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1. INTRODUCAO

Com o advento da criopreservacdo do sémen de equinos, permitiu-se o
armazenamento e transporte a longo prazo, tornando-se de grande importancia
para a industria da equinocultura (LOOMIS; GRAHM, 2008). A grande variacao
individual na sensibilidade da criopreservacdo do sémen de cada garanh&o
culminou no crescimento nesse campo de pesquisa (SIEME et al., 2008).

Durante a manipulagédo do sémen ocorre estresse oxidativo, decorrente de
uma maior producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e culminando com a
diminuicdo da capacidade metabdlica. Ressalta-se que em condi¢des naturais de
acasalamento os danos causados pelas ROS em relacao a qualidade seminal sdo
naturalmente minimizados pelo sistema metabdlico dos espermatozéides e do
plasma seminal (MAIA; BICUDO, 2009). Da mesma forma, em niveis fisiolégicos,
as espécies reativas de oxigénio intervém e influenciam os gametas de maneira
benéfica, bem como as interacdes espermatozoéides-ooécitos (C. GAGNON et al.,
1991)( M. ATTARAN et al., 2006).

Para retardar a velocidade da oxidacdo através da inibicdo da producéo ou
dos efeitos deletérios dos radicais livres, utilizam-se substancias antioxidantes
(DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). Outrossim, possibilita uma melhora na
motilidade e na viabilidade do espermatozéide, segundo documentado por
BAUMBER et al, 2002.

Representando um dos grupos fendlicos mais importantes e diversificados
entre os produtos de origem natural e vegetal estdo os flavondides (BRUNETON,
1991; FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2006). Ainda, dentro deste apresenta-
se o kaempeferol (3,5,7-tri-hidroxi-2- (4-hidroxifenil) -4H-1-benzopirano-4-ona),
que em sistemas biolégicos agem como antioxidantes, bem como acles
antimicrobianas, antivirais, antiulcerogénicas, antineoplasicas, anti-inflamatérias,
anti-hepatotéxicas (MACHADO et al., 2008).

Assim, esse trabalho tem como intuito analisar diferentes concentracoes
da substancia Kaempferol, pertencente aos flavonodides, comparando
determinadas concentragcdes em diluente comercial durante criopreservagcéo por
48 horas, em células esperméticas equinas.
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2. METODOLOGIA

Foram utilizados ejaculados de 3 garanhdes da raca Crioula, mantidos em
uma central de reproducao equina localizada na cidade de Pelotas/RS e a coleta
foi realizada pelo método de vagina artificial.

Para os testes, foram adicionados 100uL de cada concentracdo de
Kaempferol (SIGMA — K0133) diluido em diluente comercial BotuSémen Special
(Botupharma, Brasil), todas as andlises foram realizadas em triplicata. Foram
utilizadas concentragbes de 0 (controle), 1, 2, 4% de Kaempferol em 100ul de
sémen de equino diluido em BotuSémen Special. As andlises microscopicas
foram feitas ap0s 48 horas de exposicdo do sémen ao Kaempferol, sendo
refrigeradas a 5°C em caixa térmica especifica e incubadas a 37°C durante, 10
minutos antes da analise.

Para as andlises, utilizou-se o sistema computadorizado (CASA) para
avaliacdo da cinética espermatica. Para tanto, foram colocados 3 uL de sémen
em |amina propria para a leitura, na qual foram selecionados 6 campos para as
analises. A mensuracao da cinética espermatica foi feita através da avaliacdo da
motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP) e linearidade (LIN), em
porcentagem, média da distancia retilinea (DSL), em micrébmetros, e velocidade
retilinea (VSL), em micrdmetros por segundo. A andlise estatistica dos dados foi
realizada com o programa Statistix 9.0, pela metodologia da analise de variancia
(ANOVA), comparando as médias de cinética espermatica pelo teste de Tukey em
relacdo as concentragdes utilizadas. Valores de P<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracdo de 2% Kaempferol apresentou superioridade em relacdo aos
demais tratamentos e ao controle, quanto a motilidade total e motilidade
progressiva (P<0,05), apresentado na Tabela 1. A 1% ndo teve diferenca
estatistica comparada ao grupo controle no que se refere a motilidade total,
porém, na motilidade progressiva apresentou melhores parametros comparados
ao grupo controle (Tabela 1). J& na concentracdo de 4% teve-se uma reducao nos
parametros, tendo-se uma possivel reducdo da acédo antioxidante da substancia.
Importante ressaltar que a motilidade espermatica é dependente da acédo
sincronizada de diferentes acdes das proteinas, ions, acucares, espécies reativas
de oxigénio e pequenas moléculas organicas. Muitos fatores podem causar efeito
téxico de diminuir a motilidade espermatica e desta forma, pode atribuir ao macho
fatores de infertilidade. Porém, observamos que a administracdo direta do
Kaempferol aumentou a motilidade espermatica em relacdo ao controle, quando
refrigerado a 5°C por 48 horas. Esse aumento pode ser atribuido a uma menor
taxa de peroxidagdo lipidica, que ocorre no processamento do sémen, e um
facilitador no transporte de energia para ceélula.

Ao que se refere a distancia retilinea (DSL), pode-se observar que em todas
as amostras com tratamento com kaempferol foram superiores ao grupo controle,
com destaque a concentracdo de 1%. Sabendo-se que a distancia retilinea refere-
se ao trajeto mais preciso do espermatozdide rumo ao ovocito. Com esse
aumento no trajeto percorrido podemos também diminuir a concentracao
espermatica das doses inseminantes, pois um maior numero de espermatozoides
estardo capacitados a fertilizar um ovécito.
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Ao que se refere a velocidade retilinea (VSL), pode-se observar que em
todas as amostras com tratamento com kaempferol foram superiores ao grupo
controle, com destaque a concentracdo de 1%. Sabendo-se que a velocidade
retilinea refere-se ao espermatozéide percorrer o trajeto em menor tempo rumo
ao ovoécito. Com esse aumento na velocidade percorrida podemos também
indagar que em menor tempo o espermatozoide fecundaria o odécito.

Referente a linearidade (LIN) podemos observar que todos os grupos com
presenca da substancia Kaempferol foram superiores ao grupo controle, nao
diferindo-se estaticamente entre si. Sabendo-se que a Linearidade € a relacao
percentual entre VSL e VCL. Esta substancia pode auxiliar na hipermotilidade que
pode ser visualizada pelo aumento da velocidade.

Tabela 1 — Média (£ erro padréo) dos parametros de cinética espermatica,
motilidade total (MT) e motilidade progressiva (MP), Distancia Retilinea (DSL),
meédia da distancia percorrida (DAP) e Velocidade Retilinea (VSL), das amostras
expostas imediatamente ao Kaempferol. (n=5)

Kaempferol MT (%) MP (%) DSL (um)  VSL (um/s) LIN (%)
Controle 68,58 B 35,838 25,69 ¢ 55,00 ¢ 0,378 B
1% 67,318 52,08 A 32,04 A 70,70 A 0,423 A
2% 79,60 A 54,32 A 27,54 8 59,07 B 0,435 4
4% 65,49 B 40,88 B 25,69 B 62,16 B 0,430 A

A B.C | etras diferentes na linha representam diferenca estatistica (P<0,05).

4. CONCLUSOES

Pode-se concluir que a substancia Kaempferol, analisado nesse trabalho,
demonstra uma possivel acado antioxidante as células esperméaticas equinas na
concetracdo de 1%. Ademais, a utilizacdo do Kaempferol na concentracdo de 1%
obteve melhora em parametros de analises espermaticas quando comparadas ao
grupo controle.
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