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1. INTRODUCAO

Por questdes de bioética, como o principio dos 3Rs (refinamento, reducéo,
substituicdo), a triagem de moléculas em sistemas alternativos tem sido cada vez
mais requisitada, visando a reducdo do uso animal (BEKER et al., 2012; SCHOLZ e
GENSCHOW, 1999; TESSARO et al., 2015). Dentre as principais estratégias
utilizadas estdo os testes in silico e o cultivo de células in vitro (GRIESINGER et al.,
2015).

Outra alternativa que vem sendo utilizada para testes toxicolégicos nos ultimos
anos é a utilizacdo de células espermaticas, uma vez que essas possuem a
particularidade de demonstrar motilidade, sendo assim de facil avaliacdo. (SILVA et
al., 2017; VICENTE-CARRILLO et al., 2015; MAYEVSKY et al,. 1983.)

A biotina é uma vitamina hidrossoluvel, composta por um anel ureido fundido
com um anel tetrahidrotiofeno e um substituinte de acido valérico, que pode atuar
como coenzima para carboxilases em seres humanos, apresentando assim, funcéo
em vérias reacfes metabolicas. (ZEMPLENI et al,.2009). Além disso, experimentos
realizados pelo nosso grupo de pesquisa comprovam um possivel efeito
quimioterapico presente em suas propriedade, sendo essas ressaltadas quando a
molécula sofre modificagdes quimicas. (dados néo publicados).

Sendo assim o objetivo do trabalho foi verificar se existe alteracdo de
porcentagem de motilidade dos espermatozoides nos tempos 0, 1, 2 e 4 h, quando
0 Ssémen bovino é incubado com trés diferentes tipos de biotina, sendo uma a
convencional e duas modificadas.

2. METODOLOGIA
2.1 Das biotinas
As biotinas foram sintetizadas e cedidas pelo Grupo de Pesquisa LabSelen-
NanoBio da Universidade Federal de Santa Maria. As moléculas foram diluidas em
dimetilsulféxido a 2,5% para obtengdo de uma solucdo a 0,02 M. Dilui¢cdes seriadas
foram feitas em meio Opti-MEM (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) para que a solucao
de trabalho estivesse a 104 nM.

2.2 Preparo do sémen

Palhetas de sémen de cinco touros diferentes, de capacidade reprodutiva
conhecida, foram descongeladas em banho-maria a 35 °C por 30s e o conteudo
depositado em 2 mL de meio Opti-MEM previamente aquecido a 35 °C. As amostras
foram centrifugadas duas vezes durante 5 min a 750 rpm, com remoc¢ao do
sobrenadante a cada centrifugacéo e adicdo de novo meio ap0s a primeira rodada.
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Apéds a segunda centrifugacdo, o pellet foi coletado para ser feita a contagem de
concentracdo em camara de Newbauer. Foi utilizada uma concentracdo de 500.000
espermatozoides/ 100 L.

2.3 Analise das amostras

Os grupos testados foram: biotina convencional, biotina modificada nomeada
164, biotina modificada nomeada 178, e um grupo controle sem tratamento. As
células esperméticas foram avaliadas quanto a sua motilidade através do sistema
CASA (computer-assisted sperm analysis - AndroVision®, Minitube, Germany) sob
microscopia Optica. Foi avaliada a motilidade total nos tempos 0, 1, 2 e 4 h, sendo as
amostras mantidas em aquecimento até o momento da analise.

O teste estatistico utilizado foi analise de variancia de duas vias, seguido de
teste de Tukey. Os resultados foram descritos com os valores médios para cada
grupo de dados +* SEM (erro padrdo da média), onde o grau de significancia
estatistica em todas as analises foi definido em nivel de probabilidade de P< 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da avaliacdo de motilidade realizada nos espermatozoides incubados,
foi observado que o0s grupos testados nao apresentaram diferenca estatistica
guando comparados no tempo 0 h.

Ja no tempo 1 h o grupo com a presenca da biotina 178 apresentou uma
diminuicdo estatisticamente significativa na porcentagem de motilidade dos
espermatozoides em relagdo aos demais grupos. Esta diminuicdo foi mais
acentuada no tempo de 2 h e se manteve no tempo de 4 h. Os demais grupos,
biotina convencional e biotina 164, ndo apresentaram diferenca estatistica no
percentual de motilidade em relacdo ao grupo controle desde o tempo O h até o
tempo 4h.

Uma diminuicdo natural da motilidade dos espermatozoides foi observada em
todos os grupos devido o tempo de incubacéo.
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FIGURA 1. Os asteriscos representam diferencas significaticas entre 0s
tratamentos testados (P< 0,05).
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4. CONCLUSOES
Dentre os trés tipos de biotina testadas neste experimento, apenas a biotina
178 apresentou toxicidade em relagdo a motilidade total, quando comparada com as
demais. A partir desta avaliacdo é possivel perceber que dentre as moléculas
utilizadas a 178 é a que parece ser mais toxica para células de mamiferos e que
testes simples de observacdo de motilidade espermatica foi eficaz na diferenciacao
de tratamentos toxicos de néo toxicos.
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