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RESUMO

Sémen ovino foi diluido (200 x 10° espermatozoides/mL) em Tris-gema de ovo (5% de
glicerol), acrescido de miricetina (0, 1, 10, 20, 30, 40, 100, 200, 300, 400 e 1000 nM) e
congelado (-196 °C). Apds descongelacdo (37°C/30s), avaliou-se cinética, iIMPA, PMM,
IROS, LPO, eMP e fertilidade in vivo (0 e 100 nM miricetina). As analises de 0, 1, 10, 100 e
1000 nM de miricetina evidenciaram: miricetina 10nM apresentou menor %RAP (P<0,05), do
que 1000nM. Amostras do controle apresentaram maior (P<0,05) VAP que o 10nM, enquanto
amostras com 10, 100 e 1000nM de miricetina evidenciaram maior BCF (P<0,05), quando
comparadas ao controle. Miricetina 1000nM apresentou maior percentual (P<0,05) de células
com LPO, do que o controle. Para 0, 20, 30, 40, 100, 200, 300 e 400 ndo houve efeito do
tratamento (P>0,05) para cinética e citometria de fluxo (P>0,05), também ndo houve
interacbes entre tratamento X tempo (P>0,05). Para ambos houve efeito do tempo de
incubacédo, em alguns parametros avaliados a MP, VCL, VSL, VAP, LIN, ALH, porcentual de
células com membrana plasmatica e acrossomal intactas, estresse oxidativo e estabilidade de
membrana foram reduzidos (P <0,05) em todos os grupos, enquanto que o BCF (P <0,05)
aumentou em todos o0s grupos. A taxa de prenhez no grupo 100 nM de miricetina foi de 50%
(5/10) e a do controle 10% (1/10). Nas analises in vitro, conclui-se que a miricetina ndo tem
efeito antioxidante sobre os espermatozoides criopreservados. No entanto, melhora a taxa de
prenhez de ovelhas inseminadas.

Palavras-chave: espermatozoide, carneiros, flavonoides, congelacdo, inseminacéo artificial,
citometria de fluxo.



ABSTRACT

Ram semen was diluted (200 x 10° sperm/mL) in Tris-egg yolk (5% glycerol), added of
myicetin (0.1, 10, 20, 30, 40, 100, 200, 300, 400 and 1000 nM) and frozen (-196 ° C). After
thawing (37°C/30s), kinetics, IMPA, PMM, iROS, LPO, eMP and fertility in vivo (0 and 100
nM myricetin) were evaluated. The analyzes of 0, 1, 10, 100 and 1000 nM of myricetin
showed: 10nM myricetin showed lower % RAP (P<0.05), than 1000nM. Samples of control
showed higher (P<0.05) VAP than 10nM, while samples with 10, 100 and 1000nM of
myicetin showed higher BCF (P<0.05), when compared to control. Miricetin 1000nM
presented higher percentage (P <0.05) of cells with LPO, than the control. For 0, 20, 30, 40,
100, 200, 300 and 400 here was no treatment effect (P>0.05) for kinetics and flow cytometry
(P> 0.05), there were also no interactions between treatment and time (P> 0.05). For both
there was effect of the incubation time, in some evaluated parameters, the PM, VCL, VSL,
VAP, LIN, ALH, percentage of cells with intact plasma and acrosomal membrane, oxidative
stress and membrane stability were reduced (P <0.05) in all groups, while BCF (P <0.05)
increased in all groups.. The pregnancy rate in the 100 nM myricetin group was 50% (5/10)
and that of the 10% control (1/10). In the in vitro analysis, it was concluded that myricetin has
no antioxidant effect on cryopreserved spermatozoa. However, it improves the pregnancy rate
of inseminated sheep.

Key words: sperm, ram, flavonoids, freezing, artificial insemination, flow cytometry.



1 INTRODUCAO

A criopreservacao € uma ferramenta muito importante para a conservacao do sémen de
reprodutores de qualquer espécie animal (ENGLAND, 1993). Entretanto, esse processo
ocasiona a diminuicdo da fertilidade devido a danos estruturais e funcionais dos
espermatozoides, estando entre os principais efeitos negativos desta técnica a perda de
viabilidade, redugdo da motilidade e alteragfes morfoldgicas (CRITSER et al., 1987; CROSS;
HANKS, 1991) que podem estar associados ao estresse oxidativo (WATSON, 2000).

Os espermatozoides sdo particularmente susceptiveis a danos induzidos por espécies
reativas de oxigénio (ROS), pelo fato de sua membrana plasmatica ser constituida por grandes
quantidades de acidos graxos poli-insaturados (AGP) e o seu citoplasma possuir baixas
concentracfes de enzimas antioxidantes (AITKEN, 1994). Estudos tém demonstrado que o
uso de agentes antioxidantes em meios de refrigeracdo e congelacdo de sémen ajuda na
protecdo dos espermatozoides contra os danos induzidos pelos oxidantes sobre a sua
motilidade, viabilidade, producdo de energia e integridade do DNA, bem como interrompe a

reacdo em cadeia da peroxidacao lipidica ou liporeroxidacdo (LPO) (MAIA; BICUDO, 2009).

Os flavonoides sdo agentes antioxidantes que podem ser utilizados nos meios de
criopreservacao do sémen, em virtude de apresentarem uma estrutura quimica adequada para
a remocao de oxidantes, devido a presenca de grupos hidroxila, que os torna mais potentes do
que as vitaminas C e E (BARREIROS et al., 2006). Trabalhos vém sendo realizados para
avaliar os efeitos destes compostos sobre os espermatozoides (MARTINEZ-SOTO et al.,
2010; MORETTI et al., 2012; SILVA et al., 2016).

Dentre os flavonoides estd a miricetina (3,5,7,3",4",5"- hexa-hidroxiflavona), que se
destaca por sua capacidade em eliminar radicais gerados por sistemas enzimaticos e nao-
enzimaticos, bem como por inibir a formacdo de malonaldeido (MDA) a partir do acido
araquidonico. Ressaltando-se, que o0 MDA ¢ produzido durante o processo de LPO (ROBAK
et al., 1986) e € uma causa importante de disfuncéo espermética (AITKEN, 1995).
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Na literatura, ndo foram identificados relatos sobre a agédo da miricetina em diluidores
de congelacdo de sémen em nenhuma espécie, existindo apenas um relato com sémen
humano, em que ¢ avaliada a capacidade da miricetina provocar mudangas como capacitacao
espermatica em amostras de sémen in natura (AQUILA et al., 2013), demonstrando, portanto,
a necessidade de estudos que avaliem os possiveis efeitos dessa substancia sobre a qualidade
do sémen quando utilizada para suplementacdo de diluidores de criopreservacdo, com o
intuito de melhorar os resultados de prenhez apo6s inseminacdo artificial utilizando sémen

congelado.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ovinocultura

Os ovinos foram uma das primeiras espécies de animais domesticadas pelo homem
(ZEUNER, 1963), devido a criacdo apresentar varios potenciais, como producdo de leite,
carne, pele e 13, sendo de grande importancia para o sustento de pequenos criadores nas
comunidades rurais (SCORTICHINI et al., 2015). De acordo com dados da Organizacdo das
Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO, 2015), existem cerca de 1,2 bilhdes de
ovinos no mundo. Desses, 18.433.810 encontram-se no Brasil, sendo, 18° maior rebanho do

mundo, com a maior parte dos ovinos na Regido Nordeste (IBGE, 2016).

Em 2015, a FAO estimou uma producdo mundial de leite de ovelha de 10,52 milhGes
de toneladas e uma producdo de carne de 13,76 milhdes de toneladas. A maioria do leite de
ovelha é produzida na regido do Mediterraneo, proximo ao Oriente. Ao contrario, a producao
de carne é mais relevante na Asia e na Oceania. Mais da metade da populagdo mundial de
ovinos encontra-se em paises em desenvolvimento, sendo 39% na Asia, 20% na Africa, 16%

na Oceania, 15% na Europa e 10% na América.

Como demonstrado, a ovinocultura esta presente em todos os continentes e esse fato se
deve a capacidade que esses animais tém para se adaptarem a diferentes condi¢fes ambientais
(PRIMO, 2004). Além disso, entre as espécies de ruminantes domesticados para producdo de
carne, 0s ovinos apresentam rapido ciclo produtivo de dez meses (cinco de gestacédo e cinco
para cria e recria), 0 que faz da ovinocultura uma das atividades pecuarias com retorno
econdmico garantido (SANTELLO et al., 2006). No Brasil, de acordo com Madruga et al.,
2005, a ovinocultura se apresenta como uma atividade promissora para o agronegdcio, em
virtude do Brasil possuir baixa oferta para o consumo interno da carne ovina e dispor dos

requisitos necessarios para ser um exportador desta carne.

A producéo de ovinos é sustentavel e tem um alto impacto socioeconémico sobre 0s
agricultores brasileiros (PAGANOTI; RODRIGUES, 2010). Na Regido Nordeste, este
impacto é evidente, sendo uma atividade pecudaria importante para o crescimento econdémico.

No entanto, a ovinocultura passa por constantes transformacfes na sua cadeia produtiva,
19



estimulada pela expansao dos mercados interno e externo de carnes e peles, que impulsiona o
aumento populacional e a qualidade genética dos rebanhos, pressionando os criadores a

adotarem tecnologias que sejam técnica e economicamente viaveis (SIMPLICIO et al., 2003).

Para que o aumento populacional e melhoramento genético dos rebanhos ovinos
acontecam é preciso que eles alcancem sua maxima eficiéncia produtiva e reprodutiva, por
meio do uso de biotecnologias. Assim, para cada sistema de producdo, uma ou mais técnicas
de reproducdo podem ou devem ser aplicadas, sendo escolhidas de forma cautelosa, de acordo

com o perfil de cada rebanho.

2.2 Congelacdo de Sémen

As primeiras tentativas de criopreservacdo de sémen de mamiferos datam dos séculos
XVIII e XIX, com as observagdes feitas por Spallanzani em 1776 e Mantegazza em 1866,
com espermatozoides de cdes. No entanto, essa tecnologia foi realmente desenvolvida no
século 20, quando o glicerol foi utilizado como agente crioprotetor (POLGE et al., 1949).
Assim, durante a década de 50, o sémen de suinos, equinos e bovinos foram criopreservados
com éxito (POLGE et al., 1957). O primeiro relato da congelacdo do sémen ovino foi feito
por Araljo em 1955 e, desde entdo, tem-se investido fortemente nessa tecnologia. Entretanto,

0 uso do sémen congelado nessa espécie ndo apresenta bons resultados (MORAES, 2003).

Apesar de ser uma técnica amplamente utilizada, é sabido que o0s processos de
congelacdo e descongelacdo prejudicam o espermatozoide devido a mudancas de temperatura,
inducdo de estresse osmdtico e formacdo de cristais de gelo (SAMPER et al., 1991;
CEROLINI et al., 2001). Vale ressaltar que essas alteracfes afetam a membrana plasmatica, o
acrossoma, as mitocéndrias, a producdo de ROS e a integridade do DNA, reduzindo,
consequentemente, a motilidade e a sobrevivéncia do espermatozoide (GILLAN et al., 2004;
DZIEKONSKA et al., 2009).

A extensdo desses danos varia de acordo com as espécies e depende fortemente da
resiliéncia do espermatozoide aos procedimentos de criopreservacdo (MAZUR et al., 2008;
KOPEIKA, 2015). Os espermatozoides de carneiros sdo extremamente sensiveis as mudancas

que acontecem durante todo o processamento (SALAMON; MAXWELL, 1995) devido a
20



grande quantidade de AGP presente em sua membrana plasmatica (SANOCKA; KURPISZ,
2004).

Todas as alteragfes ocorridas durante a congelagdo-descongelagdo do sémen ovino
determinam baixos indices de fertilidade das fémeas inseminadas. No entanto, esses indices
podem ser melhorados com avancos na técnica de inseminacdo artificial e, principalmente,
com melhorias nos protocolos e nos diluidores de preservacdo de sémen (AISEN et al., 2005;
CSEH et al., 2012). Durante cada etapa do ciclo de criopreservagdo, que inclui colheita,
diluicdo, equilibrio e congelacdo, as células podem perder a capacidade fertilizante
(WATSON, 1995).

Na criopreservacdo, o sémen deve ser refrigerado da temperatura corporal a
temperatura ambiente (37 a 20 °C), sem ocasionar danos, sendo necessario diluir o sémen em
meio adequado. O estresse inicial ocorre quando o espermatozoide é submetido a temperatura
de refrigeracdo (5 °C), devido a transicdao de fase da membrana plasmatica do estado liquido
cristalino para o estado de gel (GRAHAM, 1996; MEDEIROS et al., 2002). Quando efetuado
de modo inadequado, o processo de refrigeracdo do sémen causa choque térmico, que induz a

ocorréncia de danos espermaticos irreversiveis (GRAHAM, 1996).

Entre as temperaturas de -5 a -10 °C, inicia-se a formacdo de cristais de gelo no meio
extracelular, alterando o equilibrio osmotico e ocasionando a desidratacédo celular (SQUIRES,
1999). As células normalmente resistem a reducdo da temperatura, entretanto ndo suportam a
formacdo de cristais de gelo extracelular e ao desequilibrio osmético (HOLT, 2000). Além
dos danos ocasionados pelo choque térmico, osmotico e pela formacdo dos cristais de gelo,
sdo observados danos oxidativos que podem acontecer durante todo o processamento.
Fisiologicamente a célula espermatica produz uma variedade de ROS, incluindo anion
superoxido, peroxido de hidrogénio e 6xido nitrico. Pequenas quantidades de ROS sao
funcionalmente importantes para conduzir cascatas de fosforilacdo de tirosina associadas a
capacitacdo espermatica. No entanto, quando a producdo de ROS excede as defesas
antioxidantes do espermatozoide, determina estresse oxidativo (EO), caracterizado por dano
peroxidativo a membrana plasmaética e quebra da cadeia de DNA no nucleo da célula (HOLT,
2000, WATSON, 1995, WATSON, 2000).
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Esse processo de EO nédo sO prejudica o potencial de fertilizagdo espermatica, mas
também sua capacidade de originar um embrido normal e saudavel. A formacédo de ROS pelos
espermatozoides pode ser uma possivel explicacdo da méa qualidade do sémen, seja na
amostra fresca ou ap0s 0 processamento, para uso em varias tecnologias reprodutivas
(AITKEN et al., 2009; GUTHRIE; WELCH, 2006).

2.2.1 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo é ocasionado por um desequilibrio na quantidade de ROS, que
pode ser causado por diversos fatores relacionados com o aumento da producdo de ROS e/ou
a reducéo da disponibilidade de antioxidantes (De LAMIRANDE; GAGNON, 1995). Assim,
pode ser definido como o desequilibrio entre a producdo de ROS e a capacidade dos sistemas
bioldgicos para desintoxicar prontamente os intermediarios reativos ou reparar facilmente os
danos ocasionados (AGARWAL et al., 2003). Sob condi¢cbes oxidativas, todos os
componentes celulares séo alvos das ROS, que podem resultar em morte celular (AGARWAL
et al., 2008).

A célula espermatica é capaz de gerar e degradar ROS, que em pequenas quantidades
sd80 necessarias para o funcionamento normal da célula. Varios estudos foram realizados
visando entender o papel desses radicais na funcdo espermatica, onde se evidenciou a
participagdo do anion superoxido e do peroxido de hidrogénio, mesmo em baixas
concentracdes, nos eventos que culminam com a fertilizacdo em diferentes espécies (MAIA,;
BICUDO, 2009)

Nos espermatozoides, as principais causas de EO sdo as elevadas concentragcOes de
ROS produzidas por gametas imaturos ou anormais (BAILEY et al., 2000; GIL-GUZMAN et
al., 2001) e leucdcitos (ESFANDIARI et al., 2003), alem das baixas concentracdes de
antioxidantes presentes no plasma seminal (YEUNG et al., 1998). Por conseguinte, EO é um
dos fatores mais importantes que contribuem para a mé qualidade do sémen (BUCAK et al.,
2010).

Durante a criopreservacdo do sémen, pode-se induzir a formagdo de ROS devido ao

choque térmico, a exposicdo ao oxigénio atmosférico e a remocdo do plasma seminal
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(WATSON, 2000). Tais procedimentos com elevagdo na quantidade de ROS, desencadeiam a
LPO dos espermatozoides (BUCAK et al., 2008).

