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Resumo

Cruzeiro, Pedro Sica. Nanoresveratrol diminuiu EROs e LPO e aumenta
motilidade progressiva em espermatozoides bovinos descongelados. 2019. 38f.
Dissertacdo (Mestrado) - Programa de PoOs-Graduacdo em Biotecnologia.

Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A criopreservacao de sémen vem sendo cada vez mais utilizada tanto para estudos
cientificos quanto aplicacdo prética. Este sistema apresenta algumas problematicas
as quais busca-se uma melhor compreensdo e resolucdo de maneira prética, isto
pode se dar com a utilizagdo de compostos 0s quais podem driblar e combater
possiveis mecanismos danosos as células. O resveratrol € um composto polifendlico
com atividade antioxidante, anti-inflamatéria e antitumoral, ainda assim, o seu
consumo ajuda na prevencao de doencas cardiacas, diabetes e obesidade. Visando
uma melhor entrega e melhor absorgéo, o resveratrol foi nanoencapsulado e testado
em células espermaticas criopreservadas, tanto em sua forma nano (LNC-Res)
como em sua forma livre (Res), nas concentracdes de 5, 25, 50, 100, 200 e 400uM.
ApOs descongelamento, os espermatozoides foram incubados por 15 e 60 minutos,
posteriormente sendo analisados seus parametros como: de integridade de
membrana, fragmentagdo de DNA, reagdo acrossomal, funcionalidade de
mitocdndria, espécies reativas de oxigénio (ROS) e peroxidacéo lipidica (LPO). As
analises foram realizadas em citometria de fluxo e andlises cinéticas no sistema
CASA, onde foram observadas as motilidades total e progressiva. Assim sendo, 0s
resultados obtidos demonstraram que nas analises de integridade de membrana,
apos 60 min houve uma reducdo nos niveis de membranas intactas nas
concentragfes de 25, 50, 100, 200 e 400uM. Na analise de fragmentacdo de DNA
nao foi detectado nenhuma diferenca estatistica em relacéo ao controle, o que vai ao
encontro com o0s resultados obtidos na analise de LPO e ROS onde ambas
demonstraram uma diminuicdo em 15 min e nas andlises de ROS uma diferenca
estatistica entre todos tratamentos e o controle. Ja a funcionalidade das
mitocondrias observou-se diferenca estatistica entre LNC-Res nas concentragdes de
50 e 100uM quando comparada com 400uM de Res apos 60 minutos. Com estes
resultados, pode se constatar que o resveratrol ndo induziu toxicidade as células

espermaticas bovinas e foi observado que este composto em sua forma



nanoencapsulada estimulou a maquinaria antioxidante intracelular gerando uma
protecdo para a elas. Neste sentido, o LNC-Res pode vir a se tornar uma promissora

forma farmacéutica para o farmaco em questao.

Palavras-chave: antioxidante, células espermaéticas, citometria de fluxo,

nanotecnologia, resveratrol.



Abstract

CRUZEIRO, Pedro. Nanoresveratrol decreased ROS and LPO and increased
progressive motility in thawed bovine spermatozoa. 2019. 38f. Disseratacao
(Mestrado) - Programa de Pds-Graduacdo em Biotecnologia. Universidade Federal

de Pelotas, Pelotas.

Semen cryopreservation has been increasingly used for both scientific studies and
practical application. This system presents some problems which seek a better
understanding and resolution in a practical way, this can be with the use of
compounds which can dribble and combat possible damaging mechanisms to the
cells. Resveratrol is a polyphenolic compound with antioxidant, anti-inflammatory and
anti-tumor activity, yet its consumption helps prevent heart disease, diabetes and
obesity. In order to improve delivery and better absorption, resveratrol was
nanoencapsulated and tested in cryopreserved sperm cells, both in its nano form
(LNC-Res) and its free form (Res), at concentrations of 5, 25, 50, 100, 200 and
400uM. After thawing, spermatozoa were incubated for 15 and 60 minutes, after
which their parameters were analyzed: membrane integrity, DNA fragmentation,
acrosomal reaction, mitochondrial functionality, reactive oxygen species (ROS) and
lipid peroxidation (LPO). The analyzes were performed in flow cytometry and kinetic
analyzes in the CASA system, where the total and progressive motilities were
observed. Therefore, the results showed that in the membrane integrity analyzes,
after 60 min there was a reduction in the intact membrane levels at the
concentrations of 25, 50, 100, 200 and 400 pM. In the analysis of DNA fragmentation
no statistical difference was detected in relation to the control, which is in agreement
with the results obtained in the analysis of OLP and ROS where both showed a
decrease in 15 min and in the analysis of ROS a statistical difference between all
treatments and control. The functionality of the mitochondria observed a statistical
difference between LNC-Res in concentrations of 50 and 100uM when compared
with 400uM of Res after 60 minutes. With these results, it can be seen that
resveratrol did not induce toxicity to bovine sperm cells and it was observed that this
compound in its nanoencapsulated form stimulated the intracellular antioxidant
machinery generating a protection for them. In this sense, LNC-Res may become a
promising pharmaceutical form for the drug in question.



Keywords: antioxidant, flow citometry, nanotechnology, resveratrol, sperm cells.
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1. INTRODUGCAO GERAL

A utilizagcdo de sémen criopreservado estd em constante estudo em
busca de melhores taxas de motilidade apds o descongelamento. O
desenvolvimento de produtos para melhoramento deste descongelamento faz-
se necessario, podendo com a utilizacdo de diversos compostos com
inimeras fungdes chegar a um resultado satisfatério. Um grande desafio no
uso de sémen criopreservado sao os radicais livres, os quais podem gerar
danos as celulas influenciando diretamente na sua morfologia e motilidade
(Grotter et al., 2019).

Com isso, 0 estudo de compostos antioxidantes € de suma importancia
resolucdo desta questao (Aitken et al.,, 2012). O Resveratrol (Res), € um
composto antioxidante, polifendlico natural produzido por uma enorme gama
de plantas (Neves et al., 2012). Pode ser encontrado de maneira abundante
nas uvas, mais precisamente em sua casca, fazendo com que o vinho tinto
seja uma das maiores fontes deste composto, o qual também pode ser
encontrado em diversos alimentos como: amendoim, mirtilo e seus derivados
(Goswami et al., 2009). O composto em questdo, apresenta duas formas
isoméricas, cis e trans, sendo a segunda amplamente utilizada na inddstria
farmacéutica e de maior abundéncia na natureza. No entanto, o trans-
resveratrol apresenta capacidade fotossensivel, ou seja, quando exposto a luz
solar, branca ou luz ultravioleta (UV) de 360nm, ocorre a isomerizacao para
cis-resveratrol (Montsko et al., 2008). O trans-resveratrol, composto de
interesse, demonstra inUmeras atividades farmacoldgicas, tais como: anti-
inflamatorio, antioxidante e antitumorais (Albuquerque et al., 2015; Signorelli &
Ghidori, 2005; Mahal & Mukherjee, 2006). Dentre estes efeitos, a atividade
antioxidante torna-se muito importante pois ajuda na protecao contra estresse
oxidativo em uma grande variedade de tecidos, fazendo com que colabore
com condicdes patolégicas como doencas cardiovasculares, cancer e
diabetes (Kuhad et al., 2008).

