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Resumo

REIS, W.V.A. Papel da quercetina e o 0z6nio na criopreservacdo de sémen de
bovinos. 2020. 66 f. Dissertacdo — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS.

O presente experimento avaliou o efeito da Quercetina e do Ozonio ao diluente de
congelacao, visando a reducdo das crioinjurias causadas ao sémen de bovinos.
Quinze ejaculados foram coletados de trés touros jovens da raca Nelore e submetidos
ao congelamento em 7 grupos experimentais: grupo C (CONTROLE), grupo O15 (15
pg/ml de o0z6nio), grupo O30 (30 pug/ml de ozdnio), grupo O60 (60 pg/ml de 0zonio),
grupo Q25 (25 pg/ml de quercetina), grupo Q50 (50 ug/ml de quercetina) e grupo Q100
(100 pg/ml de quercetina). As amostras foram avaliadas pds-descongelamento (M-0)
e pos-TTR (M-30) via sistema computadorizado de analise de sémen e citometria de
fluxo, sobre parametros de cinética espermatica e viabilidade da estrutura celular (MT,
MP, VCL, LIN, ALH, integridade de membrana plasmaética, integridade acrossomal,
potencial mitocondrial, fluidez de membrana e peroxidacdo lipidica). Quando
comparada ao grupo CONTROLE, né&o verificou-se melhoria nas variaveis de cinética
analisadas (p>0.05) como efeito da suplementacdo com quercetina. No entanto, a
quercetina também ndo promoveu indicios de hiperativacdo nas amostras, mostrando
que sua utilizacdo nado foi deletéria a estrutura da célula espermatica. Por outro lado,
o Os reduziu os valores para as mesmas variaveis tanto em MO quanto em M30
(p<0.05), mostrando que nessas concentragbes 0 seu poder oxidante tenha
prevalecido, provavelmente porque as concentracdes utilizadas ndo foram
suficientemente baixas para que o 0zénio expressasse seu fator pré-antioxidante, ou
seja, sua capacidade de estimular a producdo de antioxidantes. Mesmo nao tendo

expressado para cinética o efeito paradoxal do 0zénio como indutor da producéo de



antioxidantes, foi demonstrado pelas analises realizadas via citometria de fluxo que a
diminuicdo dos parametros de cinética espermética tanto em MO quanto em M30 néo
se reverteu em danos estruturais a célula (p>0.05), e que embora em M-30 o grupo
controle tenha sido superior na variavel PI-MST+ (p<0.05), os resultados de
comparagao com o grupo controle ndo indicaram diferenca (p>0.05) para os demais
parametros testados pela citometria de fluxo. Esse resultado nos instiga a pensar no
efeito do 0zdnio caso a dosagem fosse menor, j& que para cinética os valores pioraram
com o aumento da dose e para estrutura ndo houve tamanho prejuizo. Conclui-se que
a quercetina nas concentracdes utilizadas ndo promove ganhos significativos ao
sémen congelado, bem como também ndo demonstrou citotoxicidade. No entanto, o
0z6nio nas concentracdes adotadas ndo melhora os parametros de cinética
espermética, ndo sendo observado seu efeito paradoxal como antioxidante para essas
caracteristicas, porém o fato de que o gas nédo prejudicou a estrutura da célula

espermatica abre vertentes para testes com dosagens menores.

Palavras-chave: espermatozoide; espécies reativas de oxigénio; peroxidacéo lipidica.



Abstract

REIS, W.V.A. Role of quercetin and ozone in the cryopreservation of bovine semen.
2020. 66 f. Dissertation - Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science, Federal

University of Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS.

The present experiment evaluated the effect of Quercetin and Ozone on the freezing
diluent, aiming to reduce the cryinjury caused to bovine semen. Fifteen ejaculates were
collected from three young Nellore bulls and subjected to freezing in 7 experimental
groups: group C (CONTROL), group 015 (15 pg / ml of ozone), group O30 (30 pug / ml
of ozone), group 060 (60 pg / ml of ozone), group Q25 (25 pg / ml of quercetin), group
Q50 (50 pg / ml of quercetin) and group Q100 (100 pg / ml of quercetin). The samples
were evaluated post-thaw (MO) and post-TTR (M30) via a computerized semen
analysis system and flow cytometry, on parameters of sperm kinetics and cell structure
viability (MT, MP, VCL, LIN, ALH, plasma membrane integrity, acrosomal integrity,
mitochondrial potential, membrane fluidity and lipid peroxidation). When compared to
the CONTROL group, there was no improvement in the analyzed kinetic variables (p>
0.05) as an effect of quercetin supplementation. However, quercetin also did not
promote evidence of hyperactivation in the samples, showing that its use was not
harmful to the structure of the sperm cell. On the other hand, O3 reduced the values
for the same variables in both M-0 and M-30 (p <0.05), showing that in these
concentrations its oxidizing power has prevailed, probably because the concentrations
used were not low enough to that ozone expresses its pro-antioxidant factor, that is,
its ability to stimulate the production of antioxidants. Even though the paradoxical effect
of ozone as an inducer of antioxidant production was not expressed for kinetics, it was
demonstrated by the analyzes carried out via flow cytometry that the decrease in sperm
kinetics parameters in both MO and M30 did not result in structural damage to the cell
( p> 0.05), and although in M-30 the control group was superior in the variable PI-MST
+ (p <0.05), the results of comparison with the control group did not indicate difference
(p> 0.05) for the other tested parameters by flow cytometry. This result encourages us
to think about the effect of ozone if the dosage was lower, since for kinetics the values
worsened with increasing dose and for structure there was no such damage. It is
concluded that quercetin in the concentrations used does not promote significant gains

to frozen semen, nor did it demonstrate cytotoxicity. However, ozone in the adopted



concentrations does not improve the parameters of sperm kinetics, and its paradoxical
effect as an antioxidant for these characteristics is not observed, however the fact that
the gas did not harm the structure of the sperm cell opens the way for tests with lower
dosages.

Keywords: Spermatozoa; reactive oxygen species; lipid peroxidation
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1 INTRODUCAO GERAL

Como resultado do sucesso do pais com relacdo ao setor da pecuaria de
corte e em meio ao apelo pelo aumento da produtividade, a jornada por
biotécnicas cada vez mais eficazes tem favorecido a utilizacdo de sémen
criopreservado (ABIEC, 2019; CHACUR et al., 2012). Tal prestigio resultou na
comercializacdo de 18.886.557 doses de sémen em 2019, o que significa um
crescimento de 18,8% quando comparado com o ano anterior (BARUSELLI,
2020). No entanto, o processo de criopreservacao resulta em consideravel
proporcdo de espermatozoides que ndo resistem aos efeitos deletérios do
processo, o que pode comprometer o objetivo final, que é a fecundacao do odcito
(LEITE et al., 2011).

Quando comparado ao sémen fresco, 0 sémen congelado apresenta
cerca de 50% de queda de viabilidade espermatica, em decorréncia dos efeitos
osmoticos e térmicos que modificam a estrutura da membrana plasmatica, bem
como sua fluidez, permeabilidade e composicéo lipidica (CHACUR et al., 2012).
A implicacado disso é que o numero total de espermatozoides funcionais em uma
dose pode cair abaixo do numero necesséario para alcancar a fertilizacéo,
comprometendo a fertilidade (WATSON, 2000).

Todo o estresse térmico causado pela criopreservacdo provoca uma
modificacdo no metabolismo energético da célula. Assim, ocorre um estresse
oxidativo, ndo somente em decorréncia da retirada de grande parte do plasma
seminal e sua funcdo antioxidante (BUSTAMANTE-FILHO; PEDERZOLLI;
SGARAVATTI, 2006), como também pelo aumento das espécies reativas de
oxigénio (EROs), que séo relacionadas principalmente com a reducdo da
motilidade espermatica (RUIZ-PESINI et al., 1998).

