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Resumo

SANTOS, Tamires Silva dos. Kaempferol em diluente para sémen de carneiro
refrigerado: a¢cBes sobre o balango oxidativo, cinéticos e bioquimica
espermatica. 2021. 60f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Programa de Pos-
Graduacgdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2021.

O kaempferol é um flavonoide com inUmeras propriedades terapéuticas, dentre elas
antitumoral, anti-inflamatorio, antifUngico e antioxidante em diversos tipos celulares.
Por tanto o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do kaempferol no sémen
refrigerado (4°C) de ovinos, em concentracdes de 0,0001 pg/ml a 20 pg/ml durante
diferentes tempos de exposi¢do (2h, 24h e 48h). Foram realizadas analises de
cinética espermatica, através do sistema de andlise espermatica computadorizado
(CASA), e funcionalidade celular por citometria de fluxo. Os resultados encontrados
foram positivos referentes a acdo antioxidante do Kaempferol nas 24 horas de
exposicdo, observando uma reducao significativa das espécies reativas de oxigénio
e de peroxidacao lipidica, os quais sdo marcadores de estresse oxidativo. Por fim,
concluimos que a adicdo de kaempferol auxilia na preservacdo / manutencdo da
qualidade espermaética.

Palavras-chave: Esperma; Flavonoides; Refrigeracdo; Reproducdo; Sémen



Abstract

SANTOS, Tamires Silva dos. Kaempferol in refrigerated ram semen extender:
actions on oxidative balance, Kinetics and sperm biochemistry. 2021. 60f.
Dissertation (Master degree in Sciences) - Programa de Pés-Graduacdo em
Veterinéria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2021.

Kaempferol is a flavonoid with numerous therapeutic properties, including antitumor,
anti-inflammatory, antifungal and antioxidant properties in various cell types.
Therefore, the aim of this study was to evaluate the effect of kaempferol on
refrigerated (4°C) ram semen, at concentrations from 0.0001 pg/ml to 20 pg/ml during
different exposure times (2h, 24h and 48h). Analyzes of sperm Kkinetics were
performed using the computerized sperm analysis system (CASA) and cellular
functionality by flow cytometry. The results found were positive regarding the
antioxidant action of Kaempferol in the 24 hours of exposure, observing a significant
reduction in reactive oxygen species and lipid peroxidation, which are markers of
oxidative stress. Finally, we conclude that the addition of kaempferol assists in the
preservation / maintenance of sperm quality.

Keywords: Cooling; Flavonoids; Reproduction; Semen; Sperm.
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1 Introducéo

No Brasil a producdo de ovinos é de 20,5 milhdes de animais em 2021
(IBGE, 2021), em relacdo aos estados brasileiros, o destaque fica com a Bahia com
4,49 milhdes de cabecas, e o Rio Grande do Sul com 3,05, sendo 22,1% da Bahia e
1551% do Rio Grade do Sul a representatividade do rebanho brasileiro
(MAGALHAES, 2020).

A ovinocultura tem destaque no mercado comercial através da producéo de
carne, leite e derivados, além de insumos no setor industrial como calcados e
vestuarios, oriundos da pele dos animais (DE LUCENA et al., 2018). No entanto, o
Brasil ainda tem uma deficiéncia na demanda interna, o que resulta em importacoes

de produtos ovinos mas, nenhuma exportacdo (MONTEIRO et al ., 2021).

Entretanto o pais necessita de uma estruturacdo na producdo e nos
investimentos, visando atender em primeiro lugar o mercado nacional e
posteriormente o internacional (SOUZA et al ., 2012). Para isso o pais deve investir
no desenvolvimento de tecnologias voltadas a nutricdo, sanidade, bem-estar animal,
genética e reproducao pois sdo atividades responsaveis por trazerem melhorias na
produtividade e rentabilidade dos rebanhos ovinos (DA FONSECA et al., 2014).

Com relacdo a reproducdo animal existe diversas biotecnologias aplicadas,
dentre elas a inseminacédo artificial (VARAGO et al., 2009), na qual em ovinos €&
pouco difundida isso se da devido, a dificuldade na realizacdo da técnica, aos
resultados irregulares e baixos indices de fertilidade (ANEL et al.,, 2006). A
inseminacao artificial € muito empregada nos programas de melhoramento animal
pois, potencializa o uso de reprodutores geneticamente superiores, através da
selecdo de caracteristicas desejaveis com uma maior eficiéncia, também
proporciona menores custos na criacao de reprodutores, visto que um Unico animal
fornece inimeras doses inseminantes e permite a utlizacdo de animais
incapacitados na monta natural (LEBOEUF et al., 2000; DE OLIVEIRA et al., 2010).

Na inseminagéo artificial o sémen de carneiro pode ser utilizado de diversas

formas fresco no qual a taxa de prenhez é consideravel boa, mas apresenta
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sobrevida curta e numero limitado de doses por animal, refrigerado ou congelado
(MENEGUELLI et al., 2018).

O sémen congelado permite facilidade no armazenamento, preservacao
espermética por maior tempo, troca de material genético entre as propriedades,
formacédo de banco de germoplasmas para utilizacdo fora da estacéo reprodutiva, e
consequentemente menor uso de reprodutores no rebanho de fémeas quando
comparado a monta natural. Entretanto apresenta bons indices de fertilidade apenas
quando aplicado pela técnica de laparoscopia (DE OLIVEIRA et al., 2010; VARAGO
et al., 2009).

A refrigeracdo € outro método de armazenamento no qual, 0 sémen em
estado liquido € submetido a temperaturas baixas, causando inibicao reversivel no
metabolismo celular (CAMARA et al., 2011). O sémen refrigerado tem algumas
desvantagem, tais como baixa viabilidade, dificuldade de troca de material genético
entre propriedades, entretanto pode ser empregado em técnicas de inseminacéo
menos sofisticadas como a intra-cervical, apresentando indices de fertilidades
superiores ao sémen congelado (DE OLIVEIRA et al., 2010). Para a utilizagdo do
sémen refrigerado requer um processo de pré-diluicdo antes da inseminacdo que

tem como objetivo minimizar possiveis danos ocasionados pelo estresse térmico.

O diluente é fundamental para que se obtenha bons resultados (PAZ et al.,
2018), tendo como funcéo, fornecer energia, auxiliar no processo de tamponamento,
manter a pressao osmotica e proteger a membrana do espermatozoide de eventuais
lesbes provocadas pelo choque térmico, o qual ocorre devida a queda rapida de
temperatura e danos provocados durante o transporte. Idealmente o diluente deve
ter baixo custo de producéo e facilidade de preparo, visando aumentar o volume de
ejaculado, maximizar o niumero de doses inseminantes, além de manter a viabilidade
espermatica até o momento da inseminacdo (ARAUJO et al., 2016; CAMARA et al.,
2018). Dentre os principais constituintes do diluente estdo os crioprotetores externos
e internos e os antibioticos. Opcionalmente, sdo adicionados antioxidantes que
proporcionam uma maior protecéo e integridade a ceélula espermatica (PAZ et al.,
2018).

E desejavel que se tenha uma boa protecéo contra o estresse oxidativo nas
células espermaticas durante a refrigeracdo, pois durante esse processo ha a

formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) que sdo moléculas e radicais
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livres altamente reativas, que possuem um elétron desemparelhado (SOUZA et al.,
2018). E mesmo sendo essenciais para o funcionamento celular (NOGUEIRA et al.,
2014), quando produzidas em excesso levam a toxicidade, resultando na perda da
motilidade espermética em decorréncia da lipoperoxidacgéo lipidica (LPO), inibicdo
da respiracédo celular espermatica, lesdes no DNA e perda de enzimas intracelulares

que prejudicam a taxa de fertilizacdo (BARRETO et al., 2007).

A célula espermatica possui um mecanismo de defesa antioxidante primaria
de origem citoplasmatica, que ajuda a proteger contra excessivos niveis de ROS e
LPO. Contudo, durante o processo de diferenciacdo celular na espermatogénese, a
célula espermética descarta parte do citoplasma e consequentemente, 0
antioxidante presente nela, deixando a célula mais suscetivel ao estresse oxidativo
(SOUZA et al., 2018). Dessa forma, faz-se necessario o uso de antioxidantes para a
protecdo celular durante os procedimentos de conservacdo do sémen, evitando

assim danos celulares ocasionados pelo estresse oxidativo (SILVA et al., 2011).

Existem diversas substancias utilizadas com agao antioxidantes em sémen
ovinos entre elas hipotaurina, resveratrol, superoxido dismutase, glutationa redutase

e a associacao entre acido ascérbico, trolox e a melatonina (SOUZA et al., 2018).

