sémen de ovelha criopreservado na taxa
de gestacdo em ovelhas inseminadas por inseminacéao artificial laparoscépica

Tratamento Taxa de gestacgao (%)
Control 23/50 (46.00%) 2
Q 27/52 (51.92%) *
Vit E 17/50 (34.00%) *
Q+VitE 21/49 (42.82%) *

2 Diferentes literais indicam diferenga estatisticamente significativa (P<0,05); Q = 200 pM de quercetina; Vit E = 100 pM de vitamina
E.; Q + Vit E = 200 uM de quercetina + 100 uM de vitamina E.
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Ardeshirnia et al. (2017) relatam o aumento da fertilidade in vitro do sémen de ovelha
colhido de epididimo e criopreservado com a adi¢cao de quercetina em concentragfes de
5 e 10 yg/mL em comparagao com os outros tratamentos (0, 15, 20 e 50 ug/mL). Nestas
concentracbes de quercetina, o nimero de embrides na fase de zigoto, mérula e
blastocisto aumentou. No estudo realizado por Ahmed et al. (2019), ao adicionar
guercetina a concentracdes de 150 e 200 uM, em sémen de bufalo criopreservado, a
fertilidade in vivo foi mais elevada (61,82 e 65,22 %, respectivamente) em comparacao
com o tratamento de controlo (sem qualquer aditivo; 46,90 %). No presente estudo, 0
aumento numérico da taxa de fertilidade observado no tratamento com quercetina pode
talvez estar relacionado com o aumento da vitalidade e protec¢cdo do acrossoma, uma
vez que esta concentragcdo de quercetina mostrou uma diferenca significativa nos
espermatozoides VAl em comparacdo com 0S outros tratamentos, indicando que a
fertilidade do sémen criopreservado poderia ser aumentada pela adicdo de antioxidantes
como a quercetina no extensor, uma vez que a qualidade do sémen poOs-
descongelamento € um dos factores mais importantes que influenciam a probabilidade
de gestacao apods a inseminacgéo,( Ahmed et al., 2019). No entanto, S840 necessarios mais
estudos onde diferentes concentracdes de quercetina séo avaliadas e a avaliagao in vivo
da fertilidade é realizada com um maior numero de ovelhas.

CONCLUSOES

A adicao de 200 uM de quercetina ao sémen de ovino criopreservado aumentou a
percentagem de esperma vivo com acrossoma intacto e de esperma vivo com acrossoma
danificado, o que implica uma reducdo na percentagem de esperma morto em
comparacdo com 0s outros tratamentos, indicando que cumpriu as suas funcbes
antioxidantes ao proteger o esperma dos danos da criopreservacao; contudo, isto ndo
resultou num aumento da taxa de gestacao. Recomenda-se a realizacdo de mais estudos
com diferentes concentracdes de quercetina e 0 aumento dos estudos com antioxidantes
em testes in vivo.
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