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RESUMO

SOARES, italo Augusto da Costa, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro
de 2016.Uso da melatonina na criopreservacdo do sémen caprin®@rientador:Ciro
Alexandre Alves Torres. Coorientador: Giovanni Ribeiro de Carvalho.

Objetivou-se neste estudo verificar se a melatonina influencia a integridade estrutural
da membrana plasmatica, o acrosssoaproducdo de peroxido de hidrogénio e
atividade mitocondrial dos espermatozoides caprinos criopreservados, bem como,
verificar o potencial uso deste antioxidante em meio diluente comercial para
criopreservacao de sémen. Foram utilizados dois machos adultos da raca Alpina e dois
da raca Saanen. Foi utilizada vagina artificial obtesetete ejaculados por animal.

Apés a coleta, fez-se a avaliacdo das caracteristicas por meio de testes
complementares. Em seguida, o sémen foi diluido com os seguintes tratamentos:
Botubo\? (T1), Botubo’ + 1uM (T2), Botubo’ + 1 mM Melatonina (3), Botubow’

+ 2 mM Melatonina (), BotuboW¥’ + 3 mM Melatonina (3) e Botubo? + 4 mM
Melatonina (). Em seguida foram avaliados a motilidade progressiva e vigor
esperméatico. O sémen foi envasado em palhetas de 0,25mL, que foram resfriadas a
5°C, durante trés horas. O pré-congelamento foi realizado em vapor de nitrogénio
durante 15 minutos. Apés esse periodo, as palhetas foram imersas no nitrogénio para
o congelamento final do sémen. As partidas foram descongeladas em banho-maria a
37°C por 30 segundos, acondicionadas em microtubos e homogeneizadas para as
andlises de motilidade e vigor esperméticos, teste de termorresisténcia e citometria de
fluxo. No sémen fresco, as caracteristicas de motilidade e vigor mantiveram-se dentro
de parametros normais. As médias de motilidade e vigor para o sémen descongelado
diferiram entre os tratamentos, para aqueles utilizaram melatonina a partir de 1 e 2mM,
principalmente apés o descongelamento nos tempos zero e 30 minutos, sendo
observado diferencas ao longo de todo TTR (P < 0,05). A andlise por citometria de
fluxo, para quase todas as caracteristicas, apresentou diferengcas entre o tratamento
controle e os demais tratamentos (P < 0,05) quando a concentracdo de melatonina
excedeu valores entre 1 e 2 mM no diluente. Conclui-se que a melatonina, em elevadas
concentracdes, apresenta resultados insatisfatorios no congelamento de sémen caprino
e quesuaadicdo nas concentracdes de 1 uM no diluente ndo afetou qualquer parametro

avaliado neste estudo.
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ABSTRACT

SOARES, italo Augusto da Costa. Universidade Federal de Vicosa, February,2016
Use of melatonin n cryopreservation of goat semenAdvisor. Ciro Alexandre Alves
Torres. Co-advisor: Giovani Ribeiro de Carvalho.

The aim of this study was to verify whether melatonin affects the structural integrity
of the plasma membrane, acrosssoma, the production of hydrogen peroxide and
mitochondrial activity of sperm cryopreserved goats, as well as to investigate the
potential use of this antioxidant in commercial diluent for semen cryopreservation.
Two adult males of the Alpine race and two Saanen were used. For semen collection
was used artificial vagina resulting in seven ejaculations per animal. After collection,
made up the evaluation of the characteristics through additional tests. Then, semen was
diluted with the following treatments: Botubov® (T1), Botubov® + 1uM (T2),
Botubov® + 1 mM Melatonin (T3), Botubov® + 2 mM melatonin (T4), Botubov® +

3 Melatonin mM (T5) and Botubov® + 4 mM Melatonin (T6). They were then
evaluated motility and sperm vigor in each treatment. The semen was packaged in 0.25
ml palettes, which were cooled to 5 ° C for three hours. The pre-freezing was
performed in liquid nitrogen vapor for 15 minutes. After this period, the palettes were
immersed in nitrogen for the final freezing of semen. The palettes were defrosted in a
water bath at 37 ° C for 30 seconds, put into microtubes and homogenized for analysis
of spermatic motility and vigor, heat resistance test and flow cytometry. In fresh
semen, the motility and vigor remained within normal parameters. The average
motility and vigor to the defrosted semen differ between treatments to those used
melatonin from 1 and 2 mM, especially after defrosting at zero and 30 minutes, and
observed differences throughout TTR (P <O, 05). The integrity of the plasma
membrane and acrossomal, production of peroxides and sperm mitochondrial activity
were assessed by flow cytometry and for almost all the features presented differences
between control treatment and other treatments (P <0.05) when the concentration of
melatonin exceeded values from 1 and 2 mM in diluent. It is concluded that the
addition of melatonin, in high concentrations, shows unsatisfactory results in freezing
goat semen and that the addition of melatonin in 1 uM concentrations in the diluent

did not affect any of the parameters evaluated in this study.
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1. INTRODUCAO

A inseminacao artificial (IA) € uma biotecnologia de grande relevancia que
apresenta como principal objetivo o répido avango genético, com melhor
aproveitamento de reprodutores de caracteristicas produtivas superiores e aumento na
eficiéncia reprodutiva e sanitaria do rebanho (VISHWANATH, 2003).

A qualidade seminal ¢ de fundamental importancia para o sucesso da IA,
por isso seu processamento deve preserva-la ao maximo. Os processos de
congelamento e descongelamento causam diminuicdo da concentracdo dos
espermatozoides viaveis por dose de sémen congelado, e com isso reducdo do retorno
econdmico tanto para o proprietario como para as Centrais de Inseminacao Artificial
(CASTILHO, 2008).

Os diluentes possuem a funcao béasica de proteger os espermatozoides das
fases criticada criopreservacdo. Um bom diluente deve possuir baixa toxicidade a
célula espermatica; osmolaridade adequada, onde o espermatozoide caprino possui
maior viabilidade em meios hipertonicos entre 425 e 525 mOsm; poder nutritivo e
tampao eficaz; estabilizadores de membrana; pH em torno da neutralidade e, por fim,
ser de facil preparo e baixo custo (PURDY, 2006). Sendo que, um dos pré-requisitos
para o sucesso da IA é o uso de um diluente capaz de ndo comprometer ou minimizar
lesGes nas membranas dos espermatozoides.

Para diminuir os efeitos das espécies reativas de oxigénio (ROS), existem
nos espermatozoides e no plasma seminal, potentes agentes antioxidantes (catalase,
superoxido dismutase, vitamina E, 4dcido ascorbico, etc.) que previnem a formagao de
radicais livres. Todavia, este sistema ndo € suficiente para prevenir a peroxidacao dos
lipidios, especialmente durante a estocagem in vitro (resfriamento e/ou congelamento),
onde a produgdo de radicais livres € significativamente aumentada como resultado de
mudangas metabdlicas (BANSAL e BILASPURI, 2011).

Os mecanismos antioxidativos do sémen quando lavado ou diluido para a
criopreservacao sao reduzidos. O metabolismo dos espermatozoides, no s€émen com
altas concentragdes espermaticas, gera grande quantidade de ROS. Esses fatores levam
ao estresse oxidativo e injurias das células espermaticas (SOARES & GUERRA, 2009;
LEAHY et al., 2010).



Estudos sugerem que a melatonina participa na regulacdo das defesas
antioxidantes do plasma seminal de ovinos, visto que, apresentou correlacdo positiva
com o0s niveis seminais das enzimas glutationa redutase, superoxido dismutase e
catalase. (CASAOet al 2010). A fim de melhorar a qualidade do sémen
criopreservado por meio da prevencgéo ou reducdo do estresse oxidativo, a adicao do
antioxidante melatonina nos diluidores seminais e o uso de implantes subcutaneos de
melatonina em diversas espécies tem sido reportado (CABA?010c; SUCCLet
al.; 2011; SILVAet al, 2011; Llet al, 2012)

Objetivou-se no presente estudo testar um diluente acrescido de
melatonina capaz de minimizar os efeitos deletérios provocados pela sintese excessiva

de ROS durante o processo de criopreservacdo do sémen caprino.
2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Plasma Seminal e sémen caprino

O plasma seminal constitui a parte liquida do sémen secretado pelas
glandulas vesiculares, epididimo, ductos deferentes, prostata e glandulas
bulbouretrais. E isoténico e neutro, rico em substancias organicas e inorganicas, como
a frutose, acido ascorbico, inositol, sodio, potassio, célcio, fosfolipidios,
prostaglandinas, enzimas e proteinas que servem para proteger e nutrir 0s
espermatozoides (MAIA, 2010).

Além destes compostos o plasma seminal € constituido por 75 % de agua.
A frutose é o aclUcar mais metabolizavel, e fonte energética dos espermatozoides.
Outros compostos como: sorbitol, inositol, &cido citrico, glicerilfosforilcolina,
fosfolipidios, e prostaglandinas auxilismmovimentacdo dos espermatozoides nas
vias genitais da fémea (GUERREIRO, 2002).

O plasma seminal caprino possui essencialmente trés funcdes: auxilia o
transporte dos espermatozoides pelas vias genitais masauiante a ejaculacao;
ativa os espermatozoides previamente imoveis; e proporciona um meio tamponado e
rico em nutrientes essenciais para a sobrevivéncia dos espermatozoides depositados
nas vias genitais femininas.

O sémen caprino possui algumas peculiaridades em relacédo aos de outras

espécies, como: sintese e secregcdo de enzimas com atividade fosfolipase pelas



glandulas bulbouretrais (LEBOEUF, 2000); presenca de agentes antioxidantes
(catalase, superoxido dismutase, vitamina E, acido ascorbico, melatonina etc.) no

espermatozoide e plasma seminal.

2.2. Criopreservacao de sémen caprino

A producdo espermatica dos capriafetada por fatores como raga,
idade, nutricdo, fotoperiodo, temperatura ambiente e umidade, responsaveis por
variacfes nas caracteristicas espermaticas do ejaculado (CHEMINEAU, 1986).

Os primeiros espermatozoides caprinos foram congelados por Smith e
Polge (1950),e desde entdo, inUmeras pesquisas tém sido realizadas visando
estabelecer protocolos de resfriamento e criopreservacdo do sémen, sendo todos
baseados em curvas de resfriamento que essencialmente seguem o mesmo modelo
proposto desde o seu advento.

Durante o processo de criopreservacao, o sémen é resfriado da temperatura
de 37 ° para 20 °C, o que parece ndo ocasionar danos relevantes ao espermatozoide
guando este se encontra diluido em meio diluidor adequado (KEITH, 1998).