2.2.2 Peroxidacdo lipidica ou lipoperoxidacéao

A LPO é definida como a deterioracdo oxidativa de AGP, sendo estes ultimos
classificados como aqueles que contém duas ou mais duplas ligagbes carbono-carbono
(H2.C=CHy>). A LPO é mediada por radicais livres, que atacam as liga¢Ges carbono-carbono, e
sdo excelentes alvos das ROS (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; NORDBERG,;
ARNER, 2001). Ela ocorre por meio de um mecanismo de reacdo em cadeia e pode ser
iniciado enzimaticamente ou ndo, sendo os AGP das membranas celulares destruidos pela
peroxidacado, levando a desestabilizacdo e perda da integridade dessas membranas (TAPPEL,
1978; BUS; GIBSON 1979). Por isso, uma maior suscetibilidade aos danos peroxidativos nos
espermatozoides é observada na presenca de alto teor de AGP na membrana plasmatica
(HAMMERSTEDT, 1993). Estes AGP, particularmente em espermatozoides mortos (PAGL
et al., 2006), se ligam ao oxigénio, resultando na producdo de altos niveis de ROS (MAIA et
al., 2010; GADEA et al., 2013).

O processo de criopreservacdo é um fendmeno prejudicial as células, resultando em
diminuicdo da qualidade do espermatozoide e tendo como uma das causas o excesso de
producdo ROS durante os ciclos de congelacdo-descongelacdo, que desencadeia a LPO
(NASEER et al., 2015; AMIDI et al., 2016; SEIFI-JAMADI et al., 2016), e € uma causa
particularmente importante de disfuncdo espermatica. Espermatozoides com LPO apresentam
reducéo da fluidez da membrana e da sua capacidade de fertilizagcdo (AITKEN, 1995). A LPO
e 0 EO podem ser controlados ou mesmo revertidos por meio da acdo dos antioxidantes, que
podem ser adicionados aos diluidores de criopreservagédo, a fim de manter o equilibrio entre
agentes oxidantes e antioxidantes (MAIA, 2006), melhorando a qualidade seminal apds a

descongelagéo.
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2.3 Terapias Antioxidantes

Estudos revelam que células e 6rgdos necessitam de defesa contra oxidantes, sem 0s
quais a sobrevivéncia em condicdes aerobicas seria comprometida. Em vista da grande
variedade de oxidantes existentes, ndo é surpreendente que a natureza tenha desenvolvido

uma grande quantidade de diferentes tipos de antioxidantes (SIES, 1993).

Os antioxidantes, em uma ampla defini¢do, sdo quaisquer substancias que, presentes
em baixas concentrages quando comparada a de um substrato oxidavel, atrasa ou inibe a
oxidacdo deste substrato de maneira eficaz (SIES; STAHL, 1995), evitando o inicio ou a
propagacao das reacdes em cadeia de oxidacio (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004).

Os antioxidantes sdo classificados em dois sistemas que o0s dividem como enzimaticos,
composto pelas enzimas produzidas no organismo, superoxido dismutase (SOD); catalase
(CAT), peroxirredoxinas (Prx), glutationa (GSH), glutationa redutase (GR) e glutationa
peroxidase (GPx), e os ndo enzimaticos, conhecidos como antioxidantes sintéticos ou
suplementos da dieta, como vitaminas, flavonoides, licopeno e bilirrubina (ANDRADE et al.,
2010; VASCONCELOS et al.,, 2014). No sémen, estdo presentes antioxidantes que
constituem os sistemas de defesa antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos (SANOCKA,;
KURPISZ, 2004; SILVA et al., 2011).

De modo geral, o mecanismo de defesa antioxidante é dividido nas etapas de
prevencdo, onde é inibida a producdo de ROS (quelantes de metais e as proteinas de ligacéo
de metais, que blogueiam a formacéo de novos ROS); intercepcao, que interrompe a reacéo; e
de reparacdo, que ndo € observada nos espermatozoides, devido ao carente sistema enzimético
presente em seu citoplasma (SALEH; AGARWAL, 2002; AGARWAL et al., 2005).

Estdo envolvidos na etapa de prevengdo a GSH, SOD, CAT, GPx e vitamina E,
enguanto nos reparos de lesdes o acido ascorbico (vitamina C), a glutationa reduzida (GSH-
Rd) e GPx (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Ja foi demonstrado que no sémen de ovinos
ha presenca de antioxidantes como a SOD, GPx e CAT (MANN; LUTWAK-MANN, 1981).
Contudo, no periodo de maturagdo, as células esperméticas perdem a maior parte de seu
citoplasma, sendo privados de uma fracdo dos antioxidantes enddgenos, tornando-os
susceptiveis a acdo das ROS (CARVALHO et al., 2002). Deste modo, espermatozoides
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maduros passam a depender da protecdo dos antioxidantes presentes no plasma seminal
(CARVALHO et al., 2002; ALVAREZ; MORAES, 2006).

Durante o processo de criopreservacdo do sémen, hd um favorecimento do
desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes, em favor dos agentes oxidativos, com
comprometimento da integridade estrutural e funcional dos espermatozoides (WATSON,
2000; GUERRA et al., 2004). Alguns fatores podem provocar este desequilibrio, como por
exemplo a diluicdo do sémen, comumente utilizada nos processos de criopreservacao, que
promove a reducgédo da concentracdo de antioxidantes presentes no plasma seminal e favorece
a oxidacdo (BILODEAU et al., 2000).

Com isso, faz-se necessaria a adicdo de substancias com atividade antioxidante nos
diluidores de criopreservagdo (MAXWELL; STOJANOV, 1996), a fim de promover um
balanco entre a producédo de ROS e a desintoxicacdo dos mesmos, podendo ser um importante
fator de sobrevivéncia e funcionalidade dos espermatozoides antes, durante e ap6s sua

criopreservacao, exercendo influéncia direta sobre a fertilidade (BILODEAU et al., 2000).

2.3.1 Flavonoides

Flavonoides sdo um dos mais numerosos e generalizados grupos de constituintes
naturais, onde mais de 8.000 tipos ja foram identificados (PIETTA, 2000). Os flavonoides sdo
compostos polifendlicos biossintetizados a partir da via dos fenilpropanoides e do acetato,
precursores de varios grupos de substancias, como aminodacidos alifaticos, terpenoides, acidos
graxos, dentre outros (MANN, 1987). Eles participam de importantes fun¢des no crescimento,
no desenvolvimento e na defesa dos vegetais contra o ataque de patégenos (DIXON;
HARRISON, 1990). Estes derivados de benzo-y-pirona de baixo peso molecular estéo

presentes nas plantas e sao acessiveis aos animais por meio de sua dieta.

Eles sdo encontrados em frutas, vegetais, nozes, sementes, folhas, flores e cascas
(HARBORNE et al., 1975) e sdo caracterizados por uma estrutura de difenilpropano (CeC3Cs)
(HERTOG et al., 1993), com dois anéis benzénicos (A-B), ligados a um anel pirano (C) (Fig.
1).
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Figura 1. Estrutura basica dos flavonoides (DORNAS et al., 2007)

Os flavonoides podem ocorrer como agliconas, glicosideos ou como parte de outras
estruturas que contenham flavonoides, como as flavolignanas, poréem frequentemente ocorrem
como glicosideos. As subclasses dos flavonoides sdo: chalconas, dihidrochalconas, auronas,
flavonas, flavondis, dihidroflavonol, flavanonas, flavanol, flavandiol, antocianidina,
isoflavonoides, bioflavonoides e proantocianinas (BRAVO, 1998). Na subclasse dos
flavonois, os mais encontrados em vegetais sdo canferol, quercetina e miricetina (FENNEMA,
1992).

Efeitos farmacologicos dessas substancias foram observados em 1936 por Rusznyak e
Szent-Gyorgyi, onde esses compostos foram descritos por apresentarem uma miriade de
efeitos farmacoldgicos sobre os sistemas biol6gicos (CODY et al., 1986). Alguns flavonoides
foram relatados como tendo efeitos antioxidativos, inibindo fenémenos mediados por radicais
livres (TOREL et al., 1986).

A capacidade antioxidante de compostos fenolicos é determinada por sua estrutura, em
particular por hidroxilas que podem doar elétrons e suportar, como resultado, a deslocalizacédo
em torno do sistema aromatico. Outro determinante estrutural importante é a capacidade
antioxidante dos flavonoides, atribuidas as hidroxilas em C4 e C3, que atuam no aumento do
potencial antioxidante (LIEN et al., 1999).
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Os flavonoides sdo antioxidantes efetivos devido as suas propriedades sequestrantes de
radicais livres e por quelar ions metalicos (KANDASWAMI; MIDDLETON, 1994). A
propriedade antioxidante é direcionada sobre o radical hidroxil (OH) e o anion superoxido
(02), que sdo espécies altamente reativas envolvidas na iniciacdo da LPO. Além destes
efeitos importantes, os flavonoides tém propriedades estabilizadoras de membrana (GALATI
et al., 2002). Estudos indicam que agliconas, incluindo quercetina, luteolina, miricetina e
canferol, possuem grande capacidade antioxidante, maior que de flavonoides conjugados,

como a quercetina-3-glicosidica, quercetina e rutina (NOROOZI et al., 1998).

Eles diferem entre si por sua estrutura quimica e caracteristicas particulares
(NIJVELDT et al., 2001), e sua atividade antioxidante depende de sua estrutura, podendo ser
determinada por cinco fatores: reatividade como agente doador de H e elétrons, estabilidade
do radical flavanoil formado; reatividade frente a outros antioxidantes, capacidade de quelar
metais de transic¢do, solubilidade e interagdo com as membranas (BARREIROS et al.,, 2006).
O pH dos tecidos bioldgicos também é um fator que pode influenciar na atividade
antioxidante dos fendis (DECKER, 1997).

- Miricetina

Dentre os flavonoides, encontra-se a miricetina, que € um flavonol encontrado na
natureza e estruturalmente similar a quercetina, encontrada em quantidades significativas em
bagas, chas e vinho tinto (HUANG et al., 2010). A hidroxilacdo na posi¢do 5" no anel B (Fig.
2 e 3) conduz a formacdo de miricetina a partir da quercetina (MATTIVI et al., 2006). No
entanto, pouca atencdo € dada a avaliacdo das atividades bioldgicas da miricetina, embora seja
ela semelhante a quercetina e abundante em plantas e alimentos. As atividades da quercetina
incluem a eliminacdo de radicais de oxigénio, a inibicdo da LPO e a quelacdo de ions
metalicos (FORMICA; REGELSON, 1995).
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Figura 2. Estrutura quimica da Quercetina (ALVES et al., 2007)

Dados controversos estdo disponiveis na literatura sobre o potencial terapéutico da
miricetina, uma vez que tem sido relatado apresentar tanto acdo antioxidante (SELLAPPAN;
AKOH, 2002) quanto pré-oxidante (CHOBOT; HADACEK, 2011) in vitro, bem como
propriedade anti-cancerigena (HE et al., 2008) e pro-tumorigénica (MAGGIOLINI et al.,
2005). Foi demonstrado que, entre os flavonoides (quercetina, kaempferol, catequina e
rutina), a miricetina apresenta a maior capacidade antioxidante por possuir mais grupos
hidroxilo fendlicos (PEKKARINEN, 1999). Verificou-se que a atividade antioxidante dos

28



flavonoides aumenta dependendo do numero de grupos hidroxilicos fendlicos
(PEKKARINEN, 1999).

Estes grupos fendlicos proporcionam ligacdo a receptores estrogénicos (atividade
fitoestrogénica). Assim, a miricetina pode atuar também como agonista ou antagonista de
estrogénio (AQUILA et al., 2013). Fitoestrdgenos sdo compostos presentes na natureza que
apresentam estrutura quimica semelhante ao estradiol, um estrogeno enddégeno. Como
resultado, esses compostos vegetais biologicamente ativos podem se ligar a receptores de
estrogenos em varias células (AQUILA et al., 2013), uma vez que foi mostrado que a
miricetina provoca atividade estrogénica (MAGGIOLINI et al., 2005) e que 0s estrogénios
sdo capazes de estimular a capacitacdo espermatica e as consequentes alteraces bioquimicas,
como o0 aumento da taxa metabolica e gasto energético global (VISCONTI et al., 1998;
BALDI et al., 2000; AQUILA et al., 2005). Portanto, € importante determinar se este flavonol
afeta a funcdo de espermatozoides maduros de uma forma que possa alterar a fertilidade.

2.4 Avaliacéo do Sémen

A analise do sémen nas mais variadas espécies € baseada em técnicas de microscopia
de luz, tendo como principais parametros avaliados motilidade, vigor, concentragédo e
morfologia (FREITAS-DELL’AQUA et al., 2009). Embora Uteis, esses testes ndo séo
completamente confidveis ou reprodutiveis, devido ao pequeno nimero de espermatozoides
avaliados, falta de objetividade e erro humano (GRAHAM et al., 1980).

Mais, objetividade e repetibilidade na avaliagdo do sémen podem ser alcangadas com
uso do sistema computadorizado de analise do sémen - CASA (DAVIS; SIEMERS, 1995) e
da citometria de fluxo (SHAPIRO, 1988; EVENSON et al., 1994), uma vez que superam
habilidade que as pessoas tém em identificar padroes de motilidade ou de anormalidades
espermaticas. O poder de andlise destes testes € dado pela avaliacdo precisa e acurada dos
espermatozoides, podendo, assim, melhorar o processo de avaliacdo seminal em animais
(ARRUDA, 2000).

Além destes, testes de fertilidade podem ser realizados por meio da inseminacéo

artificial ou da fertilizacéo in vitro, representando técnicas de alta sensibilidade para o acesso
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de avaliacéo da capacidade de fertilizacdo das amostras seminais (CRESPILHO et al., 2009) e
permite fazer avaliacdo simultanea dos requisitos mais importantes da célula espermatica para
0 processo de fertilizacdo (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2005).

2.4.1 Sistema computadorizado de analise do sémen — CASA

A analise de sémen por computador foi proposto por Dott e Foster em 1971, onde
varios parametros poderiam ser analisados, como por exemplo, concentracdo, motilidade e
morfologia esperméatica. O primeiro sistema CASA para comercializacdo desenvolvido
especificamente para avaliacdo da motilidade espermatica foi o CellSoft® (CRYO Resources,
Montgomery, New York), comercializado por volta de 1985 para uso em laboratério de
pesquisa e laboratorios médicos (MACK et al., 1988). Os equipamentos utilizados nos
sistemas CASA variam entre aparelhos, Opticas e software usados para identificacdo e
reconstrucdo da trajetéria (VERSTEGEN et al., 2002).

Estes sistemas fornecem informagfes precisas sobre diferentes caracteristicas do
movimento (GRAVANCE; DAVIS, 1995; HOLT; PALOMO, 1996), como motilidade total
(MT) e progressiva (MP), linearidade (LIN), retilinearidade (STR), indice de oscilacdo
(WOB), velocidade curvilinea (VCL), velocidade em linha reta (VSL), velocidade média da
trajetoria (VAP), deslocamento lateral da cabeca (ALH) e frequéncia de batimento cruzado
(BCF). Desta forma, o sistema torna-se uma ferramenta util no monitoramento da qualidade
espermatica de amostras submetidas a diferentes tratamentos experimentais (FARREL et al.,
1996), na pesquisa de novos diluidores seminais, crioprotetores ou outros tipos de
processamento (AMANN; KATZ, 2004), além de avaliar a hiperativacao, estabelecer relacdo
entre qualidade do sémen e a fertilidade da amostra, assim como auxiliar nas avaliagfes gerais
para uso de machos para reproducdo (FARREL et al., 1996; VERSTEGEN et al., 2002).

Este detalhamento da cinética celular proporcionado pelo CASA reflete a atividade
metabolica espermatica (GIL et al., 2000) e a qualidade dos espermatozoides presentes em
uma amostra seminal (FARREL et al., 1996). Entretanto, a motilidade espermatica representa

apenas um dos varios pré-requisitos basicos indispensaveis para que 0s espermatozoides
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concluam com éxito sua funcdo bioldgica representada pela fertilizagdo do o0d0cito
(GRAHAM; MOCE, 2005).

2.4.2 Citometria de fluxo

E uma tecnologia de alta velocidade pela qual células tnicas, agregados celulares ou
pequenos organismos multicelulares em suspensdo liquida podem ser classificados e
ordenados de forma viavel e em tempo real (GOOLSBY; HANSEN, 2014). Todos os tipos de
citometro de fluxo (fluidos, dticas e eletrénicas) realizam as mesmas tarefas bésicas:
suspender particulas em uma corrente de fluido e, em seguida, analisar as caracteristicas
fisicas e quimicas das particulas, a medida que passam por um laser (MACEY, 2007),
executando a analise de milhares de células individuais por segundo e medindo varios

parametros simultaneamente (DING et al., 2017).

A citometria de fluxo foi primeiramente desenvolvida por Moldovan em 1934, que
desenvolveu um sistema em que células coradas dentro de um tubo capilar, sob a luz do
microscopio optico, passavam por um detector fotoelétrico e procedia a contagem celular,
conforme a incidéncia da luz. A adaptacdo da citometria para a avaliacdo dos espermatozoides
comegou guando esta tecnologia foi utilizada para medir o conteido de DNA destas células
(EVENSON et al., 1980).