Os flavonoides estdo amplamente distribuidos no reino vegetal e séo
constituintes comuns em frutas, vegetais e algumas bebidas, sédo atribuidos a uma
estrutura de difenilpropano (ALAM et al.,2020). Alguns estudos apontam que a sua
utilizagdo tem ampla atividade antioxidante (JOFRE et al., 2019). Varios sdo os
efeitos dos flavonoides nos espermatozoides de diversas espécies, principalmente
na reducdo do ROS que foi atribuida a manutencdo da membrana plasmatica,
integridade acrossomica, potencial de membrana mitocondrial e fragmentacéo de
DNA, além de proteger os espermatozoides durante o processo de criopreservacao
(DURACKA et al.,, 2019). O Kaempferol € um flavonoide que tem diversas
propriedades terapéuticas, entre elas: antitumoral causando a apoptose das células
tumorais através da inducdo de danos no DNA e inibindo a viabilidade ao aumentar
a parada da fase G2 celular (ZHU et al., 2019); anti-inflamatério inibindo a infiltracéo
de células inflamatdrias e reduzindo a expressédo de TNF-q, IL- 18 e IL-6 através da
inibicdo da ativacdo de NF-kB em camundongos com mastite (CAO et al., 2014);
antifingico agindo contra o crescimento de biofilmes, podendo ser utilizado em

ambiente médico e industrias do ramo alimenticio, na prevencdo do
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desenvolvimento de enfermidades causadas por biofiimes e pela deterioracdo do
alimento (ROCHA et al., 2019); acdo antioxidante reduzindo o estresse oxidativo
tanto in vivo como in vitro (HOFER et al., 2020). Segundo autores, foi constatado
que o efeito antioxidante ameniza o estresse oxidativo causado por H202 em
blastocisto suino, devido a diminuicdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), e
isso também foi visto em pele de camundongos lesionada (SEKIGUCHI et al., 2019;
YAO et al., 2019).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes concentracdes do
Kaempferol em diluentes tris gema para sémen ovino, sob a qualidade das células
espermatica por um periodo de até 48 horas de refrigeracdo. Os parametros
avaliados na qualidade espermatica in vitro foram, a cinética e a funcionalidade
celular. Por tanto este estudo tem como hip6tese de que o kaempferol tem
capacidade de reduzir os niveis de ROS nas células esperméaticas e melhorar os
parametros relacionados a cinética e a funcdo celular nos espermatozoides de

carneiros.
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Efeito do Kaempferol em células esperméticas de ovinos
Effect of Kaempferol on ram sperm cells

Resumo:

O objetivo do estudo foi avaliar, o efeito do kaempferol no sémen refrigerado de
ovinos, em concentracbes de 0,0001 pg/ml a 20 pg/ml em tempos de exposicdo
diferentes 2h, 24h e 48h adicionados ao diluente base. Foram feitas analises de cinética
através do sistema Computer Assisted Sperm Analysis (CASA) e funcionalidade celular
por citometria de fluxo. Os resultados encontrados foram positivos referentes a agéo
antioxidante do Kaempferol, pois nas 24 horas de exposicdo, foi observado a reducao
significativa das espécies reativas de oxigénio e peroxidagdo lipidica, os quais sdo
marcadores de estresse oxidativo. No presente estudo concluimos que a adicdo de
kaempferol auxiliou na reducdo do estresse oxidativo, peroxidacdo lipidica e a fluidez de
membrana, ndo apresentado nenhuma acdo negativa sobre a cinética, parametros de

qualidade de organelas e bioquimica espermatica.

Palavras-chave: Citometria; Estresse oxidativo; Flavonoides; Peroxidacdo lipidica;

Refrigeracdo.

Abstract:

The aim of the study was to evaluate the effect of kaempferol on refrigerated semen of sheep,
at concentrations from 0.0001 pg/ml to 20 pug/ml at different exposure times 2h, 24h and 48h,
adding to the diluent base. Kinetic analyzes were performed using the Computer Assisted
Sperm Analysis (CASA) system and cellular functionality by flow cytometry. The results

found were positive regarding the antioxidant action of Kaempferol, because in the 24 hours
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of exposure, a significant reduction of reactive oxygen species and lipid peroxidation, which
are markers of oxidative stress, was presented. None of the present studies concluded that the
addition of kaempferol helped to reduce oxidative stress, lipid peroxidation and membrane
fluidity, did not show any negative action on kinetics, organelle quality parameters and sperm

biochemistry.

Key words: Cytometry; Oxidative stress; Flavonoids; Lipid peroxidation; Refrigeration.

Introducéo

A criopreservacdo de sémen ovino tem por finalidade a conservacdo de material genético de
reprodutores juntamente com a preservacdo da funcdo espermatica a qual demanda atencdo
em diversas etapas tais como: diluicdo, resfriamento, congelacdo e descongelacdo a fim de
obter resultados satisfatorios (DE SOUZA CASTELO et al., 2008; CALVACANTE et al.,
2019). Existem alguns métodos de armazenamento seminal, a refrigeracdo é um deles no qual,
0 sémen em estado liquido é submetido a temperaturas baixas, causando inibicdo reversivel
no metabolismo celular (CAMARA et al., 2011). Existem algumas desvantagens nesse
método tais como baixa viabilidade e dificuldade de troca de material genético entre
propriedades, entretanto o sémen pode ser empregado em técnicas de inseminacdo menos
sofisticadas como a intra-cervical apresentando indices de fertilidades superiores ao sémen

congelado (DE OLIVEIRA et al., 2010).

Para a utilizacdo do sémen refrigerado o mesmo deve passar pelo processo de pré-
diluicdo antes da inseminacdo que tem como objetivo aumentar o volume do ejaculado,
maximizar o nimero de doses inseminantes e minimizar possiveis danos ocasionados pelo

estresse térmico (ARAUJO et al., 2016). A utilizacdo de diluente nesse processo é
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fundamental para obter bons resultados, pois tem como funcdo fornecer energia, auxiliar no
processo de tamponamento, manter a pressdo osmotica e proteger a membrana do
espermatozoide de eventuais lesbes provocadas pelo choque térmico, o qual ocorre devida a
queda rapida de temperatura e danos provocados durante o transporte (CAMARA et al.,

2018).

Os diluentes convencionais sdo compostos por substancias energéticas,
tamponantes, crioprotetores, antimicrobianas e antioxidantes (DE SOUZA CASTELO et al.,
2008), com relagdo aos antioxidantes existem inUmeras moléculas utilizadas na
criopreservacdo de ovinos dentre elas hipotaurina, resveratrol, superdxido dismutase,
glutationa redutase e a associa¢do entre &cido ascorbico, trolox e a melatonina (SOUZA et al.,

2018) e outras ainda em estudo.

O Kaempferol é um flavonoide que tem diversas propriedades terapéuticas, entre
elas: antitumoral causando a apoptose das células tumorais através da inducdo de danos no
DNA e inibindo a viabilidade ao aumentar a parada da fase G2 celular (ZHU et al., 2019);
anti-inflamatorio inibindo a infiltracdo de celulas inflamatdrias e reduzindo a expresséo de
TNF-a, IL- 1B ¢ IL-6 através da inibicdo da ativacdo de NF-kB em camundongos com mastite
(CAO et al., 2014); antifangico agindo contra o crescimento de biofilmes, podendo ser
utilizado em ambiente médico e industrias do ramo alimenticio, na prevencdo do
desenvolvimento de enfermidades causadas por biofilmes e pela deterioracdo do alimento (
ROCHA et al., 2019); acdo antioxidante reduzindo o estresse oxidativo tanto in vivo como in
vitro (HOFER et al., 2020). Segundo autores, foi constatado que o efeito antioxidante
ameniza o estresse oxidativo causado por H20, em blastocisto suino, devido a diminuigdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), e isso também foi visto em pele de camundongos

lesionada (SEKIGUCHI et al., 2019; YAO et al., 2019).



26

Vaérios sdo os efeitos dos flavonoides nos espermatozoides de diversas espécies,
principalmente na redugdo do ROS que foi atribuida a manutencdo da membrana plasmatica,
integridade acrossomica, potencial de membrana mitocondrial e fragmentagdo de DNA, além
de proteger os espermatozoides durante o processo de criopreservacdo (DURACKA et al.,
2019). Diante disso o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes concentracGes
do Kaempferol em diluentes tris gema para sémen ovino, sob a qualidade das células

espermatica por um periodo de até 48 horas de refrigeragéo.

Materiais e Métodos
Animais

Neste experimento foram utilizados quatro carneiros sem raga definida (SRD),
sexualmente maduros e clinicamente saudaveis, alojados em instalacbes da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel). A coleta de sémen foi realizada no més de margo, sendo apenas
uma Unica coleta pelo método de vagina artificial, em presenca da fémea (EVANS et al.,
1987). Ejaculados com motilidade igual ou superior a 70% (AndroVision®: Software CASA -
Minitube) (CBRA, 2013), foram utilizados para as avaliagbes no experimento. A
concentracdo espermatica foi avaliada pelo método de contagem em camara de Neubauer
(CBRA, 2013), no Laboratério de Reproducdo Animal da Universidade Federal de Pelotas
(REPROPEL- UFPeL) levando em consideracdo a concentracdo minima de espermatozoides
de 3,5 x 10° células/mL (CAVALCANTE et al., 2019), as amostras foram ajustadas para 400

milhdes de células espermaticas atravez de uma rediluicéo.