O estresse térmico inicia quando o espermatozoide passa da temperatura
do corpo para cinco °C (SQUIRES al, 1999), este advento ocorre devido a
membrana plasmatica ainda se encontrar enfiase de transicdo do estado liquido
cristalino, para o estado de gel (AMANN & PICKETT, 1987; GRAHAM, 1996;
MEDEIROS, 2002). Sendo este efeito minimizado via controle da taxa de resfriamento
entre as faixas de temperaturas de 19 °C a oito °C, adicdo de lipideos (gema de ovo)
ou lipoproteina (leite) ao diluente (GRAHAM, 1996), além do uso de curvas de
resfriamento lentas (-0,05 °C/min).

A curva de resfriamento é considerada o principal entrave no processo de
criopreservacao do sémen (WATSON, 1995). Durante o resfriamento, a taxa de queda
de temperatura entre 19 e oito °C € um importante fator na ocorréncia de alteractes
morfologicas e funcionais do espermatozoide, devido a ocorréncia de mudancas
irreversiveis na atividade metabdlica da membrana plasmatica do espermatozoide,
levando a ruptura e perda de componentes celulares (GRAHAM, 1996).

Ainda no resfriamento, as proteinas da membrana podem se agregar,
aumentando a permeabilidade da membrana espermatica e reduzindo o metabolismo

celular.No resfriamento de maneira inadequada, o espermatozoide sofre um fenbmeno
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conhecido como choque térmico (AMANN & GRAHAM, 1993), com danos
irreversiveis a célula esperméatica que se caracterizam por alteracdes nos padrdes
normais de motilidade (movimento circular ou retrégado), perda rapida de motilidade
progressiva, danos no metabolismo, alteracées na membrana plasmatica, acrossoma,
concentragdes intracelulares de célcio e desorganizacdo da bicamada lipidica
(WATSON, 2000; COOTERtal., 2005).

Diferentes periodos de equilibrio sdo descritos para criopreservacao do
sémen caprino (SAHNI e ROY, 1972; WAID# al, 1997; DEKA e RAO, 1985).

Essa diversidade pode ser devido a diferentes composi¢cdes dos meios diluidores
utilizados no congelamento (DEKA e RAO, 1985). Segundo Das e Rajkkonwvar
(1995) e Dutteet al. (1996), o periodo de equilibrio ideal para criopreservacao de
sémen caprino encontra-se entre uma e quatro horas.

Durante o processo de criopreservacao, existem duas faixas de temperatura
que sao consideradas criticas ao espermatozoide: o periodo de super-resfriamento
(zeroa menos cinco °C) e a de formacao de cristais de gelo (menas -4&is’C)
(WOELDERS, 1997). A medida que a temperatura é reduzida abaixo de 0°C, a
amostra torna-se super-resfriada, e os cristais de gelo extracelulares comecam a se
formar a partir da 4gua contida no meio circundante. A formacédo de gelo no meio
extracelular aumenta a concentragcdo de solutos e, com isso, um novo gradiente
osmotico, aliado ao fato de a 4gua intracelular congelar-se mais lentamenteugue a ag
do meio extracelular, a mesma sai do espermatozoide desidratando-o. (WATSON,
2000; ANDRABI, 2007). Neste ponto, a curva de congelacao deve ser lenta o bastante
para evitar o congelamento da agua intracelular e rapida o suficiente para evitar o
contato da célula desidratada com o meio hiperosmético, pois uma desidratacao severa
promove desnaturagdo das macromoléculas e encolhimento excessivo da célula até
ocorrer o colapso da membrana espermatica (MEDEIROS, 2002).

A desidratacdo € um evento desejavel, pois reduz a probabilidade de se
formarem grandes canais de gelo intracelulares que causariam asaggisuturas
internas e, ou, a membrana plasmatica do espermatozoide (SQUIRES, 1999).

Outra etapa de grande relevancia e que afeta diretamente a funcao
espermatica € o descongelamento. A curva de descongelamento ideal depende da

curva utilizada para o congelamento. Espermatozoides criopreservados em curva lenta



devem ser descongelados lentamente, dando tempo suficiente para que os cristais de
gelo descongelem e ocorra a rediluicdo dos solutos extracelulares, reidratando
gradativamente a célula espermatica. Se o0 espermatozoide €& descongelado
rapidamente, o gelo passa para fase liquida diluindo o soluto do meio e a agua entra
no espermatozoide que se encontra hiperconcentrado, danificando-o. (GRAHAM,
1996). Ja as curvas rapidas de congelamento exigem que os espermatozoides sejam
descongelados rapidamente a fim de que o gelo intracelular ndo tenha tempo de sofrer
recristalizacdo (GRAHAM, 1996; SQUIRES al, 1999).

2.3. Meios diluidores e agentes crioprotetores

O sémen caprino é extremamente sensivel ao choque térmico, as variacées
de pH e pressdo osmotica da solucdo diluente (DEKA & RAO, 1985), e para que o
espermatozoide ejaculado sobreviva por longos periodos, é necessaria a adicdo de
meios diluidores protetores no sémen, aumentando assim a viabilidade espermatica e
0 numero de doses destinadas a inseminacao artificial (AISEN, 2008).

Existem varios meios diluidores de sémen para caprinos, compostos por
diferentes formulac@es e ingredientes. No entanto, o meio diluidor ideal deve possuir
as seguintes propriedades: disponibilizar os nutrientes adequados e em quantidades
suficientes aos espermatozoides; atuar como tampao estabilizando as mudancas de pH;
proporcionar um ambiente isotdnico mantendo a osmolaridade igual a do plasma
seminal; proteger o espermatozoide do choque térmico durante a refrigeracdo, bem
como protege-lo das lesbes causadas na membrana plasméatica e acrossomal durante
congelamento e descongelamento; e controlar a proliferagdo microbiana. Ou seja,
criar um ambiente que garanta que o0 espermatozoide ndo sofra alteragoes
morfofisioldgicas e funcionais, garantindo deste modo que o sémen criopreservado
promova uma boa taxa de fertilidade apds a inseminacao (MAIA, 2010).

Os meios para criopreservagao do sémen caprino podem ser constituidos a
base de citrato de sodio, gema de ovo, lactose, agua de coco, Tris e leite bovino
desnatado em po e reconstituido (BARBOSA, 1999). Sendo o meio composto também
por um crioprotetor penetrante (glicerol, etilenoglicol ou dimetil sulféxido), sais
(citrato de sodio ou acido citrico) e antibidticos (penicilina ou estreptomicina)
(PURDY, 2006).



2.3.1. Diluentes a base de gema de ovo

O efeito protetor da gema de ovo sobre a membrana plasmatica da célula

espermatica ocorre devido a reposicdo de fosfolipidios perdidos em funcdo da
mudanca brusca de temperatura durante o resfriamento (HAMMERSEERIT,
1990). Durante o choque térmico, lipoproteinas de baixa densidade, como a
fosfatidilcolina, interagem com a estrutura lipidica da membrana plasmética e
minimizam o choque térmico. Essa interacdo ocorre principalmente na fase de
equilibrio (processo de resfriamento a cinco °C).

A gema de ovo previne também a liberacdo da enzima hialuronidase pela
célula espermatica (FOULKES, 1977). Aboagla e Tereda (2004) sugerem que a adicédo
de gema de ovo aos meios para o sémen caprino aumenta substancialmente a proporcao
de espermatozoides viaveis recuperados apos a descongelacéo.

No entanto, segundo Maxwell e Evans (1985 diluidores utilizados na
criopreservacdo de sémen caprino devem apresentar 2,5 % de gema de ovo, uma
porcentagem mais baixa do que a utilizada em outras espécies, pois 0 seu plasma
seminal possui a enzima coaguladora da gema de ovo; e também por existir no seu
plasma seminal enzimas com atividade fosfolipase que catalisam a hidrolise das
lecitinas presentes na gema de ovo em lisolecitinas, com acdo detergente sobre lipideos
de membrana e acidos graxos, sendo entéo, altamente toxicos para a célula espermatica
(IRITANI E NISHIKAWA, 1964; PELLICER-RUBIO et al, 1997). A lecitina
também esta presente na membrana plasmatica do espermatozoide caprino,
ressaltando-se a importancia da composi¢ao enzimatica do sémen e do meio diluente
para criopreservacdo de sémen nesta espécie (SIMPLICIO E MACHADO, 1989
BARIL et al.,1993. A concentracdo desta enzima varia com o macho e o ejaculado,
sendo mais elevado no sémen obtido por eletroejaculacdo, devido a maior presenca de
plasma seminal no ejaculado.

2.3.2. Diluentes a base de leite

O leite desnatado é considerado um dos diluentes de eleicéo para a espécie
caprina (BARBOSA, 1999). A eficiéncia das proteinas (caseinas) do leite na
criopreservacdo do sémen se assemelha ao da gema de ovo, pois sua cCOmposicao
proteica atua como tampao, e sua acéo quelante diante dos metais pesados, diminuem
os efeitos deletérios causados durante o resfriamento (SALOMON & MAXWELL,



2000). O efeito deletério do diluente a base de leite e a fracéo glicoproteica do plasma
seminal caprino (NUNES, 1982), que é responséavel por hidrolisar os fosfolipideos da
membrana plasmatica e os triglicerideos do leite desnatado, ezsultaacido graxo

(acido oleico) téxico aos espermatozoides (PELLICER-RU&I@L, 1997).

2.3.3. Crioprotetores ndo penetrantes

Os crioprotetores ndo penetrantes sao substancias constituidas por
macromoléculas, lipidios e proteinas que nao atravessam a membrana plasmatica dos
espermatozoides. Os mais utilizados sdo gema de ovo, leite, carboidratos (glicose,
frutose, lactose, sacarose, manose, rafinose, trealose), polimeros sintéticos
(polivinilpirrolidona e metilcelulose) e albumina sérica bovina (HOLT, 2000;
LEBOEUFet al,, 2000; KEITH, 1998). Essas substancias auxiliam no congelamento,
pois tornam o meio diluidor hipertdbnico com o aumento da osmolaridade do meio
extracelular, que por gradiente de concentracdo permite a passagem de aguardo inte
da célula espermética para o meio extracelular, de modo a inibir a formacéo de cristais

de gelo no interior da célula durante a criopreservacdo (GONZALEZ, 2004).

2.3.4. Crioprotetores penetrantes

Em geral, os crioprotetores penetrantes sao formados por moléculas
lipofilicas, que possuem capacidade de atravessar a membrana plasméatica do
espermatozoide e atuam de acordo com suas propriedades coligativas com a agua. As
ligacdes de hidrogénio formadas entre agua e crioprotetor alteram a orientacdo das
mesmas nos cristais de gelo, limitando a sua formacao e retardando crescimento dos
cristais de gelo (NASH, 1966; ROWE, 1966; WATSON, 1979). Além de diminuir a
agua intracelular e, consequentemente, o tamanho e o niumero de cristais de gelo, estes
agentes diminuem o ponto crioscépico intracelular, de forma a manter maior
guantidade de agua no estado liquido sob baixas temperaturas, diminuindo a
concentracao intracelular de solutos e propiciando ambiente menos deletério a célula
espermatica durante a criopreservacao (WATSON, 1995).