Sua aplicacdo nas andlises do sémen aumentou gradualmente (GILLAN et al., 2005),
permitindo a observacdo de caracteristicas fisicas, como o tamanho da célula, a forma e a
complexidade interna, e qualquer componente ou funcdo do espermatozoide que possa ser
detectado por um fluorocromo (LARSSON; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2000),
podendo ser utilizado para avaliagdo de caracteristicas como viabilidade celular, integridade
acrossomal, funcdo mitocondrial, status de capacitacdo, fluidez da membrana e estado do
DNA (GILLAN et al., 2005), de forma objetiva, com um alto nivel de repetibilidade
experimental. Além disso, permite a associa¢do de fluorocromos, sendo vérios atributos da
mesma célula avaliados simultaneamente (LARSSON; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al.,
2000), tornando mais precisa a previsdao de fertilidade da amostra analisada (AMMAN;
HAMMERSTEDT, 1993).
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Para realizacdo destas andlises, diferentes marcadores fluorescentes podem ser
utilizados (GRAHAM et al., 1990). A capacidade de analise multiparamétrica em combinacéo
com os corantes fluorescentes permitem a andlise e identificacdo de populacgdes de células em
amostras heterogéneas, como o sémen (MACEY, 2007; CHATTOPADHYAY et al., 2008), e
novos corantes e técnicas fluorescentes sdo desenvolvidas continuamente e possuem potencial

aplicacdo para a avaliacao na citometria de fluxo de espermatozoides (GILLAN et al., 2005).

Além dos avancos nas técnicas e nos fluorocromos, os aparelhos de citometria também
passam por inovacgdes, como o desenvolvimento da citometria de fluxo associada a imagem,
que é uma técnica de alto desempenho, que combina as capacidades de analise de imagem da
microscopia com 0 aumento da producdo e o poder estatistico da citometria de fluxo
tradicional (BASIJI et al., 2007). Ao longo da ultima década, a instrumentacédo de citometria
e a tecnologia de processamento de imagem avancaram até o ponto em que a citometria de
fluxo baseada em imagem de alto rendimento estd disponivel para um segmento maior da
comunidade cientifica. Em particular, avancos significativos foram realizados ndo apenas ao
hardware, mas a andlise de software (McFARLIN e GARY, 2017).

A seguir estdo alguns dos parametros e associacfes de fluorocromos que podem ser

analisados na citometria de fluxo:

- Integridade membranas plasmatica e acrossomal (FITC-PNA + lodeto de propideo)

A associacdo dos fluorocromos FITC-conjugada ao Peanut agglutinin (FITC-PNA) e
iodeto de propideo (IP) é utilizada para avaliacdo da integridade das membranas plasmatica
(IP) e acrossomal (FITC-PNA). A primeira citacdo na literatura sobre a associa¢do de sondas
fluorescentes para avaliar simultaneamente membranas plasmatica e acrossomal foi de
Graham et al. (1990), usando um sistema de citometria de fluxo. A integridade de membrana
plasmatica € comumente analisada ap0s a marcacdo dos espermatozoides a corantes
impermedveis a membrana. Desta forma, os gametas ndo corados sdo considerados viaveis
(SILVA; GADELLA, 2006), e dentre estes corantes encontramos o IP.

A membrana plasmaética circunda todo o espermatozoide e mantém suas organelas e

componentes intracelulares e, por meio de suas caracteristicas semipermeaveis, mantém o
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gradiente quimico de ions e outros componentes soliveis (SCHURMANN et al., 2002). Se
esta membrana ndo estiver funcionalmente intacta, o espermatozoide € considerado
deteriorado (morto) e in vivo ndo é capaz de fertilizar o oocito (LIU et al., 2004), dai a

importancia de se avaliar seu estado.

Além disso, a manutencdo da integridade do acrossoma também é de fundamental
importancia para que haja a fertilizacdo do oécito (HAFEZ; HAFEZ, 2004), sendo a reacdo
acrossdmica caracterizada pela liberacdo das enzimas acrossomais, essenciais para a
penetracdo do espermatozoide na zona pellcida e fusdo com a membrana plasmética do
oocito (DIAZ-PERES et al., 1988).

Para a avaliacdo da integridade do acrossoma podem ser utilizadas diversas técnicas
fluorescentes com lectinas conjugadas, as quais interagem com glicoconjugados
exclusivamente localizados no acrossoma (HOLT, 2000; SILVA; GADELLA, 2006;
ARRUDA et al., 2007).

Na Figura 4, pode-se observar, por meio das imagens de citometria de fluxo de
espermatozoides marcados com FITC-PNA e IP, células que apresentam marcacdo PNA-/IP-,
classificadas como portadoras de membranas acrossomal e plasmatica intactas; células com
marcacdo PNA+/IP-, classificadas como de membrana acrossomal reagida e plasmaética
intacta; células com marcacdo PNA-/IP+, classificadas como portadoras de membrana
acrossomal intacta e plasmatica lesionada; e células com marcacdo PNA+/IP+, classificadas

com membranas acrossomal e plasmatica lesionadas.

-------

PNA-/PI- C PNAY/PI- PNA-/PI+ PNAH/PI+

Figura 4. Avaliacdo de integridade das membranas plasmatica e acrossomal de
espermatozoides com FITC-PNA (acrossomal) e iodeto de propideo (membrana plasmatica)

(Arruda et al., 2018). Células PNA-/IP-, classificadas como portadoras de membranas
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acrossomal e plasmatica intactas; células com marcacdo PNA+/IP-, classificadas como de
membrana acrossomal reagida e plasmatica intacta; células com marcacdo PNA-/IP+,
classificadas como portadoras de membrana acrossomal intacta e plasmatica lesionada; e
células com marcacdo PNA+/IP+, classificadas com membranas acrossomal e plasmatica

lesionadas.

- Estabilidade de membrana (Merocianina 540 / YO-PRO-1 lodide)

Apesar de relatos anteriores de que a integridade das membranas é pré-requisito para a
viabilidade do espermatozoide, se esta ndo estiver funcionalmente estavel, o espermatozoide
ndo é capaz de interagir com o ambiente do trato genital da fémea e, consequentemente,
fertilizar (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2007).

Para que o espermatozoide se ligue ao odcito, ele deve passar pelo processo de
capacitacdo espermatica, quando a membrana da célula passa por uma reorganizacdo e
desestabilizacdo. Portanto, quando a capacitagdo ocorre prematuramente, determinando a
exocitose do acrossoma ou morte celular, a fertilizacéo é prejudicada. E sabido que durante o
processo de criopreservacdo ocorrem mudancas nos espermatozoides semelhantes a
capacitacdo fisioldgica (AUSTIN, 1952; CORMIER et al., 1997; GADELLA; HARRISON,
2000, JANUSKAUSKAS et al., 2000).

Portanto, a estabilidade de membrana € mais um parametro que deve ser analisado.
Para tanto, o fluorocromo merocianina 540 (M540) pode ser utilizado. Este corante monitora
a ordem dos fosfolipidios no folheto externo da bicamada lipidica da membrana plasmética
(LANGNER; HUI, 1993) e detecta mudancas induzidas pelo bicarbonato no envelope lipidico
e sua distribuicdo dentro da membrana plasmatica (KUMARESAN et al., 2011).

O bicarbonato provoca mudancas na fluidez da membrana, que parecem ser alteracfes
precoces no processo de capacitagdo, com isso a M540 é capaz de se interligar a membrana e
atuar como um marcador Util para identificar a desestabilizacdo de membrana (HARRISON et
al., 1996; GREEN; WATSON, 2001). De acordo com Steckler et al. (2015), a coloragéo de
espermatozoides com M540 proporciona uma avaliacdo rapida e objetiva da estabilidade da

membrana de uma grande populacéo de espermatozoides, por meio de citometria de fluxo.
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Além disso, a coloragdo com M540 pode ser combinada com a sonda de ligacdo de
DNA impermeavel a membrana Yo-Pro 1- lodide (YO), para analisar simultaneamente a
viabilidade das células espermaticas (HALLAP et al., 2006). O conhecimento da quantidade
de espermatozoides viaveis, com membrana plasmética estavel, numa dose inseminante

proporciona informagdes valiosas sobre sua qualidade (THUNDATHIL et al., 1999).

A seguir, tem-se imagens da citometria de fluxo (Fig. 5), onde se observa os padrdes
de marcacdo de espermatozoides expostos a M540 e o YO, sendo identificadas quatro
populacdes: células vidveis com membrana estdvel (M540-/ YO-1-); células vidveis com
membrana desestabilizada (M540+/YOL1-); células ndo viaveis com membrana estavel

(M540-/YO+) e células ndo viaveis com membrana desestabilizada (M540+/YO-1+).

M540-/YO- M540+/Y0- M540+/Y0+ M540-/Y0+

Figura 5. Avaliagdo da estabilidade de membrana espermatica com Merocianina 540
(avalia estabilidade) e Yo-pro-1 (viabilidade) (Arruda, 2017). Células viaveis com membrana
estavel (M540-/ YO-1-); células viaveis com membrana desestabilizada (M540+/YO1-);
células ndo viaveis com membrana estavel (M540-/YO+) e células ndo viaveis com
membrana desestabilizada (M540+/YO-1+).

- Potencial de membrana mitocondrial (JC-1)

O funcionamento mitocondrial de maneira ordenada e aprimorada é crucial para 0s
espermatozoides de mamiferos, sendo relacionado com altas taxas de funcionalidade e
fertilidade da célula esperméatica (ANGRIMANI et al., 2015). A mitocondria possui papel
central na viabilidade e na morte celular, estando relacionada com a funcionalidade da célula
espermatica (St. JOHN, 2002).
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Nas células espermaéticas, as mitocondrias estdo dispostas de forma helicoidal na peca
intermediaria e o ATP produzido serve como suplemento energético para os batimentos
flagelares, sendo indispensavel para que haja motilidade (COSSON, 1996). Alguns
marcadores fluorescentes conseguem avaliar o potencial da membrana mitocondrial (PMM),
que esta relacionado a capacidade da mitocondria em bombear protons da matriz mitocondrial
para 0 espaco intermembranar, por meio da energia livre gerada pelo transporte de elétrons,

produzindo um gradiente eletroquimico (CHEN, 1988).

Dentre 0s marcadores, pode-se encontrar o 5,5°,6,6’-tetracloro-1,1,3,3’-
tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1), que, dependente do gradiente eletroquimico,
precisa de PMM altamente negativo para penetrar na mitocondria e emitir fluorescéncia nos
comprimentos de onda de luz vermelha ou verde, de acordo com sua concentracdo interna
final (ARRUDA et al., 2007).

Este corante vem sendo amplamente utilizado para detectar casos de infertilidade
masculina (HU et al., 2009), avaliar o efeito da fungdo mitocondrial nas taxas de fecundacao
in vitro (KASAI et al., 2002) e do potencial mitocondrial de espermatozoides equinos
(PUKAZHENTHI et al., 2014) e bovinos (CASTRO et al.,, 2016), alem de atuar como
ferramenta para avaliar o efeito da criopreservacdo espermética (CELEGHINI et al., 2008).

Na Figura 6 estdo apresentadas imagens, por meio de citometria de fluxo, de
espermatozoides marcados com JC-1, onde células que apresentam a peca intermediaria
coradas em laranja possuem alto potencial de membrana mitocondrial e células com peca

intermediaria coradas em verde apresentam baixo potencial de membrana mitocondrial.

HIGH MMP LOW MMP

Figura 6. Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial de espermatozoides utilizando

JC-1 (Arruda, 2017). Células que apresentam a peca intermediaria coradas em laranja
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possuem alto potencial de membrana mitocondrial e células com peca intermediaria coradas

em verde apresentam baixo potencial de membrana mitocondrial.

- Niveis de ROS intracelular (CM-H2DCFDA + lodeto de propideo)

Em tdpico anterior ja foi abordada a producdo de ROS pelos espermatozoides, seus
efeitos benéficos quando produzidas em niveis fisioldgicos e suas desvantagens quando
produzidas em excesso, desencadeando o EO. Portanto, nesta sessao sera abordado apenas a

avaliacdo da producdo de ROS pelas células espermaticas.

A deteccdo e avaliacdo do EO sdo importantes tanto para estudos fisioldgicos quanto
para patoldgicos. A deteccdo de ROS pode ser feita por meio de reagentes que se acumulam
intracelularmente e se tornam fluorescentes apds a oxidacdo, como € o caso do CM-
H>DCFDA (5- (e 6-) clorometil-2°,7"- diacetato de diclorodihi-drofluoresceina, acetil éster),
que penetra na membrana plasmatica e é retida depois que as esterases intracelulares clivam
0s grupos acetato e emitem fluorescéncia verde apos a oxidacdo. (MARTINEZ-PASTOR et
al., 2010; KALYANARAMAN et al., 2012).

Este fluorocromo é frequentemente chamado de "sonda de detec¢do de perdxido de
hidrogénio para a medicdo de peroxido de hidrogénio em células intactas”. No entanto, o
intervalo de ROS detectado por esta sonda é muito mais amplo (KALYANARAMAN et al.,
2012). A oxidacdo de HoDCF para DCF ocorre em duas etapas: primeiro, o radical DCF é
formado, e depois € oxidado para DCF em uma reacdo com oxigénio molecular
(WARDMAN, 2007). O primeiro passo da oxidacdo de H.DCF pode ser mediado por
diferentes espécies de radicais (radical hidroxilo, radical carbonato e diéxido de nitrogénio),
bem como por radicais de tiilo resultantes da oxidagdo do tiol (KALYANARAMAN et al.,
2012; WINTERBOURN, 2014).

Esta sonda pode ser associada a corantes de viabilidade, como é o caso do IP, para
eliminar a populacio de células ndo viaveis da analise (MARTINEZ-PASTOR et al., 2010), j&
que o corante ficara acumulado apenas em células com a membrana plasmatica intacta. Na
Figura 7 encontram-se imagens de espermatozoides marcados com o CM-H,DCFDA

associado ao IP, por citometria de fluxo, onde se observam os seguintes padrdes de marcagéo:
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células viaveis com altos niveis de ROS (DCFDA+), aquelas marcadas em verde fluorescente,
ou células viaveis com baixa producdo de ROS (DCFDA-), aquelas ndo marcadas ou com

baixa intensidade de fluorescéncia.

DCFDA-/PI- DCFDA+/PI- DCFDA-/PI+

Figura 7. Avaliacdo dos niveis de ROS intracelular em espermatozoides com CM-H,DCFDA
(niveis de ROS) e IP (integridade de membrana) (Arruda, 2017). Células viaveis com altos
niveis de ROS (DCFDA+), aquelas marcadas em verde fluorescente, ou células viaveis com
baixa producdo de ROS (DCFDA-), aquelas ndo marcadas ou com baixa intensidade de

fluorescéncia.

- PeroxidagZo lipidica (C11-BODIPY %859

O Cu-BODIPYS8591 (4 A-difluoro-5-(4-fenil-1,3-butadienil)-4-bora- 3a-acido4a-
diaza-s-indaceno-3-undecandico) é uma sonda fluorescente de membrana, cuja fluorescéncia
altera, irreversivelmente, quando as células sdo expostas as ROS (PAP et al., 1999), tratando-
se de uma enzima de oxidacdo fluorescente, analoga de acidos graxos, que é facilmente
incorporada a membrana (DRUMMEN et al., 2002). Esta sonda emite fluorescéncia laranja
em seu estado ndo oxidado (excitagdo a 581 nm e emissdo 591 nm), deslocando-se para a
fluorescéncia verde quando peroxidado (excitagdo a 500 nm e emissdo a 510 nm)
(CHRISTOVA et al., 2004), como demonstrado na Figura 8.

O atague oxidante nas membranas resulta em LPO, afetando negativamente a
qualidade do espermatozoide. O C11-BODIPYS®%%! tem sido utilizado para avaliar a
peroxidagdo lipidica, por citometria de fluxo, em espermatozoides (BROUWERS;
GADELLA, 2003).
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DEBRIS NOT PEROXIDIZED PEROXIDIZED

Figura 8. Avaliacio da peroxidacdo lipidica de espermatozoides com Ci1-BODIPY8/59!
(Arruda, 2017). Células apresentando fluorescéncia laranja em seu estado ndo peroxidado,

deslocando-se para a fluorescéncia verde quando peroxidado.

2.5 Inseminacéo Artificial

A IA é uma técnica de reproducdo animal que consiste em introduzir o sémen, por
meios instrumentais, no local mais apropriado do sistema genital da fémea, possibilitando a
ocorréncia da fertilizacdo (OBERLENDER et al., 2008). A primeira IA de que se tem relato
foi realizada pelos arabes em 1332, em equinos. Porém a primeira inseminacgéo registrada foi
realizada em 1779, por Lazaro Spalanzani que colheu sémen de cdo e o aplicou em uma
cadela em cio, e esta pariu trés filhotes (MOURA et. al., 2010).

O uso da IA permite rapido avango genético e melhor aproveitamento dos animais
com caracteristicas produtivas superiores, tornando possivel a maximizacéo da realizacdo dos
testes de progénie paternos, a formacdo de bancos genéticos, a queda na incidéncia de
doencas sexualmente transmissiveis e a racionaliza¢do do uso do reprodutor (AZAWI et al.,
1993; MENDEZ et al., 1994).