Diluente e tratamentos
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A constituicdo do diluente base foi Tris-gema, sem adi¢do de glicerol, com pH 6,9 e
osmolaridade de 380mOsm (JHA et al., 2019) produzido no laboratério. O diluente foi
preparado 24 horas antes da coleta e mantido resfriado (5° C) até o momento da coleta as
amostras dos ejaculados foram diluidas em diluente base (1:1, v/v) no momento da coleta em
condigdes isotérmicas, realizando-se analise imediata de motilidade e vigor espermaético
(COSTA et al., 2017). O kaempferol (Sigma 60010) foi diluido em DMSO (Sigma D5879)
para formar uma solucdo méde de 100 mcg e adicionado ao diluente controle nas
concentracOes estabelecidas. Todas as amostras utilizadas estavam nos padrfes minimos
estabelecidos, foi realizada a diluicdo final (1x10’espermatozoides viaveis/mL) nos 12
tratamentos sendo os seguintes : Controle - Tris gema sem kaempferol; Tris gema + 0,0001
pg kaempferol /ml; Tris gema + 0,0005 pg de kaempferol/ ml; Tris gema + 0,001 pg de
kaempferol /ml; Tris gema + 0,005ug de kaempferol /ml; Tris gema + 0,01 pg de
kaempferol/ml;  Tris gema + 0,05 pg de kaempferol/ml; Tris gema + 0,1 pg de
kaempferol/ml; Tris gema + 0,5 pug de kaempferol/ml; Tris gema + 1 pug de kaempferol/ml,;
Tris gema + 10 pug de kaempferol/ml; e Tris gema + 20 ug de kaempferol/ml. Apo6s diluicdo, a
curva de resfriamento foi realizada em caixa condicionadora (Koolmate,Minitube, Ge), com
taxa de resfriamento de 0,3 - 0,5°C/min até atingir a temperatura de 5°C, onde permaneceram

acondicionadas até 48 h (COSTA et al., 2017).

Avaliacoes de qualidade seminal pés — refrigeracéo in vitro

As amostras acondicionadas foram analisadas nas Oh, 2h, 24h e 48 h ap0s refrigeracdo
para parametros de cinética espermatica e nas 24h e 48h também foi avaliada a funcionalidade
celular. Antes das andlises de cinética espermatica, aliquotas de 50uL de amostras resfriadas

foram mantidas em banho Maria (10min/37°C).
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Cinética Espermatica

A andlise de cinética espermaética realizada através de Computer Assisted Sperm
Analysis (CASA), em lamina de microscopia éptica recoberta por laminula. As varidveis
analisadas foram: Distancia média percorrida (DAP), Distancia Curvilinea (DCL), Distancia
retilinea (DSL), velocidade média de percurso (VAP), Velocidade Curvilinea (VCL),
Velocidade retilinea (VSL), Retilinearidade (STR), Linearidade (LIN), wobble — oscilagdo
(WOB), deslocamento lateral de cabeca (ALH), frequéncia de batimento cruzado (BCF), em

objetiva de 20x.

Funcionalidade celular

As andlises de funcionalidade celular foram realizadas em citometria de fluxo (Attune
Acoustic Focusing Cytometer® Applied Biosystems). Com excec¢do da avaliacdo de DNA,
todas as células foram coradas com Hoescht (sigma 370470) (H33342) , e as populagdes
foram detectadas por fotodetector VL1 (filtro 450/40). Nas amostras contendo iodeto de
propidio que emite fluorescéncia vermelha, a fotodeteccao foifeita por BL3 (filtro 640 LP). O
diacetado de carboxifluorceina, rodhamine 123, por fotodetector BL1 (filtro 530/30),
analisados 10 mil eventos por amostra, com taxa de fluxo de 100 células/segundo.

Para a realizacdo das anélises se utilizou uma aliquota de 10uL de sémen adicionado
10uL de diluente, incubadas em placa aquecida a 37°C/10minutos (integridade de membrana,
funcionalidade de mitocondria, fluidez de membrana, integridadade de acrossoma), 15
minutos (espécies reativas de oxigénio) e 30 minutos (lipoperoxidagdo lipidica). Apos o
periodo de incubac&o, foi adicionado 20ul de solu¢do de Hoescht (10mg/ml), e a amostra foi
incubada por 3 minutos antes da andlise de citometria de fluxo. No momento da avaliagdo

foi adicionado 1ml de PBS 1X — pH 7,2.
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Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) foram detectados com corante de diacetato de
carboxifluoresceina fluorescente (DCF) e sondas de iodeto de propidio (IP). DCF emite uma
fluorescéncia verde quando oxidado e IP emite fluorescéncia vermelha. O célculo dos valores
de ROS é alcancado pela intensidade mediana defluorescéncia verde usada apenas para medir
espermatozoides viaveis (IP negativo) (PERRY et. al., 2020).

Na peroxidacdo lipidica (LPO) se adicionou 1 yL de Bodipy (sigma 900606) em 5uL
de amostra. A taxa de peroxidacéo lipidica foi alcancada pela mediana da fluorescéncia verde
intensidade (lipidio peroxidado) / mediana da intensidade da fluorescéncia verde mais a
mediana do vermelho intensidade de fluorescéncia (lipidio ndo peroxidado) x 100,(PERRY et.
al., 2020).

A integridade da membrana celular foi avaliada com sondas fluorescentes de diacetato
de carboxifluoresceina (DCF) e iodeto de propidio (Pl). DCF penetra nos espermatozdides e é
convertido em uma forma ndo permeévelcomposto fluorescente que retém no citoplasma,
enquanto o IP sO penetra no nucleode células com membrana lesada. Nesta analise de
funcionalidade celular se considerou apenas as células com coloragdio com DCF
(FERNANDEZ et.al., 2013).

A fluidez da membrana plasmaética foi determinada com aplicacdo de merocianina 540
(M540) - um hidrofébicocorante fluorescente - e iodeto de propidio (PI). Nesta avaliacdo,
osespermatozoides foram divididos emalta fluidez e baixa fluidez; que foi determinado pela
intensidade fluorescente, quanto maior éa fluorescéncia mais alta é a fluidez (PERRY et.al
2020).

Na anélise de funcionalidade mitocondrial asonda fluorescente utilizada - rodamina
123 que reage com mitocOndrias ativas emitindo coloracdo verde, quanto maior é a

fluorescéncia emitida mais ativa essa mitocondria (DOMINGUES et al., 2020).
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Integridade de acrossoma foi estimada pela coloracdo das células com iodeto de
propidio (Pl) e FITC-PNA, determinando o valor de celulas com acrossoma que sofreram
processo de capacitacdo in vitro (DOMINGUES et al., 2020).

indice de fragmentacio de DNA avaliado em amostra de 5L de sémen, 5uL de TNE
(0,01 M Tris-HCI; 0,15 M NacCl; 0,001 M EDTA, pH 7,2). Depois de 30 segundos, 10uL de
solugéo Triton 1X, e antes da analise se adicionou 10uL de acridineorange (2 mg / mL em
agua deionizada). A avaliacdo da estrutura celular se d& pela emissdo da fluorescéncia verde
sendo considerados com o DNA integro, enquanto aqueles com fluorescéncia vermelha ou

laranja considerados como DNA néo lesado (PERRY et.al., 2020)

Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a anélise de variancia simples e a
comparagdo de médias entre os tratamentos foi realizada pelo teste de Tukey. Sendo os
tratamentos as variaveis significantes dependentes e as andlises as significantes
independentes. Para avaliacdo estatistica foi utilizado o programa computacional Statistix

10®. O nivel de significAncia considerado foi P<0,05.

Resultados e Discussao

Alguns estudos desenvolvidos em espermatozoides humanos e suinos demonstraram que
kaempferol auxilia na manutencéo da integridade da membrana plasmaética e do acrossoma,
no potencial de membrana mitocondrial e na fragmentacédo do DNA, tem ac¢do na diminui¢ao
de radicais superdxidos e consequentemente proporciona protecdo celular nos processos de
armazenamento de sémen (DURACKAS et al., 2019; JAMALAN et al.,, 2015). Até o
presente momento, ndo foram encontrados trabalhos desenvolvidos com células espermaticas

ovinas.
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No presente trabalno com sémen ovino quando comparamos 0 grupo controle com os
diferentes tratamentos e tempo de refrigeracdo obteve-se uma pequena reducdo na motilidade
total e progressiva dos espermatozoides, entretanto o tratamento de 20ug/ml apresentou
maiores valores de motilidade total e progressiva do que o grupo controle, isso pode ter
ocorrido pelo fato de ser a maior concentracdo de kaempferol. J& WOB e LIN, apenas o

tratamento de 1pg/ml demostrou melhores resultados em relacdo aos demais (Tabela 10 e 11).