Sao classificados em dois grupos: os alcoois (glicerol, etilenoglicol, entre
outros) e as amidas. Sendo que o0 agente crioprotetor permedavel ideal deve possuir
baixo peso molecular, alta solubilidade em meio aquoso e baixa toxicidade celular
(NASH, 1966; MEDEIROS:t al, 2002).



O crioprotetor pode causar danos osmoticos aos espermatozoides, mas
cada espécie responde de maneira diferente em relacdo a acdo do agente crioprotetor.
O sémen caprino é ligeiramente toleesantessas condicdes e resistem de forma mais
efetiva ao glicerol (MEDEIROS®t al, 2002). O uso deste agente em concentracdes
acima de sete % pode também resultar em danos irreversiveis a célula espermética
devido seu alto grau de toxicidade. Esses danos incluem mudangas nas estruturas
citoplasmaticas, alteracdo da polimerizacdo da tubulina e interferéncia direta nas
proteinas de membrana (PARKS e GRAHAM, 1992).

2.4. Estresse Oxidativo e Antioxidantes

No intuito de minimizar os danos oriundos do processo de criopreservacao,

0 uso de agentes antioxidantes tem sido investigado, visto que, aumentam 0 sSucesso
do congelamento por melhorar as condi¢cdes do ambiente em que 0s espermatozoides
estdo expostos, minimizando efeitos deletérios provocados pela sintese excessiva de
ROS, que reduzem os danos as membranas e modulam os mecanismos de capacitacdo
espermatica e reacao acrossomal (CA®Aal, 2010; LOOMIS & SQUIRES, 2005).

As ROS que representam maiores implicacdes na biologia reprodutiva e
fertilizac&o sdo representadas pelo peréxido de hidrogénio (H202), o &nion superoxido
(O2), o radical peroxila (ROO-), e o radical hidroxila (OH-) com alto poder reativo
(SIKKA, 1996; MANEESHE JAYALEKSHMI, 2006; ORTEGA FERRUSOLA et al.,

2009; REITERet al, 2013). Existem ainda os oxidantes derivados do nitrogénio, que
sdo denominados de espécies reativas de nitrogénio (RNS) (TURRENS, 2003), com
destaque para o 6xido nitrico (ON-o peroxinitrito (ONOO").

A formacdo de ROS em pequenas quantidades exerce fundamental
importancia na viabilidade espermética e fertilizacdo, uma vez que os radicais O
H20O: participam dos mecanismos de capacitacéo, hiperativagédo, reacéo acrossomal e
fusdo do espermatozoide ao ovocito em varias espécies (MAIA e BICUDO, 2009).
Porém, quando a sua producdo excede a capacidade antioxidante do meio intra e
extracelular, instala-se o estresse oxidativo, caracterizado por peroxidacdo da
membrana lipidica, lesdes de membrana plasmatica e acrossomal, e danos importantes
ao DNA celular (GUTHRIE & WELCH, 2012). Além disso, o estrese oxidativo
também prejudica o potencial de atividade mitocondrial e a capacidade fertilizante dos



espermatozoides papsoducdo de embrides viaveis (SHANGal, 2004; AITKEN
et al, 2010).

Durante o congelamento, os efeitos deletérios do estresse oxidativo séo
desencadeados tanto pela retirada da maior parte do plasma seminal, o qual possui
capacidade antioxidante (BUSTAMANTEt al, 2006), quanto pelo estimulo a
producao de ROS durante a criopreservacéo (WATSON, 2000). As principais enzimas
gue degradam as ROS séo a catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx), glutationa redutase (GRd) e glutamilglicina ligase (GCL)
particularmente abundantes no plasma seminal de mamiferos (REtT&R013).

Além de enzimas, outros agentes antioxidantes do plasma seminal que atuam de forma
adegradar as ROS, tais como: albumina, taurina, hipotaurina, piruvato, lactato, acido
ascorbico, tocoferol e ergotinina (BALL, 2011).

O uso de antioxidantes exdgenos no sémen tem apresentado resultados
favoraveis, reduzindo a concentracdo de malonaldeido (MDA) nas amostras seminais
em decorréncia da menor taxa de peroxidacao lipidica e, e consequentemente, menos
danos esperméaticos e melhor conservagdo celular durante o processo de
criopreservacéo (SARLO& al, 2002). Entretanto, a terapia com antioxidantes pode
apresentar efeitos indesejaveis quando a dose de seguranca € ultrapassada, pois assim,
inibem excessivamente a formacdo das ROS e suas funcdes fisiologicas
desempenhadas nos espermatozoides, impossibilitando que ocorra a hiperativacao,
capacitacao e reacdo acrossomal (CARVALEeICal, 2002, LAMIRANDE et al,

1997; SANOCKA & KURPISZ, 2004).

2.5. Melatonina

2.5.1. Sintese, secrecdo e metabolismo da melatonina

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) € sintetizada a partir do
aminoacido essencial triptofano, e secretada principalmente pela glandula pineal de
mamiferos, mas existem outras estruturas reprodutivas periféricas que a produzem
provavelmente para seu proprio uso (IT@Hal, 1999; TOSINI & FUKUHARA,
2002).

A melatonina é sintetizada quase que exclusivamente durante a escotofase,

e secretada em grandes quantidades no inicio da fase escura, sendo cerca de 100 vezes



mais elevada do que durante o dia (DRIJFHGUEl, 1996). Este horménio é um

dos componentes essenciais na regulacéo reprodutiva dos animais sazonais, visto que,
todo o eixo hipotalamico hipofisario gonadal é influenciado positivamente pela
melatonina na espécie caprina (REITERal., 2013). No entanto, a producédo de
melatonina extra pineal possui acdo autécrina ou paracrina, enquanto a maior
concentracdo plasmatica do horménio se deve a sintese pela glandula pineal
(STEFULJet al,, 2001).

O aminoacido essencial triptofano € capturado na corrente sanguinea e por
reacdes bioquimicas é biotransformado em melatonina. O triptofano é primeiramente
hidroxilado pela enzima triptofano-5-hidroxilase (T-5-H) a 5- hidroxitriptofano, que é
descarboxilado pela 5-hidroxitriptofano  descarboxilase (5-HDT) a b5-
hidroxitripitamina (serotonina), acetilado pela arilalkilamina-N-acetiltransfersare
(AANAT ou NAT) a N-acetilserotonina e metilado em melatonina pela enzima
citosolica hidroxindol-O-metiltransferase  (HIOMT), chamada também de
acetilserotonina O-metiltransferase (ASOMT) (SIMONNEAUX & RIBELAYGA,
2003; REITERet al,, 2009).

Devido a sua natureza lipofilica, logo apods sua sinéeseg¢retada sem
nenhum mecanismo especifico, podendo difundir livremente pelas membranas
celulares e atravessar facilmente a barreira hematocefélica (VANECEK, 1998;
MALPAUX, 2006). Além disso, a maior parte da melatonina (60-80%) presente na
corrente sanguinea esta ligada a proteina plasmatica albumink glicoproteina
acida (KENNAWAY & VOULTSIOS, 2000). No entanto, a melatonina possui um
periodo de meia-vida curta (20 minutos na ovelha) (ZARAZASEAL, 1998), sendo
metabolizada principalmente, pela enzima hepatica melatonina 6-hidroxilase (SKENE
et al, 2001).

2.5.2. Acao antioxidante da Melatonina

A melatonina influencia independente de receptores, a fisiologia
reprodutiva do macho estimulando enzimas antioxidantes, e também, sequestrando
radicais livres (OH e ONOO-) que induziriam danos e apoptose das células
espermaticas (RODRIGUEz al, 2004; DU PLESSI®t al, 2010). (Figura 1).
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Figura 1. A¢des da melatonina reduzindo radicais livres. A melatonina estimula muitas
enzimas antioxidantes incluindo a superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase
(GPx), glutationa redutase (GRd) e glutamilglicina ligase (GCL); e também, inibe
enzimas pro oxidativas como, 6xido nitrico sintase (NOS). O radical anion superoéxido
(02 +—), peroxido de hidrogénio (H202) e radical hidroxila (-OH) sdo referidos como
espécies reativas de oxigénio (ROS), e o oxido nitrico (NO) e anion peroxinitrito
(ONOO-) sao referidos como espécies reativas de nitrogénio (RNS).

Fonte: reproduzido de Reiteral (2013).

A melatonina vem sendo largamente utilizada em sémen de varias espécies
no intuito de preservar a qualidade e viabilidade espermatica durante a
criopreservacao, pois sua propriedade antioxidante esta diretamente relacionada com
a qualidade espermaética, reducdo do processo apoptotico, inducdo da capacitacao,
hiperativagdo espermatica e reagdo acrossdmica.

Em sémen humano, a melatonina foi testada quanto a sua capacidade em
proteger os espermatozoides humanos da apoptose apds exposicdo a agentes toxicos.
Sendo quea adi¢cdo da melatonina inibiu 0 aumento da atividade das caspase-3 e
caspase-9, que sao essenciais para a realizacdo do processo apoptotico, além de reduzir
a externalizacdo da fosfatidilserina e dos niveis de ROS que levam a morte celular.
(ESPINOet al, 2010),

Shanget al (2004) ao induzirem a sintese de radicais livres em sémen
humano, verificaram aumento na atividade da succinato desidrogenase mitocondrial
sintese de ROS, e reducdo do potencial de atividade mitocondrial. Sendo que, as

alteracOes observadas para esses parametros foram reduzidas na presenca de
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melatonina.e com isso, 0s autores sugeriram 0 uso deste antioxidante em diluentes
seminais para proteger a célula espermética de danos oxidativos. DuePls2i6810

ao incubaiin vitro espermatozoides humanos com dois mM de melatonina, durante
120 min, verificaram que a melatonina foi efetiva na reducdo das concentracfes de
oxido nitrico no sémen, mas ndo na geracdo de ROS. Sendo que a porcentagem de
espermatozoides moveis com motilidade progressiva e rapida foi elevada, e
acompanhadas por um aumento na viabilidade espermatica identificado pela sonda
fluorescente lodeto de Propidio (IP).