Entende-se por espécies reativas de oxigénio todos os radicais e néo
radicais derivados do oxigénio, que por serem eletronicamente instaveis, se
tornam altamente reativos, tendo a capacidade de reagir com um grande namero
de compostos que estejam proximos (AGARWAL; GUPTA, 2005). Em uma
condicdo que seja considerada fisiologica, as EROs sdo encontradas em
equilibrio com os antioxidantes e participam de processos vitais dos

espermatozoides como maturagéo, capacitagdo e hiperativacdo espermatica,
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reacdo acrossomal e fusdo espermo-oocitaria, porém, se tornam prejudiciais as
células espermaticas quando esse equilibrio € quebrado (SAALU, 2010).

Naturalmente, o ejaculado bovino é composto por alguns antioxidantes
que atuam na neutralizacdo das EROs, como as enzimas Superéxido
Dismutase, Catalase e Glutationa Peroxidase, Cisteina, Vitamina A e Vitamina E
(BOLLWEIN; BITTNER, 2018; PATEL et al.,, 2016; TVRDA et al., 2013).
Entretanto, em decorréncia do processo de diluichio do sémen para a
criopreservacéao, ha uma reducéo na disponibilidade desses antioxidantes, o que
pode culminar no aumento da producdo de EROs (ANDRADE; SENEDA;
ALFIERI, 2010; DUQUE C; ROJANO; RESTREPO B, 2017; MAIA; BICUDO,
2009). Por esse motivo, tem se estudado o efeito da suplementacdo de
antioxidantes aos meios de diluicho para preparo, manutencdo e
criopreservacao espermatica, a fim de reduzir os efeitos causados por esse
possivel desequilibrio (MORTIMER, 2000a).

Os flavondides sdo polifendis, altamente antioxidantes, derivados de
plantas, com sua capacidade antioxidante proposta por serem doadores de
elétrons, conferindo um papel de neutralizacio dos radicais livres (DEGASPARI;
WASZCZYNSKYJ, 2004). Um exemplo dessa classe de antioxidantes é a
qguercetina, encontrada em grande quantidade em frutas e verduras, e vem
sendo estudado devido sua alta capacidade de sequestro e neutralizacdo de
radicais livres, em decorréncia do nimero de grupos hidroxila pertencentes a sua
estrutura (BEHLING et al., 2004).

O o0zbnio é um gas formado por 3 atomos de oxigénio, presente em
abundéancia na estratosfera e conhecido por ser um poderoso oxidante
(SUNNEN, 1988) Tem sido explorado um efeito paradoxal do gas ozénio (Os3),
na perspectiva de que seu poder oxidante induza um leve estresse oxidativo,
promovendo a elevacdo dos antioxidantes enzimaticos (ALVES et al., 2004)al,
dessa maneira, causando um bloqueamento da geracdo de radicais livres
(AGRILLO et al., 2006).

Diante disso, foi avaliado o efeito da suplementacédo de quercetina e
0zo6nio ao diluente de congelacao, sobre os parametros de cinética espermatica,
integridade de membrana plasmatica e do acrossoma, capacitagdo espermética,

atividade mitocondrial e susceptibilidade a lipoperoxidagédo no sémen bovino.
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2 HIPOTESE

A suplementacédodo diluente para criopreservacao de sémen bovino com
Quercetina ou Ozb6nio promove melhorias na qualidade seminal, com relacédo a

cinética e estrutura espermatica.

3 CAPITULO 1 — REVISAO DE LITERATURA

3.1 Espécies Reativas de Oxigénio

E possivel definir um radical livre como qualquer espécie que contém um
ou mais elétrons desemparelhados, e quando esses radiais livres sdo oriundos
de reac6es com o oxigénio (O2), sdo denominadas espécies reativas de oxigénio
(ERO; TURRENS, 2003).

Em uma condicdo que seja considerada fisioldgica, as EROs sao
encontradas em equilibrio com os antioxidantes e participam de processos vitais
dos espermatozoides como maturacdo, capacitacdo e hiperativacdo
espermética, reacdo acrossomal e fusdo espermo-oocitaria (SAALU, 2010).
Entretanto, os antioxidantes estdo presentes em quantidade limitada e um
desequilibrio resultante do excesso de formacdo de ERO pode resultar em
processos deletérios a célula espermatica.

Esse fenbmeno é denominado estresse oxidativo (DROGE, 2002). O
resultado disso é revertido principalmente na reducdo da motilidade espermatica
(RUIZ-PESINI et al., 1998). A relacao entre o aumento de EROs e a diminuicao
da motilidade espermatica pode ser devida a uma série de eventos que culminam
na diminuicdo da fosforilacdo da proteina axonemal, causando a imobilizacéo
dos espermatozoides (AGARWAL; SALEH; BEDAIWY, 2003).

O principal local de producdo de EROs é na mitocdndria, durante os
processos de producéo de energia por meio da fosforilacdo oxidativa (BARJA,
2007). Além disso, quando um espermatozoide morre, uma enzima chamada
aminoacido oxidase é liberada, promovendo a desaminacdo oxidativa dos
aminoacidos triptofano, fenilananina e tirosina, produzindo como consequéncia
uma ERO extremamente deletéria chamada peroxido de hidrogénio
(MACMILLAN; TIKU; HART, 1972; TOSIC; WALTON, 1950).
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3.1.1 Principais EROs

- Radical Superoxido (O2): Gerado principalmente durante a cadeia
respiratoria mitocondrial e precursor da maioria das EROs, o radical superoxido
tem sua origem a partir da incorporacdo de um elétron livre ao oxigénio. E
produzido em condi¢gdes normais pelas mitocondrias, porém, 0 aumento na sua
producdo pode ocorrer em ocasifes como em caso de hipoxia tecidual (LENZI
et al., 2000). E uma ERO pouco reativa por néo ter a capacidade de atravessar
membranas lipidicas, ficando na matriz mitocondrial, porém é precursor para
formacéo do perdxido de hidrogénio (NORDBERG; ARNER, 2001).

- Per6oxido de Hidrogénio (H202): Quando o Oz recebe um elétron que
é doado por outro Oz e se associa com dois H*, se forma o H202, que mesmo
ndo sendo considerado um radical livre, € extremamente deletério por sua
capacidade de atravessar as membranas biol6gicas e participar das reacdes que
produzem o radical hidroxila. Essa reacao pode ocorrer por intermédio da enzima
Superoxido Dismutase (SOD), pela enzima aminoacido oxidase ou ocorrer sem
nenhuma interferéncia (MACMILLAN; TIKU; HART, 1972; NORDBERG;
ARNER, 2001; TOSIC; WALTON, 1950; TURRENS, 2003).

- Radical Hidroxila (OH"): Conhecido por ser um dos radicais livres mais
reativos, o radical hidroxila tem sua formacéo a partir de uma reacédo do H20:2
com o ferro ou cobre, processo denominado reacédo de Fenton (GRIVEAU; LE
LANNOU, 1997). A acao desse radical se da na membrana celular, ocasionando
0 processo de peroxidacgdo lipidica, que é a oxidacao e degradacdo dos acidos
graxos poli-insaturados (ANDRADE; SENEDA; ALFIERI, 2010).

3.2 Antioxidantes

Os antioxidantes sdo compostos que atuam em substratos oxidaveis
atrasando ou evitanto tal oxidagdo (DROGE, 2002). Nas células espermaticas,
esses compostos agem impedindo a producdo de ERO ou interrompendo a
reagdo em cadeia que ocorre durante o processo de peroxidacao lipidica (LENZI
et al.,, 2000), podendo ser classificados como enzimaticos se a funcéo
antioxidante é desempenhada por uma enzima e ndo-enzimaticos se a funcéo
antioxidante nao for desempenhada por enzima, sendo essa segunda classe

principalmente advinda de origem dietética (BARBOSA et al., 2010).
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Os principais antioxidantes enzimaticos envolvidos na detoxificacdo das
espécies reativas de oxigénio no sémen bovino sdo as enzimas catalase, a
glutationa-peroxidase e a superoxido dismutase (BILODEAU et al., 2000),
enguanto a vitamina C, vitamina E e os compostos fendlicos sdo exemplos de
antioxidantes nao-enzimaticos presentes (MAKKER; AGARWAL; SHARMA,
2009). Além disso, pequenas moléculas como a glutationa sdo importantes
antioxidantes ou cofatores para o metabolismo das espécies reativas de oxigénio
(MEISTER, 1994).