Quando as células esperméticas foram expostas ao kaempferol por 24 horas nas
concentracdes de 20 pg/ml até 0,0001pg/ml (Tabela 18), foi observado a reducdo significativa
no ROS (espécies reativas de oxigénio produzidas), diminuindo assim a peroxidacdo lipidica
e a fluidez da membrana plasmatica espermatica. Entretanto, seu efeito ndo foi suficiente para
proteger a ruptura da membrana, a funcionalidade da mitocondria e ou diminuir o indice de
fragmentacdo do DNA. Em fémeas suinas também notou se a reducdo do estresse oxidativo,
quando os odcitos em processo de envelhecimento foram submetidos ao kaempferol |,
consequentemente houve a diminuicdo nos niveis de ROS, melhorando a qualidade

oocitaria, que resultou numa taxa superior de producédo de embrides (YAO et al., 2019).

Ainda que no nosso estudo ndo se tenha obtido resultados positivos com relagdo a
funcionalidade da mitocéndria, trabalhos em cultivo in vitro demostraram aumento no nimero
de mitocOndrias ativas oocitarias e manutencdo da sobrevivéncia folicular, confirmando que
o kaempferol pode ser utilizado como substituto de outros antioxidantes(SANTOS et al.,

2019).

O estudo apresentou efeitos satisfatorios com a reducdo dos niveis de peroxidagdo
lipidica (p> 0.05) quando comparado ao controle, o0 mesmo foi demostrado por JAMALAN
(2015), no qual observou uma maior capacidade de protecdo das células espermaéticas, em
decorréncia ao uso do kaempferol na concentragdo de (100 uM) juntamente com a redugdo

dos niveis de LPO quando comparado a outros produtos.
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O potencial antioxidante dos flavonoides esta relacionado com a quantidade de OH na sua
estrutura, quanto maior, mais doagdo de elétron H+ ocorrera, consequentemente, melhor ser
o efeito antioxidante, um exemplo é quercetina, um flavonoide composto por cinco OH, que
interage com a bicamada lipidica permitindo a doacéo direta de H+ e elétrons radicais como
0 ROOQ, estabilizando e convertendo-os a ROOH, impedindo assim a continuidade em cascata
do processo de peroxidacdo lipidica (SILVA et al.,2017). Correlacionando com o kaempferol
é possivel que o mesmo, possa agir igualmente a quercetina com doacdo de H+, pois é
composto por quatro OH, o que justifica entdo a reducdo nos niveis da peroxidacdo lipidica

encontrados nas células espermaticas ovina.

ApoOs 48 horas de exposicdo das células espermaticas ovina ao kaempferol, nédo
obtivemos diferenca nos parametros cinéticos e bioquimicos em comparacdo ao grupo
controle. Se faz necessario estudos futuros com a molécula para que se possa adequar a
concentragédo e o tempo ideal visando melhorar o desempenho do sémen quando submetido a

algum processo de criopreservagéo, potencializando melhores resultados reprodutivos.

Concluséao

A adicdo de Kaempferol ao sémen ovino refrigerado tem efeito positivo, na reducéo do
estresse oxidativo, peroxidacdo lipidica e a fluidez de membrana, ndo tendo nenhuma agédo

negativa sobre a cinética, parametros de qualidade de organelas e bioquimica espermaética.

Referencias

ARAUIJO, L. R. S. et al. Uso de diluentes e temperaturas alternativas na conservacao
prolongada do sémen do varrdo. Ciéncia Animal Brasileira, v. 17, p. 26-35, 2016.



33

Disponivel: < https://www.scielo.br/j/cab/a/FWNbvV v T62zztsvR98sq3yj/?lang=pt>. Acesso
Mar. 20, 2020. doi: 10.1590/1089-6891v17i118885.

CAMARA, D. R.; GUERRA, M. M. P. Refrigerac&o e criopreservacio do sémen ovino:
danos inerentes a técnica e influéncia da suplementacdo do meio com antioxidantes sobre a
qualidade espermatica. Revista Brasileira de Reproducao Animal, v. 35, n. 1, p. 33-40,
2011. Disponivel: < www.cbra.org.br> Acesso: Dez. 10, 2020.

CAMARA, T. S. et al. Diluentes seminais para pequenos ruminantes. Ciéncia. Anim.
(Impr.), p. 67-83, 2018. Disponivel:< https://pesquisa.bvsalud.org/portal/resource/pt/vti-
18648>. Acesso Jan. 15, 2021.

CAO, R. et al. Protective Effects of kaempferol on Lipopolysaccharide-induced Mastitis in
Mice. Inflammation, v. 37, p. 1453- 1458, 2014. Disponivel: <
https://link.springer.com/article/10.1007/s10753-014-9870-9> Acesso: Out. 12, 2020. doi:
10.1007/s10753-014-9870-9.

CAVALCANTE, J. M. M. et al. Concentracdo de proteinas do plasma seminal e sua relacéo
com a criopreservacdo do sémen ovino em diferentes diluentes. Ciéncia Animal, v. 29, n. 2, p.
45-55, 2019. Disponivel:< https://revistas.uece.br/index.php/cienciaanimal/article/view/9898
>Acesso: Dez.10, 2020.

CBRA. Manual para exame androldgico e avaliacdo de sémen animal. 3. ed. Belo Horizonte.
p 91,2013.

COSTA, V. G. G et al. Efeito da adicdo de taurina sobre espermatozoides ovinos refrigerados
a 5°C. Revista Brasileira de Reprodugdo Animal, v. 3, p. 683-687, 2017. Disponivel:<
http://www.cbra.org.br/portal/downloads/publicacoes/rbra/v41/n3/p683-
687%20(RB700).pdf> Acesso: Jan. 10,2021.

DE OLIVEIRA, B. M. M.; PASSARINI, J. F. INSEMINAC}AO ARTIFICIAL EM OVINOS.
ISSN  1679-8902 Ano VI N° 9 Abr-Jun 2010, p. 106. Disponivel:<
https://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/infoteca/handle/doc/570019>Acesso: Out. 11, 2020.

DE SOUZA CASTELO, T. et al. Consideragdes sobre a criopreservacdo do sémen de
caprinos. Acta Veterinaria Brasilica, v. 2, n. 3, p. 67-75, 2008.

DOMINGUES, WILLIAM B. et al. Transfection of exogenous DNA complexed to cationic
dendrimer induces alterations of bovine sperm microRNAome. Theriogenology, v. 156, p. 11-
19, 2020. Disponivel: <
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0093691X20303769?casa_token=s2bkzPE
HvyQAAAAA:13e_wCL3YAz9PQX5ic6sx5pW-



34

477j0f4hv8SKuUOPUr2CHH7XE733UGgX_hY Xbc3RIOCA-IOWGGI> Acesso: Set. 29, 2020.
doi: 10.1016/j.theriogenology.2020.06.025 2020.

DURACKA, M. et al. The effect of kaempferol and naringenin may improve the in vitro
quality of stored boar semen. Journal of Central Europen Agriculture, v. 20, n.4, p. 1069-1-75,
2019. Disponivel:< https://jcea.agr.hr/en/issues/article/2294> Acesso: Nov. 23, 2020.doi:
10.5513/JCEA01/20.4.2294.

EVANS, G.; MAXWELL, W. No Salamon’s artificial insemination of sheep and goatsTitle.
Butterworths, v. 2, p. 194, 1987.

FERNANDEZ GAGO, R. et al. Seminal plasma applied post-thawing affects boar sperm
physiology: A fl ow cytometry study. n. May, p. 1-11, 2013. Disponivel:<
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0093691X13001854?casa_token=Le32zx
wg6_4AAAAA:anolfs2hluOGGROg42or-
W7G1Ln0PeyUzQ6Ne64NXx6flwheyD3dnrOUYup4ix3u8QjesihntSPM > Acesso: Dez. 12,
2020. doi:10.1016/j.theriogenology.2013.05.003.

HOFER, Stefanie et al. Pharmacological targets of kaempferol within inflammatory
pathways—a hint towards the central role of tryptophan metabolism. Antioxidants, v. 9, n. 2,
p. 180, 2020. Disponivel:< https://www.mdpi.com/2076-3921/9/2/180>. Acesso Mar. 17,
2021. doi: 10.3390/antiox9020180.

JAMALAN, M. et al. Human Sperm Quality and Metal Toxicants: Protective Effects of some
Flavonoids on Male Reproductive Function. Int J Fertil Steril. v. 9, p. 215-222, 2015.
Disponivel:< https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4948074/> Acesso: Out. 01,
2020. doi: 10.22074/ijfs.2016.4912.

JHA, P. K. et al. Cryopreservation of Bangladeshi ram semen using different diluents and
manual freezing techniques. Cryobiology, v. 89, n. February, p. 35-41, 2019. Disponivel:<
https://www.sciencedirect.com> Acesso: Out. 15, 2020. doi: 10.1016/j.cryobiol.2019.06.001.