O trans-resveratrol, vem sendo estudado tanto em sua forma livre e
também mais recentemente em sua forma nanoencapsulada (Figueir6 et al.,
2013). Compostos nanoencapsulados apresentam algumas vantagens

significativas sobre os mesmo em sua forma livre. Uma das principais
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vantagens em relacdo a nanotecnologia, € que 0S compostos em
nanoencapsulados apresentam uma protecdo maior contra degradacdo e
possiveis altera¢des dos seus grupos funcionais, também esta tecnologia esta
diretamente relacionada com a entrega do produto para os locais corretos na
célula de interesse para sua posterior liberacdo (Coradini et al., 2015). E de
suma importancia frisar que compostos quando nanoencapsulados tem uma
melhora na sua biodisponibilidade, com isso é possivel se afirmar que estes
nessa forma conferem a possibilidade de minimizagéo de feitos deletérios as
células onde atuam (Cambrussi et al., 2018; Huang, Yu & Ru, 2010).

Em estudos realizados anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa
pode ser observado com a adicdo de LNCs associadas a diferentes
compostos durante a maturacao in vitro de oocitos e cultivo de embrides in
vitro um aumento na clivagem dos embrides, producéo de blastocistos (Lucas
et al., 2015; Remido et al., 2016) e taxa de eclosdo (Komninou et al., 2016).
Mais recentemente, em outro estudo também realizado por nosso grupo de
pesquisa, Silva e colaboradores (2017) realizaram testes de toxicidade de
diferentes concentracfes de nanocapsulas de ndcleo lipidico (LNC) e também
de nanocdpsulas de nucleo lipidico revestidas por quitosana (LNC-CS)
usando espermatozoides da espécie bovina. Como resultado néo foi
observado toxicidade nas células espermaticas diante da LNC quando
utilizadas abaixo 40% (v/v) de concentracao.

Desta forma, o englobamento do composto resveratrol no interior da
LNC, pode ser utilizado no combate a espécies reativas de oxigénio (EROS),
ja que o resveratrol € um potente antioxidante. E sabido que EROS causam
danos significativos as celulas espermaticas fazendo com que percam sua
viabilidade ap6s o descongelamento.

Para melhor observacdo da acdo do resveratrol, testes utilizando-o
tanto na sua forma livre quanto na sua forma nanoencapsulado foram
realizados, utilizando concentracdes de 5, 25, 50, 100, 200 e 400uM em
ambas as formas de apresentacdo sendo realizadas as andlises apos 15 e 60

minutos de incubacao.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Criopreservagédo de sémen

A criopreservacao de sémen de mamiferos € uma técnica que vem sendo
desenvolvida a muito tempo, tendo importantes constatacbes no seu entorno que
fazem com que se torne vastamente utilizada para criagdo de animais. Dentre as
diversas razdes pelas quais esta técnica apresenta grande importancia pode-se
citar que: coopera na manutencdo da diversidade genética tanto de animais
domésticos quanto de animais silvestres; demonstra importante papel no
tratamento de infertiidade; desenvolvimento de bancos de modelos animais
geneticamente modificados (Critser & Russell, 2000).

Polge e seus colaboradores em 1949 fizeram uma descoberta fundamental
para o desenvolvimento desta técnica, observaram que o glicerol, um soluto
permeavel, poderia fornecer protecdo as células em baixas temperaturas. Com
isso, nos decorrentes anos foram observadas pesquisas em torno da melhora no
desenvolvimento de técnicas de congelamento de sémen para utilizacdo em
inseminacao artificial (IA). Para tais avangos, se busca sempre melhorar os
diluentes para que este congelamento seja bem sussedido.

Crioprotetores sao importantes, podendo ser citados: aclcares, como falado
anteriormente o glicerol; proteinas e polimeros sintéticos como agentes
extracelulares ajudando a célula se desidratar e assim ndo formar cristais de gelo
no meio intracelular (Celeghini et al., 2008). Aditivos também ajudam no controle de
alguns fatores sendo importante frizar neste caso os antioxidantes, os quais
ajudam no controle da formacao de espécies reativas de oxigénio (EROS) os quais
podem ser obsevados em andlises pés-descongemento (Medeiros et al., 2002).

Bratton et al. (1955), em testes de campo fizeram a demonstracdo que 0 o
esperma bovino congelado a -79°C com utilizacdo de gelo seco era capaz de
produzir alta fertilidade apds a IA. Desde entdo, tem se estudado o melhoramento
dos diluentes para descongelamento, sempre buscando melhores taxas de
sobrevivéncia e motilidade pos-descongelamento para quando utilizado, este
sémen contenha espermatozoides viaveis para uma IA rentosa em questdo de
concepcao (Holt, 2000). Ainda nos anos 50, foi descoberto que o armazenamento a

temperatura de -196°C em nitrogénio liquido se demonstrava melhor que 0 mesmo
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realizado a -79°C jA que assim acabava ocorrendo alteracbes em suas
propriedades biolégicas (Lonergan, 2018).

Com o decorrer dos anos, técnicas em torno da criopreservacdo foram
evoluindo e se demonstrando capazes de melhorar a criacdo e producédo de
deversas espécies de animais. Técnicas como IA e sexagem de sémen sao
amplamente estudadas a décadas e com isso pode-se chegar a grandes
resultados. Desta forma, pode-se dizer que a criopreservacao do sémen é a técnica
mais utilizada na pecuaria atualmente, cooperando diretamente na manutencao de
de genéticas raras, mas também no melhoramento genético fazendo com que seja
possivel a disseminacdo de genéticas de touros testadas (Grotter et al., 2019).
Apesar de todos avancos, ainda ha muito o que ser estudado em torno do

melhoramento do sémen na sua forma criopreservada.

2.2. Resveratrol

O resveratrol (3,4’,5-tri-hidroxiestilbeno) € um composto polifenélico natural
produzido por uma grande variedade de plantas, tais como: uvas, amendoim,
mirtilo (Arora and Jaglan, 2017; Goswami and Das, 2009). Ele é classificado como
uma fitoalexina natural, sendo substancias sintetizados de novo como uma
maneira de defesa das plantas principalmente apds invasdo ou contato
agressores externos (Braga & Dietrich, 1987). Este composto apresenta isbmeros
trans e cis (Figura 1), sendo o trans-resveratrol o qual € a forma mais abundante e
biologicamente ativa (Stervbo et al., 2007). Esta forma trans possui muitos
beneficios para a saude dentre os quais podemos citar: atividade antioxidante,
anti-inflamatoria, cardioprotetora e antitumoral (Kumar and Surh, 2008). Quando
utilizado deve-se ter cautela na sua manipulacdo pois é extremamente
fotossensivel, uma vez exposto a luz UV pode sofrer isomerizacdo para cis-

resveratrol (Vian et al., 2005).
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(A) (B)
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Figura 1: Estrutura quimica dos isébmeros do Resveratrol. (A) trans-Resveratrol (B) cis-

Resveratrol.