Estudo realizado com espermatozoides de ratos obtidos da cauda do
epididimo e incubados com mercurio apresentou reducao na motilidade e atividade das
enzimas antioxidantes, e aumento na geracdo@e &l produtos de peroxidagéo
lipidica. Porém, quando coincubados com melatonina (mercurio + melatonina) todas
as mudancas induzidas pelo metal pesado foram revertidas para niveis encontrados em
espermatozoides normais (RAO & GANGADHARAN, 2008).

Espermatozoides de roedores obtidos da cauda do epidédiratados
com pesticida organofosforado (Diazinon) apresentaram extensa ruptura do DNA e
cromatina, porém, quando a melatonina foi administrada antes do pesticida, os danos
ao DNA foram drasticamente reduzidos (SARARd al, 2009).

Em bdfalos Nili-Ravi, 0 uso da melatonina foi testado durante o processo
de sexagem espermati@revelou que a melatonina no diluidor, é altamente eficaz
para protecdo dos espermatozoides bubalinos destinados a coloracdo, sexagen
espermatica e criopreservacao. Inferindo que, espermatozoides bubalinos previamente
tratados com melatonina tenham uma melhor capacidade de fertilizacdo e taxas de
prenhez aumentadas em programas de transferéncia de embrides ou inseminacao
artificial (LI et al, 2012).

A incubacao do sémen equino com melatonina nas concentracdes zero, 50
pM, 100 pM, 200 pM ou unuM a 37 °C por trés horas, apresentou reducéo nas
alteragbes que normalmente estdo associadas a apoptose (aumento da permeabilidade
da membrana plasmatica e do baixo potencial de atividade mitocondrial), além de
baixas concentracbes de produtos da peroxidacédo lipidica e uma maior fluidez da
membrana plasmatica dos espermatozoides (Slev&, 2011). Acompanhado das

melhorias funcionais peroxidacdo dos lipideos também foi reduzida na presenca da
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melatonina. Sendo assim, as acdes protetoras da melatonina foram consequéncias de
suas acoes diretas no sequestro de radicais livres e indiretas na estimulacéo de enzimas
antioxidantes.

Em suinos, a melatonina na concentracdo deuMifoi adicionado ao
sémen com objetivo de aumentar a vida Gtil do espermatozoide refrigerado (a 17 °C).
Apés os periodos de um, quatro ou sete dias, foram analisados os parametros referentes
a motilidade total e progressiva por analise computacional. Em citémetro de fluxo, foi
avaliado o potencial de atividade mitocondrial, a integridade da membrana plasmatica,

a fluidez da membrana e a integridade da membrana acrossomal. Sendo que, no dia
sete, 0 numero de espermatozoides estaticos aumentou e a percentagem de
espermatozoides com motilidade progressiva foi reduzida. Os dados de citometria
documentaram que a melatonina aumentou a porcentagem de espermatozoides viaveis
com acrossoma intacto e uma porcentagem significativamente maior de
espermatozoides permanecendo viaveis durante o periodo de armazenamento de sete
dias (MARTIN-HILDAGO et al,, 2011).

A adicdo de melatonina foi associada com a hiperativacdo de
espermatozoides suinos (MARTIN-HIDALG@t al, 2011) e de hamsters
(FUJINOKI, 2008). Sendo que, a hiperatividade nos estagios iniciais de
armazenamento pode ser resultado de uma elevada sintese de ATP, visto que,
melatonina possui alta solubilidade lipidica para atravessar o plasmalema do
espermatozoide e entrar nas mitocondrias (80al, 2007), promovendo a eficiéncia
do complexo mitocondrial e producéo de ATP (MARTéNal, 2000; MARTIN et
al., 2002; LEON et al., 2004). Porém as acdes da melatonina sobre a motilidade
espermatica podem ter sido uma consequéncia de sua interacdo com a calmodulina
(POZO et al, 1997; BENITEZ-KING & ANTON-TAY, 1993) que, entre as suas
varias fungdes, influencia elementos do citoesqueleto, modulando assim a motilidade
dos espermatozoides (REITERal, 2013).

O uso da melatonina no ejaculado de carneiros foi reportado por&uccu
al. (2011) ao adicionandatonina em concentragdes de 0,001 amivh no diluente,
verificaram que a adicdo da melatonina na concentragdo de um mM resultou em
maiores porcentagens de espermatozoides com motilidade progressiva, de

espermatozoides com velocidade médiaapida, altas concentracdes de ATP
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intracelular e maior integridade do DNA. Além disso, odcitos fertilizados por
espermatozoides tratados com melatonina exibiram melhores taxas de clivagem que
aqueles fertilizados por espermatozoides de carneiro congelados sem melatonina.
Casacet al (2010c), ao investigarem se 0 sémen de carneiro incubado com melatonina
nas concentragbes um puM, 10 nM e 100 pM durante a estacdo ndo reprodutiva,
relataram que a melatonina ndo apresentou influéncia sobre os parametros de
motilidade e de viabilidade espermatica, porém, na concentracdo de um puM, a
melatonina atuou reduzindo a capacitacdo espermatica e a translocacdo de
fosfatidilserina. Por outro lado, o tratamento com 100 pM aumentou a capacitacéo a
curto prazo, o que levou a elevadas taxas de fertilizacédo e clivagem na fertilizacéo in
vitro.

Além da adicdo de melatonina no diluente de criopreservacéo, também ja
foram utilizados em carneiros implantes subcutaneos de melatonina durante e fora da
estacdo reprodutiva, e apds a coleta e criopreservacao a qualidade do ejaculado foi
avaliada (KAYAet al, 2001). Os resultados mostraram que a melatonina melhorou a
viabilidade pés-descongelamento durante a estacao reprodutiva, melhorando as taxas
de integridade das membranas plasmatica e acrossomal. Assim, pressypée-
sémen de carneiros tratados previamente com melatonina parece ser conservado
durante o processo de criopreservacao (REIFER, 2013). Casaet al (2010) pelo
Teste de Ligacdo a Zona Peldcida verificou a habilidade da melatonina em influenciar
a fertilidade do espermatozoide, constatando que ao utilizarem o sémen de carneiros
com e sem implantes de melatonina, observaram maior facilidade de ligacdo do
espermatozoide ao 00cito para 0s animais que receberam o implante. Além disso,
ovelhas inseminadas com sémen de doadores tratados com melatonina, exibiram

melhores taxas de fertilidade e fecundidade.

2.6. Teste de Termorresisténcia

O teste de termorresisténcia (TTR) consiste em incak@nostra de
sémen descongelada em banho-maria e manté-las sob determinada temgeratura
tempos pré-estabelecidos, para que ao longo do tempo, possa ser awaliado

motilidade progressiva e o vigor espermatico (CBRA, 1998
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O teste de termorresisténcia é utilizado para avaliar o comportamento
(motilidade e vigor) da amostra de sémen incubada a 37 °C por tempo determinado e,
desta forma, predizer a fertilidade seminal (VOGL&ERl, 1991).

O teste de termorresisténcia rapido € amplamente utilizado na avaliacao de
sémen criopreservade constitui uma prova de grande aplicabilidade especialmente
devido a sua correlagdo com fertilidade do sémen em programas de TE ou IA. A
associacdo da resisténcia dos espermatozoides imposta ao periodo de incubacéo
estabelecido pelo teste de termorressisténcia possui importantes implicacdes
fisiologicas e préaticas a campo, uma vez que, as correlacdes de fertilidadee a
canpo mostraram-se presentes (VISHWANATH & SHANNON, 1997).

2.7. Citometria de fluxo

2.7.1. Sondas Fluorescentes e Citometria de Fluxo

A utilizacdo de sondas fluorescentes, também designadas de fluorocromos,
na citometria de fluxo, é fundamental para o desenvolvimento desta técnica. As sondas
fluorescentes sdo sensivess obter informacdo acerca da estrutura, funcdo e
viabilidade das particulas que se deseja analisar por citometria de fluxo.

Quando se utiliza mais do que uma sonda fluorescente, é importante
salientar que estas devem possuir espectros de emissao diferentes para permitir
quantificar de forma separada as caracteristicas analisadas simultaneamente. No
entanto, ha situacbes em que os fluorocromos tém espectros de emissbes que se
sobrepdem, obtendo-se resultados ambiguos. Por esta razdo, os citbmetros possuem
um sistema informético de compensacédo ou subtracdo de sinal. No entanto, é dificil
predizer teoricamente o grau de compensacdo, devendo este ser ajustado
individualmente.

Os compostos fluorescentes podem marcar os componentes estruturais e
funcionais de interesse de diferentes formas, tais como: ligando-se especificamente a
esses componentes celulares (sdo exemplos os fluorocromos que marcam os acidos
nucleicos de cadeia dupla, proteinas ou lipideos). Também podem distribuir-se num
compartimento celular especifico (exemplo, no ndcleo, mitocéndrias ou vacuolos);
num compartimento especifico sub-celular em fungdo do seu estado funcional

(compartimento mitocondrial) e ser utilizados ligados a anticorpos ou lecitinas
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conjugadas com outros fluorocromos (a fluoresceina e a ficoeritrina). Também séo
utilizados como uma ndo marcagao, ou seja, como marcacgao negativa. Por exemplo,
exclusdo do iodeto de propidio (IP) permite avaliar a integridade da membrana
plasmatica.

O primeiro fluorocromo a ser utilizado como marcador foi o isotiocianato
de fluoresceina (FITC). Este é uma molécula pequena, com uma importante afinidade
para as proteinas. Por outro lado o FITC € excitado com o azul (488 nm). No entanto,
apresenta alguns inconvenientes relacionados com a quantificacdo. Ha que se ter em
conta, que uma molécula de FITC ndo é somente excitavel pela luz do laser sendo
também pela luz que provem de uma molécula de fluoro cromo que se encontra muito
préoxima.

Para estudos em células espermaticas, os fluorocromos mais utilizados séo
o IP (integridade da membrana plasmaética); FIFSAou FITC-PNA (integridade do
acrossoma); DCFDA (sintese ded4); JG-1 (potencial mitocondrial), BODIP#Y/591
(peroxidacdo da membrana espermdtieamerocianina— M540 (organizacdo da

bicamada lipidica

2.7.2. Citometria de fluxo em espermatozoides

A citometria de fluxo permite a observacéo de determinadas caracteristicas
das células por um sistema de fluxo, que permite a analise rapida, objetiva e
guantitativa de amostras de células em suspensédo. Esta técnica envolve a analise das
propriedades 6pticas (dispersao da luz e fluorescéncia) de particulas que fluem em uma
suspensao liquida, sendo esta particularidade uma das principais diferencas existentes
entre a citometria de fluxo e outras técnicas de analise quantitativa, como por exemplo,
a microespectrofotometria, que necessita da fixagdo de particulas a uma superficie (ex:
lamina).