PAZ, Jessica Priscila. Uso de energético comercial como diluente de sémen ovino
resfrigerado. In: 27° ENCONTRO ANUAL DE INICIACAO CIENTIFICA 7° ENCONTRO
ANUAL DE INICIACAO CIENTIFICA JUNIOR, Parana, 2018.

PERRY, C. T et al. Exogenous ATP in the Cryopreservation of Brycon orbignyanus
Spermatozoa. Cryoletters, v. 41, p. 13-18.

ROCHA, M. F. G. et al. Antifungal effects of the flavonoids kaempferol and quercetin: a
possible alternative for the control of fungal biofilms. Biofouling, v. 35, p. 320-328, 2019.
Disponivel:<https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/08927014.2019.1604948>
Acesso: Dez. 01, 2020. doi: 10.1080/08927014.2019.1604948.



35

SANTOS, J. M. S. et al. Kaempferol can be used as the single antioxidant in the in vitro
culture medium, stimulating sheep secondary follicle development through the
phosphatidylinositol 3-kinase signaling pathway. Theriogenology, v. 136, p. 86-94, 2019.
Disponivel:<
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0093691X19302596?casa_token=fX3Ndk
s7gjkAAAAA:01iIJUVRVEXua-
ImdzDjUoulFgX9nuoSsj5QuflcO3syPpq7fvx4ZgXQQeuqO4EfJRNMoTatN1_k>  Acesso:
Dez. 16, 2020. doi: 10.1016/j.theriogenology.2019.06.036.

SEKIGUCHI, A. et al. Inhibitory effect of kaempferol on skin fibrosidois in systemic
sclerosis by the suppression of oxidative stress. Journal of Dermatological Science, v. 96, p.
8-17, 2019. Disponivel: <
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0923181119302610> Acesso: Jan. 15,
2021. doi: 10.1016/j.jdermsci.2019.08.004.

SILVA L. F. M. C. et al. Mecanismo de acdo dos principais antioxidantes utilizados na
criopreservacao espermatica de garanhdes. Veterinaria e zootecnia, p 418-434 ,2017.

SOUZA, W. L. et al. Antioxidantes e crioprotetores na conservacdo do sémen ovino.
Nutritime Revista Eletrénica, v. 15, n. 1, p. 8051-8064, 2018.Disponivel:<
https://www.nutritime.com.br/wp-content/uploads/2020/02/Artigo-454.pdf> Acesso: Nov. 22,
2020.

YAO, X. et al . Kaempferol alleviates the reduction of developmental competence during
aging of porcine oocytes. Animal Science Journal, v. 90, n. 11, p. 1417-1425, 2019.
Disponivel: < https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/asj.13280> Acesso: Nov. 05,
2020. doi: 10.1111/asj.13280.

YAO, X. et al. Kaempferol attenuates mitochondrial dysfunction and oxidative stress induced
by H202 during porcine embryonic development. Theriogenology, v135, p. 174-180, 2019.
Disponivel:<
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0093691X18306770?casa_token=sCyAn2
0j1BMAAAAA:C1PmM7WnxikevubxSDIfOshOPxSxSgN7cl92rbecxAuia3gFtRqwKO475rIUL
XN-vtXTiT2S6M6K0> Acesso: Nov. 20, 2020.doi: 10.1016/j.theriogenology.2019.06.013.

ZHU. Li.; XUE. Lijun. Kaempferol Suppresses Proliferation and Induces Cell Cycle Arrest,
Apoptosis, and DNA Damage in Breast Cancer Cells. Oncology Research,v. 27, p. 629-634,
2019. Disponivel: < https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC7848404/> Acesso: Nov.
8, 2020. doi 10.3727/096504018X15228018559434.

Conflitos de Interesse

Os autores declaram ndo ter conflito de interesses



36

Contribuicdes do Autores

Todos os autores contribuiram igualmente para a concepg¢éo e redagdo do manuscrito. Todos

0S autores revisaram criticamente 0 manuscrito e aprovaram a versao final.



37

Tabela 1. Média + se do pardmetro motilidade total (%) espermatica resfriada com diferentes
concentracdes de kaempferol e diferentes periodos de exposi¢édo

Periodo de exposi¢do do produto

Kaempferol
Opg /ml
0,0001pg/mi
0,0005pg/ml
0,001pg /ml
0,005pg/ml
0,01pg/mi
0,05pg/ml
0,1 pg/ml
0,5ug/ml
1 pg /ml
10 pg/ml
20pg/ml

2 horas
73,5+ 1,5 ABC
69,1+ 1,6 BC
675+21°€
67,7+18¢
67,1+16°¢
652+22°¢
67,9+20°¢
69,7 +2,2 BC
773+1,6%8
73,6 + 1,9 ABC
76,9+ 1,948
79,0+0,6 4

24 horas
723+1748
61,9+15¢P
729+194
67,2 + 1,4 ABCD
71,6 £2,34B
721+13%8
709+ 1,848
70,4+1,778
68,9 + 1,7 ABC
68,2 + 1,5 ABC
59,3+1,7P
64,4 + 1,6 BCP

48 horas
67,0 £ 2,5 ABC
616+15C¢
67,0 £ 0,9 ABC
61,7+1,6°¢
69,8+ 1,848
64,5+ 1,2 B¢
70,2+2,048
67,4 + 1,3 ABC
63,4 + 1,6 B¢
732+14%
64,2 +1,2 B¢
62,8 +1,7 B¢

ABCD | etras distintas demonstram diferenca estatistica nas colunas (P>0.05).



Tabela 2. Média + se do parametro motilidade progressiva (%) espermaética resfriada com

diferentes concentracdes de kaempferol e diferentes periodos de exposicao

Periodo de exposi¢do do produto

Kaempferol 0 hora 2 horas 24 horas 48 horas
Oug /ml 76,1+£10 69,3 + 1,5 ABC 66,6 £2,0 61,8 + 2,5 ABC
0,0001pg/ml 65,8 + 1,8 ABC 56,1 + 1,6 B¢ 559+1,7¢
0,0005pg/ml 64,4 +2,3 B¢ 67,3+2,04 62,0 + 1,0 ABC
0,001pg /ml 64,5+ 1,9 B¢ 61,8+ 1,548 56,3 + 1,6 B¢
0,005ug/ml 62,3+1,8 8¢ 67,7+234 63,7 + 1,9 ABC
0,01pg/ml 615+24¢ 66,9+ 144 58,3 + 1,4 ABC
0,05ug/ml 64,2 +2,0 B¢ 64,6 1,948 64,6 2,048
0,1 pg/ml 66,3 + 2,2 ABC 64,1+1,948 60,2 + 1,6 ABC
0,5ug/mi 735+18% 62,0+ 1,948 57,4+1,88¢
1 pg /mi 70,9+2,048 62,6 +1,6 B 66,1 +1,6"
10 pg/ml 739+194 51,5+1,8C 56,4 + 1,2 BC
20ug/ml 74,7+0,74 57,1+1,68¢ 56,4 + 1,9 B¢

ABC | etras distintas demonstram diferenca estatistica nas colunas (P>0.05).
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Tabela 3. Média + se do parametro distancia média percorrida (um dap) espermatica resfriada
com diferentes concentracbes de kaempferol e diferentes periodos de exposi¢do

Periodo de exposicdo do produto

Kaempferol 0 hora 2 horas 24 horas 48 horas
Opg /ml 33,0 £ 0,7 DFF 26,0+0,7° 30,4 +0,7 P
0,0001pg/mi 32,5+0,6 FF 275+0,54BD  338+1,0ABC
0,0005ug/ml 375+0,848 28,6 + 0,6 ABCD 33,7 £0,7 ABC
0,001pg /ml 36,3+ 0,8 B¢ 28,8+ 0,580 342 +0,6ABC
0,005pg/ml 32,9+0,7FF 30,3+0,5% 31,9 +0,7 BCP
0,01pg/mi 35,1+ 0,6 BCPE 29,5+0,7 48 36,1+1,34
0,05ug/ml 31,6+07F 29,4 + 0,8 ABC 349+1,048
0,1 pg/ml 36,0 + 0,7 BCP 29,6 +0,8 B 34,3+1,0AB¢
0,5ug/ml 37,4+08%8 27,9 + 0,8 ABCD 353+1,048
1 g /ml 399+05% 29,4 +0,7 ABC 29,6 +0,7°
10 pg/ml 36,5+ 0,6 BC 272+0,68°  321+048c
20pg/ml 34,4 + 0,8 BCDEF 26,6 +0,6 P 28,2+0,6°

ABCDEF | etras distintas demonstram diferenca estatistica nas colunas (P>0.05).
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Tabela 4. Média £ se do parametro distancia curvilinea (um dcl) espermatica resfriada com
diferentes concentracdes de kaempferol e diferentes periodos de exposi¢do