Foi isolado pela primeira vez por volta dos anos 1939 das raizes de
Veratrum grandiflorum, mais conhecido como heléboro branco, posteriormente
também extraida de Polygonum cuspidatum (Takaoka, 1940; Nonomura et al.,
1963). Alguns anos depois, foi constatado apds estudos epidemiolégicos uma
relacdo entre o vinho tinto e a baixa incidéncia de doencgas cardiovasculares,
fenbmeno chamado entdo de “Paradoxo Francés) (Richard, 1987; Fauconneau et
al., 1997). Este nome foi dado, pois este estudo foi realizado em uma regido da
Franca em que a populacdo, apesar da dieta era rica em gorduras e do
sedentarismo apresentava aproximadamente 40% menos incidéncia de doencas
cardiovasculares como infartos em relagcdo ao resto da Europa (Neves et al.,
2012; Renaud and de Lorgeril, 1992). Um habito observado foi o alto consumo de
vinho tinto, portanto, alto consumo de resveratrol. A presenca de resveratrol no
vinho foi bem sinalizada por Siemann & Creasy em 1992, porém somente em
1997 houve destaque a este composto quando Jang e colaboradores
reconheceram suas propriedades anticarcinogénicas.

Com o passar dos anos, o resveratrol chamou atencéo por suas diversas
atividades biolégicas e farmacoldgicas as quais vem sendo demonstradas, dentre
elas: antioxidante (Albuquerque et al.,, 2015; Fauconneau et al.,, 1997), anti-
inflamatoria (Lastra and Villegas, 2007), neuroprotetora (Bastianetto et al., 2000),
cardioprotetora (Bradamante et al., 2004) e posteriomente, foi descoberto um
potencial para tratamento de diabetes (Szkudelska and Szkudelski, 2010).

Como funcdo primordial do resveratrol para o uso com células
esperméticas, sua funcdo antioxidante torna ele um 6timo eliminador de radicais

livres como hidroxilas, superéxidos, tanto enzimatico como celular. Este composto
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apresenta um efeito o qual protege a célula contra peroxidacao lipidica na sua
membrana celular, dessa forma faz uma protecdo também a danos ao DNA
causados por espécies reativas de oxigénio (EROS). EROS e os radicais livres
estdo diretamente ligados com algumas doencas e vias de respostas celulares. O
organismo gera antioxidantes para defesa enddgena como, catalase, superoxido
desmutase (SOD) e &acido drico, porém antioxidantes exdégenos vém sendo
utilizados para que a célula possa ter defesa externa também. O Resveratrol é
muito pesquisado para esta funcao, pois como citado anteriormente ele € de facil

obtencédo uma vez que é encontrado em diversos alimentos (Leonard et al., 2003).

2.3. Nanotecnologia e sua importancia na area médica

Em 1959, Richard Feynman introduziu em uma palestra o0 conceito
nanotecnologia, tratando como um campo muito importante para realizacdo de
pesquisas cientificas no futuro. (Safari and Zarnegar, 2014).

A nanotecnologia vem complementando estudos realizados em torno de
diversos farmacos e compostos, com ela, a ciéncia vem conseguindo fazer com
gue a manipulacdo de particulas extremamente pequenas como atomos e
moléculas sejam realizadas com sucesso. As hanoestruturas apresentam pelo
menos dimensdes de 1 a 1000 nandémetros (Hnawate, 2017; Wilkinson, 2003).
Todo sistema bioldgico e de alguma maneira artificial tem seu nivel inicial
organizado em nanoescala. llustrando a importancia ja destacada desde seus
primordios, nos anos 2000 foi criado a “National Nanotechnology Iniciative (NNI)”
nos Estados Unidos, pouco tempo depois Europa e Japdo e mais 35 paises
criaram programas semelhantes como uma estratégia para desenvolvimento da
area (Roco, 2003).

Pesquisas em torno da nanotecnologia se exibem de modo interdisciplinar,
podendo apresentar avancos nas areas de engenharia, quimica, fisica, biologia,
medicina, dentre outras. Na area médica, a nanotecnologia vem apresentando um
impressionante desenvolvimento para melhoramento de doencas através da
entrega de medicamentos direcionada, provando que esta inovadora tecnologia
vem para somar ao mundo da ciéncia (Sahoo and Labhasetwar, 2003). O objetivo

desse tipo de entrega é o melhor direcionamento e transporte de quantidades
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adequadas de medicamento para o local desejado, para que se possa obter

menores efeitos colaterais nos demais tecidos (Seaton et al., 2010).

No decorrer dos anos, nanomateriais, dispositivos organicos e inorganicos
estdo sendo testados como veiculos de entrega de compostos com intuito de um
desenvolvimento maior na biodisponibilidade e farmacocinética dos
medicamentos. Para que isso pudesse acontecer, uma proteina da droga a qual
se almeja este progresso deve combinar com uma nanoparticula de polimero ou
nanoestrutura quimica. Podemos ter como exemplos lipossomas, nanoparticulas
poliméricas, nanocapsulas, nanotubos, nanogeis, polimeros terapéuticos e outros,
todos sendo considerados em uma classificagdo de distribuicdo de medicamento
baseada na nanomedicina (Goldberg et al., 2007; Wagner et al., 2006). Existem
diversos outros métodos pelos quais da nanotecnologia vem sendo utilizada,
como por exemplo: melhor distribuicAo de medicamentos poucos solUveis em
agua (drogas hidrofébicas), entrega direcionada de droga para dada célula ou
tecido, co-entrega de dois ou mais farmacos em uma formagdo nano tendo como
objetivo uma terapia combinada (Farokhzad and Langer, 2009; Liong et al., 2008).

Muitas areas paralelas a biotecnologia ja apresentam avancados
experimentos em torno da nanotecnologia. A nhanoembriologia é uma area que
vem em busca de aumento nos rendimentos para melhoramento da maturagao in
vitro de odcitos e cultivo in vitro de embrides, tendo entdo como uma alternativa
ao melhoramento na entrega de nanocompostos para aumento de clivagem de
embrides, producdo de blastocistos (Lucas et al.,, 2015; Remido et al., 2016) e
taxas de eclosao (Komninou et al., 2016).

No combate ao céancer, nanotecnologia vem aparecendo como uma
alternativa para ajudar no conforto de pacientes que passam por tratamentos com
quimioterapia, jA é descrito na literatura de maneira bem vasta plataformas
nanomeétricas para melhorar a entrega dessas drogas, minimizando efeitos
colaterais e aumentando a eficacia da droga na célula ou tecido desejado
(Pushpalatha et al., 2017).