A adaptacéo do citbmetro de fluxo para avaliacdo espermatica teve inicio
no estudo da mensuracdo do conteudo de D&lAua aplicacdo para analise
espermatica vem crescendo consideravelmest@tirmas décadas (EVENSOM al,

1980). A citometria de fluxo é uma ferramenta muito importante para a analise celular,
visto que, permite determinar, em poucos minutos, dados sobre todas as subpopulacdes

celulares de uma determinada amostra. Este fator torna o método de citometria de fluxo
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ideal para a avaliacdo de populagcbes heterogéneas, como a dos espermatozoides
(BATISTA e GUERRA, 2010).

Por microscopia Optica de fluorescéncia, normalmente, se conseguem
examinar apenas 200 células espermaticas, enquanto que por citometria de fluxo,
consegue-se examinar cerca de 30.000 espermatozoides em menos de um minuto.
Além disso, este sistema automatizado permite ter maior exatiddo nos resultados e
reducao no tempo de preparacéo, quando se compara com outras técnicas fluorescentes
(ARRUDA et al, 2011). A citometria de fluxo permite analises a alta velocidade e
além disso, garante que as particulas analisadas sejam selecionadas ae toda
populacao, sem qualquer subjetividade associada.

A analise por citometria de fluxo é objetiva, apresenta alta repetibilidade
experimental e permite que o pesquisador trabalhe com amostras de volume reduzido.
Além disso, o citbmetro de fluxo tem a capacidade de detectar marcadores por
multiplos fluorocromos associados a um unico espermatozoide, o que permite avaliar
simultaneamente mais de um atributo espermatico (CROD&S 1986).

A citometria de fluxo permite a observacdo de caracteristicas, como
tamanho da célula, forma e complexidade interna, assim como qualquer componente
ou funcdo do espermatozoide que pode ser detectado por um fluorocromo ou composto
marcado com fluorescéncia (CELEGHINI et al, 2007).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Periodo e local do experimento
O experimento foi aprovado pela Comissao de Uso de Animais de

Produgao (CEUAP - UFV 81/2014), conduzido no Setor de Caprinocultura e no
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Laboratdrio de Reprodu¢dao Animal do Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal de Vicosa, situados na cidade de Vigosa, Minas Gerais, cujas coordenadas
geograficas correspondem a 20°46°23"" latitude sul e 42°51°53"" longitude oeste,
altitude média de 692,74m, clima Cwa pela classificagdo de Képpen (inverno seco e
verdo umido), com temperatura média anual de 19,4 °C e precipitagdo pluviométrica

anual de 1221 mm?, no periodo de Margo de 2015 a Junho de 2016.

3.2. Delineamento Experimental

Foram selecionados como doadores de sémen quatro reprodutores
caprinos, sendo dois da raca Alpina e dois da ragca Saanen, mantidos em baias
individuais, clinicamente sadios e com histérico de fertilidade normal. De cada animal
foram coletados sete ejaculados, sendo realizadas duas coletas semanais de cada
reprodutor, totalizando 28 coletas durante todo o experimento. Antes do periodo
experimental, os animais foram esgotados e submetidos a exame androldgico de
acordo com o manual para exame androldgico e avaliacdo de sémen animal do Colégio
Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 2013) e foram considerados aptos para
reproducdo.

Os animais recebam alimentacdo volumosa composta de silagem de
milho e concentrado proteico, bem como sal mineral e aduiditum atendendo as
exigéncias nutricionais da categoria (NRC, 2006).

Para o congelamento dos ejaculados, foi utilizado o meio comercial Botu-
Bov®1 £mantioxidante, constituindo esse o diluente base para os tratamentas de 2
6. Os tratamentos testados diferiram quanto as propor¢des adicionadas de melatonina
®2, conforme segue:

Tratamento 1: Botu-B&(Grupo Controle)

Tratamento 2: Botu-B&v+ 1pum de Melatonina
Tratamento 3: Botu-B&+ 1mM de Melatonina
Tratamento 4: Botu-Bdv+ 2mM de Melatonina
Tratamento 5: Botu-B&+ 3mM de Melatonina
Tratamento 6: Botu-B&+ 4mM de Melatonina
18
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O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em
parcelas subdivididassflit plof), sendo a raca considerada o fator priméario e as

concentracdes de melatonina o fator secundario.

3.3. Colheitas e anélises do sémen fresco

As colheitas de sémen foram realizadas no periodo da manh&, com o
auxilio de fémeas em estro ou uma fémea em estro contida em tronco apropriado para
a espécie caprina. Os ejaculados foram obtidos por meio de vagina artificial,
preenchida com agua a 60 °C e ar até a obtencéo da pressédo adequada, obtendo-se a
temperatura média de 41 °C (40 a 42 °C) no ato da coleta. Como revestimento da
mucosa da vagina artificial foi utilizado sacos plasticos estéreis em forma de funil,
onde na extremidade mais fina acops@um tubo plastico de centrifuga graduado
(15mL). Esse mesmo tubo foi revestido externamente com material isotérmico, a fim
de evitar mudancas bruscas de temperatura do sémen com o ambiente. Em seguida, o
ejaculado foi levado ao laboratério, para ser analisado e processado.

O tubo de colheita foi acondicionado a temperatura ambiente, da mesma
forma, o diluente Botubd&y que foi retirado do banho-maria (37 °C) assim que o
ejaculado foi coletado.

Todo material utilizado na avaliacdo do sémen encontrava-se previamente
aquecido, em uma placa aquecedora regulada para temperatura de 37 °C.

Na avaliagdo fisica do sémém naturg foram analisadaas seguintes
caracteristicas volume (mL), turbilhonamento (1-5), motilidade espermatica
progressiva retilinea (%), vigor (1-5) e concentracdo espermatica
(espermatozoides/mL). Uma gota (10 pL) de sémen fresco de cada ejaculado foi
colocada em uma lamina previamente aquecida a 37 °C e entdo avaliado o
turbilhonamento (movimento espermatico em massa) em aumento de 100 X em
microscopia de luz. Posteriormente, colocada uma laminula previamente aguecida a
37 °C sobre a gota de sémen e, em aumento de 400 X, foram avaliados a motilidade
espermatica progressiva retilinea e o vigor espermatico, tal como preconizado pelo
CBRA (2013).

Em microtubos de 1,5mL contendo um mL de solucgéo fixadora de formol

salina tamponada, foram acondicionadas aliquotas do sémen suficiente para
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turvar a solucdo, para andlise morfolégica dos espermatozoides por meio de
preparacao Umida e com auxilio de microscopia de fase em aumento de 1000 X. Foram
contabilizadas 400 células por ejaculado e a porcentagem dos defeitos espermaticos
(maiores, menores e totais) foi registrada segundo os critérios estabelecidos por Blom
(1973) e preconizados pelo Colégio Brasileiro de Reproducédo Animal (CBRA, 2013).
Para realizagdo da concentracdo espermética foi retirada uma aliquota de
10 pL do sémen, que foi diluida em 1980de solucdo formol salina, resultando em
um fator de diluicdo de 1/200 (sémen:solucdo). O numero de células espermaticas foi
quantificado com o uso de uma camara de Neubauer, e por meio da formula abaixo,

sendo assim estimada a concentracao total do ejaculado (e):

e = n
1/10* X 5/25** X 1/200***

n= numero de espermatozoides contados em 5 campos da cdmara de Neubauer;

* = distancia entre |lamira e a lente da cadmara de Neubauer;
**= naimero de quadrados contados sobre o total existente na cdmara dedxreubau
***= fator de diluico.

O valor encontradé em cn? (espermatozoides/An Para transforma-lo

o valor em mL foi necessario multiplica-lo por 1000 (espermatozoides/mL).

3.4. Congelamento de sémen

ApOs a diluicdo, o sémen foi envasado em palhetas Tfvide 0,25 mL
com concentracao final de 50 x®*&8permatozoides viaveis/paleta. As palhetas foram
colocadas em um tubo de ensaio de vidro (15 mL), hermeticamente fechado.
Posteriormente, o tubo de ensaio foi colocado no interior de um tubo plastico (240 mL)
contendo 120 mL de alcool absoluto, ambos mantidos a temperatura ambiente (24 °C),
e levado ao interior de uma geladeira, a temperatura de cinco °C, por trés horas,
seguindo a curva de resfriamento (45 min) e tempo de equilibrio de duas horas e 15
min.

O congelamento foi realizado em vapor de nitrogénio liquido (- 108 °C),
colocando-se as palhetas, em uma plataforma telada cinco cm acima da lamina de

nitrogénio liquido por 15 min. Apds este periodo, as palhetas foram mergulhadas no
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nitrogénio liquido. A seguir as palhetas foram acondicionadas em raques, e

armazenadas em botijao criogénico, para posteriores analisgs.

3.5. Avaliacéo in vitro da viabilidade espermatica

As palhetas foram descongeladas em banho-maria a 37 °C, por 30
segundos, acondicionadas em microtubos plasticos de 1,5 mL e homogeneizadas. Em
seguida, andlises de motilidade progressiva e vigor espermatico, foram realizadas por

meio de microscopia de contraste de fase, em aumento de 200 X (CBRA, 2013).

3.6. Teste de Termorresisténcia (TTR)

Uma amostra de sémen de cada partida, apdés o descongelamento, foi
submetida ao teste de termorresisténcia (TTR) para avaliagdo de sua motilidade apés
0 estresse térmico. A motilidade progressiva retilinea e o vigor espermatico foram
avaliados nos tempos zero, 30, 60, 120 e 180 min de incubacdo em banho-maria a 37
°C (VOGLER et al., 1991). Tal procedimento se deu em fungéo do valor de referéncia
(motilidade > 30 e vigor > doig) para liberacéo de sémen criopreservado para utilizacao

em programas de inseminacéo artificial (CBRA, 1998

3.7. Citometria de fluxo

A analise por citmetria de fluxo das amostras foi realizatb Nucleo de
Microscopia e Microandlises da UFV em aparelho BD FACSVers& ENuipado
com laser de argbnio (azul488 nm de emissdo com 20 mW de poténcia), laser UV
(vermelho- 640 nm de emissao com 40 mW de poténcia) e filtros A (Long Pass 507
nm / Band Pass 527/32 nm), B (LP 560 nm / BP 568/42 nm), C (LP 665 nm / BP
700/54 nm), D (LP 752 nm / BP 783/56 nm), E (LP 660 nm / BP 660/10 nm) e F (LP
752 nm / BP 783/56 nm).

Para o ajuste do aparelho, foram utilizadas amostras de sémen fresco de
bodes com fertilidade comprovada, diluidas em PBS na concentracdo de cifico x 10
espermatozoides/mL. As particulas ndo espermaticas (debris) detectadas foram
eliminadas, efetuando uma triagem sobre a populacao de interesse.