Apesar desta técnica apresentar resultados satisfatorios quando realizada via
transcervical com sémen fresco (ANEL et al. 2005; FAIR et al., 2005), o uso do sémen fresco
apresenta algumas limitagdes, como pequena quantidade de animais geneticamente superiores
e dificuldades no transporte desse sémen (SALAMON; MAXWELL, 1995), o que leva os
produtores a optarem pelo uso de sémen congelado, que permite a utilizacdo intensiva de

reprodutores geneticamente superiores.
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Mas os resultados de 1A com sémen congelado de ovinos ainda ndo alcangaram,
padrdes satisfatorios, sendo fatores limitantes para seu éxito a anatomia particular da cervice
da ovelha, o deficiente transporte espermatico, as alteragbes bioquimicas e moleculares dos
espermatozoides e a baixa qualidade obtida nas doses de sémen congelado (MAXWELL et
al., 1995; WATSON, 1995; HOLT, 2000; SALAMON; MAXWELL, 2000).

Portanto, esta técnica ndo é tdo difundida para 0s ovinos como acontece para outras
espécies. Isso ocorre ndo sé porque os resultados de fertilidade s&o irregulares, mas devido a
dificuldade de melhorias na técnica para uso com sémen congelado. Esses resultados
insatisfatorios também estdo relacionados as fémeas (manejo, sazonalidade, morfologia
genital, etc.), a0 macho (sazonalidade, qualidade do sémen, conservacdo do sémen, etc.), a
fazenda (condi¢bes ambientais, estado sanitario, manejo, etc.) e a técnica em si (via de
aplicacdo, espermatozoides / dose, técnico, etc.) (SHACKELL et al., 1990; DONOVAN et al.,
2004; PAULENZ et al., 2004).

Apesar das dificuldades, os testes de IA ou de fertilizacdo in vitro representam as
técnicas de maior sensibilidade para o acesso ao potencial de fertilizacdo das amostras
seminais (CRESPILHO et al., 2009), pois permitem a avaliacdo simultanea dos requisitos
mais importantes da célula espermatica para o processo de fertilizacdio (RODRIGUEZ-
MARTINEZ, 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Avaliar o efeito da adicdo do antioxidante miricetina, ao diluente de criopreservagédo

de sémen ovino, visando o desenvolvimento de diluidores mais eficazes.

3.2 Objetivos Especificos:

1- Estudar o efeito da adicdo de miricetina na cinética de espermatozoides ovinos

submetidos a congelacéo;

2- Analisar a ocorréncia de lipoperoxidacdo e de estresse oxidativo em

espermatozoides de ovinos congelados em meio suplementado com miricetina;

3- Avaliar a viabilidade in vitro de espermatozoides ovinos submetidos a congelacao,

em meio suplementados com miricetina;

4- Analisar a capacidade de fertilizagdo dos espermatozoides ovinos submetidos a
congelagdo, em meio suplementados com miricetina, quando submetidos ao teste de

fertilizacdo de in vivo.
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5.1 Avaliacdo in vitro do sémen congelado de carneiros com diluidor suplementado com

miricetinal

[In vitro evaluation of ram sperm frozen with extender supplemented with myricetin]

L.C.P. Arrudal*, R.A.J. Aradjo Silval, M.M. Monteiro?, R.P.F. Silva?, A.S. Oliveiral,

F.C.C. Mergulho?, P.L.J. Monteiro Junior®, A.M. Batista!, M.M.P. Guerra®

Departamento de Medicina Veterinaria, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife,
Pernambuco, Brasil
?Departamento de Bioquimica, Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil
3Departamento de Ciéncia Animal, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementacdo do diluidor de congelacédo de
sémen ovino com o flavonoide miricetina contra os danos ocasionados aos espermatozoides.
Oito pools de sémen, obtidos de quatro reprodutores ovinos, foram congelados com diferentes
concentragfes de miricetina (0, 1, 10, 100 e 1000nM). Ap6s o descongelamento, o sémen foi
avaliado quanto a cinética espermatica, a integridade das membranas plasmatica e acrossomal,
ao potencial de membrana mitocondrial, aos niveis de ROS intracelular, a peroxidacdo
lipidica e a estabilidade de membrana. Amostras tratadas com miricetina 10nM apresentaram
menor percentual de células rapidas (P<0,05), quando comparadas ao grupo miricetina
1000nM. Amostras do grupo controle apresentaram maior (P<0,05) VAP que o grupo 10nM
de miricetina, enquanto amostras criopreservadas com miricetina (10, 100 e 1000nM)
evidenciaram maior (P<0,05) BCF, quando comparadas ao grupo controle. O grupo tratado
com miricetina 1000nM apresentou maior percentual (P<0,05) de células com peroxidacdo
lipidica, quando comparado ao grupo controle. Em concluséo, a suplementacao do diluidor de
criopreservacdo de sémen ovino com 10 e 100nM de miricetina afeta a cinética espermatica
sem provocar alteracbes na estrutura geral do gameta, enquanto 1000nM de miricetina
provoca mudancas na cinética associadas a danos peroxidativos.

Palavras-chave: ovinos, antioxidantes, flavonoides, criopreservagao

Artigo publicado no Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v. 70, n. 1, p. 153-159, 2018.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of the supplementation of ram semen frozen
with extender with the flavonoid myricetin against damage to sperm. Eight pools of semen
obtained from four ram breeders, were frozen with different concentrations of myicetin (0, 1,
10, 100 and 1000nM). After thawing, the semen was evaluated for spermatic kinetics, plasma
and acrosome membrane integrity, mitochondrial membrane potential, intracellular ROS
levels, lipid peroxidation, and membrane stability. Samples treated with 10nM myricetin
preserved a lower percentage of rapid cells (P<0.05) when compared to the 1000nM myricetin
group. Samples from the control group presented higher (P<0.05) VAP than 10nM group of
myricetin, while cryopreserved samples with myicetin (10, 100 and 1000nM) showed greater
(P<0.05) BCF, when compared to control group. The group treated with 2000nM myricetin
had a higher percentage (P<0.05) of cells with lipid peroxidation, when compared to the
control group. In conclusion, supplementation of ram semen cryopreservation extender with
10 and 100nM myricetin affects sperm kinetics, without causing changes in the overall
structure of the gamete, while 1000nM myricetin causes changes in the kinetics associated
with peroxidative damage.

Keywords: sheep, antioxidants, flavonoids, cryopreservation

INTRODUCAO

A criopreservacdo do sémen de carneiros é uma valiosa ferramenta para distribuicdo de
material genético. No entanto, o uso do sémen congelado tem sido limitado devido as
baixas taxas de gestacdo apds a inseminacdo intracervical em ovinos (Salamon e
Maxwell, 1995). Nos ultimos tempos, tem-se buscado aperfeicoar a técnica de
criopreservacdo, na tentativa de melhorar o desempenho reprodutivo desses animais
(Silva et al., 2011), uma vez que os protocolos aplicados ainda afetam a estrutura e a

resisténcia dos espermatozoides (Yeste, 2016).

O desequilibrio entre as espécies reativas ao oxigénio (ROS) e os antioxidantes durante
a congelacdo, por exemplo, pode comprometer a fisiologia e a viabilidade das células
espermaticas (Apriokur, 2013). A miricetina (3,5,7,3",4",5'- hexa-hidroxiflavona) € um
composto fendlico que apresenta diversos efeitos: antioxidante (Ong e Khoo, 1997) ou
pré-oxidante (Chobot e Hadacek, 2011); efeito fitoestrogénico (Adeoya-Osiguwa et al.,
2003; Fraser et al., 2006, Aquila et al., 2013); e efeito inibidor da atividade de ATP-ase

das bombas implicadas no transporte ionico (Thiyagarajah et al., 1991).
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Diversos estudos vém sendo realizados para avaliar os efeitos antioxidantes de
compostos fendlicos sobre os espermatozoides (Martinez-Soto et al., 2010; Moretti et
al., 2012; Silva et al., 2016). No entanto, ndo hé relatos na literatura acerca da acéo da
miricetina em diluidores de congelacdo de sémen de qualquer espécie. Com isso, 0
presente estudo teve como objetivo avaliar in vitro o efeito da suplementacdo do
diluidor de congelacdo do sémen ovino com o flavonoide miricetina contra os danos

ocasionados aos espermatozoides congelados-descongelados.

MATERIAL E METODOS

Todos os reagentes utilizados foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EUA), com excecdo dos fluorocromos CM-H.DCFDA (5-(e-6)-carboxi-2',7'-diacetato
de diclorodi-hidrofluoresceina), C11-BODIPY%8¥%1 (4 4-difluoro-5-(4-fenil-1,3-
butadienil)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene-3-acido undecanoico) e YO-PRO®-1 iodide,
que foram adquiridos da Molecular Probes (Life Technologies, Eugene, EUA), e do
fosfato salino tamponado (PBS), adquirido da Gibco® (Life Technologies, EUA).
Solucdes estoques dos fluorocromos foram preparadas da seguinte maneira: IP
(25mg/mL), JC-1 (5mg/mL), CM-H.DCFDA (0,5mM), C11-BODIPY®%¥°1 (2mMm),
Merocianina 540 (M540: 54mM) e Yo-Pro-1 (ImM) em DMSO (dimetilsulféxido) e
FITC-conjugada ao Peanut agglutinin (FITC-PNA:1mg/mL) em PBS; as solucdes de
trabalho: JC-1 (153uM) e C11-BODIPY®! (0,4mM) em DMSO e FITC-PNA
(0,04mg/mL), IP (0,5mg/mL), CM-H,DCFDA (50uM), M540 (270uM) e Yo-Pro-1
(2,5uM) em PBS. Todas as solugdes foram armazenadas a -20°C. O diluidor de
criopreservacao do sémen (Tris-gema de ovo - TGO) foi composto de 375mM de Tris,
124mM de acido citrico, 41,6mM de frutose, 20% de gema de ovo, 5% de glicerol,
100Ul de penicilina e 50mg de estreptomicina, com pH 6,8. A solucdo estoque de
miricetina (31,42mM) foi preparada em DMSO e armazenada a -20°C.

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso

de Animais (Ceua) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (licenga 047/2015
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Ceua-UFRPE). Foram utilizados quatro ovinos da raca Santa Inés, sexualmente
maduros, com historico de fertilidade, alojados no biotério do Hospital Veterinario da
UFRPE, submetidos a manejo intensivo, alimentados com feno de capim Tifton e
400g/dia de racdo comercial, além de &gua e sal mineral ad libitum. Os ejaculados
foram obtidos usando-se vagina artificial, na presenga de uma fémea como manequim.
As colheitas de sémen foram realizadas em dias alternados, totalizando oito colheitas
por animal (32 ejaculados). Imediatamente ap6s a colheita, os ejaculados foram
submetidos a avaliagbes macroscépicas e microscopicas de forma subjetiva, em
microscopio de contraste de fase (Olympus, Japdo; 100x). Em seguida, os ejaculados
que apresentaram motilidade >70% foram aprovados e destinados a formagao do pool
(n=8).

Para congelacédo, o pool de sémen foi diluido em TGO suplementado de miricetina (0, 1,
10, 100 e 1000nM), na concentracdo final de 200 x 10° espermatozoides/mL.
Posteriormente, as amostras foram envasadas em palhetas (0,25mL) e congeladas em
sistema automatizado (TK 3000® - TK Tecnologia em Congelagédo Ltda., Brasil). A
curva de refrigeracdo usada apresentava queda de temperatura de - 0,25°C/min até
atingir 5°C, temperatura na qual o material permaneceu por 120min (tempo de
estabilizacdo). Em seguida, foi iniciada a curva de congelacdo, com queda de -
20°C/min, até atingir -120°C, ap6s o que as palhetas foram imersas e estocadas em
nitrogénio liquido (-196°C).

No momento das analises, quatro palhetas de cada grupo experimental foram
descongeladas em banho-maria (37°C/30s), agrupadas e destinadas as avaliagdes de
cinética espermatica, integridade de membranas plasmatica e acrossomal (iMPA),
potencial de membrana mitocondrial (PMM), niveis de ROS intracelular (iROS),

peroxidacdo lipidica (LPO) e estabilidade de membrana (eMP).

Para o0 estudo da cinética espermatica, uma aliquota (10upL) de sémen foi diluida em
TGO sem glicerol para concentragdo de 50 x 10° espermatozoides/mL e incubada em
banho-maria (37°C/15min). A seguir, 2,5uL da amostra diluida foram depositados em

lamina, coberta com laminula (18 x 18mm), previamente aquecidas (37°C), e avaliados
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em microscopio de contraste de fase (Eclipse 50i; Nikon, Japdo; 100x). As imagens
foram capturadas com uma camera digital Basler A312FC (Basler Vision Technologies,
Alemanha). Pelo menos cinco campos aleatorios foram escolhidos, com registro de, no
minimo, 500 espermatozoides. Os pardmetros cinéticos avaliados utilizando o software
SCA™, versao 5.1 (Microptics, S.L., Barcelona, Espanha), foram: motilidade total
(MT, %), motilidade progressiva (MP, %), rapidos (RAP, %), linearidade (LIN, %),
retilinearidade (STR, %) e indice de oscilacdo (WOB, %); velocidade curvilinea (VCL,
um/s), velocidade em linha reta (VSL, um/s) e velocidade média da trajetdria (VAP,
pum/s); deslocamento lateral da cabeca (ALH, pum) e frequéncia de batimento cruzado
(BCF; Hz).

Para citometria de fluxo, aliquotas (50uL) de sémen de cada grupo experimental foram
distribuidas em microtubos (1,5mL), para cada uma das avalia¢Bes, aos quais foi
adicionado 1,0mL de PBS, lentamente, através da parede do tubo, e homogeneizadas.
Em seguida, realizou-se a centrifugacdo (500g/5min) para retirada de diluidor; apds, o

sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 40uL de PBS.

Para avaliacdo da iMPA, adicionaram-se a amostra 5uL da solucdo de trabalho de
FITC-PNA e 5uL de IP. A amostra foi incubada por 5min em temperatura ambiente e,
em seguida, procedeu-se a leitura. Células que apresentam marcacdao PNA-/IP- foram
classificadas como portadoras de membranas acrossomal e plasmaética intactas; células
com marcacdo PNA+/IP-, membrana acrossomal reagida e plasmatica intacta; células
com marcacdo PNA-/IP+, membrana acrossomal intacta e plasmatica lesionada; e

celulas com marcagdo PNA+/IP+, membranas acrossomal e plasmética lesionadas.

Para analise do PMM, adicionaram-se 5L da solucdo de trabalho de JC-1 a amostra de
sémen. A seguir, as amostras foram incubadas por 5min em temperatura ambiente e
procedeu-se a leitura. Células com peca intermediaria coradas em laranja foram
classificadas com alto potencial de membrana mitocondrial e células com peca

intermediaria coradas em verde, com baixo potencial de membrana mitocondrial.
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Os niveis de iIROS foram avaliados por meio da marca¢do com o fluorocromo CM-
H>DCFDA, sendo adicionados as amostras 5uL da solugdo de trabalho, as quais foram
incubadas em banho-maria (37°C/30min). Em seguida, as amostras foram centrifugadas
(200g/5min), o sobrenadante foi eliminado e o pellet ressuspenso com 40uL de PBS. A
seguir, adicionaram-se 5uL da solucdo de trabalho de IP, as amostras foram incubadas
por mais 5min em temperatura ambiente e realizou-se a leitura. Os resultados foram
expressos como percentual de células viaveis com altos niveis de ROS (DCFDA+),
aquelas marcadas em verde fluorescente, ou células viaveis com baixa produgdo de

ROS (DCFDA-), aquelas ndo marcadas ou com baixa intensidade de fluorescéncia.

O fluorocromo C11-BODIPY®Y5!  foi utilizado para avaliar a LPO nos
espermatozoides, sendo adicionados a amostra 5uL de sua solugcdo de trabalho, a qual
foi incubada em banho-maria (37°C/30min). Em seguida, foi adicionado 1,0mL de PBS
lentamente pela parede do tubo, a amostra foi homogeneizada e procedeu-se a
centrifugacdo (200g/5min), para se eliminarem os restos de fluorocromos néo ligados. O
sobrenadante foi eliminado e o pellet ressuspenso com 40uL de PBS. Em seguida, as
amostras foram avaliadas: células coradas em laranja (C11-BODIPY-), ndo

peroxidadas, e coradas em verde (C11-BODIPY+), peroxidadas.