2.4.1.1. Plataformas nanomeétricas de entrega de drogas

guimioterapicas
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Atualmente existe uma gama muito grande de plataformas em escala
nanometrica sendo testadas e algumas ja utilizadas para o intuito de entregar os
agentes quimioterapicos da melhor maneira possivel, podendo utilizar até dois
farmacos ao mesmo tempo. Podemos citar alguns desses instrumentos que
estudos na area na nanotecnologia vem colocando a disposi¢cdo no decorrer dos
anos, sendo alguns deles: (A) Lipossomas, estruturas esféricas com tamanho
variavel de 20nm a micrometro com nucleo aquoso e vesicula em seu involucro.
Apresentam em sua estrutura uma membrana de camada Unica ou mdltipla
contendo lipideos naturais ou sintéticos e colesterol para obtencdo da textura
adequada. Tem como vantagem sua biocompatibilidade, biodegradabilidade,
baixa toxicidade e utilizacdo tanto em drogas hidrofébicas como hidrofilicas (Al-
Jamal & Kostarelos, 2011). (B) Dendrimeros, sdo macromoléculas altamente
ramificadas, em sua estrutura contém um ndcleo iniciador, camadas de
ramificacfes e grupos terminais funcionais na camada mais externa. Este sistema
é de grande favorecimento para entrega de drogas tanto solUveis em agua quanto
insoliveis em uma Unica plataforma (Tekade et al., 2009). (C) Micelas
poliméricas, nanoparticulas esféricas feitas em meio aquoso em blocos
hidrofébicos e hidrofilicos (Cho et al., 2015), este tipo de nanoparticula pode ter
seu tamanho diminuido para ter maior facilidade de acumulo em tecidos tumorais.
Seu uso apresenta um desafio referente a sua estabilidade quando em contato
com fluidos corpéreos (Makino et al., 2014; Rao et al., 2015). (D) Nanocapsulas
sdo sistemas coloidais poliméricos, apresentam atividade biodegradavel e estas
estruturas apresentam estrutura vesicular com capacidade de melhoramento de
propriedades farmacéuticas. Este sistema pode apresentar diferentes tipos de
nacleos, sendo o mais comum o oleoso, o lipidico mais recentemente estudado
gue pode gerar uma melhor biodisponibilidade de alguns farmacos (Frozza et al.,
2010; Mduller et al., 2000). (E) Nanocarreadores inorganicos, carreadores
baseados em metais inorgénicos 0s quais apresentam maior area de superficie
em comparacdo a transportadores organicos, podendo entdo proporcionar
transporte de maior quantidade de carga de farmacos. Dentre estes, podemos
denominar, 6xidos de ouro, prata, 6xido de metais como zinco, aluminio, silicio,
para tais, sdo encontradas diversas funcbes com relacdo a diagndstico por
imagem, terapias fotodinamicas e radioterapia, sendo menos aplicados para

entrega de drogas (Chen et al., 2014; Ojea-Jimenez et al., 2013).
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2.4. Citometria de Fluxo para analise espermaética

Citometria de fluxo é uma técnica que com passar dos anos foi substituindo
as técnicas demoradas e mais propensas a erros, como analises por microscopia
com utilizacdo de sondas fluorescentes. Este sistema une diferentes testes para
alcancar um resultado mais fidedigno (Martinez-Pastor et al., 2011).

Esta técnica é capaz de analisar milhares de células em segundos, fazendo
uma leitura detalhada de cada uma delas e demonstrando uma repetibilidade
dificilmente alcancada por outra semelhante. Em uma analise utilizando citdmetro
de fluxo, espermatozoides sdo marcados com fluoréforos, passam pelo sistema
que analisa utilizando luzes, espelhos e filtros e estas entdo os dados sé&o
digitalizados e apresentam as diferentes intensidades de fluorescéncia gerando
resultados (Lo et al., 2008).

O citbmetro de fluxo € um equipamento que vem sendo utilizado néo
apenas para pesquisa em torno da fisiologia do espermatozoide de maneira
precisa, mesmo este sendo um ponto chave importante de ser entendido para os
que desejam utilizar este equipamento, mas também para melhoramento de
diagnésticos em torno de problemas de fertilidade relacionados a este tipo de
célula (Gillan et al., 2005).

2.4.1. Parametros de analise

Para melhor entendimento dos parametros analisados pela citometria de
fluxo é necessario se entender a morfologia dos espermatozoides (Figura 2). Esta
morfologia é bem definida e semelhante nas diferentes espécies. As células se
apresentam de maneira alongada, com uma cabeca, peca intermediéria e cauda.
A cabeca é recoberta de um capuz acrossomal, esta estrutura € responsavel pela
reacdo acrossdbmica a qual faz a conexdo entre o 00cito e espermatozoide.
Também nesta porcdo esta localizado o ndcleo contendo seu DNA que sera
passado para as proximas geracfes através da fecundagdo com o gameta
feminino. Na peca intermediaria encontram-se as mitocondrias, responsaveis pelo
fornecimento de energia dos espermatozoides, influenciando diretamente a

motilidade dessas células, pois o0 movimento flagelar é realizado por meio dessa
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energia gerada. O flagelo ou cauda € a ultima porcdo, responsavel pelo
deslocamento, defeitos nessa estrutura inviabilizam a fertilizacdo natural
(OpenStax, 2016).

Peca final

) »
Niucleo
Membrana celular

Acrossomo wss. ¥ Centriolos
/ Mitocondrias

af S T
AT . f

Pescogo Revestimento mitocondrial
Pega intermediaria Cauda

Figura 2: Estrutura do espermatozoide.

Fonte: Zuzanae / Shutterstock.com

2.4.1.1. Integridade de Membrana

A membrana plasmética de células espermaticas € constituida
basicamente por uma bicamada lipidica com proteinas integrais e periféricas,
glicoproteinas de superficie e glicolipideos organizados em mosaico fluido (Eddy
& O’Brien, 1994). Esta membrana apresenta funcdo de extrema importancia na
fertilizacdo tais como: interagcdes com proteinas de membrana de células epiteliais
do oviduto e participacdo na capacitacdo esperméatica (Jansen et al., 2001)
Remodelagbes podem ser sofridas pela membrana plasmatica dos
espermatozoides quando ocorre a interacdo proteica do mesmo com o plasma
seminal durante a ejaculacdo (Manaskova et al., 2003).

Problemas muito recorrentes em relacdo a esta por¢éo ocorre quando ele é
criopreservado, podendo ocorrer ruptura desta fazendo com que a célula perca
sua capacidade de fecundacdo com uma reagdo acrossdmica prematura
(HARRISON, 1997) uma vez que a membrana espermatica é extremamente

suscetivel a crioinjarias (Pefia, 2003).

2.4.1.2. Fragmentacdo de DNA



322

323

324

325

326

327

328

329

330

331

332

333

334

335

336

337

338

339

340

341

342

343

344

345

346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

26

O DNA espermatico é formado a partr de unidades de
desoxirribonucleotideos  ligadas  covalentemente. Ele serve como o
armazenamento de informagBes hereditdrias dentro de uma célula, é
caracterizado por ser transportador dessas informagdes de geracao para geragao.
Se encontra no interior do nucleo de maneira extremamente compactada de modo
com que seu volume seja minimizado e a sua transcricdo é interrompida. Esse
mecanismo é importante para o transporte (Alberts et al., 2002). A analise de
fragmentacdo de DNA espermatica responde sobre a capacidade do
espermatozoide passar as informacdes necessarias para sua geracao da prole.
Quando ha a fragmentacéo de DNA é necessario observar qual a causa, para isso
recomenda-se 0 uso de outras andlises, tais como integridade de membrana, de

acrossoma e peroxidacdo lipidica (Lastra and Villegas, 2007).