Particulas com caracteristicas de dispersdo semelhantes as dos
espermatozoides, mas sem conteudo de DNA suficiente para analise também foram

excluidas.
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As amostras foram primeiramente analisadas sem corantes, para que assim
determinasse o local especifico onde se localizava a populacdo espermatica, sendo este
estipulado como padrao para analise. Em seguida, as amostras foram coradas com as
sondas fluorescentes de forma a identificar os espermatozoides marcados.

Os testes foram repetidos até a obtencdo de resultados coerentes com a
viabilidade previamente conhecida do sémen utilizado e, com isso, 0 melhor ajuste

(compensacao) obtido para cada sonda foi estipulado como padrao

3.7.1. Avaliagdo da produgdo de peroxido de hidrogénio intracelular (DCFDA/IP)

A produgao de peroxido de hidrogénio intracelular foi avaliada mediante a
utilizacdo do fluordforo diacetato de diclorodihidrofluorosceina (DCFDA), que, ao
penetrar na célula ¢ oxidado pelo peroxido de hidrogénio intracelular emitindo
fluorescéncia verde.

Para avaliacdo da producao de perdxido de hidrogénio intracelular, foi
seguido o protocolo proposto por Macias-Garcia et al. (2012a). Uma aliquota de 500
uL da amostra diluida em meio PBS (5 x 10° sptz/mL) foi adicionada a um microtubo
(dois mL) aquecido em banho maria a 37 °C, e corada com 0,5 uL. DCFDA® (um
mg/mL (um mg/mL; anexo B) durante 30 min. Apds esse periodo, 150 pL da amostra
incubada retirada e corada com trés pL de IP, permanecendo incubada por mais cinco
minutos. Foram entdo adicionados 150 puL de PBS e destinado a leitura no citometro
de fluxo. Foram contabilizadas 20.000 células, numa taxa de 400 células/segundo, com
os filtros A (DCFDA oxidado) e C (IP, células ndo viaveis) e excitagdao de 488 nm.

Foram observadas quatro populagdes celulares: LL, células com
membrana plasmatica integra sem perdxido de hidrogénio intracelular; UL, células
com membrana plasmatica lesionada sem peroxido de hidrogénio intracelular; UR,
células com membrana plasmatica lesionada e com peroxido de hidrogénio
intracelular; LR, células com membrana plasmatica integra e com perdxido de
hidrogénio intracelular (figura 2a).

A fim de quantificar a concentracao de perdxido de hidrogénio intracelular,

foi realizada analise do histograma quanto a média de emissao do
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fluor6foro DCFDA pelas células de membrana plasmatica integra captada no filtro A

em relacdo a essa populagdo (figura 2b).

(a) (b)
P1
UL UR | P |
:0.15 40.51 400 | |
10 e =
17,]
@ 350
=
& % 300 P
% 25D
B o 200
=
¢ P.. ; g 150
— £ P _
ol 100
Z .
ad = AW 50
LL LR -
a3ls2 ;  15.82 = ‘ = :
10 10 10! 10 108 10010 1= o 10
DCFDA DCFDA

Figura 2: (a) Grafico de contorno (contour plot) gerado pela anélise por citometria de
fluxo, em amostra corada com IP e DCFDA, permitindo a classificagdo de
espermatozoides em quatro categorias: LL, células com membrana plasmatica integra
sem peroxido de hidrogénio intracelular; UL, células com membrana plasmatica
lesionada sem perdxido de hidrogénio intracelular; UR, células com membrana
plasmatica lesionada e com perdxido de hidrogénio intracelular; LR, células com
membrana plasmatica integra e com peroxido de hidrogénio intracelular. (b)
Histograma da populacao de células com membrana plasmatica integra (P2) analisada
quanto a distribui¢do da fluorescéncia emitida pelo DCFDA: P3, células com peroxido
de hidrogénio intracelular; P4, células sem perdxido de hidrogénio intracelular.

3.7.2. Avaliacdo da integridade de membrana plasmatica e acrossomal (IP/FITC-

PSA)

A integridade da membrana plasmadtica espermadtica foi avaliada por meio
da sonda iodeto de propideo (IP), sonda impermeavel a membrana, que cora o nicleo
celular em vermelho quando a mesma encontra-se lesionada (MATYUS et al., 1984).
Para avaliacdo da integridade acrossomal foi utilizada a aglutinina Pisum sativum
conjugada com isotiocionato de fluoresceina (FITCPSA), sonda incapaz de penetrar a
membrana acrossomal intacta, corando em verde somente aqueles espermatozoides

reagidos ou com acrossoma lesionado (CROSS et al., 1986) ao se ligar em moléculas

de a-manose dispostas na matriz acrossomal (CELEGHINI ez al., 2007).

23



Para avaliagdo da integridade da membrana plasmatica e acrossoma
adotou-se o protocolo proposto por Oliveira et al. (2012) modificado. Uma aliquota
de 150 pL de sémen diluido em PBS® (5 x 10° sptz/mL) foi incubada com 10 uL de
FITC-PSA’ (100 pg/mL; anexo B) e 3 uL de IP® (0,5 mg/mL; anexo B) em microtubos
plasticos (2 mL) dispostos em banho maria a 37 °C, por 10 minutos. Em seguida,
foram adicionados 150 pL de PBS e realizada a leitura no aparelho. Todas as amostras
continham 10.000 células analisadas, numa taxa de aproximadamente 200
células/segundo, nos filtros A (FITC-PSA, lesao acrossomal) e C (IP, lesdo de
membrana plasmatica) e excitacdo de 488 nm.

Foi possivel a observagdo de quatro categorias celulares, de acordo com as
combinagdes de lesdo de membrana plasmatica e de acrossoma: (LL), células com
membrana plasmadtica e acrossomal integras; (UL), células com membrana plasmatica
lesionada e acrossoma integro; (UR), células com lesdo de membrana e acrossomal;

LR, células com membrana plasmatica integra e acrossoma lesionado (figura 3).
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Figura 3: Grafico de contorno (contour plot) gerado pela analise por citmetiiuxo, em
amostra corada com IP e FITC-PSA, permitindo a classificacdo de espermatezogledro
categorias: LL, células com membrana plasmatica e acrossomal integras; lis, cétn
membrana plasmética lesionada e acrossoma integro; UR, células com lesé&thinme
acrossomalLR, células com membrana plasmatica integra e acrossoma lesionado.
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3.7.3. Avaliagdo do potencial mitocondrial (JC-1)

O potencial transmembrana mitocondrial (A%¥m) espermatico foi avaliado
mediante a utilizagio da sonda fluorescente JC-1° (iodeto de 5,5’,6,6’-tetracloro-
1,1,3,3’- tetraetilbenzimidazolilcarbocianina). Essa sonda ¢ um fluorocromo lipofilico
que se acumula na mitocondria de acordo com seu potencial de membrana. A
fluorescéncia verde ¢ caracteristica da forma monomeérica, que se acumula somente na
mitocondria despolarizada, com baixo potencial transmembrana (A¥Ym < 80-100 mV).
Quando o A¥Ym encontra-se acima de 80-100 mV, a fluorescéncia ¢ emitida em laranja,
em fun¢do da formagdo dos agregados de JC-1 na mitocondria polarizada
(FRACKZEK et al., 2012).

A andlise do potencial mitocondrial foi determinada de acordo com
protocolo proposto por Ortega-Ferrusola et al. (2010) modificado. Uma aliquota de
500 pL de cada amostra previamente diluida em meio PBS (5 x 10° sptz/mL) foi
incubada com 0,5 pL JC-1 (153 pM) por 40 minutos em banho maria a 37 °C. Apds
esse periodo a amostra foi destinada a leitura no aparelho.

Foram analisadas 30.000 células por amostra, em uma taxa de
aproximadamente 200 células/segundo, com os filtros A (JC-1 mondmeros) e B (JC-1
agregados) e excitacao de 488 nm.

Foi possivel a classifica¢do das células em trés categorias: com alto, médio
e baixo potencial mitocondrial. Para fins de andlise estatistica, foi considerado o

somatorio das células com potencial mitocondrial alto e baixo (figura 4).
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Figura 4: Grafico de contorno (contour plot) gerado pela anélise do sémen caprino por
citometria de fluxo, em amostra corada com JC-1, permitindo a classificagdo de
espermatozoides com alto potencial mitocondrial (UR, A¥m ) e baixo potencial
mitocondrial (LR, AWm b@x),

3.8. Analises Estatisticas

Para a andlise dos dados foi utilizado o softBsaéstical Analysis System
(SAS, 2002). O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
em parcelas subdivididasp(it plof), sendo a raca considerada o fator primario e as
concentracdes de melatonina o fator secundario, de acordo com o modelo matematico:
Yjj = resposta observada,;
1 = constante geral;
R = efeito referente a raca;
e(R) = erro aleatorio referente ao efeito da raca;
T; = efeito referente ao tratamento (concentracées de melatonina);
(RT); = efeito de interagao da raca e tratamento;

e(T) = erro aleatorio referente ao efeito de tratamento.

Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média. Para
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comparag¢do dos diversos parametros, entre os tratamentos, foi utilizada a andlise de
variancia (ANOVA) associada ao teste de Tukey. As variaveis qualitativas foram
avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis. O nivel de significincia adotado foi 5%
(P<0,05).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Sémen Fresco

As caracteristicas de todos ejaculados obtidos durante o periodo
experimental apresentaram-se dentro dos padrbes preconizados pelo CBRA (2013)

para o congelamento de sémen caprino comercial (tabela 1).

Tabela 1: Médias + erros padrio da motilidade e vigor espermatico total de
amostras de sémen caprino fresco

Animal Raca Motilidade (%) Vigor (1-5)

Animal 1 Alpina 78.57 £ 3.46 3.86+ 0.262
Animal 2 Saanen 82.86 £ 2.86 3.86+0.142
Animal 3 Alpina 80.00 + 3.09 4.00+ 0.222
Animal 4 Saanen 85.71 £ 2.02 4.14+0.142

Letras diferentes sobre as médias dentro da mesma coluna indicam diferenicatsigréf (p<0,05).

4.2. Teste de termorresiténcia (TTR)

Os tratamentos que utilizaram concentracdes de melatonina igual ou
superior a doisnM apresentaram quedas significativas em relacdo ao controle para 0s
parametros de motilidade e vigor (Tabela 2 e 3). Além do estresse oxidativo inerente
a criopreservacdo (HARRISON & VICKERS, 1990), sugszedn efeito citotoxico
da melatonina em elevas concentragoes.

