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Resumo:

A utilizacdo de tecnologias reprodutivas € fundamental para aumento da
progénie e viabilizacdo dos machos, entre as tecnologias a criopreservacao
apresenta algumas desvantagens devido o estresse oxidativo causador de
injurias na membrana celular espermatica. O sémen da espécie ovina é
extremamente sensivel a criopreservacao, sofrendo reducées na motilidade
e viabilidade espermatica. Dessa forma, ha grandes pesquisas e utilizacédo
no uso de antioxidantes e protetores de membrana espermatica, a
guercetina, um flavonoide que atua como antioxidante ndo enzimatico capaz
de inibir a formacao de radicais livres pela interagdo com ions superoxidos,
através da reacado com radicais peroxilipidicos e por quelacédo de ions ferro e
guando adicionada ao diluidor do sémen pode melhorar a motilidade dos
espermatozoides, além de reduzir a fragmentacdo do DNA no sémen
sexado. O objetivo desse estudo foi avaliar a adicdo de 20ug/mL de
guercetina na viabilidade espermatica de sémen de carneiro refrigerado
analisados em 0, 12, 24, 36, 42, 54, 60, 72 horas de refrigeracao.

Introducao

A inseminacao artificial torna possivel a utilizacdo de um macho para
fertiizacdo de véarias fémeas, possibilita o transporte da genética sem
necessidade de movimentar animais, assim como limita a transmisséo de
algumas doencas e a incidéncia de traumas durante a monta natural
(PRIEN, 2016). Entretanto, alguns obstaculos persistem nas tecnologias de
reproducdo dos ovinos, como € o0 caso da criopreservacdo de
espermatozoides. A criopreservacdo € uma biotécnica que tem como
desvantagem induzir o espermatozoide ao estresse oxidativo que provoca
danos a membrana celular espermatica, assim como danos ao material
genético. Devido a obstaculos na utilizacdo do sémen que passa por
congelacdo, o sémen refrigerado tem sido utilizado nas inseminacdes
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artificiais, com resultados semelhantes a monta. A reducao da temperatura
no resfriamento induz uma diminuicdo do metabolismo espermatico.
Entretanto, ocorre estresse térmico que ocasiona danos estruturais as
células esperméticas, prejudicando a motilidade e a capacidade de
fecundacdo dos espermatozoides. Os indices de fertilidade em ovelhas
inseminadas com sémen refrigerado sdo 45-50%, 25-30% e 15-20% para
sémen refrigerado por 24, 48 e 72 horas respectivamente (ANEL et al,
2006). Considerando que a refrigeracdo do sémen provoca uma reducao
significante da motilidade espermética, a utilizacdo de diluentes se torna
indispensavel para manutencdo das propriedades do sémen. Dentre os
diluentes mais utilizados destacam-se 0s que apresentam em sua
composicdo a gema de ovo ou leite desnatado. A gema de ovo fornece
nutricdo proteica aos espermatozoides e, ainda, apresenta capacidade termo
protetora, ou seja, protege a membrana plasmatica e restaura o0s
fosfolipidios durante a mudanca de temperatura, interagcdo dieta entre
lipoproteinas e lipideos de membrana. Os antioxidantes sao utilizados para
proteger os espermatozoides de possiveis lesdes provocadas pelo estresse
oxidativo que ocorre durante a criopreservacéo, estes podem ser divididos
em dois tipos: enziméticos e ndo enziméticos. A quercetina trata-se de um
flavonoide que atua como antioxidante ndo enzimatico capaz de inibir a
formacao de radicais livres pela interagdo com ions superoxidos, adicionada
ao diluidor do sémen pode melhorar a motilidade dos espermatozoides
(SILVA, 2018).
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Materiais e métodos

Como doador do sémen foram selecionados trés carneiros adultos (com
aproximadamente dois anos de idade), higidos, submetidos ao mesmo
manejo alimentar, alojados no setor de Reproducédo e Criacdo Animal, da
Universidade Estadual de Maringd — Campus Umuarama - FAZENDA. Os
animais foram identificados como M1, M2 e M3, sendo realizadas no total
trés coletas espermaticas, com intervalo de trés dias. Para a coleta do
ejaculado, os animais foram devidamente contidos para o procedimento de
coleta seminal. O ejaculado foi depositado em um becker e encaminhado
imediatamente ao laboratério de Reproducdo Animal para analise. Cada
ejaculado foi analisado separadamente segundo critérios do CBRA (2013),
gquando estava dentro da normalidade, foi acrescentado o sémen ao
diluente, classificado como meio base (grupo controle) e o meio base
somado de 20ug/mL de quercetina (grupo quercetina), armazenados em
tubos conicos de 3ml Nos tubos conicos de 3 mL foram colocados 1 mL de
cada meio, sendo utilizados 14 tubos em cada tratamento. Em cada tubo foi
adicionado 240x10°espermatozoides. Os tubos foram distribuidos em 7
caixas isotérmicas comerciais (BotuFlex®), pré resfriadas por duas horas
com gelo reciclavel. Cada caixa recebeu dois tubos de cada grupo de
diluente, totalizando 4 tubos e conservados em caixas térmicas para analise
em 12, 24, 36, 48, 60, 72 horas.
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Contrariando os resultados apresentados na literatura de Silva et al., (2018)
gue concluiu que a quercetina em altas concentracdes acrescidas ao sémen
caprino diluido limita as oscilacbes deletérias dos espermatozoides, a adicdo
de 20ug/mL de quercetina diminuiu a motilidade espermatica do momento
zero até 24 horas de refrigeracéo (Tabela 1). E nos momentos 36, 48, 60 e
72 horas a adicdo de 20pg/mL de quercetina ndo mostrou qualquer
interferéncia na motilidade espermatica.

Resultados e Discussao

Tabela 1. Valores de motilidade e vigor seminal em diferentes momentos
nos grupos Controle e Quercetina.

Ii/oa?rtizzgc? Valores de Motilidade (%)
Oh 12 h 24 h 36h 48h 60h 72h
Controle 68,82 59,92 56,62 47,72 38,82 32,52 22,28
Quercetina 63,8° 51,0° 43,3° 43,3* 291%® 28,1° 15,8°

Fontes de Valores de Vigor (0 a 5)
Variagao Oh 12 h 24 h 36h 48h 60h 72h
Controle 3,22 3,12 3,12 2,32 2,42 2,12 1,5%
Quercetina 3,02 28> 25 232 18° 2,12 1,3°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas estatisticas (p<0,05).

O vigor apresentado pelo do grupo controle foi superior nos seguintes
momentos 12, 48 e 72horas. Sendo que a adicdo de quercetina n&do se
mostrou eficaz para apresentar um melhor vigor.

Concluséao

Adicdo de 20pg/mL de quercetina no meio de refrigeragdo seminal néo
melhorou os parametros de motilidade e vigor seminal em sémen refrigerado
de 0 a 72 horas.
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