2.4.1.3. Funcionalidade de mitocondria

Como todos outros componentes do espermatozoide, a mitocondria
desemprenha um papel essencial a de geracdo de energia para a célula na
producdo de adenosina trifosfato (ATP) através de um sofisticado mecanismo de
fosforilacdo oxidativa (Ferramosca et al., 2017). Este ATP é utilizado em uniéo
com proteinas motoras de dineina as quais utilizam sua hidrolise para geracao de
movimento flagelar (Alberts et al., 2002). Além de sintetizar ATP as mitocondrias
sdo fontes importantes de espécies reativas de oxigénio (EROs) as quais sdo
mediadores na fisiologia celular (Ferramosca and Zara, 2014). Quando a
mitocOndria apresenta baixo ou inativo funcionamento, desencadeia uma falta de
movimento flagelar, diminuicdo na respiracéo celular fazendo com que a célula
perca sua motilidade, desta maneira deixando de cumprir seu papel fundamental

(Ferramosca et al., 2012).

2.4.1.4. Espécies reativas de oxigénio (EROS)

As espécies reativas de oxigénio (EROS) desempenham um importante
papel na fisiologia dos espermatozoides ajudando a minimizar danos as
membranarios, todavia podem ser prejudiciais a sua fertilizagcdo. Desta maneira, é

de suma importancia que seja feita sua detec¢cédo e avaliagao tanto para estudos
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fisioloégicos quanto patoldgicos. A deteccdo de ROS e outras espécies oxidativas
pode ser realizada com utilizacdo de citometria de fluxo, onde ocorre acumulo de
reagentes no interior da célula fazendo com que ocorra a marcacéo fluorescente
apos a oxidacao (Martinez-Pastor et al., 2010). O ataque oxidativo as membranas
das células resultam em uma peroxidacao lipidica afetando dessa forma de
maneira negativa. O funcionamento dos espermatozoides, pois como dito
anteriormente o LPO apresenta uma correlagdo direta com o DNA da célula, desta
maneira causando danos irreversiveis (Brouwers & Gadella 2003).

2.4.1.5. Peroxidacéo lipidica (LPO)

A membrana plasmatica € responsavel por capacidades funcionais dos
espermatozoides, seus lipideos sdo o0s principais substratos para que haja a
peroxidacdo. A peroxidacao lipidica pode levar as células a apresentarem grandes
distarbios. Uma das razdes pela qual hd aumento de LPO em células
espermaticas é o estresse oxidativo (Sanocka and Kurpisz, 2004). Essa conducao
pode ser muito danosa aos espermatozoides pois os lipideos da membrana
destes gametas tém papel de extrema importancia na capacitacdo: quando ha
uma peroxidacdo desses lipideos de maneira excessiva, pode haver um
descontrole nos niveis de EROS, fazendo com que ocorra alguma disfuncéo de
maneira irreversivel nas células. Um método que pode ajudar nesse controle, € a
utilizacdo de antioxidantes para que regulem a quantidade de radicais livres na
membrana para que a célula cumpra seu papel de maneira correta (de Lamirande
and Gagnon, 1995).
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3. HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1. Hipotese

Nanocapsulas de nudcleo lipidico contendo resveratrol protegem o0s

espermatozoides de danos oxidativos apos o descongelamento.

3.2.  Objetivo Geral

Avaliar o efeito de nanocapsula de nudcleo lipidico contendo resveratrol, frente

a espermatozoides bovinos descongelados.

3.3. Objetivos Especificos

e Validar de teste de toxicidade utilizando sémen bovino
criopreservado;
e Medir os parametros cinético utilizando o sistema casa em
espermatozoides bovinos criopreservados;
e Utilizar citometria de fluxo para medicdo de parametros
espermaticos como:
= Integridade de membrana
= Fragmentacédo de DNA
» Funcionalidade de mitocondria
» Peroxidagéo lipidica (LPO)

= Concentragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
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4. CAPITULO 1

4.1.

Manuscrito 1 - Nanoresveratrol protects and stimulates sperm cell

machinery.

(Manuscrito conforme normas do jornal Frontiers Pharmacology)
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Abstract

Semen cryopreservation has been increasingly used for both scientific studies
and practical application. This system presents some problems which seek a
better understanding and resolution in a practical way, this can be with the use of
compounds which can dribble and combat possible damaging mechanisms to the
cells. Resveratrol is a polyphenolic compound with antioxidant, anti-inflammatory
and anti-tumor activity, yet its consumption helps prevent heart disease, diabetes
and obesity. In order to improve delivery and better absorption, resveratrol was
nanoencapsulated and tested in cryopreserved sperm cells, both in its nano form
(LNC-Res) and its free form (Res), at concentrations of 5, 25, 50, 100, 200 and
400uM. After thawing, spermatozoa were incubated for 15 and 60 minutes, after
which their parameters were analyzed: membrane integrity, DNA fragmentation,
acrosomal reaction, mitochondrial functionality, reactive oxygen species (ROS)
and lipid peroxidation (LPO). The analyzes were performed in flow cytometry and
kinetic analyzes in the CASA system, where the total and progressive motilities
were observed. Therefore, the results showed that in the membrane integrity
analyzes, after 60 min there was a reduction in the intact membrane levels at the
concentrations of 25, 50, 100, 200 and 400 pM. In the analysis of DNA
fragmentation, no statistical difference was detected in relation to the control,
which is in agreement with the results obtained in the LPO and ROS analysis,
where both showed a decrease in 15 min and in the analyzes of ROS a statistical
difference between all the treatments and control. The functionality of the
mitochondria observed a statistical difference between LNC-Res in
concentrations of 50 and 100uM when compared with 400uM of Res after 60
minutes. Finally, it was noted that in the acrosomal reaction analyzes, there was
an increase in the concentrations of 100, 200 and 400uM in both LNC-Res and
Res in the first 15 min, in 60 min only the concentrations of 200 and 400uM of
LNC-Res showed an alteration. With these results, it can be seen that resveratrol
did not induce toxicity to bovine sperm cells and it was observed that this
compound in its nanoencapsulated form stimulated the intracellular antioxidant
machinery generating a protection for them. It may prove to be a promising

pharmaceutical form for the drug in question.
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Keywords: Antioxidant, flow citometry, Nanotechnology, Resveratrol, Sperm cells.

1.

Introduction

The use of cryopreserved semen is under constant study in search of
better motility rates after thawing. The development of products to improve
this thawing is necessary, and with the use of several compounds with
numerous functions, a satisfactory result can be achieved. A great challenge
in the use of cryopreserved semen is the free radicals, which can generate
damages to the cells directly influencing its morphology and motility (1).

With this, the study of antioxidant compounds is of utmost importance
resolution of this issue (2). Resveratrol (Res) is a polyphenolic antioxidant
compound (3) present abundantly in different food like grapes, peanuts and
blueberries (4). In grapes it is predominantly found in its bark, making red
wine the largest source of this compound (3). This compound present two
isomeric forms, cis and trans, being the second form widely used in the
pharmaceutical industry and found more easily in nature. However, trans-
resveratrol has a photosensitive characteristic: when exposed to solar, white
or 360 nm ultraviolet (UV) light, the cis-isomerisation can occur (6,7). The
trans-resveratrol, has several pharmacological properties, like antioxidant
(8,9) and anti-inflammatory activity (8). Due to its protective effect against
oxidative stress, it has been described to be used in treatments of
pathological conditions such as cardiovascular diseases, inflammatory
responses, cancer, obesity and diabetes (11,12).