A associagédo dos fluorocromos M540 e Yo-Pro-1 foi utilizada para avaliar a eMP dos
espermatozoides. Para tanto, 5uL do Yo-Pro-1 foram adicionados na amostra e
incubados em banho-maria (37°C/15min). A seguir, foram adicionados 5uL de M540, a
amostra, que foi incubada por 5min em temperatura ambiente, e, logo apos, procedeu-se
a leitura, quando foram identificadas quatro populagdes: células viaveis com membrana
estdvel (M540-/ Yo-Pro-1-); células viaveis com membrana desestabilizada
(M540+/Y0-Pro-1); células ndo viaveis com membrana estavel (M540-/Yo-Pro-1+) e
células ndo viaveis com membrana desestabilizada (M540+/Yo0-Pro-1+). Os resultados
foram expressos como percentual de células vidveis com membranas estaveis (M540-)
ou desestabilizadas (M540+).

As avalicdes do sémen foram realizadas utilizando-se aparelho ImageStream®2X, versdo

Mark 11 (Amnis, Seattle, WA, EUA). As aquisi¢Oes dos dados foram realizadas usando-
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se 0 software INSPIRE®, versdo 200.1.388.0 (Amnis, Seattle, WA, EUA). Os
espermatozoides em foco foram separados mediante histograma do gradiente RMS x
frequéncia normalizada, e as células Unicas foram identificadas por meio de um gréafico
de pontos da area x relacdo de aspecto, que foi verificado pelas imagens da galeria do
canal campo claro. Todos os fluorocromos foram excitados por um laser de 488nm.
Para a associacdo FITC-PNA+IP, a poténcia do laser utilizada foi de 55mW, o FITC-
PNA foi detectado no canal 2 (505-560nm), e o IP no canal 5 (640-745nm); para o JC-
1, a poténcia do laser foi de 130mW, e a deteccdo nos canais 2 e 4 (595-640nm); para o
DCFDA+ IP, a poténcia do laser foi de 80mW, e os canais 2 e 5, respectivamente; no
C11-BODIPY, a poténcia do laser foi de 60mW, e os canais 2 e 4; para a associacdo
M540+ Yo-Pro-1, a poténcia do laser foi de 100mW, e a deteccdo nos canais 3 (560-
595nm) e 2, respectivamente. Em cada uma das amostras, foram adquiridos 5000
eventos. O software IDEAS, versdo 6.0 (Amnis, Seattle, WA, EUA), foi utilizado para
analise dos dados. Todas as amostras foram analisadas e as populacdes divididas por
meio de graficos de pontos e histogramas, além da confirmacdo visual mediante as

imagens das celulas.

Os dados obtidos foram analisados usando-se o procedimento Glimmix do SAS
(Sistema para Windows, Versdo 9.3; SAS Instituto Inc., Cary, NC, EUA), com
metodologia de modelos lineares generalizados. Para MT, MP, RAP, LIN, STR, WOB,
IMPA, PMM, iRQOS, LPO e eMP, utilizou-se uma distribui¢do binomial empregando-se
a funcdo logit link, e para VCL, VSL, VAP, ALH e BCF, a distribuicdo Gaussiana,
utilizando-se a funcéo link de identificacdo. As variaveis foram analisadas por meio de
um modelo matematico que incluiu os efeitos fixos do tratamento. O método residual
foi usado para calcular os graus denominadores de liberdade para aproximar os testes F
nos modelos mistos. As comparagdes ortogonais foram utilizadas para determinar o
efeito da miricetina (controle vs. miricetina). Todas as comparagfes estatisticas foram
realizadas usando-se medias ajustadas pelo metodo dos quadrados minimos, e 0s
resultados descritos foram apresentados como quadrados minimos + erro-padrdo da

média (SEM), com as distribui¢cGes apresentadas nas escalas originais para auxiliar na
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interpretagdo. Diferengas com P<0,05 foram consideradas significativas, e aquelas com

0,05<P<0,10 foram consideradas tendéncias.

RESULTADOS

Na analise de cinética espermatica, observou-se que MT, MP, VCL, VSL, LIN, STR,
WOB e ALH néo evidenciaram diferencas (Tab. 1; P>0,05) ao se adicionar miricetina
(1, 10, 100 e 1000nM) ao diluidor de congelacdo de sémen ovino, em relacdo ao grupo
controle. Além disso, a miricetina 10nM reduziu o percentual de gametas rapidos (Tab.
1; P<0,05), quando comparada a miricetina 1000nM. Foi observada também tendéncia
do grupo controle ser superior ao miricetina 10nM para RAP e inferior para STR
(P=0,07 e P=0,08, respectivamente). No entanto, a adi¢cdo de miricetina 10nM reduziu a
VAP, em relagdo ao grupo controle (Tab. 1; P<0,05), com tendéncia a ser inferior aos
grupos 100 e 1000nM (P=0.08 e P=0,052, respectivamente), enquanto a adi¢do de
miricetina nas concentragdes de 10, 100 e 1000nM aumentou o BCF (Tab. 1; P<0,05).

Da mesma forma, a adicdo de miricetina (1, 10, 100 e 1000nM) ndo demonstrou
incremento no percentual de células com membranas plasmética e acrossomal intactas,
nem provocou alteracdes no potencial de membrana mitocondrial e na estabilidade das

membranas quando esse grupo foi comparado ao grupo controle (Tab. 2; P>0,05).

Para a producdo de ROS intracelular identificada pelo CM-H,DCFDA, ndo foram
detectadas diferencas entre os grupos (Tab. 2; P>0,05). No entanto, foi observado
aumento no percentual de células peroxidadas (Tab. 2; P<0,05) no grupo tratado com
miricetina 1000nM, quando comparado ao grupo controle, ndo diferindo dos demais

grupos.
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Tabela 1. Pardmetros cinéticos (CASA) de espermatozoides criopreservados de ovino com meio

de congelacdo suplementado ou ndo com miricetina. Dados sdo expressos como média dos

quadrados minimos e erro-padréo

Controle 1nM 10nM 100nM 1000nM
MT (%) 49.2+3.5 47.1+3.5 50.83.5 46.63.5 52.53.5
MP (%) 25.1+2.8 22.8+2.7 27.2+2.8 25.3+2.8 27.8+2.9
RAP (%) 18.3+2.73*  150+25% 11.542.4 %Y 16.8+2.6 ® 20.8+2.82
VCL (um/s)  92.8+3.4 87.3+3.4 84.9+3.4 88.0+3.4 89.5+3.4
VSL (um/s)  51.6+2.2 48.7+2.2 47.242.4 52.4%2.2 52.52.2
VAP (um/s)  66.1+2.4?2 61.3+2.4 % 57.8+2.6 %Y 64.1+2.4 3%  65,0+2.4 3
LIN (%) 56.0+1.9 56.0+1.9 58.7+1.8 59.6+1.8 58.7+1.8
STR (%) 78.5x1.5y 79.3+1.5 82.2+1.4 x 81.8+1.4 80.61.5
WOB (%) 71.5+1.2 70.2+1.2 71.5%1.2 73.0+1.2 72.7+1.2
ALH (um) 2.7+0.0 2.7+0.0 2.6+0.0 2.6+0.0 2.7+0.0
BCF (Hz) 13.1+0.1° 13.3+0.1% 13.740.12 13.7+0.2 2 13.8+0.2 2

b Quando presentes, na mesma linha, indicam diferenca significativa (P<0,05) entre os grupos.

*¥ Quando presentes, na mesma linha, indicam tendéncia (0,05< P<0,10) entre os grupos.
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Tabela 2. Avaliacdo por citometria de fluxo da integridade de membranas plasmatica e
acrossomal, potencial de membrana mitocondrial, niveis de ROS intracelular, peroxidacdo
lipidica e estabilidade de membrana de espermatozoides de carneiros apds congelacdo em meio
suplementado ou ndo com miricetina. Dados expressos como média dos quadrados minimos e

erro-padréao

Controle 1nM 10nM 100nM 1000nM
PNA-/IP- 26.3+1.3 26.6+1.3 25.6+1.3 25.6+1.3 25.3+1.3
PNA- 68.3+2.1 69.7+2.0 70.7+2.0 67.242.1 68.8+2.1
APMM 8.7+1.3 11.5+1.5 10.3+1.4 8.5+1.3 10.0+1.4
DCFDA+ 41.1#55 39.745.5 44.8+5.6 45.7+6.0 44.7+5.6
C11-BODIPY - 93.8+1.9%  91.1+20%  89.3+x2.2%®  895+20%  87.242.2°
M540-/ Yo-Pro-1-  5.7+2.0 8.2+2.3 10.3+2.5 9.6+2.4 9.6+2.4

M540+/ Yo-Pro-1-  93.8+2.1 91.6+2.2 91.8+2.4 89.6+2.5 90.1+2.4

Letras mindsculas diferentes, quando presentes, na mesma linha, indicam diferenca significativa

(P<0,05) entre os grupos.

DISCUSSAO

O presente estudo amplia o conhecimento sobre os efeitos da suplementagdo do diluidor de
congelacao de sémen ovino com o flavonoide miricetina. Os resultados obtidos demonstram que
a adicdo de miricetina na concentracdo de 10nM provocou reducdo do percentual de
espermatozoides rapidos, quando esse grupo foi comparado ao grupo 1000nM, aliado a
tendéncia de ser inferior ao controle. Além disso, os valores de VAP foram inferiores quando
esse grupo foi comparado ao controle, mostrando ainda tendéncia a ser inferior quando
comparado aos grupos 100 e 1000nM, enquanto as concentracdes de 10, 100 e 1000nM

aumentaram o BCF. N&o foram observadas quaisquer alteracdes no grupo 1nM.
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Com o advento de sistemas computadorizados para analise do sémen, além da avaliacdo objetiva
e precisa da motilidade, diversas variaveis cinéticas puderam ser mensuradas e seu valor
prognostico sobre a fertilidade tem sido estudado (Gillan et al., 2008). Pardmetros cinéticos
como VAP, VCL e BCF tém sido demonstrados como possuindo alta correlagdo com a

fertilidade do sémen congelado-descongelado de ovinos (Del Olmo et al., 2013).

Embora o BCF possua alta correlacdo com a fertilidade, quando associado a redugdo dos valores
de VAP e %RAP, como observado no presente estudo, pode-se sugerir o desenvolvimento de um
padrdo cinético de espermatozoides hiperativados, evento caracterizado por movimentos
vigorosos e de baixa progressdo, que sO deve ocorrer no oviduto proximo ao momento da

ovulagéo (Suarez, 2008).

Portanto, apesar de haver fortes evidéncias de que a hiperativacdo seja requerida para penetracdo
na zona pellcida (Suarez, 2008), a adicdo de 10nM de miricetina ao meio de congelacdo de
sémen ovino pode ndo ser interessante, ja que a hiperativagdo precoce no sémen criopreservado

esta relacionada a baixas taxas de fertilidade in vivo (Yaniz et al., 2015).

Por outro lado, na concentracdo de 100nM, houve apenas o aumento no BCF, sem alteragdes nos
demais parametros cinéticos, nem na estrutura geral dos espermatozoides, o0 que pode ser
favoravel a fertilizacdo, uma vez que a migracdo e a penetracdo do espermatozoide no muco

cervical sdo favorecidas por elevados valores de BCF e LIN (Mortimer, 2000).

Os fitoestrogenos sdo compostos vegetais de ocorréncia natural, que sdo estrutural e/ou
funcionalmente semelhantes aos estrogenos de mamiferos e aos seus metabdlitos ativos, os quais
podem interagir com os receptores de estrégeno (RES) para promover e/ou inibir respostas
estrogénicas (Patisaul e Jefferson, 2010). Estudos prévios demonstraram a presenca de RES em
espermatozoides de carneiros, distribuidos em distintos imunotipos de acordo com a localizacao
celular (Casao et al., 2011). Além disso, a incubacdo de espermatozoides ovinos com estradiol
ndo afetou a motilidade progressiva ou a integridade da membrana plasmatica, entretanto

resultou em aumento no percentual de espermatozoides capacitados (Gimeno et al., 2016).

Como a miricetina foi relatada por atuar como um agonista para REs em espermatozoides
humanos e provocar alteracdes fisioldgicas associadas a capacitacdo espermatica (Aquila et al.,
2013), os resultados relatados no presente estudo poderiam ser explicados pelo pressuposto de
que a miricetina exerceu seus efeitos no sémen ovino por meio de um mecanismo envolvendo a
sinalizagdo dos REs. Mudancas na cinética espermatica também poderiam estar relacionadas a

propriedade inibidora da miricetina sobre a atividade ATP-ase das bombas relacionadas ao
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transporte de ions, tais como o fon Ca?* (Thiyagarajah et al., 1991). No entanto, esses
mecanismos ndo foram testados neste experimento, o que evidencia a necessidade de serem

abordados em estudos futuros.

O uso da miricetina na maior concentracdo demonstrou ter efeitos adversos sobre o0s
espermatozoides ovinos pés-descongelacdo. Os resultados deste experimento, mostraram que a
suplementacdo do diluidor com 1000nM de miricetina provocou aumento no percentual de
espermatozoides peroxidados, enquanto as menores concentragfes (1, 10 ou 100mM) néo
afetaram a peroxidacdo lipidica. A miricetina tem sido relatada como sendo um potente
antioxidante ou pro-oxidante, dependendo das condicdes (Chobot e Hadacek, 2011). E digno de
nota que a atividade antioxidante ou a pré-oxidante de flavonoides dependem de sua estrutura, da
concentracéo e da fonte de radicais livres (Barreiros et al., 2006).

Devido a escassez de estudos anteriores relacionados com as agcdes da miricetina sobre a funcéo

espermatica in vitro, os resultados do efeito da miricetina ndo sdo intensamente discutidos.

CONCLUSAO

Em conclusdo, a suplementacdo do diluidor de criopreservacdo de sémen ovino com 10 e 100nM
de miricetina afeta a cinética espermatica sem provocar alteracfes na estrutura geral do gameta,
enquanto 1000nM de miricetina acarretam mudancas na cinética associadas a danos

peroxidativos.
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5.2 Acdo da miricetina na criopreservacao de espermatozoides ovinos

[Action of myricetin in the cryopreservation of ovine spermatozoa]
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RESUMO

Objetivou-se com esse estudo avaliar a capacidade da miricetina de proteger espermatozoides
ovinos durante a congelacdo-descongelagdo, assim como a habilidade destes gametas em
fertilizar odcitos in vivo. Cinco pools de sémen, obtidos de quatros ovinos, foram submetidos a
congelacdo em diluidor Tris-gema de ovo (5% de glicerol), suplementado com miricetina (0, 20,
30, 40, 100, 200, 300 e 400 nM) e submetidos a avaliacdo de cinética espermatica, integridade
das membranas plasmatica e acrossomal, potencial de membrana mitocondrial, niveis de ROS
intracelular, peroxidacao lipidica e estabilidade de membrana, apds descongelacéo (37 °C/30 s) e
2h de incubacdo (37 °C). Amostras do grupo controle (n=10) e do grupo 100 nM (n=10) de
miricetina foram utilizadas para realizacdo de teste de fertilidade in vivo. N&o foi observado
efeito do tratamento (P>0,05) para os parametros de cinética espermatica e citometria de fluxo,
também ndo foram observadas interacfes entre tratamento x tempo (P>0,05). Para ambos houve
efeito do tempo de incubacdo, em alguns dos parametros avaliados. A MP, VCL, VSL, VAP,
LIN, ALH, porcentual de células com membrana plasmatica e acrossomal intactas, o estresse
oxidativo e estabilidade de membrana foram reduzidos (P <0,05) durante a incubacdo em todos
0s grupos, independente do tratamento, enquanto que o BCF (P <0,05) aumentou em todos os
grupos independente do tratamento. A taxa de prenhez de ovelhas inseminadas com sémen
tratado com 100 nM de miricetina foi de 50% (5/10), enquanto que a do grupo controle foi de
10% (1/10). Conclui-se que a adi¢do de miricetina (20, 30, 40, 100, 200, 300 e 400 nM) no
diluidor de congelacdo de sémen de ovinos ndo provoca efeitos antioxidantes, mas in vivo a
suplementacdo com 100 nM de miricetina melhora as taxas de prenhez.

Palavras-chave: sémen, carneiros, flavonoides, congelacdo, inseminacéo artificial

ABSTRACT

The of this study was to evaluate the ability of myricetin to protect ovine spermatozoa during
freezing-thawing, as well as the ability of these gametes to fertilize oocytes in vivo. Five semen
pools, obtained from four rams, were diluted and frozen in Tris-egg yolk extender (5% glycerol)
supplemented with myicetin (0, 20, 30, 40, 100, 200, 300 and 400 nM) and the samples were
thawed (37 ° C / 30 sec) and incubation (37 ° C) for 2 h of incubation. Samples from the control
group (n = 10) and from the 100 nM (n = 10) group of myicetin were used for in vivo fertility
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testing. No treatment effect (P> 0.05) was observed for the parameters of sperm Kinetics and
flow cytometry evaluated (P> 0.05). Interactions between treatment and time (P> 0.05) were also
not observed. For both, there was an effect of the incubation time, in some of the evaluated
parameters. The MP, VCL, VSL, VAP, LIN, ALH, percentage of cells with intact plasma
membrane and acrosomal, oxidative stress and membrane stability were reduced (P <0.05)
during incubation in all groups regardless of treatment, while BCF (P <0.05) increased in all
groups regardless of treatment. The pregnancy rate of semen inseminated with semen treated
with 100 nM of myricetin was 50% (5/10), while that of the control group was 10% (1/10). It is
concluded that the addition of myricetin (20, 30, 40, 100, 200, 300 and 400 nM) in the frozen
diluent of ovine semen does not cause antioxidant effects, but in vivo supplementation with 100
nM myricetin improves rates of pregnancy.