Esses resultados, entretanto, sdo mais evidentes ao comparar as médias
obtidas de motilidade espermética registradas no tempo zero e 30 minutos de
incubagdo a 37 °C pos descongelamento (tabela 2). Sendo que, apos esse periodo, as
meédias registradas de todos os tratamentos revelaram motilidade abaixo de 30 %
(tabela 2), sugerindo que as amostras ndo atingiram 0s parametros minimos
preconizados pelo CBRA (2008) ao término do TTR.
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Tabela 2: Médias + erros padrao da motilidade espermatica total de amostras de
sémen caprino congelado com diferentes concentragdes de melatonina e avaliado
pelo teste de termorresisténcia em intervalos de 30 minutos apds descongelamento

Trat 0 1uM 1mM 2mM 3mM 4mM
Mot 0 4357 +1.72 43.21+1.93 38.21+1.55 35.36+ 156 34.29 + 1.48 30.00 + 1.63
Mot 30° 32.86+2.17 32.86+2.99 30.18+2.16 25.36 +2.38 21.79 +2.2% 20.18+2.18
Mot 60’ 26.43+2.3% 22.86+2.46 21.43+2.09 20.00 +2.3¢F 15.89 +2.21 13.21 +1.75
Mot 90° 20.00 £2.12 1554 +2.0% 17.32+2.06f 13.93+1.8% 11.79+1.98 10.18 +1.68
Mot 120° 13.21+£2.03 10.00+1.82 11.07+1.79 10.89+176 8.04+16 857141
Mot 150° 1054 +1.73 857 +1.76° 7.68+1.38° 7.32+153" 464+1.1P2 589+1.26°
Mot 180° 8.21+158 7.14+157 643+1.26° 554+1.19° 3.39+098 3.93x1.2%

Letras diferentes sobre as médias dentro da mesma linha diferem entre si peéoTeky
(p<0,05).

Tabela 3: Médias + erros padrao do vigor espermatico total de amostras de sémen
caprino congelado com diferentes concentracdes de melatonina e avaliado pelo
teste de termorresisténcia em intervalos de 30 minutos apos descongelamento

Trat 0 1uM 1ImM 2mM 3mM 4mM

Vigor 0 3.46+ 0.1 3.46+0.17 3.25+0.10* 3.11+0.09 3.04+0.10° 3.04%0.09
Vigor 30> 3.04+0.168 2.75+0.23* 3.00+0.18 2.54+0.20° 2.50+0.19 2.61+0.17
Vigor 60° 2.57+0.20¢ 2.25+0.20* 2.50+0.17 2.18+0.19® 1.93+0.18 1.93+0.18
Vigor 90° 2.21+0.19 1.89+0.21%° 2.07+0.18 1.89+0.19® 1.46+0.20° 1.57+0.19
Vigor 120 1.79+0.2¢¢ 1.43+0.19® 1.54+0.19%° 1.64+0.16° 1.18+0.19 1.50+0.15®
Vigor 150 1.43+0.172 1.32+0.19° 1.21+0.18° 1.11+0.17° 0.86+0.18 1.07+£0.16®
Vigor 180 1.21+0.172 1.00+0.18° 1.04+0.17° 1.00+0.17° 0.61+0.1% 0.68+0.1%

Letras minusculas diferentes sobre as médias dentro da mesma linha diferenpeltreste de

Kruskal Wallis (p<0,05).
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4.3. Citometria de fluxo

As andlises de sémen por testes complementares foram assa@ciadas
técnica de citometria de fluxo e sondas fluorescentes que rawvalé viabilidade
espermatica, producdo de perdxido de hidrogénio, status acrossomal, e potencial
mitocondrial, de modo a comparar os efeitos antioxidantes da melatonina em relagao
aos danos fisicos ou morfofuncionais provocados aos espermatozoides submetidos a

criopreservacao.

4.3.1. Avaliacao da integridade de membrana plasmatica e presenca de peroxido de
hidrogénio intracelular

Houve interacdo (P < 0.05) de tratamento e raca somente quanto a
populacdo de espermatozoides com membrana plasmatica integra e presenca de
peréxido de hidrogénio intracelular. O estudo apresentou diferenca (P < 0.05) entre as
racas somente para o tratamento controle, fato ndo observado entre os demais
tratamentos e que possivelmente pode estar relacionado ao efeito antioxidante da
melatonina (tabela 4). A partir da concentragcdo de melatonina demdibisfoi
observada na raca Alpina queda significativa em relacdo ao controle, sendo o mesmo
nao verificado para raca Saanen (tabgl&dndo assim, acredita-se que as alteracdes
encontradas na raga Alpina, sdo devido a uma maior sensibilidade desta raca em
relacdo a exacerbada acao antioxidante (CARVAldid@l, 2002, LAMIRANDE et
al., 1997; SANOCKA & KURPISZ, 2004) ou efeitos citotoxicos da melatonina.
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Tabela 4. Médias + erros padrédo das porcentagens de populacdes espermaticas
em relagcdo a producao de peréxido de hidrogénio e viabilidade espermatica em
amostras de sémen caprino congelado na raca AlpireSaanen, avaliadas por
citometria de fluxo

ALPINA SAANEN
Tratamento Membrana Integra Membrana Integra
Com H202 Com H202
0 35.38 + 3.72¢ 23.24 + 4.032
1uM 31.74 + 4.29" 23.40 + 4.281
1mMm 29.00 + 3.69%ct 21.06 + 3.751
2mM 23.59 + 2.7l 22.17 + 3.591
3mM 20.59 + 3.954 16.28 + 3.701
AmM 15.17 + 2.821 14.57 + 2.641

Letras diferentes sobre as médias dentro da mesma coluna indicam diferenicatsigréf (p<0,05).
Numeros diferentes sobre as médias dentro da mesma linha indicam difereificatsigra (p<0,05).

Apesar de apresentar um alto valor de média, nao foi encontrada diferenca
significativa entre os tratamentos quanto a populacdo de espermatozoides com
presenca de peroxido de hidrogénio intracelular (tabela 5). Quando a concentracao de
melatonina excedeu o valor de dois mM no diluente, foi verificado um decréscimo
significativo para populagcéo espermatica com membrana plasmatica integra (tabela 5)
A melatonina ndo comprometeu a integridade da membrana, inibindo assim
excessivamente a sintese das ROiBpossibilitando o desempenho das funcdes
fisiologicas dos espermatozoides (CARVALHD al, 2002, LAMIRANDE et al,

1997; SANOCKA & KURPISZ, 2004); mas sim devido as possiveis alteracdes de
osmolaridade e/ ou efeitos citotdxicos do antioxidante nestas concentragdes.
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Tabela 5. Médias + erros padréo das porcentagens de populacfes espermaticas
em relagdo a produgcdo ou ndo de peroxido de hidrogénio e viabilidade
espermatica, em amostras de sémen caprino criopreservado em diferentes
concentracoes de melatonina, avaliadas por citometria de fluxo

Tratamento Com H202 Mienrpet)g]r;na
0 94.43 +1.44 34.18 + 2.57
1pM 94.12 +1.25 32.73+25F
1mM 94.48 +1.74 29.90+ 247
2mM 93.51 +2.02 28.75+2.17°
3mM 94.23 + 1.59 23.62 + 2.49°
4mM 94.76 £ 1.4% 1948 +1.78

Letras diferentes sobre as médias dentro da mesma coluna indicam diferenicatsigréf (p<0,05).

Tabela 6. Médias + erros padrédo das porcentagens de populacfes espermaticas
em relagdo a producdo de perdxido de hidrogénio e viabilidade da membrana
plasmatica, em amostras de sémen caprino criopreservado em diferentes
concentragcdes de melatonina, avaliadas por citometria de fluxo

Membrana Membrana Membrana
T Lesionada Lesionada Integra
Sem H02 Com H202 Com H202
0 0.69 £ 0.05 65.12 + 2.56 4.87 £1.45
1uM 0.72 £ 0.06 66.55 + 2.5T 5.15+1.26¢
1mM 0.65 + 0.0% 69.45 + 2.4F 487 +1.75
2mM 0.63 £ 0.04 70.62 +2.1%° 5.86 + 2.04
3mM 0.59 + 0.0 75.79 +2.43° 5.18 + 1.59
4mM 0.63 +0.07 79.89 + 1.76 4.61 +1.42

Letras diferentes sobre as médias dentro da mesma coluna diferem entre si pedoTiglety d
(p<0,05).
T: tratamentos.
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Quando a concentragao de melatonina excedeu o valor de dois mM (tabela
6) foi observado um alto porcentual de espermatozoides com membrana plasmética
lesionada, aliado a presenca de peroxido de hidrogénio intracelular nestas
concentracdes ndo apresentou a acao antioxidante esperada (®UGCL2011;

REITERet al, 2013), mas sim efeitos citotoxicos aos espermatozoides.

4.3.2. Avaliacao da integridade de membrana plasmatica e acrossomal
Em relacdo a integridade da membrana plasmatica e acrossomal, houve
interacdo (P < 0.05) de tratamento e raca quanto as populacdes esperméaticas com
membrana plasmatica lesionada e acrossoma integro; membrana plasmética lesionada
e acrossoma lesionado; acrossoma integro; e acrossoma lesionado (tabelas 7, 8 e 9).
A populacdo espermatica com membrana plasmatica lesionada e
acrossoma integro apresentou uma queda (P < 0.05) para raca Alpina em relacdo ao
controle a partir da concentragdo de melatonina de trés mM, sendo 0 mesmo né&o
verificado para raca Saanen (Tabela 7). O ocorrido pode estar relacionado a maior taxa
metabodlica dos espermatozoides na raca Alpina, que consequentemente possuem
maior capacidade de sintese de ROS; akaxddeito citotoxico da melatonirggpartir
de trés mM, que indua capacitacdo espermatica (LAMIRANDE O’FLAHERT,
2008) e reacao acrossomal precoce (CAS&Qal, 2010c; SILVAet al, 2011,
REITERet al, 2013), causando lesdes as membranas espermaticas.

Tabela 7. Médias + erros padrdo das porcentagens de populacdes espermaticas
com membrana plasmatica lesionada e acrossoma integro em espermatozoides
criopreservados de caprinos das ragas Alpina e Saanen, avaliadas por citometria
de fluxo

ALPINA SAANEN
Tratamento Membrana Lesionada Membrana Lesionada
Acrossoma Integro Acrossoma integro
0 31.51 + 2.06¢ 23.36 + 4.33¢
1uM 29.37 + 2.08¢ 24.68 + 558!
1mM 31.35+ 258 23.20 + 4.941
2mM 23.30 + 2.37°1 22.91 + 450
3mM 16.36 + 3.3¢"* 22.79 + 3.8¢
4mM 14.24 + 3.8%* 20.52 + 3.08¢

Letras diferentes sobre as médias dentro da mesma coluna indicam diferenicatsigréf (p<0,05).
Numeros diferentes sobre as médias dentro da mesma linha indicam difereficatsigra (p<0,05).
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A populacdo espermatica com membrana plasmatica lesionada e
acrossoma lesionado apresentou paracas Alpinae Saanen um aumento (P < 0.05)
em relacéo ao controle a partir da concentracao de melatonina deMidiabela §.
Diante do achado, sugeseque as alterac6es observadas podem ser consequéncias do
efeito citotoxico de altas concentracbes de melatonina que diminui seu efeito
antioxidante, induz a capacitacdo e reacado acrossomal precoce (LAMIRANDE &
O’FLAHERT, 2008).