This compound has been explored both in its free form and more
recently in nanocapsules (13-15). Nanoencapsulation brings many benefits
compounds: increasing of aqueous solubility, greater protection of the
compound against the degradation and changes in their functional groups,
and controlled release for the target tissue(16). It is important to emphasize
that nanoencapsulated compounds confer the possibility of minimizing

deleterious effects on cells by modifying their bioavailabity (17).
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In studies conducted previously by our research group can be
observed with the addition of LNCs associated with different compounds
during the in vitro maturation of oocytes and embryo culture in vitro an
increase in embryo cleavage, production of blastocysts(18,19) and hatching
rate(20). More recently, in another study conducted by our research group,
Silva et al. (21) performed a series of toxicity tests of different concentrations
of lipid core nanocapsules (LNC) and chitosan-coated lipid core
nanocapsules (LNC-CS) using bovine spermatozoa, measuring the kinetic
parameters, membrane and acrosomal integrity, lipid peroxidation and
genomic DNA damage. The results of this study showed that there is no
toxicity from LNCs and LNC-CS below 40% (v/v) concentration. Seeking to
associate the possible beneficial effects of resveratrol with the properties
conferred by lipid core nanocapsules, the present study was conducted to
determine the effect of different concentrations of nanoencapsulated
resveratrol (LNC-Res) on sperm kinects and motility parameters, viability,
plasma membrane and acrosome integrity, LPO, production of reactive
oxygen species (ROS), as well as genomic DNA fragmentation in post-thaw

bull semen.

2. Materials and Methods

2.1.1. Synthesis and avaluation of LNC

The synthesis of trans-resveratrol-loaded lipid-core nanocapsules
dispersed in water was performed by the self-assembling method. Trans-
resveratrol (0.010 g), caprolactone (0.100 g), capric / caprylic triglycerides
(0.165 ml) and sorbitan monostearate (0.0385 g) were dissolved at 40°C in
acetone (24 mL) and ethanol (3 mL). Under magnetic stirring and controlled
temperature, the organic phase was injected into the agqueous phase of 53
mL containing polysorbate 80 (0.0770 g). After 10 min, the evaporation of
the organic solvents occurred under reduced pressure at 40 ° C (9 mL). As
already known, resveratrol is very sensitive to light, so it is necessary that

this production be made in amber bottle protected from light.
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2.1.2. Physicochemical Characterization of the Formulations

Using a potentiometer DM-22 (Digimed, Brazil), the pH values of the
suspensions were determined. The Zetas-ZS model ZEN 3600 (Nanoseries,
Malvern, UK) was used to measure the mean diameters (z-mean),
polydispersity index and zeta potential. To perform the analisis the diluition of
samples was made in MilliQ® water or 0.01 mol / L NaCl aqueous solution,
respectively. In order to ensure the size of the formulated particles, the
suspensions also underwent laser diffraction analysis (Mastersizer® 2000,
Malvern Instruments, Malvern, UK), mainly observing if they did not present

submicrometric size.

2.1.3. Analytical Procedure

Using high performance liquid chromatography (HPLC) at 305 nm, trans-
resveratrol analysis was performed. To determine the content of resveratrol
(total concentration, Ct) in the formulation (105 pL), the nanocapsules are
dissolved in 10 mL of acetonitrile (Tedia Company Inc., Ohio, USA) and
subsequently undergoing filtration using a 0.45 pyL (Millipore filter). Employing
the Shimadzu® system HPLC model Shimadzu LC-20A system (LC-20AT
pump, SPD-M20A photodiode-array (PDA) chromatography analysis was
performed along with system controller BM-20A, autosampler SIL-20A (Tokyo,
Japan) and a Phenomenex RP-Gemini C18 (150 x 4.6 mm, 5 um) with a
guard-column. The mobile phase, a was used Milli-Q® water and HPLC grade
acetonitrile (1:1 v/v) containing 0.5 mg of TBA per milliliter of mobile phase
and adjusted to an apparent pH of 3.0 £ 0.5 corrected with 10% (v/v) acetic
acid. The calculation of encapsulation efficiency (EE%) made according to
Komninou, 2016 (20).

2.2. Semen processing and experimental design

Commercial frozen semen straws from tree bulls were thawed in a water
bath at 36 °C for 30 s being suspended in 2 mL DMEM medium (Vitrocell,
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Campinas, SP, Brazil). The samples were centrifuged twice for 5 min at 200
xg to remove cryoprotectants from media. The pellet was resuspended in the
same medium and added to the treatments. The treatments used were Res
and LNC-Res at the concentrations of 5uM, 25uM, 50uM, 100uM, 200uM and
400uM in both forms of the compound and were then incubated at 36 ° C for
the predetermined time for the study, 15 and 60 min for later analysis in the

CASA system and in cytometry flow.

2.3. Sperm kinetics analysis

The diluted and incubated samples of the treatments were analyzed using
Computer-Assisted Sperm Analysis (AndroVision®, Minitube, Germany). For a
reliable evaluation, 10 fields of each slide were observed for recording and
observing the spermatic parameters. The following parameters were then

analyzed: Total motility (%) and progressive motility (%).

2.4. Cytometry analysis

For the analysis of flow cytometry, we used the Attune® Acoustic Focusing
Cytometer (Applied Biosystems). For cellular debris exclusion, except for DNA
fragmentation index analyzes, the staining of the cells by Hoechst 33342 at
the final concentration of 16.2 uM (Sigma-Aldrich - Saint Louis, MO, USA) was
used. We selected 10,000 spermatic events per sample with a flow of 200
cells/s. The results obtained were analyzed using the software Attune
Cytometric Software v2.1.

2.4.1. Membrane integrity

For the evaluation of membrane integrity, 20uM carboxyfluorescein
diacetate (CFD) was used to generate green fluorescence and 7,3uM
propidium iodide (Pl) (Sigma-Aldrich — Saint Louis, MO, EUA) red
fluorescence. Spermatozoa were classified as non-damaged (CFD+/PI-),
damaged (CFD+/Pl+; CFD-/Pl+; CFD-/PlI-) and total membrane
analyzed(22,23).
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2.4.2. DNA fragmentation analysis

DNA fragmentation index was determined by Sperm Chromatin
Condensation Assay (SCCA)(24). For analysis was added 10uL of semen
already containing the treatment, 5uL TNE (0.01 M Tris-HCI; 0.15 M NacCl;
0.001 M EDTA; e pH 7,2) after 30s of incubation, 10uL of Triton (Triton X-100
0,1%) (v/v) was added to the sample and finally, after 30s of incubation, 5uL
of acridine orange (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) was added. This
combined probe was then incubated for 5 minutes. The results of these flow
cytometric analyzes were expressed as percentage of spermatozoa with DNA

fragmentation.