Periodo de exposicdo do produto

Kaempferol 0 hora 2 horas 24 horas 48 horas
Opg /ml 53,0+1,0 55,2 + 1,0 BCP 425+09P 53,4 + 2,0 CPE
0,0001pg/ml 54,2 +1,4¢P 45,6 + 0,7 ABCD 60,8 + 1,6 ABC
0,0005ug/ml 61,3+1,24 47,6 + 0,8 ABCD 56,5 + 1,4 ABCD
0,001pg /ml 59,3 + 1,3 ABC 48,7 + 1,0 ABC 57,8 + 0,8 ABCD
0,005pg/ml 54,4 +1,0 °P 50,0 +0,94 55,5+ 1,1 BCP
0,01pg/ml 58,3 + 0,7 ABCD 49,0 +£1,0 ABC 629+20%
0,05ug/ml 536+1,4° 50,2+1,3% 60,8 + 1,9 ABC
0,1 pug/mi 60,3+ 1,248 48,8 + 1,3 ABC 59,0 + 1,6 ABC
0,5ug/ml 61,3+1,24 44,7 +1,4°¢P 62,31+ 1,878
1 ug /ml 61,7+1,04 49,8+ 1,348 51,0+1,5P¢
10 pg/ml 60,6 + 1,248 46,6 + 1,0 ABCD 55,5 + 1,0 B
20pg/ml 59,5 + 1,5 ABC 45,1 +0,9 BCP 483+10F

ABCDE | etras distintas demonstram diferenca estatistica nas colunas (P>0.05).
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Tabela 5. Média + se do parametro distancia retilinea (um dsl) espermatica resfriada com
diferentes concentracdes de kaempferol e diferentes periodos de exposicao

Periodo de exposi¢édo do produto

Kaempferol 0 hora 2 horas 24 horas 48 horas
Oug /ml 216+0,3 235+05F 19,6 + 0,7 P 21,3 +0,3 CPE
0,0001pg/ml 234+04F 20,9 +£0,4ABCD 235+ 0,6 ABC
0,0005pg/ml 27,2+0,6 B 21,1 + 0,5 ABCD 24,7+0548
0,001pg /ml 26,6 + 0,6 B¢ 21,9 + 0,4 ABC 25,3 +0,58
0,005pg/ml 235+05F 228+0,44 22,9+0,3 BCD
0,01pg/ml 25,1 + 0,4 BCDE 22,4 +0,6 A8 255+0,84
0,05ug/ml 229+04F 22,0 0,7 ABC 25,3+0,748
0,1 pg/ml 25,9 +0,5 BCP 21,9 £ 0,7 ABCD 24,8 +0,7 48
0,5ug/mi 27,3+0,6 78 20,8 + 0,87BCD 255+0,6 4
1 pg /mi 290+044 22,2 +0,6 ABC 20,8 +0,4 PE
10 pg/ml 26,4 +0,5 B¢ 19,9 +0,4 80 228+0,38CP
20ug/ml 24,3+ 0,6 °PE 19,3+0,5° 200+04F

ABCDE | etras distintas demonstram diferenca estatistica nas colunas (P>0.05).



Tabela 6. Média + se do parametro velocidade média de percurso (um/s vap) espermatica
resfriada com diferentes concentracdes de kaempferol e diferentes periodos de exposicao.

Periodo de exposi¢édo do produto

Kaempferol 2 horas 24 horas 48 horas
Opg /ml 72,8 + 1,5 DFF 57,7+1,6°8 67,2+1,8°P
0,0001pg/ml 719+ 15FF 60,5+ 1,048 75,7 + 2,4 ABC
0,0005pg/ml 82,6 +1,848 63,5+ 1,3 /B 75,5+ 1,8 ABC
0,001pg /ml 79,9 +1,8 BCP 63,2+ 1,148 75,7 £ 1,3/BC
0,005pg/ml 72,7+1,6FF 66,7+1,04 70,8 +1,7 BCP
0,01pg/ml 77,8 + 1,3 BCDE 65,7 +1,4% 812+30%
0,05ug/ml 701+16F 659+1,74 78,7 +2548
0,1 pg/ml 79,9 £ 1,6 BCP 66,3+1,6" 77,3+26"8
0,5ug/mi 83,3+1,7/8 62,8 + 1,748 78,4+2348
1 pg /mi 885+13#% 653+1,6"4 66,7 +1,7 P
10 pg/ml 81,5+ 1,4 ABC 612+127%  716+1,08CP
20ug/ml 76,5 + 1,9 BCDEF 58,8+1,38 62,2+15P

ABCDEF | etras distintas demonstram diferenca estatistica nas colunas (P>0.05).
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Tabela 7. Média + se do pardmetro velocidade curvilinea (um/s vcl) espermatica resfriada
com diferentes concentrac6es de kaempferol e diferentes periodos de exposicéo.

Periodo de exposi¢édo do produto

Kaempferol 0 hora 2 horas 24 horas 48 horas
Oug /ml 1189+ 2,3 121,8+ 2,3 BCP 939+2,1° 117,9 + 4,5 CPE
0,0001pg/ml 119,9 +3,3°¢P 100,4 + 1,6 BCP 135,9+ 4,048
0,0005pg/ml 1349+284 105,7 +2,0AB¢  126,3 + 3,5 ABCD
0,001pg /ml 130,4 +2,8 B0 107,0+2,3A8C  127,7+1,8ABCD
0,005pg/ml 120,4 + 2,3 <P 110,2 2,048 122,8 + 2,9 BCDE
0,01pg/ml 128,3+1,7 7B 108,8 + 2,0 ABC 141,1+4,84
0,05ug/ml 118,8 +3,4°P 112,3+2,94 136,8 +4,8 B
0,1 pg/ml 133,8 2,848 108,9 + 2,8 ABC 132,7 + 4,2 ABC
0,5pg/ml 136,5+2,74 100,3 + 2,9 BCD 138,0 +4,1 78
1 pg /mi 136,6 £2,3 4 110,6 +2,8 4B 114,9 + 3,6 PE
10 pg/ml 135,3+2,94 104,6 £2,1 ABCD 124 0+ 2,6 BCD
20ug/ml 132,3+3,6 ABC 99,4 +2,0°P 106,3+2,6 F

ABCDE | etras distintas demonstram diferenca estatistica nas colunas (P>0.05).
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Tabela 8. Média + se do parametro velocidade retilinea (um/s vsl) espermatica resfriada com
diferentes concentracdes de kaempferol e diferentes periodos de exposicao.

Periodo de exposi¢édo do produto

Kaempferol 0 hora 2 horas 24 horas 48 horas
Opg /mi 48,6 £ 0,7 52,1+1,1F 435+ 1568C 47,2 +0,7 CPE
0,0001pg/ml 51,8+0,9F 46,0 + 0,9 ABC 53,0 + 1,5 ABC
0,0005pg/ml 60,1 + 1.3 A8C 46,9 + 1,1 A8C 55,4 + 1,4 AB
0,001pg /ml 58,8 + 1,3 BCP 48,1 +0,9 7B 55,9+ 1,048
0,005pg/ml 521+1,1F 50,4 1,04 50,9 + 0,8 BCP
0,01pg/ml 55,7 + 0,9 CPEF 49,8+13A 575+194
0,05ug/ml 50,8+ 1,0F 49,4+ 1548 57,0+1,6%8
0,1 pg/ml 57,8 + 1,1 BCDE 489+ 1548 56,1+1,848
0,5ug/ml 61,0+ 1,348 46,8 + 1,5"8¢ 56,8 +1,4 A8
1 pg /mi 64,3+1,04 495+134 47,0+ 1,00F
10 pg/ml 59,1+ 1,0 BCP 44,9 + 1,0 A8C 51,0 + 0,7 BCP
20ug/ml 54,2 + 1,3PEF 425+11°¢ 444+1,1F

ABCDEF | etras distintas demonstram diferenca estatistica nas colunas (P>0.05).
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Tabela 9. Média + se do parametro retilinearidade (% str) espermatica resfriada com diferentes
concentracdes de kaempferol e diferentes periodos de exposicao.