3.2.1 Principais antioxidantes
- ENZIMATICOS:

- Catalase (CAT): Normalmente encontrada nos peroxissomos, a enzima

CAT age tanto isoladamente, convertendo o peréxido de hidrogénio (H202) em
H20 e Oz, quanto em conjunto com a enzima superoxido dismutase (SOD),
promovendo a conversdo do radical superoxido (O2-) em agua (SILVA;
GUERRA, 2011).

- Superoxido dismutase (SOD): Presente tanto na célula espermatica
qguanto no plasma seminal, a SOD utiliza a reagao de dismutag&o para promover
a conversdo de duas moléculas de Oz em H202 e Oz (MCCORD; FRIDOVICH,
1988; NORDBERG; ARNER, 2001).

- Glutationa peroxidase (GPx): A GPx, assim como a CAT, exerce seu
papel antioxidante sobre o peréxido de hidrogénio (H202). O resultado da doacéo
de H* e elétrons de duas moléculas de glutationa reduzida € a formacao de duas
moléculas de H20 e uma de glutationa oxidada (SILVA; GUERRA, 2011;
TURRENS, 2003).

-NAO-ENZIMATICOS:

- Vitamina C: Também conhecida como acido ascorbico ou ascorbato, a

vitamina C atua como um agente redutor, através da doacéo de elétrons e ions
H*, processo esse que torna inofensivas as EROs (NORDBERG; ARNER, 2001).
Além disso, quando associada com a vitamina E, & capaz de reprimir a
peroxidacao lipidica (BIANCHI; ANTUNES, 1989).

- Vitamina E: A vitamina E é um componente dos 6leos vegetais. E
possivel encontra-la em quatro formas diferentes na natureza: a, B, y e 6-

tocoferol, sendo o a-tocoferol a forma antioxidante mais abundante. Sua
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propriedade antioxidante € direcionada para a caracteristica de que impede a
propagacéo das reacdes em cadeia, que sdo induzidas pelos radicais livres nas
membranas (BIANCHI; ANTUNES, 1989).

- Compostos fendlicos: Os compostos fenodlicos sdo substancias
originadas do metabolismo secundario das plantas, quimicamente definidos
como substancias que possuem anel aromético com um ou mais grupamentos
hidroxila (OH), que sdo os responsaveis pelo seu potencial antioxidante
(ANGELO; JORGE, 2007). Assim, quanto maior a quantidade de grupamentos
OH em sua estrutura, maior a capacidade antioxidante desse composto, pois
este possuira maior disponibilidade de H* para doar e neutralizar ou sequestrar
as EROs (SILVA et al., 2010). Nesse grupamento de antioxidantes é possivel
destacar os flavonoides, que atuam como antioxidantes na inativacdo dos
radicais livres em ambos os compartimentos celulares: lipofilico e hidrofilico.
Entre eles, um dos mais estudados é a quercetina (BIANCHI; ANTUNES, 1989).

3.3 Quercetina

Encontrada em grandes quantidades nas frutas, verduras e chas
(SIMOES et al., 2013; YUTING et al., 1990) e em virtude da grande quantidade
de grupos hidroxila em sua estrutura, o polifenol quercetina apresenta-se como
um potente antioxidante natural (SILVA et al., 2012).

O flavondide quercetina é capaz de reduzir consideravelmente as
concentracdes de Oz (YUTING et al., 1990). Além disso, possui a capacidade
de reagir diretamente com o OH-, doando elétrons e H* para este radical,
resultando na formacgdo de H20. A quercetina também €& conhecida por sua
propriedade estabilizadora do ferro, inteferindo dessa maneira na reacao de
Fenton e dificultando a formagé&o do radical hidroxila (BEHLING et al., 2004).

Em sumula, a acdo da quercetina pode ser descrita como estabilizadora
dos radicais superoéxido (O2") ou radical hidroxila (OH-; SILVA et al., 2016) e sua
utilizacdo na manutencdo da viabilidade espermatica tem sido adotada com
sucesso em varias espécies como equinos (GIBB et al., 2013; MCNIVEN;
RICHARDSON, 2006), caprinos (SILVA et al., 2016), bovinos (TIRONI et al.,
2019), bubalinos (AHMED et al., 2019), javalis (WINN; WHITAKER, 2018),
inclusive em humanos (ZRIBI et al., 2012), demonstrando que sua utilizagao para

tal fim pode ser promissora.
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3.4 0Ozobnio

O o0zb6nio (O3) é um gas formado por 3 atomos de oxigénio, tem uma
estrutura ciclica e estad presente em abundéancia na estratosfera, com papel
fundamental na absorgéo da radiagéo ultravioleta (BOCCI, 2006). Além disso, é
classificado como o0 segundo maior agente com potencial oxidante conhecido,
ficando em desvantagem apenas quando comparado ao flior (GUZEL-SEYDIM,;
GREENE; SEYDIM, 2004).

Sua presenca na atmosfera pode ser altamente nociva quando inalado,
devido ao pulmao conter baixa capacidade de produgdo de antioxidantes e
neutralizantes (BOCCI, 2006; SUNNEN, 1988). Ainda que ndo elucidado
totalmente o mecanismo oxidante do gas em questdo, quando inalado, sua acéo
como inibidor da densidade espermaética é citada em humanos (TILLET, 2006).

No entanto, acredita-se que apesar de atuar com seu potencial oxidante,
0 estresse oxidativo causado pelo gas pode ser util, pois estimula os
mecanismos de protecdo das células (ALVES et al., 2004). Paradoxalmente, &
observado que, se utilizado em baixas concentracdes, o O3 também pode atuar
como um pro-antioxidante, promovendo um aumento no nivel de enzimas
antioxidantes e estimulando a producdo de ATP através da ativacéo do ciclo de
Krebs (LEON et al., 1998), ou mesmo ativando o fator nuclear eritroide 2 (NRF2),

responsavel por restaurar as mitocondrias apds estresse (GALIE et al., 2019).

3.4.1 Geracao de Ozbnio

O Os pode ser produzido de duas maneiras: espontaneamente pela acao
de raios ultravioleta do sol ou de maneira artificial, por um gerador de ozénio
medicinal. Nesse gerador h4 a passagem do oxigénio puro (O2) por uma
descarga elétrica de alta voltagem e alta frequéncia (HERNANDEZ; GONZALEZ,
2001), que dissocia 0 O2 em duas fracfes de oxigénio, formando, como resultado
de diversas colisbes, a molécula de O3 (VIEBAHN-HANSLER; LEON
FERNANDEZ; FAHMY, 2012).

E importante levar em consideracdo que, em decorréncia do O3 produzido
ter meia-vida muito curta, € necesséario que, para aplicacdo terapéutica, sua
producgédo seja na hora do uso, pois ndo é possivel estocar o0 gas, em decorréncia

de que o mesmo rapidamente voltard a ser oxigénio (BECK; WASSER;
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VIEBAHN-HANSLER, 1998; VIEBAHN-HANSLER; LEON FERNANDEZ;
FAHMY, 2012).

3.5 Analise Computadorizada do Movimento Espermaético

Um dos parametros de maior importancia quando se deseja avaliar a
qualidade seminal € a motilidade e o numero de espermatozoides. No entanto,
o envolvimento do fator humano faz com que essa avaliacdo subjetiva seja
passivel de erros, 0 que pode comprometer uma amostra (VERSTEGEN;
IGUER-OUADA; ONCLIN, 2002). Além disso, o movimento espermatico pode
ser mensurado por diversas caracteristicas que ndo sao possiveis de serem
avaliadas subjetivamente (LIU; CLARKE; BAKER, 1991).