2.4.3. Mitochondrial functionality

For this analysis, 13.0 yM Rhodamine 123 fluorescence dyes are used
which fluoresces in green color and the fluorophore Pl in concentration of 7,3
MM (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) showing red fluorescence. The
intact spermatozoa, which did not present red fluorescence (Pl -), were
selected and classified in high functionality (high fluorescence, high
accumulation of Rhodamine 123) and low functionality (low fluorescence, low

accumulation of Rhodamine 123) (22).

2.4.4. Lipid peroxidation

To evaluate lipid peroxidation, the spermatozoa after being placed in
contact with the treatments were loaded with Bodipy C11 (25) with a final
concentration of 1uM. This probe after undergoing oxidation, changes its color
from red to green. Measurement of the lipid peroxidation rate is performed by

the median intesity of green fluorescence.

2.4.5. Concentration of reactive oxygen species (ROS)
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For this evaluation, the fluorescent dye 2'7'-dichlorofluoresceinadiacetate at
the final concentration of 1 uM was used, which emits green fluorescence
when oxidized by intracellular ROS and IP at the final concentration of 7.3 uM.
The green fluorescence emitted from live spermatozoa was then observed (IP-

) (26).

2.5. Statistical analysis

Differences between experimental groups on CASA derived parameters,
membrane integrity, acrosome integrity, concentration of reactive oxygen
species, lipid peroxidation, DNA fragmentation index and mitochondrial
functionality were analyzed by two-way ANOVA followed by Tukey’s multiple
comparisons test. All data are reported as means * standard error of mean, and

P values below 0.05 were considered statistically significant.

3. RESULTS

3.1. LNCs synthesis and characterization

In a macroscopic observation, the nanoencapsulation of LNC-Res resulted in a
liquid having a homogeneous white milky coloration. The mean pH presented was
5.7 and the Zeta potential was -13.2 mV. Laser diffraction analysis showed volume-
weighted mean diameter, D [4,3], of 156 nm for LNC-Res. The dynamic light
scattering analysis showed a mean z-average diameter of 181.2 for LNC-Res. The

resveratrol content was 1 mg.ml™* in the Res-LNC formulation.

3.2. Sperm kinetics

The effects of resveratrol and nanoencapsulated resveratrol on the sperm total
and progressive motility are displayed in Table 1.

Resveratrol in its free form at all concentrations tested decreased the sperm
total and progressive motility when compared to control (p <0.05) after at 15

minutes and 60 minutes of incubation. After 15 minutes of incubation, the LNC-Res
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at concentrations of 100, 200 and 400 uM, did not induced a significant decrease in
total motility parameter. In contrast, the LNC-RES at 400 uM was the only
experimental group that did not present a increased in progressive motility when
compared to the control group. Data showed that the incubation of spermatozoa
with both RES and LNC-RES at all concentrations tested induced a decrease in

sperm kinects parameters (p < 0.05).

Table 1. Sperm motility parameters of sperm
concentrations of Res and LNC-Res on motility and progressive motility of

bovine sperm cells after 15 minutes (A) and 60 minutes (B) incubation periods.

A

Groups (LM) Treatment

Motility (%)

Progressive

Motility (%)

0 -
Res
5
LNC-Res
Res
25
LNC-Res
Res
50
LNC-Res
Res
100
LNC-Res
Res
200
LNC-Res
Res
400
LNC-Res

55,69 +1,11°

46,86 +1,25¢
47,65 + 1,01
38,81 + 1,05¢
48,76 + 0,94
33,87 + 1,04¢
46,62 +1,17¢
38,21 +1,47¢
51,06 + 1,19
20,27 +1,05°
52,69 + 1,212
13,25 + 1,01
56,41 + 1,34°

38,54 + 1,65

32,92 +1,35¢
34,53 + 1,04
22,55 +0,97¢
34,85 + 1,07
18,60 + 1,07¢
37,75 + 1,16
19,17 +19,17¢
40,56 +1,28°
6,94 + 0,84°
43,09 +1,24°
2,61+0,48°
49,76 +1,32°

incubated in different
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Groups (UM)  Treatment

Motility (%)

Progressive

Motility (%)

0 -
Res
5
LNC-Res
Res
25
LNC-Res
Res
50
LNC-Res
Res
100
LNC-Res
Res
200
LNC-Res
Res
400
LNC-Res

44,65 +1,18?°

31,22 + 0,89«
37,09 £ 1,00°
29,81 + 0,96
33,94 + 1,03
27,22 +0,81%
30,07 +1,15%
23,27 +0,92¢
27,63 + 1,10%
12,61 + 0,748
21,38+ 1,29
10,06 + 0,728
21,82 + 1,29

28,63 + 1,267

15,34 + 0,87
21,08 +0,91°
13,37 +0,77¢
21,3240,92°
12,07 + 0,90°%
20,43 £0,99°
8,39 +0,50°
19,24 + 1,15
2,81+0,37
13,99 + 1,05¢
2,34 +0,35
13,45+ 1,27¢

Data shown as Mean + Standard Error. N= 3 bull semen samples; p>0,05

3.3. Membrane integrity

After 15 minutes of incubation, no detrimental effects of both RES and
LNC-RES on sperm membrane integrity was observed (Fig. 1A). When
compared to the control group_after 60 minutes, a significant decrease of
percentage of spermatozoa with intact membrane was observed in the LNC-
RES treatment at concentrations of 25, 50, 100, 200 and 400uM (p < 0.05, Fig.

1B).
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Figure 1. Sperm membrane integrity evaluation in the experimental groups
Res and LNC-Res at concentrations of 0, 5, 25, 50, 100, 200 and 400 uM at
15 minute (A) and 60 minutes incubation periods (B). Different letters indicate
significant difference between experimental groups (P < 0.05). Data are
expressed as means + standard error of the mean (SEM).
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Observing the analyzes of DNA fragmentation index, none of the

concentrations tested showed statistically significant difference (p> 0.05) in

comparison to the control in both incubation times (Figs. 2A and 2B).

A

0.024

0.00-

Sperm cells with damage DNA (%)

Sperm cells with damage DNA (%)
o
g

25 50 100 200 400
Treatment (pM)

25 50 100 200 400
Treatment (uM)

Ml Res
B LNC-Res

W Res
B LNC-Res

Figure 2. Evaluation of DNA Fragmentation Index in the Res and LNC-Res

experimental groups at concentrations of 0, 5, 25, 50, 100, 200 and 400 yM
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779 at 15 minutes (A) and 60 minutes incubation (B). Different letters indicate
780 significant difference between experimental groups (P < 0.05). Data are
781 expressed as means + standard error of the mean (SEM).
782
783 3.3.2. Mitochondrial functionality
784
785 Analyzing the results of the sperm mitochondrial functionality (Figure 3)
786 can be observed that after 15 minutes of incubation (Fig. 3A), none of the
787 experimental groups showed statistical difference when compared to the
788 control (p > 0.05). It was possible to observe that the LNC-Res in
789 concentration of 50 and 100uM presented significant difference when
790 compared to the treatment of Res in concentration of 400 uM (p<0,05). After
791 60 minutes (Fig. 3B), none of the treatments presented statistical difference in
792 comparisons with control (p<0,05).
793