Keywords: semen, ram, flavonoids, freezing, artificial insemination

1 INTRODUCAO

A miricetina € um membro da subclasse flavonol dos flavonoides, com atividade
antioxidante, comumente encontrada em frutas, vegetais, nozes, bagas, chds e vinho tinto
(HUANG et al., 2015). Apesar de sua atividade antioxidante, em diferentes tipos celulares, ser
reportada em diversos estudos (ONG; KHOO, 1997; SELLAPPAN; AKOH, 2002, HUANG et
al., 2010), € essencial esclarecer o seu papel na protecdo dos espermatozoides, ja que a atividade
antioxidante ou a pro-oxidante de flavonoides dependem ndo somente de sua estrutura quimica,
da concentracdo utilizada ou da capacidade de interacdo com as membranas, mas também da
fonte de radicais livres sobre a qual ird atuar (BARREIROS et al., 2006).

Os flavonoides podem interagir com componentes lipidicos das membranas bioldgicas.
As interacbes com lipidios s&o, na maioria dos casos, limitadas a regido polar da bicamada
lipidica. No entanto, a profundidade de penetracdo na membrana depende de sua estrutura.
Devido a distribuicdo desses compostos na bicamada lipidica das membranas celulares, estes
agentes podem proteger a membrana da oxida¢do (HENDRICH, 2006).

A miricetina parece ndo se incorporar facilmente & membrana, no entanto, tanto em
lipossomas quanto na membrana de eritrécitos humanos ela apresenta a maior poténcia
antioxidante quando comparada a outros flavonoides (HENDRICH, 2006). Esta habilidade que
a miricetina tem de se incorporar @ membrana, associada a sua poténcia antioxidante, pode ser
eficiente na protegdo dos espermatozoides contra os danos oxidativos ocasionados durante o
processo de congelacdo do sémen.

E sabido que, durante o processamento do sémen (congelacio-descongelacdo), ocorrem
danos oxidativos @ membrana plasmatica dos espermatozoides, ocasionados pelo desequilibrio
entre as espécies reativas ao oxigénio (ROS) e os antioxidantes (NASEER et al., 2015; AMIDI et
al., 2016; SEIFI-JAMADI et al., 2016). Além disso, a oxidagdo é favorecida devido a grande
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quantidade de acidos graxos poli-insaturados presentes na membrana dessas células, os quais sdo
os principais alvos de ataques das ROS (HAMMERSTEDT et al., 1993), resultando em danos
que afetam a capacidade fertilizante das mesmas (CROSS; HANKS, 1991).

Assim, a capacidade fertilizante é afetada, devido a necessidade dos espermatozoides
apresentarem membrana plasmatica e acrossomal intactas para que o correto reconhecimento e
singamia entre os gametas masculino e feminino ocorram (MOGIELNICKA-BRZOZOWSKA et
al., 2015). Com isso, a suplementagdo dos meios utilizados para a congelagdo de sémen, com
substancias capazes de evitar os danos ocasionados pelas ROS aos espermatozoides € uma
alternativa, podendo melhorar a qualidade das amostras seminais apos a descongelacdo (MAIA,
2006).

Portanto, esse estudo teve como objetivo avaliar o efeito da miricetina sobre 0s
espermatozoides de ovinos durante a congelacdo-descongelacéo, assim como a capacidade destes

gametas em fertilizar odcitos in vivo.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA),
com excecdo dos fluorocromos CM-H,DCFDA (5-(e-6)-carboxi-2',7'-diacetato de diclorodi-
hidrofluoresceina), C11-BODIPY38V5! (4 4-difluoro-5-(4-fenil-1,3-butadienil)-4-bora-3a,4a-
diaza-s-indacene-3-acido undecanoico) e YO-PRO®-1 iodide, que foram adquiridos da
Molecular Probes (Life Technologies, Eugene, EUA), e do fosfato salino tamponado (PBS),
adquirido da Gibco® (Life Technologies, EUA).

Solucdes estoques dos fluorocromos foram preparadas da seguinte maneira: IP (25
mg/mL), JC-1 (5 mg/mL), CM-H,DCFDA (0,5 mM), C11-BODIPY581/591 (2 mM),
Merocianina 540 (M540: 54 mM) e Yo-Pro-1 (1 mM) em DMSO (dimetilsulféxido) e FITC-
conjugada ao Peanut agglutinin (FITC-PNA:1 mg/mL) em PBS; as solu¢bes de trabalho: JC-1
(153 pM) e C11-BODIPY%8¥! (0,4 mM) em DMSO e FITC-PNA (0,04 mg/mL), IP (0,5
mg/mL), CM-H,DCFDA (50 pM), M540 (270 puM) e Yo-Pro-1 (2,5 pM) em PBS. Todas as

solugdes foram armazenadas a -20 °C.

O diluidor de criopreservacdo do sémen (Tris-gema de ovo - TGO) foi composto de
3,605¢g de Tris, 2,024g de acido citrico, 1,188g de frutose, 100 mL de agua destilada, 20% de
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gema de ovo, 5% de glicerol, 100UI de penicilina e 50mg de estreptomicina, com pH 7,2. Antes
da adicéo do glicerol e dos antimicrobianos, o diluidor foi centrifugado duas vezes (5500 g / 1h).
Em seguida, o sobrenadante e o pellet foram descartados, aproveitando-se apenas a regiao
intermediaria. Apos esse procedimento, o diluidor foi filtrado (0,45 micras e 0,22 micras). A
solucdo estoque de miricetina (31,42 mM) foi preparada em DMSO. O diluidor foi fracionado e

acrescido das concentracfes de miricetina, e armazenados a -20 °C até 0 momento da utilizacéo.
2.2 Experimento 1
2.2.1 Animais e colheita de sémen

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (licenca 047/2015 CEUA-
UFRPE). Foram utilizados quatro ovinos, dois da raga Dorper e dois White Dorper, sexualmente
maduros, com bom histérico de fertilidade, alojados em uma propriedade localizada no
Municipio de Camaragibe, Pernambuco, Brasil (07°96°93"'S, 34°99°52"W), submetidos a
manejo intensivo, alimentados com concentrado comercial (500g/dia), capim-elefante
(Pennisetum purpureum), sal mineral proteinado e agua ad libitum. Os ejaculados foram obtidos
pelo método de vagina artificial, na presenca de uma fémea como manequim. As colheitas de
sémen foram realizadas em dias alternados, totalizando cinco colheitas por animal (20

ejaculados).
2.2.2 Avaliacdo e congelacéo de sémen

Imediatamente ap0s a colheita, os ejaculados foram submetidos a avaliacGes
macroscopicas e microscopicas de forma subjetiva, em microscopio de contraste de fase
(Olympus, Japédo; 100x). Em seguida, os ejaculados que apresentaram motilidade >70% foram
aprovados e destinados a formacdo do pool (n=5) e cada pool foi submetido a analise de

motilidade (subjetiva) e concentracdo espermatica.

Apos avaliagdo, o pool de sémen foi diluido em TGO, suplementado de miricetina (0, 20,
30, 40, 100, 200, 300 e 400 nM), para concentragdo final de 200 x 10° espermatozoides/mL e
encaminhado ao laboratério a temperatura ambiente, onde foram envasados em palhetas (0,25
mL) e congeladas em sistema automatizado (TK 3000® - TK Tecnologia em Congelagdo Ltda.,
Brasil). O intervalo entre 0 momento da colheita até as amostras serem acondicionadas no
sistema de congelacédo foi de aproximadamente 2 h. A curva de refrigeracdo usada apresentava

reducdo de temperatura de - 0,25 °C/min até atingir 5 °C, permanecendo nesta temperatura por
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120 min (tempo de estabilizacdo). Em seguida, foi iniciada a curva de congelacdo, com reducao
de — 20 °C/min, até atingir -120 °C, momento em que as palhetas foram imersas e estocadas em

nitrogénio liquido (-196 °C).
2.2.3 Descongelacéo e andlise do sémen

No momento das analises, duas palhetas de cada grupo experimental foram
descongeladas em banho-maria (37 °C/30 s), agrupadas e incubadas (37 °C/15 min). Em seguida,
as amostras foram diluidas (1:4) em TGO sem glicerol, incubadas (37 °C/5 min) e destinadas as
avaliacbes (0 h) e reavaliadas apds 2h de incubacdo (37 °C), quanto a cinética espermatica,
integridade de membranas plasmatica e acrossomal (iMPA), potencial de membrana
mitocondrial (PMM), niveis de ROS intracelular (iROS), peroxidacdo lipidica (LPO) e

estabilidade de membrana (eMP).
- Sistema automatizado de analise espermética (CASA)

Para o estudo da cinética espermatica, uma aliquota (2,5uL) de sémen foi depositada em
lamina, coberta com laminula (18 x 18 mm), previamente aquecida (37 °C), e avaliada em
microscopio de contraste de fase (Eclipse 50i; Nikon, Japdo; 100x). As imagens foram
capturadas com uma camera digital Basler A312FC (Basler Vision Technologies, Alemanha).
Pelo menos cinco campos aleatorios foram escolhidos, com registro de, no minimo, 500
espermatozoides. Os pardmetros cinéticos avaliados utilizando o software SCA™, versdo 5.1
(Microptics, S.L., Barcelona, Espanha), foram: motilidade total (MT, %), motilidade progressiva
(MP, %), linearidade (LIN, %) e retilinearidade (STR, %); velocidade curvilinea (VCL, pm/s),
velocidade em linha reta (VSL, um/s) e velocidade média da trajetéria (VAP, um/s);

deslocamento lateral da cabeca (ALH, um) e frequéncia de batimento cruzado (BCF; Hz).
- Citometria de fluxo

Para citometria de fluxo, duas aliquotas (300 uL) de sémen de cada grupo experimental
foram distribuidas em dois microtubos (2,0 mL), onde foram adicionados, lentamente, 1,7 mL de
PBS, pela parede do tubo, e homogeneizadas. Em seguida, realizou-se a centrifugacao (100 g/5
min) para retirada de diluidor; o sobrenadante foi descartado, os pellets foram agrupados e
ressuspensos em 250 uL de PBS e distribuidos em aliquotas (50 uL) em cinco microtubos de 1,5

mL, para realizacdo de cada uma das anélises.
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a) Avaliacdo de integridade de membrana plasmatica e acrossomal

Para avaliacdo da iMPA, adicionaram-se a amostra 5uL da solucdo de trabalho de FITC-
PNA e 5uL de IP. A amostra foi incubada por 5min em temperatura ambiente e, em seguida,
procedeu-se a leitura. Células que apresentam marcagdo PNA-/IP- foram classificadas como
portadoras de membranas acrossomal e plasmatica intactas; células com marcacdo PNA+/IP-
foram classificadas como portadoras de membrana acrossomal reagida e plasmatica intacta;
células com marcacdo PNA-/IP+ foram classificadas como portadoras de membrana acrossomal
intacta e plasmatica lesionada; e células com marcacdo PNA+/IP+ foram classificadas como

portadoras de membranas acrossomal e plasmatica lesionadas.
b) Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial

Para analise do PMM, adicionaram-se 5uL da solucéo de trabalho de JC-1 a amostra de
sémen. A seguir, as amostras foram incubadas por 5min em temperatura ambiente e procedeu-se
a leitura. Células com peca intermediaria coradas em laranja foram classificadas como
portadoras de alto potencial de membrana mitocondrial e células com peca intermediaria coradas

em verde foram classificadas como portadoras de baixo potencial de membrana mitocondrial.
c) Avaliacdo dos niveis de ROS intracelular

Os niveis de iROS foram avaliados por meio da marcacdo com o fluorocromo CM-
H>DCFDA, sendo adicionados as amostras 5pL da solucéo de trabalho, as quais foram incubadas
em banho-maria (37 °C/30 min). A seguir, adicionaram-se 5uL da solucdo de trabalho de IP, as
amostras foram incubadas por mais 5 min em temperatura ambiente, momento em que se
realizou a leitura. Os resultados foram expressos como percentual de células viaveis com altos
niveis de ROS (DCFDA+), aquelas marcadas em verde fluorescente, ou células viaveis com
baixa producdo de ROS (DCFDA-), aquelas ndo marcadas ou com baixa intensidade de

fluorescéncia.
d) Avaliacdo da peroxidagdo lipidica

O fluorocromo C11-BODIPY%8Y5% foj utilizado para avaliar a LPO nos espermatozoides,
sendo adicionados a amostra 5uL de sua solucdo de trabalho, a qual foi incubada em banho-
maria (37 °C/30 min). Em seguida, foi adicionado 0,5mL de PBS lentamente pela parede do
tubo, procedeu-se a homogeneizacdo da amostra e posterior centrifugacdo (100 g/5 min), para

eliminar os restos de fluorocromos ndo ligados. O sobrenadante foi eliminado e o pellet
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ressuspenso em 40uL de PBS. Em seguida, as amostras foram avaliadas: células coradas em
laranja (C11-BODIPY-) foram classificadas como ndo peroxidadas, e células coradas em verde

(C11-BODIPY+) foram classificadas como peroxidadas.
e) Avaliacdo da estabilidade de membrana

A associacdo dos fluorocromos M540 e Yo-Pro-1 foi utilizada para avaliar a eMP dos
espermatozoides. Para tanto, 5uL do Yo-Pro-1 foram adicionados na amostra e incubados em
banho-maria (37 °C/15 min). A seguir, foram adicionados 5uL de M540, a amostra, que foi
incubada por 5 min em temperatura ambiente, e, logo apds, procedeu-se a leitura, quando foram
identificadas quatro populagfes: células vidveis com membrana estdvel (M540-/ Yo-Pro-1-);
células viaveis com membrana desestabilizada (M540+/Y0-Pro-1-); células ndo viaveis com
membrana estavel (M540-/Yo-Pro-1+) e células ndo viaveis com membrana desestabilizada
(M540+/Y0-Pro-1+). Os resultados foram expressos como percentual de células viaveis com
membranas estaveis (M540-) ou desestabilizadas (M540+).

f) ImageStream® X, versio Mark Il

As avalices do sémen foram realizadas utilizando-se aparelho ImageStream® X, versio
Mark 1l (Amnis, Seattle, WA, EUA). As aquisi¢cdes dos dados foram realizadas usando-se o
software INSPIRE®, versdo 200.1.388.0 (Amnis, Seattle, WA, EUA). Os espermatozoides em
foco foram separados mediante histograma do gradiente RMS x frequéncia normalizada, e as
células unicas foram identificadas por meio de um grafico de pontos da area x relacdo de
aspecto, que foi verificado pelas imagens da galeria do canal campo claro. Todos 0s
fluorocromos foram excitados por um laser de 488nm. Para a associacdo FITC-PNA+IP, a
poténcia do laser utilizada foi de 55mW, o FITC-PNA foi detectado no canal 2 (505-560nm), e o
IP no canal 5 (640-745nm); para o JC-1, a poténcia do laser foi de 130mW, e a deteccdo nos
canais 2 e 4 (595-640nm); para o DCFDA+ IP, a poténcia do laser foi de 80mW, e os canais 2 e
5, respectivamente; no C11-BODIPY, a poténcia do laser foi de 60mW, e os canais 2 e 4; para a
associacdo M540+ Yo-Pro-1, a poténcia do laser foi de 100mW, e a deteccdo nos canais 3 (560-
595nm) e 2, respectivamente. Em cada uma das amostras, foram adquiridos 5000 eventos. O
software IDEAS, versdo 6.0 (Amnis, Seattle, WA, EUA), foi utilizado para anéalise dos dados.
Todas as amostras foram analisadas e as populac¢des divididas por meio de gréaficos de pontos e

histogramas, além da confirmacéo visual mediante as imagens das células.
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2.3 Experimento 2
2.3.1 Inseminacao artificial

Para realizagdo do teste de fertilidade in vivo foi utilizada a técnica de inseminacdo
artificial. Vinte ovelhas foram sincronizadas através da insercdo de CIDR intravaginal (contendo
0,33g de progesterona — EAZI-BREED™ CIDR®, Zoetis, Brasil), por um periodo de 12 dias,
seguido da administracdo de 300Ul de Gonadotrofina Coridnica Equina (SINCRO ECG®, Ouro
Fino, Brasil) no momento da retirada do CIDR.