Diante da necessidade em se excluir tal subjetividade sobre a contagem
e avaliacdo da cinética espermatica, uma solucdo pode ser a adocao da analise
computadorizada do movimento esperméatico (DEARING; KILBURN; LINDSAY,
2014), em que uma imagem € capturada por uma camera acoplada a um
microscopio de contraste de fase, enviada a um computador e cada
espermatozoide € detectado e avaliado individualmente por um software sobre
diversos parametros de cinética espermatica: Motilidade Total (MT; %) e
Progressiva (MP; %), que corresponde a proporcdo de células moveis do total
avaliado, bem como o pencentual de células em movimento progressivo,
respectivamente; Velocidade de Trajeto (VAP; um/s), é a velocidade média
ininterrupta do trajeto; Velocidade Progressiva (VSL; um/s), € a velocidade média
em que a célula percorre em linha reta do ponto inicial ao final do trajeto;
Velocidade Curvilinear (VCL; um/s), que é a velocidade média entre cada
posicdo capturada do trajeto percorrido pela célula; Amplitude do Deslocamento
Lateral da Cabeca (ALH, um), em que a largura da oscilacao da cabeca é medida
conforme a célula se move; Frequéncia de Batimento Flagelar (BCF; Hz),
mensurado pela freqiiéncia do movimento que a cabeca do espermatozéide faz
para tras e para frente durante o trajeto percorrido; Retilinearidade (STR; %), é
a media da proporcédo entre VSL/VAP; e Linearidade (LIN; %), como sendo a
meédia da proporcéo entre VSL/VCL (KATHIRAVAN et al., 2008; MORTIMER,
2000b).

A avaliacdo dos diversos padrbes de movimento pode ser um ponto

importante com relacdo a hiperativacdo espermatica, processo essencial no
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transporte de gametas e penetragdo do oocito (MORTIMER; VAN DER HORST;
MORTIMER, 2015). Passivel de ser avaliado pela analise computadorizada, o
processo de hiperativacdo se manifesta como um movimento espermatico
vigoroso, nao progressivo e néo linear (VERSTEGEN; IGUER-OUADA; ONCLIN,
2002).

Existem ideias divergentes sobre quais os limites minimos e méximos
aceitaveis das caracteristicas analisadas que possam servir como preditores de
hiperativacdo ou ndo (AMANN, 1989; GRAHAM; MOCE, 2005; MORTIMER,
1997). Por outro lado, dentre os varios padrbes de movimento avaliados pelo
sistema de analise computadorizada, os indices de velocidade curvilinear (VCL),
linearidade (LIN) e amplitude de deslocamento lateral de cabeca (ALH) sdo
descritos como 0s maiores preditores, uma vez que um espermatozoide
hiperativado cursa com o aumento dos valores de ALH e VCL, bem como
diminuicdo nos valores de LIN (MORTIMER, 1997; MORTIMER; MORTIMER,
1990; VERSTEGEN; IGUER-OUADA; ONCLIN, 2002).

Em animais, uma possivel relacdo entre as caracteristicas de cinética
espermética e a fertilidade dos machos foi testada em diversas espécies
(BATTUT et al., 2017; EVANGELISTA et al., 2016; FARRELL et al., 1998; HIRAI
et al., 2001), sendo citados valores de VCL acima de 70 um/s, LIN abaixo de 50
% e ALH acima de 7 um em uma amostra hiperativada (VERSTEGEN; IGUER-
OUADA; ONCLIN, 2002).

3.6 Citometria de Fluxo

A avaliacédo via citometria de fluxo permite a mensuracéo via disperséo de
luz ou emissdo de fluorescéncia, de caracteristicas como tamanho,
granularidade e tipo de uma célula (ADAN et al., 2017). Dessa maneira,
caracteristicas estruturais da célula promovem a disperséo da luz, ao passo com
gue para a emissao de fluorescéncia se utilizam sondas fluorescentes como
biomarcadores que se ligam a célula ou ao seu componente, para que esse
possa ser identificada (MACEY, 2007).

Assim que inseridas no citometro de fluxo, as células suspensas em um
liquido passam uma a uma por uma fonte de luz que ao cruza-las é direcionado
a varios filtros e espelhos capazes de detectar varias faixas de comprimento e
ondas (BROWN; WITTWER, 2000).
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A fonte de luz mais utilizada nos aparelhos de citometria de fluxo é o laser
de argbnio de baixa poténcia, com capacidade de emissdo a 488 nm e o laser
hélio-neon, com capacidade de emissédo de 633 nm, sendo que, cada laser tem
capacidade de excitar diferentes tipos de fluorocromos (HERZENBERG et al.,
2006; SHAPIRO, 2003), que por sua vez, respondem absorvendo essa energia
e emitindo em um comprimento de onda mais longo (FANG; RAMASAMY, 2015).

A emissao de luz dos fluorocromos pode variar de acordo com o estado
em que se encontram no microambiente. Sendo assim, o fluorocromo vai ligar-
se a uma estrutura celular especifica (seja proteina, DNA, RNA, lipidios), e a
partir dessa ligacdo, haverd a emissdo do seu comprimento de onda para
deteccado pelos filtros do citbmetro (BARNETT et al., 2013; ERRANTE et al.,
2016; GOLIM et al., 2007).

Esses sdo captados e enviados para analise por um software de
computador, que traduz os parametros de tamanho e granularidade da célula e
os diversos comprimentos de onda emitidos pelos fluorocromos (GREEN;
WACHSMANN-HOGIU, 2015) e apoés a digitalizacédo dos resultados, os exibe no
formato de histogamas ou mesmo a formagdo de imagens de pontos, que
correspondem as células identificadas (BROWN; WITTWER, 2000).

Uma série de sondas fluorescentes tem sido adotada para mensurar a
capacidade funcional de espermatozoides, com sua utilizacdo descrita em
diversas espécies animais (CELEGHINI et al.,, 2010; GARNER; JOHNSON,
1995).
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RESUMO

O presente experimento teve como objetivo reduzir os efeitos das crioinjurias
causadas ao sémen de bovinos como resultado do processo de criopreservacao.
Para tal, quinze ejaculados foram coletados de trés touros jovens da raca Nelore
e submetidos ao congelamento em 7 grupos experimentais: grupo C
(CONTROLE), grupo 015 (15 pg/ml de 0z6nio), grupo O30 (30 pg/ml de 0zénio),
grupo 060 (60 pug/ml de 0zbnio), grupo Q25 (25 pg/ml de quercetina), grupo Q50

(50 pg/ml de quercetina) e grupo Q100 (100 pug/ml de quercetina). As amostras
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foram avaliadas poOs-descongelamento (M0O) e p6s-TTR (M30) via sistema
computadorizado de analise de sémen e citometria de fluxo, sobre parametros
de cinética espermatica e viabilidade da estrutura celular (MT, MP, VCL, LIN,
ALH, integridade de membrana plasmatica, integridade acrossomal, potencial
mitocondrial, fluidez de membrana e peroxidacao lipidica). Ndo houve diferenca
estatistica (P>0.05) entre o grupo controle e tratado com quercetina para 0s
parametros avaliados em MO e M30. A suplementacdo com o0z6nio, embora
tenha expressado menores resultados para cinética espermatica (p<0.05) e
menor potencial mitocondrial em M30 (p<0.05), ndo prejudicou as demais
estruturas celulares avaliadas. Conclui-se que a quercetina nas concentracdes
utilizadas n&o promove ganhos significativos ao sémen congelado, bem como
também ndo demonstrou citotoxicidade. No entanto, 0 0zdnio nas concentracées
adotadas ndo melhora os parametros de cinética espermatica, nao sendo
observado seu efeito paradoxal como antioxidante para essas caracteristicas,
porém o fato de que o gas nédo prejudicou a estrutura da célula espermatica abre

vertentes para testes com dosagens menores

Palavras-chave: espermatozoide; espécies reativas de oxigénio; peroxidacdo

lipidica.