Periodo de exposi¢édo do produto

Kaempferol 0 hora 2 horas 24 horas 48 horas
Opg /ml 0,67 £ 0,003 0,710 + 0,003 P 0,739 + 0,006 ABCPE (0,710 + 0,01 A8
0,0001pg/ml 0,718 + 0,004 ABCD 0,752 + 0,003 AB 0,705 + 0,008 AB
0,0005pg/ml 0,722 + 0,002 ABC 0,731 + 0,005 ABCPE 0,729 + 0,006 B
0,001pg /ml 0,730 + 0,004 A 0,755 + 0,003 A 0,736 + 0,008 A
0,005pg/ml 0,715 + 0,003 BCP 0,747 £ 0,006 ABCP 0,721+ 0,008 B
0,01pg/ml 0,712 + 0,002 BCP 0,745 + 0,005 ABCD (0,710 + 0,007 AB
0,05ug/ml 0,723 + 0,003 ABC 0,737 + 0,007 ABCPE 0,724 + 0,009 B
0,1 pg/ml 0,721 + 0,003 ABC 0,724 + 0,006 PE 0,723 + 0,004 AB
0,5pg/ml 0,726 + 0,003 A8 0,731 + 0,007 BCPE 0,725 + 0,007 A8
1 pg /mi 0,722 + 0,003 ABC 0,749 + 0,003 ABC 0,704 + 0,006 B
10 pg/ml 0,718 + 0,004 ABCD 0,726 + 0,003 °PE 0,708 + 0,006 B
20ug/ml 0,704 + 0,002 P 0,716 + 0,005 E 0,709 + 0,005 AB

ABCDE | etras distintas demonstram diferenca estatistica nas colunas (P>0.05).
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Tabela 10. Média + se do pardmetro linearidade (% lin) espermaética resfriada com diferentes
concentracdes de kaempferol e diferentes periodos de exposicao.

Periodo de exposi¢do do produto

Kaempferol 0 hora 2 horas 24 horas 48 horas
Oug /ml 0,40 £0,003 0,421 +0,003 P 0,450 + 0,006 ~B 0,414 + 0,01 ABCD
0,0001pg/ml 0,441 + 0,007 BC 0,452 + 0,004 A8 0,388 + 0,006 °
0,0005pg/ml 0,440 + 0,004 BC 0,437 + 0,004 ABCD 0,441 + 0,008 A
0,001pg /ml 0,445 + 0,004 B 0,446 + 0,003 ABC 0,4346 + 0,007 AB
0,005pg/ml 0,430 + 0,005 BC 0,452 + 0,006 A8 0,413 + 0,005 BCP
0,01pg/ml 0,426 + 0,004 BCP 0,448 + 0,005 A8 0,403 + 0,004 P
0,05ug/ml 0,434 + 0,006 BC 0,430 + 0.006 B°P 0,418 + 0,007 ABC
0,1 pg/ml 0,428 + 0,002 BCP 0,442 + 0,006 B¢ 0,418 + 0,003 ABC
0,5ug/mi 0,441 + 0,002 BC 0,459 + 0,006 A 0,409 + 0,004 BCP
1 pg/ml 0,467 0,004 A 0,442 + 0,003 ABC 0,411 + 0,006 BCP
10 pg/ml 0,434 + 0,005 BC 0,424 + 0,004 P 0,411 + 0,006 BCP
20pg/ml 0,407 0,003 P 0,420 + 0,003 P 0,413 + 0,004 BCP

ABCD | etras distintas demonstram diferenca estatistica nas colunas (P>0.05).
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Tabela 11. Média * se do parametro wobble - oscilacdo (% wob) espermatica resfriada com

diferentes concentracdes de kaempferol e diferentes periodos de exposicao.

Periodo de exposi¢do do produto

Kaempferol 0 hora 2 horas 24 horas 48 horas
Opg /ml 0,60 £0,004 0,591 +0,003 B¢ 0,605 + 0,005 B 0,577 + 0,007 BC
0,0001pg/ml 0,609 + 0,008 B 0,598 + 0,003 BCP 0,550 + 0,005 P
0,0005pg/ml 0,608 + 0,007 B 0,594 + 0,003 BCP 0,598 + 0,007 A
0,001pg /ml 0,609 + 0,006 B 0,589 + 0,003 BCP 0,587 + 0,004 A8
0,005pg/ml 0,598 + 0,006 BC 0,603 + 0,003 BC 0,571 + 0,003 BC
0,01pg/ml 0,596 + 0,005 BC 0,597 + 0,004 BCP 0,567 + 0,002 BCP
0,05ug/ml 0,596 + 0,006 BC 0,581 + 0,004 P 0,574 + 0,003 BC
0,1 pg/ml 0,593 + 0,003 BC 0,608 + 0,007 AB 0,577 + 0,002 BC
0,5pg/ml 0,604 + 0,003 B 0,626 + 0,005 A 0,563 + 0,003 P
1 pg/ml 0,64 5+ 0,004 A 0,584 + 0,003 P 0,583 + 0,006 B¢
10 pg/ml 0,601 + 0,004 BC 0,581 + 0,004 P 0,577 + 0,004 BC
20pg/ml 0,576 + 0,003 © 0,584 + 0,002 P 0,581 + 0,003 ABC

ABCD | etras distintas demonstram diferenca estatistica nas colunas (P>0.05).



Tabela 12. Média + se do parametro frequéncia de batimento cruzado (um bcf) espermatica
resfriada com diferentes concentracdes de kaempferol e diferentes periodos de exposicéo.

Periodo de exposi¢do do produto

Kaempferol 0 hora 2 horas 24 horas 48 horas
Oug /ml 27,4+0,1 29,3 + 0,2 ABC 29,6 +0,2 BCP 30,9 +£0,2 ABC
0,0001pg/ml 29,5 + 0,3 ABC 30,8+0.24 322+03%
0,0005pg/ml 28,4 +0,3 P 29,9 +0,2 B¢ 31,5+0448
0,001pg /ml 29,3 £ 0,3 ABC 30,3+0,248 31,8+0,3%8
0,005ug/ml 28,5+ 0,3 BCP 29,5+0,1 P 31,4+0248
0,01pg/ml 28,7 +£0,3 BCP 29,3 +0,2 CPE 315+0,3%8
0,05ug/ml 299+0,24 29,7 +0,2 B¢ 30,8 +0,3 B¢
0,1 pg/ml 29,5+0,278 28,6 +0,2 FF 31,6+0,448
0,5ug/ml 28,4 +0,2 BCP 28,1+02F 30,6 + 0,3 BCP
1 g /ml 26,4+0,1F 29,5 +0,2 BCP 29,5+0,2 P
10 pg/ml 279+0,1° 28,8 + 0,2 DEF 29,7+0,2¢P
20ug/ml 28,1+0,2° 28,5+0,2 FF 29,3+0,3°

ABCDEF | etras distintas demonstram diferenca estatistica nas colunas (P>0.05).
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Tabela 13. Média + se do pardmetro amplitude de deslocamento da cabeca (um alh) espermética
resfriada com diferentes concentracdes de kaempferol e diferentes periodos de exposicao.

Periodo de exposi¢do do produto

Kaempferol 0 hora 2 horas 24 horas 48 horas
Opg /ml 3,43 £ 0,05 3,137 £ 0,04 BCP 2,802 +0,05F 3,127 +0,1¢P
0,0001pg/ml 3,012 +0,09° 2,929 + 0,06 PEF 3,515 + 0.09 /BB
0,0005pg/ml 3,238 + 0,05 ABCD 3,153 + 0,08 ABCDE 3,275 + 0,09 ABC
0,001pg /ml 3,167 + 0,06 ABCP 3,017 + 0,07 CPEF 3,241 + 0,06 ABC
0,005pg/ml 3,075 + 0,06 P 3,049 + 0,07 BCDEF 3,207 + 0,08 BP
0,01pg/ml 3,219 + 0,05 ABCD 3,262 + 0,04 ABC 3,639 +£0,094
0,05ug/ml 3,078 £ 0,08 P 3,403 £ 0,04 A 3,600 + 0,11 7B
0,1 pg/ml 3,358 + 0,06 ABC 3,312 +£ 0,007 AB 3,428 + 0,08 ABC
0,5pg/ml 3,445+ 0,054 3,181 + 0,06 ABCD 3,485 + 0,07 ABC
1 pg /mi 3,237 + 0,05 ABCD 3,153 + 0,05 ABCDE 3,335 + 0,09 ABC
10 pg/ml 3,423+ 0,07 B 3,114 + 0,03 BCDE 3,490 + 0,09 ABC
20ug/ml 3,388 £ 0,07 B 2,915 + 0,06 EF 2,821 +0,06 A

ABCDEF | etras distintas demonstram diferenca estatistica nas colunas (P>0.05).



Tabela 14. Média * se do parametro integridade de acrossoma das células resfriada com
diferentes concentracdes de kaempferol e diferentes periodos de exposicao.

Periodo de exposi¢do do produto

Kaempferol 24 horas 48 horas
Opg /ml 83,3+08% 762+11°€
0,0001pg/ml 55,1 + 7,548 65,8 + 6,7 A8
0,0005pg/ml 62,1+ 8,078 58,3 + 5,948
0,001pg /ml 63,2 + 8,748 61,0 + 3,018
0,005pg/ml 65,2 + 7,948 59,2 + 7,948
0,01pg/ml 61,6 +7,448 59,3 + 4,6 B
0,05ug/ml 57,3+8,778 60,9 + 4,048
0,1 pg/ml 58,1 + 8,448 735+26%
0,5pug/ml 50,3 + 9,748 61,6 + 5,048
1 g /mi 33,8+10,6 B 750+35%
10 pg/ml 30,1+10,28 60,8 + 1,748
20ug/ml 359+788 47,7+838

AB | etras distintas demonstram diferenca estatistica nas colunas (P>0.05).
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Tabela 15. Média + se do parametro funcionalidade de membrana das células espermaticas
resfriada com diferentes concentracdes de kaempferol e diferentes periodos de exposicao.