A

80+
Bl Res

Bl LNC-Res

0 5 25 50 100 200 400
Treatment (uM)

Sperm cell with high funcionality (%)
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795
796 Figure 3. Evaluation of mitochondrial integrity in the Res and LNC-Res
797 experimental groups at concentrations of 0, 5, 25, 50, 100, 200 and 400 uM
798 at 15 minutes (A) and 60 minutes incubation (B). Different letters indicate
799 significant difference between experimental groups (p < 0.05). Data are
800 expressed as means + standard error of the mean (SEM).
801
802
803 3.3.3. Lipid peroxidation
804
805 In the lipid peroxidation analyses (Figures 4A and 4B), observing figure
806 4 which shows the graph of the analyses performed after 15 and 60 minutes of
807 incubation, all the treatments tested decreased the spermatozoa percentage
808 of lipid peroxidation when compared to the control group (p <0.05).
809 Interestingly, concentrations of LNC-Res 200 and 400 uM led to a lower
810 percentage of spermatozoa exhibiting lipid peroxidation when compared to

811 their free form at the same concentrations (p <0.05).
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Sperm depicting peroxidative damage (%)

Figura 4. Lipid peroxidation analyses, where sperm depicting peroxidative
damage (%) were observed using the Res and LNC-Res treatments at the
concentrations 0, 5, 25, 50, 100, 200 and 400 pM at the 15 minutes (A) and

60 minutes (B). Different letters indicate significant difference between
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experimental groups (P < 0.05). Data are expressed as means * standard

error of the mean (SEM).

3.3.4. Reactive oxygen species (ROS) production

In the ROS analyses, a significant decrease of ROS levels were
Res and LNC-Res
concentrations (Fig. 5A) when compared to the control. The LNC-Res in the
concentration of 400 uM differed from the Res and LNC-Res in the

observed after 15 minutes of

incubation with all

concentrations 5 and 25 uM, but also presented statistical difference of the
treatments with Res in the concentrations of 50, 100 and 200 uM (p<0,05).
After 60 minutes (Figure 5B), a statistical difference was observed in all

treatments when compared to the control experimental group (p> 0.05).

>

125000+

100000+

75000+

50000+

Sperm cells with high ROS levels (AU)

25 50 100 200 400
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Bl LNC-Res
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300000+
Bl Res

Bl LNC-Res
2250004

2 150000+

75000+

0 5 25 50 100 200 400
Treatment (uM)

Sperm cells with high ROS levels (AU)

Figure 5. Reactive oxygen species (ROS) production evaluation in the
experimental groups Res and LNC-Res at concentrations of 0, 5, 25, 50,
100, 200 and 400 uM at 15 minute (A) and 60 minutes incubation times (B).
Different letters indicate significant difference between experimental groups

(P <0.05). Data are expressed as mean + standard error of the mean (SEM).

4. Discussion

Observing the sperm motility and progressive sperm motility, it can be
observed that in 15 minutes of incubation all the treatments using res presented
a decrease while the treatments using LNC-Res in concentrations of 100, 200
and 400 uM did not present statistical difference in relation to the control. This
similarity to the control can be explained by the fact that the treatment with LNC-
Res has a better bioavailability than in its free form, increasing its solubility and
promoting better absorption of the drug by the cell (27). In 60 minutes, there is a
decrease in both indicated parameters, which is explained by the stress caused
by thawing or environmental influences (28).

In the membrane integrity test, after 60 minutes, there was a decrease in the

percentage of intact membranes in the treatments using LNC-Res at
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concentrations of 25, 50, 100, 200 and 400 uM. In agreement with these
observations, Maxwell and Watson (29) reported in their study the preservation
of ram spermatozoa, which shows the rupture of these membranes after thawing
after 60 minutes. Due to of its ability to promote the activity of various antioxidant
enzymes, helping to maintain some of the mechanisms by which the cells
already come (30), but with the incubation time the cell membrane ends up
having a decrease in its integrity percentage. When wused in its
nanoencapsulated form, which has advantages, such as improved
bioavailability, it increases the resistance time of the molecule in a way that
directs the molecule to where it should be released (6), it protects the cells from
the action of free radicals, which generates oxidative stress in spermatozoa,
which would lead to an increase in lipid peroxidation (LPO) (31). However, in the
LPO analyzes, no increase was identified, it can only be observed that after the
incubation, in the 200 and 400 uM LNC-Res concentrations, the LPO suffered a
reduction in its percentage in the cells, in comparison with the same
concentrations of Res in its free form, confirming that the LNC-Res has its
optimized delivery, helping to protect the sperm cells without causing them any
kind of toxicity.

When observed the results obtained in the DNA analyzes, it was noted that
there were no statistical differences between the experimental groups, which is
explained by the fact that the levels of LPO did not increase, directly influencing
the levels of DNA damage(30). These results are in agreement with what Fraser
and collaborators (32) found in their research, relating the increase of the LPO in
sperm cells of the swine species with the damage of the DNA of these
spermatozoa (33). Also, Res may have a protection effect int is groups. This
molecule has an ability to prevent the oxidative damage of the target cell DNA,
reducing inflammatory responses (34).

Because it is an antioxidant polyphenol, resveratrol has an ability to inhibit
the formation of ROS by enzymatic and non-enzymatic systems within cells,
more precisely in the mitochondria. Mitochondria are large producers of ROS,
which are prevented by the antioxidant effect (35,36). These observed results of
the decrease of ROS in all concentrations, is in line with the results obtained by
Li and his collaborators (37) where there was a decrease in the concentration of

this analysis when the Res was used in its two highest concentrations. The
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functionality of the mitochondria is a very important process for the cell to remain
with its correct functioning. This organelle plays an important role in the
production of ATP through the process of oxidative phosphorylation, causing
sperm motility to occur correctly. Another important function performed by
mitochondria is the source of reactive oxygen species (ROS) (38). Thus, in the
analyzes performed to detect the functionality of the mitochondria, which did not
present significant statistical differences in comparison to the control, only
difference was observed when incubated for 15 minutes in concentrations of 50
and 100uM LNC-Res when compared to Res in its free form at the concentration
of 400uM, which presented an increase, being able to be explained by the fact
that mitochondria produce ROS and resveratrol to be an antioxidant against this
production.

5. Conclusion

In conclusion, in addition to not inducing toxicity to bovine spermatozoa, LNC-
Res stimulated intracellular antioxidant machinery. Observing the results, it can

be said that LNC-Res at the concentration of 400mM was the best tested.
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5. CONCLUSAO

Em conclusdo, podemos destacar que o0s espermatozoides bovinos
criopreservados podem realmente ser utilizados para obtencédo de respostas através
de seus parametros quando observadas as diferentes concentracdes. No trabalho
realizado concluimos que o composto em questdo, o0 resveratrol nao induziu
toxicidade as células espermaticas bovinas e foi observado que este composto em
sua forma nanoencapsulada estimulou a maquinaria antioxidante intracelular gerando

uma protecdo para a elas principalmente na concetracao de 400uM no LNC-Res.
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