ABSTRACT

The present experiment aimed to reduce the effects of cryoinjury caused to
bovine semen as a result of the cryopreservation process. For this purpose,
fifteen ejaculates were collected from three young Nellore bulls and subjected to

freezing in 7 experimental groups: group C (CONTROL), group O15 (15ug/ml of
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ozone), group O30 (30ug/ml of ozone), group O60 (60ug/ml of ozone), group Q25
(25ug/ml of quercetin), group Q50 (50 pug/ml of quercetin) and group Q100 (100
pg/ml of quercetin). The samples were evaluated post-thaw (MO) and post-TTR
(M30) via a computerized semen analysis system and flow cytometry, on
parameters of sperm kinetics and cell structure viability (MT, MP, VCL, LIN, ALH,
plasma membrane integrity, acrosomal integrity, mitochondrial potential,
membrane fluidity and lipid peroxidation). There was no statistical difference
(P>0.05) between the control and quercetin-treated groups for the parameters
evaluated at MO and M30. Ozone supplementation, although it expressed lower
results for sperm kinetics (p<0.05) and lower mitochondrial potential in M30
(p<0.05), did not harm the other cellular structures evaluated. It is concluded that
quercetin in the concentrations used does not promote significant gains to frozen
semen, nor did it demonstrate cytotoxicity. However, ozone in the adopted
concentrations does not improve the parameters of sperm kinetics, and its
paradoxical effect is not observed as an antioxidant for these characteristics,
however the fact that the gas did not harm the structure of the sperm cell opens

up strands for tests with smaller dosages.

Keywords: Spermatozoa; reactive oxygen species; lipid peroxidation.
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Introducao

Todo o estresse térmico causado pela criopreservagdo provoca uma
modificacdo no metabolismo energético da célula. Dessa maneira, ocorre um
estresse oxidativo, levando ao aumento das espécies reativas de oxigénio
(EROs), que quando estdo em maior quantidade do que os antioxidantes, sé&o
relacionadas principalmente com a reducdo da motilidade espermatica (Ruiz-
Pesini et al., 1998). O resultado desse processo é uma consideravel proporcao
de células que nao resistem, o que pode comprometer sua utilizacao final, na
fecundacao do odcito (Leite et al., 2011). Estima-se que quando comparado ao
sémen fresco, o sémen congelado apresente cerca de 50% de queda de
viabilidade espermética (Chacur et al., 2012).

Naturalmente, o ejaculado bovino é composto por antioxidantes que
atuam na neutralizacdo das EROs, como as enzimas Superdxido Dismutase,
Catalase e Glutationa Peroxidase, Vitamina A e Vitamina E (Tvrda et al., 2013;
Patel et al., 2016; Bollwein and Bittner, 2018). Entretanto, em decorréncia do
processo de diluicdo do sémen para a criopreservacdo, ha uma reducdo na
disponibilidade desses antioxidantes, o que pode culminar no aumento da
producdo de EROs (Maia and Bicudo, 2009; Andrade et al., 2010; Duque C et
al., 2017).

Por esse motivo, tem se estudado o efeito da suplementacdo de
antioxidantes aos meios de diluicho para preparo, manutencdo e
criopreservacdo espermatica, a fim de reduzir os efeitos causados por esse
possivel desequilibrio (Mortimer, 2000). Esses antioxidantes sao classificados

como enzimaticos ou ndo-enzimaticos, de maneira com que 0s enzimaticos sédo
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compostos por enzimas enddgenas e 0s ndo-enzimaticos sdo advindos
principalmente de origem nutricional (Barbosa et al., 2010).

Encontrado em grande quantidade em frutas e verduras e devido sua alta
capacidade de sequestro e neutralizagcéo de radicais livres em decorréncia dos
grupos hidroxila pertencentes a sua estrutura (Behling et al., 2004), O flavondide
quercetina tem sido estudado como um potente antioxidante antioxidante nao-
enzimatico (Silva et al., 2012). Sua atividade ja foi descrita para varias outras
funcbes, tais como antitumoral, antiinflamatéria e antimicrobiana, além de
antioxidante (Santos and Rodrigues, 2017) e sua utilizagdo na manutencéo da
viabilidade espermatica tem sido adotada com sucesso em Varias espécies
como equinos (McNiven and Richardson, 2006; Gibb et al., 2013; Tironi et al.,
2019), caprinos (Silva et al., 2016), bovinos (Tironi et al., 2019), bubalinos
(Ahmed et al., 2019), javalis (Winn and Whitaker, 2018), inclusive em humanos
(Zribi et al., 2012), demonstrando que sua utilizacdo para tal fim pode ser
promissora.

Por sua vez, o gas ozdnio (Os), ainda que conhecido por ser um poderoso
oxidante (Sunnen, 1988), tem sido desafiado para um possivel efeito
antioxidante indireto, na perspectiva de que, se utilizado com seguranca, seu
poder oxidante induza um leve estresse oxidativo, promovendo a eleva¢ao dos
antioxidantes enzimaticos (Alves et al., 2004), causando assim um bloqueio da
geracao de radicais livres (Agrillo et al., 2006). Porém, sua atividade para tal fim
ainda nao foi avaliada em espermatozdides.

Diante dos fatos apresentados, o presente experimento teve como

objetivo avaliar a adicdo do flavonoide Quercetina ou do gas Ozonio ao diluente
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de congelagdo, visando a reducdo das crioinjurias causadas ao sémen de

bovinos.

Material e métodos

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso Animal (CEUA)
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, UFMS, Campo Grande - MS,

sob protocolo n° 1.082/2019.

Animais utilizados:

Foram utilizados cinco touros Bos indicus da raca Nelore, com idade entre
24 e 36 meses, mantidos em piquetes, sob as mesmas condicbes ambientais e
previamente selecionados por exame androlégico, cujas caracteristicas
macroscopicas e microscopicas estavam de acordo com o0s parametros
estabelecidos pelo Manual para exame androlégico e avaliacdo de sémen animal

(CBRA, 2013).

Quercetina e Ozbnio:

Foi utilizado diluente comercial Botu-Bov® - BB (Botupharma, Botucatu,
Séo Paulo, Brasil). Para os tratamentos com quercetina foi adotada quercetina
sélida (Sigma- Aldrich Brasil Ltda, Sdo Paulo- SP) que, devido sua alta
lipofilicidade, foi previamente diluida em dimetilsulfoxido (DMSO), de maneira
com gue a concentracao total do veiculo fosse 0,1% apds sua incorporagao no
sémen. Essa concentracao corresponde a concentragdo maxima néo nociva de

DMSO aos espermatozoides (Meamar et al., 2012).
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O ozdnio foi obtido através de um aparelho portatil gerador de 0z6nio
modelo O&L 1.5 (Ozone & Life®), programado para liberar um fluxo de O2
medicinal suficiente para produzir as concentracdes indicadas para 0s grupos
experimentais. Uma seringa estéril de 5 ml foi acoplada ao aparelho antes de
iniciado o processo, onde o gas foi armazenado. Em seguida, para a
incorporacdo, o sémen ja diluido para a quantidade correta de doses a serem
envasadas foi colocado em frasco de vidro ao qual, com auxilio da seringa, foi
direcionado o gas. Assim, o ozbnio reage em segundos, incorporando-se ao

conteudo liquido através de um sistema de microbolhas (Beck et al., 1998).

Coleta e criopreservacao das amostras:

Foram realizadas trés coletas por touro (n=15), com o auxilio de
eletroejaculador. Imediatamente ap6s a colheita foi mensurado o volume do
gjaculado (mL), concentracdo espermatica (x10® espermatozoéides/mL),
motilidade (%) e vigor (1-5; CBRA, 2013). Considerou-se apto ao congelamento
o0 ejaculado que apresentou valores minimos de 80% para motilidade total e vigor
3.

Cada ejaculado foi distribuido em sete grupos experimentais, sendo eles:
grupo C (CONTROLE - sem adicdo de oz6nio ou quercetina), grupo 015 (15
pug/ml de ozbnio), grupo O30 (30 pg/ml de o0zbénio), grupo O60 (60 ug/ml de
0z6nio), grupo Q25 (25 pg/ml de quercetina), grupo Q50 (50 pg/ml de quercetina)
e grupo Q100 (100 pg/ml de quercetina).