As inseminac@es (intrauterinas) ocorreram entre 55 e 60 h apos a retirada do CIDR,
utilizando o método de laparoscopia (Laparoscopio ENDOVIEW, Germany). Para tanto,
amostras de sémen dos grupos controle (n=10) e 100 nM de miricetina (n=10), contendo 50x10°
espermatozoides/mL, foram descongeladas (37 °C/30 s) e utilizadas para inseminar as vinte
ovelhas. Devido a auséncia de efeitos significativos, nos testes in vitro do experimento 1, a
escolha da concentracdo de miricetina utilizada para o teste de fertilidade in vivo (IA) foi

realizada com base nos resultados obtidos em trabalho prévio (ARRUDA et al., 2018).

Trinta dias apds as inseminagcles, o diagndstico de gestacdo foi realizado por
ultrassonografia, utilizando aparelho Mindray (modelo DP20) com transdutor retal de 6MHz, por

um técnico capacitado.
2.4 Analise estatistica

O procedimento GLIMMIX do SAS (Sistema para Windows, Versdo 9.3; SAS Instituto
Inc., Cary, NC, EUA), foi utilizado com metodologia de modelos lineares generalizados. Para
MT, MP, LIN, STR, PNA-/IP-, PNA-, APMM, DCFDA-, C11-BODIPY-, M540-/ Yo-Pro-1- e
M540+/ Yo-Pro-1- foi empregada uma distribui¢cdo binomial usando a funcédo de ligacdo logit e
para VCL, VSL, VAP, ALH e BCF a distribuicdo Gaussiana, com a funcdo de link de
identificacdo. As variaveis foram analisadas através de modelo matematico que incluiu os efeitos
fixos do tratamento e o método residual para calcular os graus denominadores de liberdade para

aproximar os testes F nos modelos mistos.

Todas as comparacdes estatisticas foram feitas utilizando os meios ajustados pelo método
de quadrados minimos e os resultados escritos sdo apresentados como médias dos quadrados
minimos * erro padrédo da média (SEM), com as distribuicbes mostradas nas escalas originais

para auxiliar a interpretagdo. As diferengas com P < 0,05 foram consideradas significativas.
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Na auséncia de interacdo entre tratamento e tempo, o efeito da miricetina foi analisado e
apresentado apds a fusdo dos tempos de avaliacdo, portanto, os resultados apresentados sdo a

média entre os tempos 0 e 2h.

3 RESULTADOS

Os resultados das analises de cinética espermatica estdo sumarizados na Tabela 1. N&o foi
observado efeito do tratamento (P>0,05) para os parametros avaliados. Os parametros de MP,
VCL, VSL, VAP, LIN e ALH apresentaram reducéo (P<0,05) ao longo do periodo de incubacéo,
enquanto que o BCF aumentou (P<0,05), independente dos tratamentos. Interacbes entre

tratamento x tempo ndo foram observadas (P>0,05).

Os resultados de citometria de fluxo estdo apresentados na Tabela 2. N&o houve efeito do
tratamento (P>0,05) nos parametros estudados. O porcentual de células com membrana
plasmatica e acrossomal intactas, o estresse oxidativo e a estabilidade de membrana reduziram
(P<0,05) durante a incubacéo, independente do tratamento. N&o houve interagdo tratamento x

tempo (P<0,05) nos parametros avaliados.

Por outro lado, a taxa de prenhez de ovelhas inseminadas com sémen tratado (100 nM de

miricetina) foi de 50% (5/10), enquanto que a do grupo controle foi de 10% (1/10).

4 DISCUSSAO

Estudos tém demonstrado os efeitos da miricetina sobre aspectos funcionais de
espermatozoides humanos e ovinos (AQUILA et al., 2013; ARRUDA et al., 2018). No presente
estudo, analises microscopicas e de citometria de fluxo foram realizadas para avaliar o impacto
de varias concentracdes de miricetina (20, 30, 40, 100, 200, 300 e 400 nM) sobre a cinematica,
integridade das membranas plasmatica e acrossomal, potencial de membrana mitocondrial,
niveis de ROS intracelular, peroxidacao lipidica e estabilidade de membrana de espermatozoides
ovinos in vitro. Além de, teste de fertilidade in vivo, sendo, o primeiro trabalho a realizar este

tipo de avaliacdo com o uso de miricetina.

Entretanto, os resultados obtidos ndo demonstraram resposta positiva dos

espermatozoides ovinos ao tratamento com miricetina, no que se refere aos parametros de

80



cinematica, imediatamente e ap6s 2 horas de incubacdo. A avaliacdo dessas propriedades dos
espermatozoides € de grande importancia para predizer a fertilidade do sémen, por meio da
correlacdo da velocidade de deslocamento do gameta masculino com a fertilizagdo do odcito in
vitro e in vivo (COX et al., 2006). Por isso, é imprescindivel, realiza-los apés o periodo de
incubacdo, onde apresentam maior correlacdo com a fertilidade que as avaliagdes imediatamente
apos o descongelamento (DEL OLMO et al., 2013).

Além disso, as analises de citometria de fluxo realizadas revelaram ndo haver vantagem
em adicionar a miricetina ao sémen ovino, em relacao as varidveis de integridade ou estabilidade
das membranas, ou ainda sobre o0s aspectos relacionados ao estresse oxidativo. Experimento
similar foi conduzido por nosso grupo (ARRUDA et al., 2018), o qual demonstrou que 10 nM de
miricetina reduziu o porcentual de células rapidas e a VAP, e que 10, 100 e 1000 nM
aumentaram o BCF, ndo havendo efeito benéfico em nenhum dos demais parametros avaliados
imediatamente ap0s a descongelagdo. Também, foi observado efeito adverso nos
espermatozoides criopreservados com miricetina a 1000 nM, que provocou aumento no
percentual de espermatozoides peroxidados. As diferencas encontradas na cinematica, entre 0s
dois trabalhos do grupo, podem ter ocorrido devido a algumas modificacdes realizadas no
protocolo. Como, por exemplo, 0 modo de preparagéo do diluidor de criopreservacdo do sémen,
diluicdo e incubacdo antes das andlises no sistema CASA, processamento do sémen do momento
da coleta até a colocacdo das amostras na maquina para congelacdo. Além, de terem sido

utilizados animais de raca diferente, sobre condigdo de manejo e alimentacao diferentes.

Em contraste, Aquila et al. (2013), testando o efeito fitoestrogénico da miricetina em
espermatozoides de humanos (sémen in natura), observaram que a exposicao dessas células a
baixas concentracdes de miricetina (10, 100 e 1000 nM) é capaz de alterar a motilidade e
viabilidade, assim como causar mudancas bioguimicas associadas a capacitacdo (efluxo de
colesterol e fosforilacdo da tirosina). Além disso, nessas concentracdes (10, 100 e 1000 nM), a
miricetina pode aumentar a atividade da acrosina, bem como a utilizacdo da glicose,
demonstrando que através dos receptores de estrogeno a funcdo espermatica foi potencializada.
Nesta sequéncia de descobertas, é evidente que, nas espécies humana e ovina, as diferentes
concentrages de miricetina testadas conferem efeitos variados sobre os espermatozoides nas

condigdes em que foram avaliadas.

A miricetina é uma substancia que pode apresentar diversos efeitos sobre varios tipos de

células (células cancerigenas, neurénios, celulas do figado), como acdo antioxidante (ONG;
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KHOO, 1997) ou pré-oxidante (CHOBOT; HADACEK, 2011), fitoestrogénico (AQUILA et al.,
2013); e inibidor da atividade de ATP-ase das bombas, implicadas no transporte idnico
(THIYAGARAJAH et al., 1991), além de poder interagir com componentes lipidicos das

membranas bioldgicas e conferir-lhes maior estabilidade (HENDRICH, 2006).

Existem poucos relatos na literatura no que diz respeito a utilizacdo da miricetina no
sémen, para que os resultados possam ser discutidos profundamente. No entanto, a auséncia de
efeitos em nosso experimento in vitro, pode estar relacionada a protecao fisiologica conferida
pelos antioxidantes encontrados no plasma seminal, o qual néo foi retirado antes da congelacao,
sendo a utilizagdo adicional da miricetina ineficaz, ja que a produgdo de ROS proveniente do

processo de congelacdo-descongelacdo ndo foi observada.

Elevados niveis de ROS poderiam afetar a integridade das membranas dos
espermatozoides e aumentar a peroxidagdo lipidica, o que resultaria em perda da viabilidade,
reducdo da motilidade e perda da integridade das membranas plasmaética e acrossomal, levando a
reducdo da qualidade dessas células e, consequentemente, de sua capacidade fertilizante.
(ALVAREZ; STOREY, 1992, AITKEN et al., 1995; PERIS et al., 2007). No entanto, pesquisas
utilizando flavonoides estruturalmente semelhantes & miricetina vem demonstrando efeitos
parecidos. Seifi-Jamadi et al. (2016) ndo obtiveram sucesso com 0 uso de quercetina para
melhorar os parametros espermaticos, como viabilidade e reducdo do estresse oxidativo, apos
congelacdo do sémen de cavalos. Da mesma forma, Silva et al. (2016) ndo observaram efeito da
quercetina sobre a integridade de membrana plasmatica e acrossomal e do estresse oxidativo de
espermatozoides de caprinos, apés criopreservacao. Estes atribuiram a auséncia de efeito protetor
desses antioxidantes as condicGes fisiologicas (baixos niveis de ROS) a que o0 sémen estava
exposto, visto que a acdo desses compostos € visivel apenas em situacdo de estresse extremo, as
quais sO sdo observadas apés inducdo da oxidacdo, que ndo refletem o que ocorre durante a

criopreservagao.

Embora os testes in vitro ndo tenham demonstrado nenhum efeito sobre os
espermatozoides, o teste de fertilidade in vivo, sinaliza para existéncia de um efeito positivo da
adicdo de miricetina (100 nM) sobre a fertilidade, havendo a necessidade de se realizar novos
estudos para confirmacdo e compreensao desse resultado. No estudo realizado por Arruda et al.
(2018), a miricetina (100 nM) provocou aumento na frequéncia de batimento cruzado dos
espermatozoides de ovinos ap6s a congelagdo do sémen ovino. Isto fez com que os autores

levantassem a hipoOtese de que a adicdo de miricetina, nessa concentracdo, ao diluidor de
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congelacdo, pode ser favoravel a fertilizacdo, ja que parametros como VAP, VCL e BCF ja
foram demonstrados como tendo alta correlacdo com a fertilidade do sémen congelado-
descongelado de ovinos (DEL OLMO et al., 2013).

Conforme os resultados de fertilidade, obtidos no presente trabalho, ap6s a inseminacao
artificial, a miricetina (100 nM) melhora a taxa de fertilidade do sémen criopreservado de
carneiros, apresentando um futuro promissor como aditivo de diluentes de congelacdo de sémen
ovino. Por conseguinte, esses resultados evidenciam que mais estudos in vitro e principalmente
in vivo, utilizando outras concentracfes de miricetina € um ndmero maior de animais
inseminados, sdo necessarios para determinar o real impacto desse agente sobre a fertilidade do

sémen dessa espécie.

5 CONCLUSAO

A adigéo de miricetina (20, 30, 40, 100, 200, 300 e 400 nM) no diluidor de congelacao de
sémen de ovinos ndo provoca efeitos na cinética e estrutura dos espermatozoides in vitro, mas

100 nM de miricetina melhora as taxas de fertilidade in vivo.
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Tabela 1. Parametros cinéticos (CASA) de espermatozoides criopreservados de ovinos, em meio suplementado com diferentes concentragdes de

miricetina. Dados expressos como media dos quadrados minimos + erro-padrdo

Controle 20 nM 30 nM 40 nM 100nM  200nM  300nM 400nM Tratamento Tempo Interacdo
MT (%)  59,8+4,5 46,7+4,6 50,4+4,6 584+45 604+45 558+46 532+46 513+46 0,5311 02142 0,4064
MP (%) 40,7452 30,3+4,8 31,5+4,9 350450 37,9451 31,3+4,9 267+47 27,6+48 0,6518 0,0029  0,0965
VCL (um/s) 742+24 716424 69,0+2,4 69,0+24 67,7+24 69,7424 66,3+2,4 69,1+2 4 0,5396 <0,0001  0,9125
VSL (um/s) 55,3+2,9 529+2,9 499+29 494+29 50,1429 497429 465+2,9 48,8+2,9 0,6960 <0,0001  0,1173
VAP (um/s) 62,5+2,1 59,9+21 57,1+2,1 56,5+2,1 56,5+2,1 57,042,1 53,3+2,1 56,5+2,1 0,2113 <0,0001  0,4006
LIN (%)  74,9+45 741+45 73346 72,046 735+4,6 71,3+4,7 702+4,7 71,047 0,9979 0,0359  0,2608
STR (%) 88,2+2,6 87,9+27 87,4+27 87,0+2,8 884+26 87,0+2,8 87,0+2,8 86,728 0,9997 0,7719  0,9738
ALH (um) 1,9+0,1 19+01 1,8+0,1 1,9+0,1 1,9+01 1,9+0,1 2,0+0,1 1,9+01 0,9707 0,0044  0,6688
BCF (Hz) 10,9+0,4 10,8+04 11,5#04 11,104 109+04 11,204 115+04 112+05 09213 ~ <0,0001  0,3030

MT- Motilidade total; MP- motilidade progressiva; VCL -velocidade curvilinea, VSL- velocidade em linha reta; VAP- velocidade média da
trajetoria; LIN-linearidade; STR- retilinearidade; ALH- deslocamento lateral da cabega e BCF- frequéncia de batimento cruzado
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Tabela 2. Avaliacdo da integridade de membranas plasmatica e acrossomal, potencial de membrana mitocondrial, niveis de ROS intracelular,
peroxidacdo lipidica e estabilidade de membrana de espermatozoides de carneiros (citometria de fluxo), apos congelacdo em meio suplementado

com diferentes concentra¢fes de miricetina. Dados expressos como média dos quadrados minimos + erro-padrao

Controle 20 nM 30 nM 40nM 100nM 200nM 300nM 400 Nm Tratamento Tempo Interacdo

PNA-/IP- 192425 17,4424 20,0425 17,5#2,4 182+25 157423 14,1422 155+26  0./730 ~ <0,0001  0,4109
PNA- 64,5437 62,8#3,7 655+37 61,1+37 631+3,7 61,138 62,2+37 61,8+37 09675 ~ 0005  0,8156
APMM 10,3¢1,7 9,3+16 11,1#18 95+1,6 10,8+1,8 102417 95+16 95+1,6 09924 01751 0,5422
DCFDA- 98,1+1,7 99,2+40,9 99,5+1,0 98,8+13 989+15 94,3+2,6 96,2+2,1 983+15 0518 00335  0,8889

C11-BODIPY- 79,6470 82,9+65 81,6465 86,2458 87,7456 86,7459 852+60 90,7¢53 09645 04681 04679
M540-/ Yo-Pro-1- 5842 55+33 38422 53+25 28+1,8 32+18 26417 22+¢15 07505 00012  0,6982
M540+/ Yo-Pro-1- 93,6442 942433 959422 945+25 97,3+18 96,4+19 97,3+1,7 97,5+16 07438 00013  0,6930

PNA-/IP-: porcentual de células com membrana plasmaética e acrossomal intactas; PNA-: porcentual de células com acrossoma intacto; APMM:
porcentual de células com alto potencial de membrana mitocondrial; DCFDA-: porcentual de células com baixos niveis de ROS; C11-BODIPY-:
porcentual de células sem peroxidacdo lipidica; M540-/ Yo-Pro-1-: porcentual de células viadveis com membrana estavel e M540+/ Yo-Pro-1-:
porcentual de células viaveis com membrana desestabilizada.
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6 CONCLUSAO

A adicao de miricetina ao meio de criopreservagdo de sémen ovino, ndo apresenta efeito
antioxidante sobre o0s espermatozoides, sendo observado efeito pré-oxidante na maior
concentracdo testada (1000 nM). Apesar da auséncia de efeitos antioxidantes alteracBes na
cinética foram observadas, no entanto, estas mudancas podem ter ocorrido através de outras vias
de atuacdo da miricetina, como por exemplo, através da via estrogénica ou inibidora que ATP-
ases que nao foram avaliadas nesse estudo.

No estudo in vivo, a miricetina (100 nM) melhora os indices de fertilidade de ovelhas
inseminadas com sémen congelado via laparoscopia. Mais estudos sdo necessarios para
determinar qual via de atuacdo da miricetina, no sémen ovino, provoca alteracdes na cinética e

melhora as taxas de prenhez ap0s a inseminacao.
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7.1 Normas para submissdo de artigo no periédico Arquivo Brasileiro de Medicina

Veterindria e Zootecnia:

INSTRUGOES AOS AUTORES

Politica Editorial

Reproducao de artigos publicados
Orientacbes Gerais

Comité de Etica

Tipos de artigos aceitos para publicacdo
Preparacdo dos textos para publicacao
Formatacao do texto

Secdes de um artigo

Taxas de submissdo e de publicacdo
Recursos e diligéncias

online

Atualizado: 09/08/2016

Politica Editorial

O periddico Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (Brazilian Journal of Veterinary and Animal Science),
ISSN 0102-0935 (impresso) e 1678-4162 (on-line), é editado
pela FEPMVZ Editora, CNPJ: 16.629.388/0001-24, e destina-se
a publicacdo de artigos cientificos sobre temas de medicina
veterinaria, zootecnia, tecnologia e inspegao de produtos de
origem animal, aquacultura e areas afins.