Periodo de exposicdo do produto

Kaempferol 24 horas 48 horas
Oug /ml 51,63 + 8,348 37,3+4,378
0,0001pg/ml 48,3+568 27,6 + 3,378
0,0005pg/ml 55,3 + 5,548 26,8 2,018
0,001pg /ml 775+134 19,5+3,08
0,005pg/ml 59,1 + 8,848 24,2 +1,948
0,01pg/ml 56,5 + 7,68 32,1+6,078
0,05ug/ml 56,9 + 5,68 25,2 + 3,978
0,1 pg/ml 63,1 +6,948 30,2+3,348
0,5pug/ml 64,4 + 4,348 40,0 + 6,4 "B
1 g /mi 7730244 444 +834
10 pg/ml 80,6 £2,04 32,8+9,348
20ug/ml 62,1 +2,548 447+844

AB |etras distintas demonstram diferenca estatistica nas colunas (P>0.05)
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Tabela 16. Média + se do parametro atividade mitocondrial das células espermaticas resfriada
com diferentes concentracfes de kaempferol e diferentes periodos de exposicgao.

Periodo de exposicéo do produto

Kaempferol 24 horas 48 horas
Opg /ml 37221 + 45344 29124 + 724 C
0,0001pg/ml 59482 + 8692 A 93823 + 20359 A
0,0005pg/ml 48202 + 5944 A 28153 + 2082 ©
0,001pg /ml 49902 + 53274 36435 + 7220 BC
0,005ug/ml 77263 + 249724 25952 + 704 €
0,01pg/ml 35278 + 4654 33189 + 1917 €
0,05pg/ml 68309 + 42114 25531 + 3303 ©
0,1 pg/ml 54756 + 7818 A 18177 + 1098 ©
0,5ug/ml 81725 + 153774 71950 + 17983 AB
1 g /ml 71973 +£ 191524 35462 + 4260 BC
10 pg/ml 51874 + 183824 33873 + 1256 BC
20ug/ml 49061 + 10601 A 87272 + 14711 A

ABC | etras distintas demonstram diferenca estatistica nas colunas (P>0.05)
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Tabela 17. Média * se do pardmetro peroxidacao lipidica (Ipo) nas células espermaticas resfriada
com diferentes concentracfes de kaempferol e diferentes periodos de exposi¢édo

Periodo de exposicdo do produto

Kaempferol 24 horas 48 horas
Oug /ml 58,4 +0,94 58,6 + 0,0*
0,0001pg/ml 28,1+3,28 35,4 + 3,248
0,0005pg/ml 27,0+ 3,08 38,8 +3,948
0,001pg /ml 24,7+2,08 43,0 +3,118
0,005pg/ml 28,8+2,88 44,8 +2 378
0,01pg/ml 30,2+3,08 46,0 + 2,618
0,05ug/ml 288+296B 40,9+ 4,248
0,1 pg/ml 27,3+3,08 33,1+5,6%8
0,5ug/ml 21,3+1,08 32,5+6,68
1 pg/ml 20,8+0,85 42,0+ 4,148
10 pg/ml 223+1,08 36,6 + 5,148
20pg/ml 230+396B 26,3+598

AB |_etras distintas demonstram diferenca estatistica nas colunas (P>0.05)
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Tabela 18. Média + se do parametro espécies reativas de oxigénio (ros) das células espermaticas
resfriada com diferentes concentracdes de kaempferol e diferentes periodos de exposicao.

Periodo de exposicdo do produto

Kaempferol
Opg /ml
0,0001pg/ml
0,0005pg/ml
0,001pg /mi
0,005pg/ml
0,01pg/ml
0,05pg/ml
0,1 pg/ml
0,5ug/ml
1 ug /ml
10 pg/ml
20pg/ml

24 horas
3153 113 A
2422 + 2918
2823 + 2498
2943 +3218B
2792 + 3618
2796 + 4228
3385+ 394 8B
3872+ 7158
2227 + 1558
2103 + 2798
2216 + 14158
2937 +339 8B

48 horas
1291+ 758
3321 + 426 A8
11808 + 3725 A
10980 + 3925 A
9558 + 3901 A8
3114 + 466 A8
3216 + 437 A8
2829 + 31348
3490 + 483 A8
2251 + 170 A8
2145 + 158 AB
2420 + 268 A8

AB |etras distintas demonstram diferenca estatistica nas colunas (P>0.05)
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Tabela 19. Média * se do parametro integridade da membrana das células espermaticas resfriada
com diferentes concentracfes de kaempferol e diferentes periodos de exposi¢édo

Periodo de exposicdo do produto

Kaempferol 24 horas 48 horas
Oug /ml 17,0 + 1,6 ©PEF 369+36%

0,0001pg/ml 16,4 + 1,6 CPEF 22,4 +1,0°P
0,0005pg/ml 23,0 £ 1,9 ABC 20,7+15P
0,001pg /ml 22,7 + 1.4 ABCD 24,3 + 4,4 BCD
0,005pg/ml 15,4+ 1,6 FF 29,3 + 4,0 ABCD
0,01pg/ml 14,8 + 0,3 FF 205+14P°
0,05ug/ml 25,2+0,8 /8 233+1,4°¢P
0,1 pg/ml 21,2 + 1,5 ABCDE 31,3 +£2,8 ABCD
0,5ug/mi 16,2 + 0,4 CPEF 378+16"%

1 pg/ml 15,5 + 1,7 PEF 37,7214
10 pg/ml 11,7+04F 34,6 +1,7 A8C
20pg/ml 20,0 + 1.4 BCDE 40,9+35%

ABCDEF | etras distintas demonstram diferenca estatistica nas colunas (P>0.05)
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Tabela 20. Média + se do pardmetro indice de fragmentacdo de dna (dfi) das células
espermaticas resfriada com diferentes concentracdes de kaempferol e diferentes periodos de
exposicao.

Periodo de exposicéo do produto

Kaempferol 24 horas 48 horas
Oug /ml 6,53 + 0,338 7,92+0,6 P
0,0001pg/ml 6,60 + 1,148 182+22#4
0,0005pg/ml 5,38 +0,7/8 13,7+2,048
0,001pg /ml 8,02+22#4 7,34+1,0°P
0,005ug/ml 3,82+0,748 12,1+2,08¢
0,01ug/ml 4,55 + 0,48 9,21 +0,7 BCP
0,05ug/ml 359+0,38 9,07+ 0,7 BCP
0,1 pg/ml 5,22 +0,7/8 8,33 +0,9 BCP
0,5pg/ml 4,32 +0,878 9,35+ 1,0 BCP
1 pg/ml 6,52+ 0,948 9,51+ 0,8 BCP
10 pg/mi 7,70 £ 0,648 542+0,4P°
20ug/ml 7,11+1,0%8 580+0,8P

ABCD | etras distintas demonstram diferenca estatistica nas colunas (P>0.05)



Tabela 21. Média + se do pardmetro fluidez de membrana das células espermaticas resfriada com

diferentes concentracdes de kaempferol e diferentes periodos de exposicao.

Periodo de exposicdo do produto

Kaempferol 24 horas 48 horas
Oug /ml 89768 + 4528 A 43397 + 86184
0,0001pg/ml 23387 + 81348 18019 + 5156 A
0,0005ug/ml 24193 + 84568 23831 + 4458 A
0,001pg /ml 23400 + 7339 B 33311 + 79154
0,005pg/ml 26079 + 90278 45736 + 128714
0,01pg/ml 21511 + 6979 B 37020 + 100944
0,05ug/ml 32195 + 118998 41254 + 112324
0,1 pg/ml 29907 +112178 38219 + 93634
0,5ug/ml 5204 + 2838 45149 + 130194
1 pg/ml 6479 + 4018 18040 + 43764
10 pg/ml 5081 + 2398 24097 + 6131 A
20pg/ml 31974 + 12097 B 24260 + 7042 A

AB |etras distintas demonstram diferenca estatistica nas colunas (P>0.05)



3 Consideracdes Finais

As células espermaticas ovina sofrem diversos danos devido ao estresse
oxidativo levando a perda da viabilidade, mesmo sob refrigeracdo. Portanto, o
Kaempferol demostrou-se um excelente antioxidante para reducdo dos niveis de
espécies reativas de oxigénio, peroxidacao lipidica e fluidez de membrana. Estes
resultados podem embasar estudos futuros utilizando concentragbes diferentes
desta molécula, bem como, outros métodos de criopreservacao, visando o uso do

Kaempferol em protocolos a nivel comercial.
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