O sémen foi envasado em palhetas médias e submetido ao processo de

criopreservacgéo convencional (Abud et al., 2014). Posteriormente, essas foram
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armazenadas em botijdo criogénico até o momento em que foram

descongeladas para avaliagdo pds-descongelamento (Fig. 1).

Descongelamento e analises p6s-descongelamento:

O sémen foi descongelado pela imersao das palhetas em banho-maria a
37°C por 30 segundos. As andlises foram realizadas imediatamente apds o
descongelamento (M-0) e apoés teste de termorresisténcia rapido (TTR; M-30;
Vianna et al., 2009). Antes que se realizasse a avaliagdo em cada momento,
cada amostra foi novamente incubada a temperature de 37°C por 2 minutos para
que houvesse estabilizacdo das células esperméticas.

Foram realizadas analises de cinética esperméatica por meio de sistema
computadorizado (SCA® - Sperm Class Analyzer, Microptic, Barcelona,
Espanha). As variaveis utilizadas foram motilidade total (MT, %), motilidade
progressiva (MP, %), velocidade curvilinear (VCL, um/s), amplitude de
deslocamento lateral de cabeca (ALH, um) e linearidade (LIN, %), apontados
como os que melhor correspondem ao grau de hiperativacdo espermatica em
uma amostra de sémen (Nassar et al., 1998; Verstegen et al., 2002).

Também foram realizados testes de integridade de membrana plasmatica
e acrossomal, fluidez de membrana, atividade mitocondrial e susceptibilidade a
lipoperoxidacao via citometria de fluxo (CitoFLEX®, Beckman Coulter, Brea,
California, EUA). A fim de diminuira concentracdo e facilitar a leitura pelo
aparelho, cada amostra foi previamente diluida em solucdo tampéo TALP-PVA
e foi adicionado Hoechst 33342 (H33342; 7uM; Thermo Scientific, Fisher, IL,
EUA), uma sonda capaz de corar DNA das células espermaticas, o que evita o

confundimento de outras particulas com o espermatozoide na hora da avaliacdo
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(Yaniz et al.,, 2012). As demais sondas fluorescentes com 0s respectivos
parametros avaliados encontram-se na tabela 1.

O citbmetro de fluxo analisou 10.000 células por amostra e o0s
espermatozoides foram classificados em 4 grupos: membrana plasméatica
integra e membrana acrossomal integra (PI-PNA-; %), membrana plasmatica
integra com alto potencial mitocondrial (PI-MST+; %) membrana integra e
bicamada organizada (YO-MERO-; %) e células peroxidadas (PERO; %).
Andlise estatistica:

O delineamento utilizado foi em blocos casualizados, considerando cada touro
como um bloco. As varidveis respostas foram analisadas por ANOVA,
considerando amostras pos-descongelacao e pés-TTR (M-0 e M-30), com auxilio
do software Statistical Analysis System (SAS® University Edition). Utilizou-se o
comando RANDOM (PROC GLIMMIX do SAS) para determinar as
probabilidades de interacdo ao longo do tempo, considerando um nivel de

significancia de 5%.

Resultados e discusséao

Sendo a motilidade uma das primeiras funcdes afetadas pela acdo das
EROs em decorréncia do estresse oxidativo (Aitken et al., 2014), bem como
valores de VCL acima de 70 pum/s, LIN abaixo de 50 % e ALH acima de 7 pym
para classificar um espermatozéide como hiperativado (Verstegen et al., 2002),
esperava-se para fins de comparacdo com os antioxidantes testados, que o
grupo CONTROLE expressasse valores menores de motilidade total e
progressiva, e também VCL, LIN e ALH condizentes com a hiperativagdo. No

entanto, o grupo CONTROLE expressou valores considerados altos para MT e
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MP pds-descongelamento (CBRA, 2013; Tab. 2), demonstrando que 0s touros
cujos ejaculados foram criopreservados eram bons congeladores e que o
processo de criopreservagao foi bem conduzido.

Quando comparada ao grupo CONTROLE, néo verificou-se melhoria nas
variaveis de cinética analisadas (P>0.05) como efeito da suplementagdo com
quercetina, embora MT e MP do grupo tratado tenham sido numericamente
maiores no momento M-0 (Tabela 2). A quercetina também ndo promoveu
indicios de hiperativacdo nas amostras. Tais resultados nos levam a crer que
embora os achados sejam significativamente iguais, provavelmente a quercetina
teria melhor agdo se o semen analisado fosse de baixa congelabilidade,
oferecendo maior desafio para o antioxidante em questéao.

Por outro lado, o O3 reduziu os valores para as mesmas variaveis tanto
em M-0 quanto em M-30 (Tab. 3; Fig. 2), mostrando que nessas concentracdes
0 seu poder oxidante (Sunnen, 1988) tenha prevalecido, provavelmente porque
as concentragoes utilizadas ndo foram suficientemente baixas para que 0 0zonio
expressasse seu fator pro-antioxidante (Alves et al.,, 2004), ou seja, sua
capacidade de estimular a producdo de antioxidantes, o que se ocorresse, 0
tornaria biologicamente (til para tal pratica.

Testando a suplementacéo de 25, 50, 100 e 200 pg/ml de quercetina na
criopreservacdo de sémen de touro Holandés, Avdatek et al. (2018) verificaram
que, com exce¢ao da menor concentracao (50 ug/ml), ao descongelamento, o
tratamento com quercetina exibiu MT e MP menor bem como as demais
caracteristicas de cinética pioraram a medida com que se aumentou a dosagem
do antioxidante em questdo, ao ponto de serem significativamente inferiores ao

grupo controle (P<0.05) nas duas maiores concentracdes testadas. Essa
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divergéncia entre nossos resultados e os dos autores em questdo com a
utilizacdo das mesmas concentracbes pode ser correlacionada com o veiculo
utilizado para diluir a quercetina, visto que, nosso veiculo foi o DMSO,
oferecendo menor agresséo a célula do que o etanol (Timm et al., 2013), adotado
por eles.

Nosso experimento verificou semelhangas entre todos os tratamentos
com relacao as variaveis VCL, LIN e ALH. Em experimento com touros Brahman,
Tironi et al. (2019) testaram concentragdes menores (5, 15 e 20 pg/ml) e embora
também tenham observado um incremento nos valores de MT e MP no sémen
suplementado com quercetina, também ndo encontraram significancia em seus
resultados para as doses testadas. Contudo, 0s mesmos autores verificaram que
os valores de LIN aumentaram conforme se aumentou a dose do antioxidante,
sendo superiores (p<0.05) ao controle na maior concentragdo de quercetina. O
que chama atenc¢éo no trabalho dos autores em questao é o fato de que o grupo
controle ndo teve alto percentual de motilidade total (7,4%) e progressiva
(5,01%), indicando que a quercetina agiu melhorando o indice de linearidade em
amostras com qualidade inferior.

Os resultados da avaliagéo via citometria de fluxo para integridade de
membrana plasmatica e acrossomal, potencial de membrana mitocondrial e
peroxidacao lipidica ndo indicaram diferenca significativa entre controle e os
tratamentos com quercetina (Tabela 2). Ainda que se tenha observada ligeira
melhora nos valores de MT e MP, esse ndo pbde ser explicado por um maior
potencial mitocondrial (PI-MST+; p=0.9782), o que faria com que o
espermatozoide tivesse maior motilidade. No entanto, assim como ndo se

reverteu em beneficios, a adicdo de quercetina também n&o foi deletéria a



919

920

921

922

923

924

925

926

927

928

929

930

931

932

933

934

935

936

937

938

939

940

941

942

943

44

estrutura celular. As mesmas concentragdes, utilizadas por Avdatek et al. (2018)
em bovinos e as doses de 0.2 e 0.3 mM de quercetina testadas na espécie
equina por Seifi-Jamadi et al. (2016) exerceram efeito deletério sobre a
integridade de membrana, porém com reducdo da peroxidacgédo lipidica para o
segundo autor relatado. Diante disso, ha indicios de que pode haver, além de
interacdo com o veiculo utilizado, uma interacdo da espécie animal com relagcéo
a acao do referido antioxidante, j& que a quercetina em equinos melhora alguns
aspectos enquanto piora outros.