Os artigos encaminhados para publicacdo sdo submetidos a
aprovacao do Corpo Editorial, com assessoria de especialistas
da area (relatores). Os artigos cujos textos necessitarem de
revisdes ou correcdes serao devolvidos aos autores. Os aceitos
para publicagdo tornam-se propriedade do Arquivo Brasileiro
de Medicina Veterinaria e Zootecnia (ABMV2Z) citado

como Arq. Bras. Med. Vet. Zootec. Os autores sao
responsaveis pelos conceitos e informagdes neles contidos. Sdo
imprescindiveis originalidade, ineditismo e destinacdo exclusiva
ao ABMVZ.

Reproducao de artigos publicados

A reproducdo de qualquer artigo publicado é permitida desde
que seja corretamente referenciado. Ndo é permitido o uso
comercial dos resultados.

A submissdo e tramitacdo dos artigos € feita exclusivamente
on-line, no enderego eletrénico
<http://mc04.manuscriptcentral.com/abmvz-scielo>.
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http://www.scielo.br/revistas/abmvz/pinstruc.htm#006
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http://www.scielo.br/revistas/abmvz/pinstruc.htm#008
http://www.scielo.br/revistas/abmvz/pinstruc.htm#009
http://mc04.manuscriptcentral.com/abmvz-scielo
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_serial&pid=0102-0935&lng=pt&nrm=iso

Nao serdo fornecidas separatas. Os artigos encontram-se
disponiveis no endereco www.scielo.br/abmvz.

OrientacOes Gerais

Comité de Etica

Toda a tramitacdo dos artigos é feita exclusivamente
pelo Sistema de publicacdo online do Scielo -
ScholarOne, no

endereco http://mc04.manuscriptcentral.com/abmvz-
scielo sendo necessario o cadastramento no mesmo.
Leia "PASSO A PASSO - SISTEMA DE SUBMISSAO DE
ARTIGOS POR INTERMEDIO DO SCHOLARONE"

Toda a comunicacao entre os diversos autores do
processo de avaliacao e de publicacao (autores,
revisores e editores) sera feita apenas de forma
eletrénica pelo Sistema, sendo que o autor responsavel
pelo artigo sera informado automaticamente por e-mail
sobre qualquer mudanca de status do mesmo.
Fotografias, desenhos e gravuras devem ser inseridos no
texto e quando solicitados pela equipe de editoracao
também devem ser enviados, em separado, em arquivo
com extensdo JPG, em alta qualidade (minimo 300dpi),
zipado, inserido em “Figure or Image” (Step 6).

E de exclusiva responsabilidade de quem submete o
artigo certificar-se de que cada um dos autores tenha
conhecimento e concorde com a inclusdo de seu nome
no texto submetido.

O ABMVZ comunicara a cada um dos inscritos, por meio
de correspondéncia eletrénica, a participacdo no artigo.
Caso um dos produtores do texto ndo concorde em
participar como autor, o artigo sera considerado como
desisténcia de um dos autores e sua tramitagdo
encerrada.

E indispensavel anexar cépia, em arquivo PDF, do Certificado de
Aprovacao do Projeto da pesquisa que originou o artigo,
expedido pelo CEUA (Comité de Etica no Uso de Animais) de
sua Instituicdo, em atendimento a Lei 11794/2008. O
documento deve ser anexado em “Ethics Conmitee” (Step 6).
Esclarecemos que o niumero do Certificado de Aprovacgao do
Projeto deve ser mencionado no campo Material e Métodos.

Tipos de artigos aceitos para publicacao

Artigo cientifico
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E o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-se na
premissa de que os resultados sao posteriores ao planejamento
da pesquisa.

Secbes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Afiliacdo
(somente na "Title Page" - Step 6), Resumo, Abstract,
Introdugdo, Material e Métodos, Resultados, Discussdo (ou
Resultados e Discussao), Conclusdes, Agradecimentos (quando
houver) e Referéncias.

O numero de paginas ndo deve exceder a 15, incluindo tabelas,
figuras e Referéncias.

O numero de Referéncias ndo deve exceder a 30.
Relato de caso

Contempla principalmente as dreas médicas em que o resultado
€ anterior ao interesse de sua divulgagdo ou a ocorréncia dos
resultados ndo é planejada.

Secgbes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Afiliagdo
(somente na "Title Page" - Step 6), Resumo, Abstract,
Introducdo, Casuistica, Discussao e Conclusdes (quando
pertinentes), Agradecimentos (quando houver) e Referéncias.

O numero de paginas nao deve exceder a dez, incluindo tabelas
e figuras.

O numero de Referéncias ndo deve exceder a 12.
Comunicacao

E o relato sucinto de resultados parciais de um trabalho
experimental digno de publicagdo, embora insuficiente ou
inconsistente para constituir um artigo cientifico.

SecOes do texto:Titulo (portugués e inglés), Autores e Afiliagdo
(somente na "Title Page" - Step 6). Deve ser compacto, sem
distincdo das secdes do texto especificadas para "Artigo
cientifico", embora seguindo aquela ordem. Quando a
Comunicagdo for redigida em portugués deve conter um
"Abstract" e quando redigida em inglés deve conter um
"Resumo"”.

O numero de paginas ndo deve exceder a oito, incluindo tabelas
e figuras.

O nUmero de Referéncias ndo deve exceder a 12.

Preparacao dos textos para publicacao

Os artigos devem ser redigidos em portugués ou inglés, na
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forma impessoal.

Formatacao do texto

e O texto NAO deve conter subitens em nenhuma das
secoes do artigo, deve ser apresentado em arquivo
Microsoft Word e anexado como “Main Document” (Step
6), no formato A4, com margem de 3cm (superior,
inferior, direita e esquerda), na fonte Times New Roman,
no tamanho 12 e no espagamento de entrelinhas 1,5,
em todas as paginas e segdes do artigo (do titulo as
referéncias), com linhas numeradas.

e Na&o usar rodapé. Referéncias a empresas e produtos,
por exemplo, devem vir, obrigatoriamente, entre
paréntesis no corpo do texto na seguinte ordem: nome
do produto, substancia, empresa e pais.

SeclOes de um artigo

Titulo: Em portugués e em inglés. Deve contemplar a esséncia
do artigo e ndo ultrapassar 50 palavras.

Autores e Filiagao: Os nomes dos autores sao colocados
abaixo do titulo, com identificagdo da instituicdo a qual
pertencem. O autor e o seu e-mail para correspondéncia devem
ser indicados com asterisco somente no “Title Page” (Step 6),
em arquivo Word.

Resumo e Abstract: Deve ser o mesmo apresentado no
cadastro contendo até 200 palavras em um sé paragrafo. Ndo
repetir o titulo e ndo acrescentar revisao de literatura. Incluir os
principais resultados numéricos, citando-os sem explica-los,
guando for o caso. Cada frase deve conter uma informagao
completa.

Palavras-chave e Keywords: No maximo cinco e no minimo
duas*.

* na submissao usar somente o Keyword (Step 2) e no corpo
do artigo constar tanto keyword (inglés) quanto palavra-chave
(portugués), independente do idioma em que o artigo for
submetido.

Introducgao:Explanagdo concisa na qual os problemas serao
estabelecidos , bem como a pertinéncia, a relevancia e os
objetivos do trabalho. Deve conter poucas referéncias, o
suficiente para baliza-la.

Material e Métodos: Citar o desenho experimental, o material
envolvido, a descricdo dos métodos usados ou referenciar
corretamente os métodos ja publicados. Nos trabalhos que



envolvam animais e/ou organismos geneticamente
modificados deverdo constar obrigatoriamente o nimero
do Certificado de Aprovacgdo do CEUA. (verificar o Item
Comité de Etica).

Resultados: Apresentar clara e objetivamente os resultados
encontrados.

Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas
e colunas. Usar linhas horizontais na separacao dos cabegalhos
e no final da tabela. O titulo da tabela recebe inicialmente a
palavra Tabela, seguida pelo nimero de ordem em algarismo
arabico e ponto (ex.: Tabela 1.). No texto, a tabela deve ser
referida como Tab seguida de ponto e do nimero de ordem
(ex.: Tab. 1), mesmo quando referir-se a varias tabelas (ex.:
Tab. 1, 2 e 3). Pode ser apresentada em espagamento simples
e fonte de tamanho menor que 12 (o menor tamanho aceito é
oito). A legenda da Tabela deve conter apenas o indispensavel
para o seu entendimento. As tabelas devem ser
obrigatoriamente inseridas no corpo do texto de preferéncia
apos a sua primeira citagao.

Figura. Compreende qualquer ilustracdo que apresente linhas e
pontos: desenho, fotografia, grafico, fluxograma, esquema etc.
A legenda recebe inicialmente a palavra Figura, seguida do
nimero de ordem em algarismo arabico e ponto (ex.: Figura 1.)
e é citada no texto como Fig seguida de ponto e do nimero de
ordem (ex.: Fig.1), mesmo se citar mais de uma figura (ex.:
Fig. 1, 2 e 3). Além de inseridas no corpo do texto, fotografias e
desenhos devem também ser enviados no formato JPG com alta
qualidade, em um arquivo zipado, anexado no campo proprio
de submissdo, na tela de registro do artigo. As figuras devem
ser obrigatoriamente inseridas no corpo do texto de preferéncia
apos a sua primeira citacgao.

Nota: Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicada deve
conter, abaixo da legenda, informacao sobre a fonte (autor,
autorizacao de uso, data) e a correspondente referéncia deve
figurar nas Referéncias.

Discussao: Discutir somente os resultados obtidos no trabalho.
(Obs.: As segbes Resultados e Discussao poderao ser
apresentadas em conjunto a juizo do autor, sem prejudicar
qualquer uma das partes).

Conclusodes: As conclusdes devem apoiar-se nos resultados da
pesquisa executada e serem apresentadas de forma

objetiva, SEMrevisao de literatura, discussao, repeticao de
resultados e especulagdes.

Agradecimentos: N3o obrigatério. Devem ser concisamente
expressados.

Referéncias: As referéncias devem ser relacionadas em ordem
alfabética, dando-se preferéncia a artigos publicados em
revistas nacionais e internacionais, indexadas. Livros e teses
devem ser referenciados o minimo possivel, portanto, somente
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quando indispensaveis. S3o adotadas as normas gerais da
ABNT, adaptadas para o ABMVZ, conforme exemplos:

Como referenciar:
1. Citagdes no texto

A indicacdo da fonte entre parénteses sucede a citagdo para
evitar interrupgdo na sequéncia do texto, conforme exemplos:

e autoria Unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971);
(Anuario..., 1987/88) ou Anuario... (1987/88);

e dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e
Moreno (1974);

e mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou
Ferguson et al. (1979);

e mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva
(1971); Ferguson et al. (1979) ou (Dunne, 1967;
Silva, 1971; Ferguson et al., 1979), sempre em
ordem cronoldgica ascendente e alfabética de
autores para artigos do mesmo ano.

Citacdo de citacdo. Todo esforco deve ser empreendido para se
consultar o documento original. Em situagdes excepcionais
pode-se reproduzir a informacao ja citada por outros autores.
No texto, citar o sobrenome do autor do documento nao
consultado com o ano de publicagao, seguido da

expressao citado por e o sobrenome do autor e ano do
documento consultado. Nas Referéncias deve-se incluir apenas
a fonte consultada.

Comunicagdo pessoal. Nao faz parte das Referéncias. Na citacdo
coloca-se o sobrenome do autor, a data da comunicacdo, nome
da Instituicdo a qual o autor é vinculado.

2. Periodicos (até quatro autores citar todos. Acima de quatro
autores citar trés autores et al.):

ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48, p.351, 1987-88.
FERGUSON, J.A.; REEVES, W.C.; HARDY, J.L. Studies on
immunity to alphaviruses in foals. Am. J. Vet. Res., v.40, p.5-

10, 1979.

HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al. Anestesia
general del canino. Not. Med. Vet., n.1, p.13-20, 1984.

3. Publicacdo avulsa (até quatro autores citar todos. Acima
de quatro autores citar trés autores et al.):

DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA,
1967. 981p.

LOPES, C.A.M.; MORENO, G. Aspectos bacterioldgicos de ostras,
mariscos e mexilhdes. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE
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MEDICINA VETERINARIA, 14., 1974, S&o Paulo. Anais... S&o
Paulo: [s.n.] 1974. p.97. (Resumo).

MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In: DUNNE, H.W.
(Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. p.400-
415.

NUTRIENT requirements of swine. 6.ed. Washington: National
Academy of Sciences, 1968. 69p.

SOUZA, C.F.A. Produtividade, qualidade e rendimentos de
carcaca e de carne em bovinos de corte. 1999. 44f. Dissertacao
(Mestrado em Medicina Veterinaria) — Escola de Veterinaria,
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte.

4. Documentos eletronicos (até quatro autores citar todos.
Acima de quatro autores citar trés autores et al.):

QUALITY food from animals for a global market. Washington:
Association of American Veterinary Medical College, 1995.
Disponivel em: <http://www.org/critcal6.htm>. Acessado em:
27 abr. 2000.

JONHNSON, T. Indigenous people are nhow more cambative,
organized. Miami Herald, 1994. Disponivel em:
<http://www.summit.fiu.edu/MiamiHerld-Summit-
RelatedArticles/>. Acessado em: 5 dez. 1994.

Taxas de submissao e de publicacao

¢ Taxa de submissdo: A taxa de submissdao de R$50,00 devera ser paga por
meio de boleto bancario emitido pelo sistema eletronico do
Conveniar http://conveniar.fepmvz.com.br/eventos/#servicos (necess
ario preencher cadastro). Somente artigos com taxa paga de submissao
serdo avaliados.
Caso a taxa ndo seja quitada em até 30 dias sera considerado como
desisténcia do autor.

e Taxa de publicacao:. A taxa de publicacdo de R$150,00 por pagina, por
ocasido da prova final do artigo. A taxa de publicacdao devera ser paga por
meio de depdsito bancario, cujos dados serdo fornecidos na aprovacgao do
artigo.

OBS.: Quando os dados para a nota fiscal forem diferentes dos dados
do autor de contato deve ser enviado um e-mail
para abmvz.artigo@abmvz.org.br comunicando tal necessidade.

SOMENTE PARA ARTIGOS INTERNACIONAIS

e Submission and Publication fee. The publication fee is of US$100,00 (one
hundred dollars) per page, and US$50,00 (fifty dollars) for manuscript
submission and will be billed to the corresponding author at the final proof of
the article. The publication fee must be paid through a bank slip issued by
the electronic article submission system. When requesting the bank slip the
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author will inform the data to be intle invoice issuance.

Recursos e diligéncias

¢ No caso de o autor encaminhar resposta as diligéncias solicitadas
pelo ABMVZ ou documento de recurso o mesmo devera ser anexado
em arquivo Word, no item “Justification” (Step 6), e também
enviado por e-mail, aos cuidados do Comité Editorial,
para abmvz.artigo@abmvz.org.br.

¢ No caso de artigo ndo aceito, se o autor julgar pertinente
encaminhar recurso o mesmo deve ser feito pelo e-
mail abmvz.artigo@abmvz.org.br.
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7.2 Parecer da Comissao de ética no uso de animais — CEUA:

ﬂ Universidade Federal Rural de Pernambuce
UFRPE Rua Dom Manoel de Medeiros. s'n,

Dois Irmdos - CEP: 52171-900 - Recife/ PE

Comissdo de ética no uso de animais - CEUA
Licenga para o uso de animais em experimentagio e/ou ensino

O Comité de ética no uso de animais CEUA da Universidade Federal Rural de Pemambuco,
0o uso de suas atribuigdes, autoriza a execuglo do projeto descriminado abaixo. O presente projeto
também se encontra de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 1179472008,

Numero da licenga 0472015

Numero do processo 23082.002570-2015

Data de emissio da licenga 17 de Abril de 2015

Titulo do Projeto Uso de antioxidantes Flavonoide e ndo flavonoide cm meios
de criopreservagdo de sémen ovino.

Finalidade (Ensino, Pesquisa, Pesquisa

Extens3o)

Responsavel pela execugdo do Maria Madalena Pessoa Guerra

projeto

Colaboradores Lixia Cristina Pereira Arruda; Robespicrre Augusto Joaquim

Araijo Silva; André Maniano Batista: Igor Henrique de
Azevedo Valenga Nery: Wilton Arruda Gomes; Ellen
Cordeiro Bento da Silva; Helder Melo de Souza.

Tipo de animal e quantidade total
autorizada

Ovino; total de 126 animais.

JYO - Fpanrpar T Bl I Nty laur
Prof. Dra. Marleyne José Afonso Accioly Lins Amorim .ﬁ aCECA
( coordenadora da CEUA-UFRPE) N Sa—
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