Os estudos relacionados a suplementacdo do sémen com o0z6nio sao
escassos, 0 que dificulta a escolha da dose 6tima que atenderia ao fator pro-
antioxidante do referido gas. Ao observar MT, MP, VCL, ALH e LIN, verificou-se
que todos os valores para ozonio foram menores do que para 0 grupo controle,
com diminui¢cdo gradual conforme o aumento da dose e que provavelmente os
valores baixos para MT e MP (Fig. 2) se refletiram nos demais valores baixos.
No entanto, mesmo nao tendo expressado para cinética seu efeito paradoxal
indutor da producéo de antioxidantes, foi demonstrado pelas andlises realizadas
via citometria de fluxo que a diminui¢do dos parametros de cinética espermética
tanto em MO quanto em M30 (Tabela 3; Figura 2) ndo se reverteu em danos
estruturais a célula (p>0.05), e que embora em M-30 o grupo controle tenha sido
superior na variavel PI-MST+ (p=0.0334), os resultados de comparacdo com o
grupo controle ndo indicaram diferenca (p>0.05) para os demais parametros
testados pela citometria de fluxo (Tabela 3). Os resultados encontrados sugerem
que, embora os valores de cinética espermatica tenham sido prejudicados a
suplementacdo com ozoénio, esse ndo danificou totalmente a estrutura celular,

permanecendo as células iguais ao controle no que diz respeito a PI-PNA-
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(membrana plasmaética integra e membrana acrossomal integra), YO-MERO-
(membrana integra e bicamada organizada) e PERO (porcentagem de células
peroxidadas). Esse resultado nos instiga a pensar no efeito do ozonio caso a
dosagem fosse menor, ja que para cinética os valores pioraram com 0 aumento

da dose e para estrutura ndo houve tamanho prejuizo.

Conclusoes

A partir dos resultados expostos, foi possivel concluir que a quercetina
nas concentracdes utilizadas ndo promove ganhos significativos ao sémen
congelado, bem como também n&do demonstrou citotoxicidade. No entanto, foi
observado que o0 0z6nio nas concentracdes adotadas nao promove melhoria nos
parametros de cinética espermatica, ndo sendo observado seu efeito paradoxal
como antioxidante para essas caracteristicas, porém o fato de que o gas néo
prejudicou a estrutura da célula espermética ndo inviabiliza sua utilizagcédo, sendo

necessario testar doses menores para tal fim.
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Lista de Figuras

Figura 1 - Delineamento experimental (Coleta e criopreservagdo das amostras) para
andlise dos efeitos da quercetina e do 0z6nio na criopreservagdo de sémen bovino.

Figura 2 - Médias para grupo controle e tratamentos com 0zonio, sob as variaveis MT e
MP (%) no momento pés-descongelamento (M0). O15 -15 ug/ml de ozénio; O30 - 30
pg/ml de 0z6nio; O60 - 60 pug/ml de ozonio.
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1168 TABELAS
1169
1170 Tabela 1 Sondas Fluorescentes utilizadas para avaliacdo de viabilidade estrutural
1171  celular via citometria de fluxo, com suas respectivas interpretacoes.
Parametro ~
. Sonda fluorescente Interpretacao
avaliado
. lodeto de Propidio (PI; "
Integridade de P ( Pl positivo=

membrana
plasmética

1,5uM; Sigma-Aldrich
Co., Saint Louis,
Missouri, EUA)

Membrana plasmatica lesada
(Hossain et al., 2011).

Integridade de
membrana
acrossomal

Aglutinina de Peanut
conjugada com
Isotiocionato de

fluoresceina (FITC-PNA;
2ng; Sigma-Aldrich Co.,

Saint Louis, Missouri,

EUA)

FITC-PNA positivo=
Membrana acrossomal reagida
(Hossain et al., 2011).

Atividade
mitocondrial

MitoStatus Red (MST;
20nM; BD PharmigenTM)

MST positivo=
Alto potencial de membrana
mitocondrial (Camargo et al.,
2016).

Fluidez de
membrana

Merocianina (MERO;
M24571; 7,5 uM; Life
Technologies) associada
com a sonda Yo-pro-1
(YO; Y3603; 25nM; Life
Technologies)

YO positivo=
membrana plasmaética lesada;

MERO positivo=
desordem da bicamada lipidica
(Harrison et al., 1996).

Susceptibilidade a
lipoperoxidacao

C11-BODYPY (PERO; D-
3861; Molecular Probes)

PERO positivo=
indica que as células estédo
peroxidando (Neild et al., 2005).

1172

1173

1174
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1175 Tabela 2 Resultados da avaliacao de cinética espermatica e integridade da estrutura celular para o tratamento controle e os tratamentos com
1176  quercetina nos momentos pés-descongelamento (M0) e pos-TTR (M30)

i MO M30
VARIAVEIS
CONT Q25 Q50 Q100 p-valor CONT Q25 Q50 Q100 p-valor
MT (%) 55,6+6,9 59,358 58,7151 62,416,3 0,5129 30,445,4 33,945,3 31,045,0 29,4457 0,8749

MP (%) 37,1+5,8 39,5451 37,8446 41,2+4,9 0,691 18,6+4,0 19,6+4,3 17,1+3,9 17,1+4,2 0,8861
VCL (uM/S) 53,6+2,7 54,2+3,2 54,0+£3,1 54,8+2,8 0,8304 40,4+3,9 40,3+£3,5 37,4+3,1  38,5+3,6 0,6909
LIN (%) 61,2+1,4 61,7+2,2 60,0+2,3 59,5+2,3 0,7559 53,9+4,9 52,7+3,9 51,5+4,1 49,748 0,6132

ALH (uM) 2,2+0,1 2,2+0,0 2,3+0,1 2,3%0,1 0,4971 1,8+0,2 1,9+0,2 1,9+0,1 1,9+0,2 0,6814
PI-PNA- (%) | 55,2+3,7 58,0+4,7 54,346 57,6154 0,7911 35,8+4,7 46,4+5,8 40,2+5,1 43,245 0,2234
PI-MST+ (%) | 12,1450 14,7#6,4 11,9+54 9,1+4,5 0,9782 5,5+2,2 7,4+3,0 3,8+1,6 1,6+0,8 0,6512

YO-MERO- (%) | 22,5+5,8 12,4+6,2 36,0+8,2 34,5+8,8 0,548 18,7+6,2 24,6x7,0 28,4+8,0  28,3%9,1 0,3491

PERO (%) 21,9+3,2 21,0+4,3 22,4+3,6 26,9+3,9 0,7274 18,4+3,8 11,7+2,6 17,0+£3,4 16,3+£3,5 0,3864

1177 Médiasterros padrdes das variaveis: MT - motilidade total; MP - motilidade progressiva; VCL - velocidade curvilinear; LIN — linearidade; ALH - amplitude de
1178 deslocamento lateral de cabeca; PI-PNA- - membrana plasmética integra e membrana acrossomal integra; PI-MST+ - membrana plasmatica integra com alto
1179 potencial mitocondrial; YO-MERO- - membrana integra e bicamada organizada; PERO — porcentagem de células peroxidadas; CONT - controle; Q25 - 25 pg/ml
1180  de quercetina; Q50 - 50 pug/ml de quercetina; Q100 - 100 pug/ml de quercetina.
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Tabela 3 Resultados da avaliacdo de cinética espermética e integridade da estrutura celular para o tratamento controle e os tratamentos com
0zbnio nos momentos pés-descongelamento (M0) e pos-TTR (M30)

i MO M30
VARIAVEIS
CONT 015 030 060 p-valor CONT 015 030 060 p-valor
MT (%) 55,6+6,82 28,5+5,6° 19,9+3,3" 16,5+2,7° <0,0001 30,4+5,4% 14,8+4,0° 7,2+2,0P 7,2+1,1°  <0,0001
MP (%) 37,1+5,8% 8,9+4,7° 3,3#1,7° 1,1+0,5° <0,0001 18,6+4,08  3,1+2,9° 0,3+0,2° 0,2+0,1*  <0,0001

VCL (uM/S) 53,6+2,7% 23,4+3,2° 19,5+1,8° 17,2+1,1° <0,0001 40,3+3,92 18,1+2,6° 14,4+1,1° 15,1+0,6° <0,0001
LIN (%) 61,2+1,4 30,7+3,4> 26,5+2,9° 19,9+2,0° <0,0001 53,9+4,9% 16,6+4,0° 15,7¢1,9° 13,0+1,1® <0,0001
ALH (uM) 2,2+0,1* 1,4+0,2° 0,9+0,2® 0,7+0,2° <0,0001  1,8+0,22 0,4+0,2° 0,3%0,2° 0,2+0,1°  <0,0001
PI-PNA- (%) 55,2+3,7 51,8+5,3 50,0+53 43,1+4,1 0,2019 35,8+4,7 31,7+4,1 26,945  24,9+4,1 0,1091
PI-MST+ (%) | 12,1450 5,5+2,4 3,7+2,2 6,7+2,8 0,0798 5,5+2,22 2,8+1,5° 2,1+1,1° 0,3%0,2° 0,0334
YO-MERO- (%) | 22,5+5,8 25,4+6,2 24,4+6,3 26,5+6,3 0,6804 18,7+6,2 12,9+3,9 16,2+5,2 12,9+4,2 0,4128

PERO (%) 21,9+3,2 31,6£3,8 21,4+3,8 26,452 0,3373 18,4+3,8 12,6+3,2 17,8+6,3 12,8+6,2 0,4989

Médiasterros padrdes das variaveis: MT - motilidade total; MP - motilidade progressiva; VCL - velocidade curvilinear; LIN — linearidade; ALH - amplitude de
deslocamento lateral de cabeca; PI-PNA- - membrana plasmética integra e membrana acrossomal integra; PI-MST+ - membrana plasmatica integra com alto
potencial mitocondrial; YO-MERO- - membrana integra e bicamada organizada; PERO — porcentagem de células peroxidadas; CONT - controle; 015 -15 pg/ml
de 0zdnio; O30 - 30 pg/ml de o0zdnio; O60 - 60 ug/ml de ozbdnio. Varidveis com a mesma letra, na mesma linha e periodo (MO ou M30) indicam mesmo resultado
estatistico.
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Figura 1 Delineamento experimental (Coleta e criopreservacédo das amostras) para analise
dos efeitos da quercetina e do 0zénio na criopreservacao de sémen bovino.
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Figura 2 Médias para grupo controle e tratamentos com oz6nio, sob as variaveis MT e
MP (%) no momento pos-descongelamento (M0). O15 -15 pg/ml de 0zdénio; O30 - 30
pg/ml de ozénio; O60 - 60 pug/ml de ozbdnio
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1198  ANEXO | — Aprovagdo da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA)
1199

Senico Plblico Federal
Miinistério da Educacia

£ Fundagao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
UFMS

CERTIFICADO

Certificamos gue a proposta intitulada “Efeitos de diferentes aditivos antioxidantes na
criopresenvacio de sémen de bovinos®, registrada com o n® 1.082/2019, =ob a
responsabiidade de Eliane Vianna da Costa e Silva - gue envolve a utilizacao de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfio Wertebrata, para fins de pesquisa cientifica -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lein® 11.794, de B de outubro de 2008, do
Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Macional de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAD
DE ETICA NO USO DE ANMAIS/CEUA DA UNNERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO
SUL/UFMS, na 72 reunido ordindria do dia 26/09/2019.

FINALIDADE { JEngino | x ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagio 02/09/2019 a 28/02/2020
Espécie/Linhagem/Faga Bos indicus / Nelore

M®de animais 5

Peso/idade 450 kg / Aduito

Sexo Machos

Origem Fazenda Escola / FAMEZ

Fabio Jjosé Carvalha Faria
Coordenador da CEUA/UFMS
Campo Grande, 30 de setemnbro de 2019,
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ANEXO Il — Normas para submissao de artigo

Geral:

Folha

ANIMAL SCIENCE JOURNAL

As submissdes devem ter espago duplo.

Todas as margens devem ter pelo menos 30 mm.

Todas as paginas devem ser numeradas consecutivamente no canto
superior direito, comegando com a pagina de titulo.

Os numeros de linha devem ser adicionados em todas as paginas na
margem esquerda.

N&o use enter no final das linhas dentro de um paragrafo.

Desative a opgdo de hifenizacdo; inclua apenas os hifens essenciais ao
significado.

Especifigue qualquer caractere especial usado para representar
caracteres gque ndo sejam do teclado.

Tome cuidado para ndo usar | (capital L minasculo) para 1 (um), O (capital
o) para 0 (zero) ou R (esszett alemao) para 3 (beta grego).

Use uma guia, ndo espacos, para separar os pontos de dados nas
tabelas. Se vocé usar uma funcao de editor de tabela, verifique se cada
ponto de dados esta contido em uma célula exclusiva (ou seja, ndo use

retornos de carro nas células).

de rosto:

A péagina de rosto deve conter (i) o titulo do trabalho, (i) os nomes

completos dos autores e (iii) 0s enderec¢os das instituicdes em que o trabalho foi

realizado, juntamente com (iv) o endereco postal e de email completo do autor a

guem a correspondéncia sobre o manuscrito deve ser enviada. O endereco atual

de qualquer autor, se diferente do local onde o trabalho foi realizado, deve ser

fornecido em nota de rodapé. O titulo deve ser curto, informativo e conter as

principais palavras-chave. N&o use abreviac¢des no titulo.

Resumo e palavras-chave:
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Todos os artigos devem ter um resumo estruturado que indique em 200
palavras ou menos o objetivo, procedimentos basicos, principais conclusdes e
principais conclusfes do estudo. Cinco ou menos palavras-chave (para fins de

indexacdo) devem ser fornecidas abaixo do resumo.

Texto:
Os autores devem usar os seguintes subtitulos para dividir as sec¢des do

manuscrito: introducao, materiais e métodos, resultados e discusséo.

Agradecimentos:

A fonte de subsidios financeiros e outros fundos deve ser reconhecida,
incluindo uma declaracéo franca dos links e afiliagdes industriais dos autores. A
contribuicdo de colegas ou instituicbes também deve ser reconhecida.
Agradecimentos pessoais e agradecimentos a revisores andnimos nao sao

adequados.

Referéncias:

No texto, as citacdes devem seguir o método data do autor, pelo qual o
sobrenome do autor e o ano de publicacdo da fonte devem aparecer no texto,
por exemplo (jones, 1998). A lista completa de referéncias deve aparecer em
ordem alfabética por nome no final do artigo.

Uma amostra das entradas mais comuns nas listas de referéncia é exibida
abaixo. Observe que um doi deve ser fornecido para todas as referéncias,
guando disponiveis. Consulte o estilo de referéncia apa de wiley para obter mais
informacdes. Observe que, para artigos de periddicos, os numeros das edicdes
ndo sao incluidos, a menos que cada edicdo do volume comece com a pagina

um.
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with maltreatment-related posttraumatic stress disorder. The American Journal
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As tabelas devem ser independentes e complementar, mas nao duplicar,
as informacdes contidas no texto. Numere tabelas consecutivamente no texto
em algarismos arabicos. Digite tabelas em uma pagina separada com a
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Legendas das figuras:

Digite legendas de figuras em uma pagina separada. As legendas
devem ser concisas, mas abrangentes - a figura e sua legenda devem ser
compreensiveis sem referéncia ao texto. Inclua definicées de quaisquer
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medida.