Tabela 8. Médias + erros padrdo das porcentagens de populacdes esperméaticas
com membrana plasmatica e acrossomal lesionada em espermatozoides
criopreservados de caprinos das ragas AlpinaSaanen, avaliadas por citometria

de fluxo

ALPINA SAANEN
Tratamento Membrana Lesionada Membrana Lesionada
Acrossoma Lesionado Acrossoma Lesionado
0 36.57 +3.721 35.58 + 2.541
1uM 43.28 +5.18* 35.54 + 3.61*
1mM 44,62 +5.18° 40.19 + 3.49"1
2mM 54.15 + 5.921 41.54 + 4,252
3mM 64.68 + 7.291 45.30 + 5.252
4mM 69.66 + 6.99! 51.62 + 4.62?

Letras diferentes sobre as médias dentro da mesma coluna indicam diferenicatsigraf (p<0,05).
Numeros diferentes sobre as médias dentro da mesma linha indicam difereificatasigra (p<0,05).

BN

Em relacdo a integridade da membrana acrossomal, a ragca Alpina
apresentou queda significativa em relacdo ao controle a partir da concentracdo de
melatonina de um mM, ja para raca Saanen verificou-se diferenca significativa
somente no tratamento de concentracdo de melatonina (quatro mM). Tal achado
reforca a idéia anterior de que a raca Alpina apresente um maior metabolismo
espermatico e tenha sofrido as consequéncias de uma rea¢do acrossomal precoce, que
lesiona as membranas espermaticas.

Ainda em relagcdo a integridade da membrana acrossomal, o estudo
apresentou diferenca significativa entre a raca Alpina e Saanen somente para aqueles
tratamentos que utilizaram concentracdes de melatonina igual ou superiomdidois
(Tabela 9.
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Tabela 9. Médias * erros padréo das porcentagens de populacdes espermaticas
com membrana acrossomal integra avaliadas em espermatozoides
criopreservados de caprinos das racas AlpinaSaanen, avaliadas por citometria

de fluxo

Tratamento ALPINA SAANEN
Acrossoma Integro Acrossoma Integro

0 63.11 + 3.661 63.82 + 2.59*

1uM 56.42 + 5.161 63.92 + 3.61*
1mM 55.07 + 5.10¢ 59.25 + 3.48*
2mM 45.61 + 5.88" 57.93 + 4.26"%2
3mM 35.02 £ 7.27 54.24 + 524
4mM 30.13 + 6.93¢ 47.84 + 4.60%

Letras diferentes sobre as médias dentro da mesma coluna indicam diferencatsigraf (p<0,05).
Numeros diferentes sobre as médias dentro da mesma linha indicam difereficatsigra (p<0,05).

N&o foi encontrada diferenca (P < 0.05) entre os tratas\@at@ as
porcentagens de espermatozoides com membrana plasmatica integra e acrossoma
lesionado (tabela 10). Sendo assim, o baixo valor de média encontrado para esta
populacao espermatica, reforca a teoria de que geralmente as lesdes no acrossoma sao
acompanhadas de les6es na membrana plasmatics A(®liLal, 2011; REITERet
al., 2013.

Tabela 10. Médias + erros padrédo das porcentagens de populacdes espermaticas

com membrana plasmaética integra e presenca ou nao de lesdo acrossomal em
espermatozoides de caprinos criopreservados, avaliadas por citometria de fluxo

Tratamento Membrana I'nt(_agra Membrana integra
Acrossoma Lesionado Acrossoma integro
0 0.46 +0.08 36.03 +2.84
1uM 0.42 +0.0% 33.14 + 3.46"
1mM 0.44 +0.0% 29.89 + 3.07°¢
2mM 0.38 £ 0.0% 28.67 + 3.0%¢
3mM 0.38 £ 0.05% 25.05 + 3.18¢
AmM 0.38 £ 0.08 21.60 + 2.65

Letras diferentes sobre as médias dentro da mesma coluna indicam diferenicatsigréf (p<0,0h
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As populagbes de espermatozoides com membrana plasmatica e
acrossomal integras (tabela 10) e espermatozoides com membrana plasmatica integra
(tabela 11), apresentaram queda significativa (P < 0.05) em rela¢éo ao controle quando
a concentracao de melatonina excedeu o valor de um mM. Sendo assim, sugere-se que
a melatonina a partir de um mM, ndo apresente o esperado efeito antioxidante em
prevenir o estresse oxidativo, mas sim que provoque efeitos citotoxicos capazes de

induzir a capacitacao e reacdo acrossomal precoce.

Tabela 11. Médias + erros padréo das porcentagens de populacdes espermaticas
em relacdo a integridade de membrana plasmética avaliadas em espermatozoides
criopreservados de caprinos por citometria de fluxo

Tratamento Membrana integra
0 36.49 + 2.86
1uM 33.56 + 3.48¢
1mM 30.32 +3.10°
2mM 29.05 + 3.09°¢
3mM 25.43 + 3.20°
4mM 21.98 + 2.68

Letras diferentes sobre as médias dentro da mesma coluna indicam diferericatsigraf (p<0,05).

4.3.3. Avaliacao do potencial mitocondrial

Houve interacdo (P < 0.05) de raca e tratamento para populacdo de
espermatozoides com alto potencial de atividade mitocondkiataca Alpina
apresentou queda (P < 0.05) em relagcdo ao controle quando a concentracdo de
melatonina excedeu valores de dm# no diluente (Tabela 12), provavelmente
devido ao efeito citotoxico da melatonina nestas concentragdes.

Foi observada diferenca significativa entre as ragas parss twslo
tratamentos, exceto o tratamento 4mM de melagqiabela 12), demonstrando que,

a maior taxa metabolica associadama alta atividade mitocondrial, confere maior
resisténcia esperméatica para raga Alpina no tempo de incubacdo de 40 minutos com a
sonda JC-1.
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Tabela 12. Médias + erros padrao das porcentagens de populacdes espermaticas
em relagdo a alta atividade mitocondrial avaliadas em espermatozoides
criopreservados de caprinos das racas AlpinaSaanen, avaliadas por citometria

de fluxo

Potencial de atividade Potencial de atividade
Tratamento  mjtocondrial alto (JC-1 alto) mitocondrial alto (JC-1 alto)
ALPINA SAANEN
0 30.64 + 4.4 10.84 + 3.672
1uM 29.25 + 4.8801 13.91 + 4.7F?
1mM 27.74 + 3.4291 12.00 + 4.432
2mM 22.10 + 3.850¢1 11.38 + 2.982
3mM 20.34 + 4.0t 8.77 + 3.38%
4mM 12.91 +2.831 6.83+1.671

Letras diferentes sobre as médias dentro da mesma coluna indicam diferenicatsigraf (p<0,05).
Numeros diferentes sobre as médias dentro da mesma linha indicam difereficatsigra (p<0,05).
JC1 alto, espermatozoides com alto potencial mitocondrial.

O potencial de atividade mitocondrial se manteve baixo em todos os
tratamentos (75.55 a 87.79 %,; tabela 18). A maior porcentagem de células
apresentando baixo potencial mitocondrial observado entre os tratamentos am trés
guatro mM de melatonina (83.07 e 87.79; respectivamente; tabela 13) € indicativa da
menor taxa metabdlica dos espermatozoides congelados com a melatonina em
elevadas concentracdes, o que é refletido pela menor motilidade (334299 %;
tabela 2) e a baixa proporcédo de células com membrana plasmatica integra com de
peréxido de hidrogénio intracelular (Alpina 20:595.17 % e Saanen 16.28.4.57
% respectivamente; tabela 4). Isso se deve a alta sensibilidade mitocondrial ao choque
osmotico, conforme demonstrado em outras espécies (MAGASL, 2011;
FREITAS, 2015). Diante do contexto, o achado parece estar relacionado a alta
propor¢cdo de espermatozoides com membrana plasmatica e acrossomal lesionadas
(tabela 8) e a baixa proporcdo de espermatozoides com membrana plasmatica

acrossomal integras (tabela 10) avaliadas no estudo.
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Tabela 13. Médias + erros padrédo das porcentagens de populacdes espermaticas
em relacdo a média atividade mitocondrial avaliadas em espermatozoides
criopreservados de caprinos por citometria de fluxo

Potencial de atividade

Tratamento
mitocondrial baixo (JC-1 baixo)

0 75.55 +2.85%
1pM 75.49 £ 3.15
1mM 76.81 £ 2.85
2mMm 80.58 + 2.36°
3mM 83.07 + 2.48"
4mM 87.79 £ 1.53

Letras diferentes sobre as médias dentro da mesma coluna indicam diferenicatsigraf (p<0,05).
JC1 médio, espermatozoides com médio potencial mitocondrial.

O estudo apresentou diferencas (P < 0.05) entre a raca Alfiaanen
para caracteristica potencial de atividade mitocondrial baixo. Sendo que, a raca Saanen
apresentou um maior valor de média para baixo potencial mitocondrial, sugerindo
entdo, que esta raca apresente uma menor resisténcia durante o tempo de incubacéo

com a sonda JC-1 (tabela)14

Tabela 14. Médias + erros padrédo das porcentagens de populacdes espermaticas
em relagdo a baixa atividade mitocondrial avaliadas em espermatozoides
criopreservados de caprinos das racas AlpinaSaanen, avaliadas por citometria

de fluxo

Potencial de atividade

R . . . .
aca mitocondrial baixo (JC-1 baixo)
Alpina 73.93+1.54
Saanen 85.84 +1.28

Letras diferentes sobre as médias dentro da mesma coluna indicam diferenicatsigréf (p<0,05).
JC1 médio, espermatozoides com médio potencial mitocondrial.
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5. CONCLUSOES

Conclui-se que, a adicdo de melatonina na concentracdo de um pM
manteve a viabilidade espermaticavitro, de forma que ndo afetou nenhum dos
parametros avaliados neste estudo, apesar de ndo apresentar resultadosssuperior
controle. Os resultados obtidos quanto a adicdo de melatonina ndo apresentaram
efeito antioxidante esperade, quando adicionado em elevadas concentracoes,
apresentou resultados insatisfatérios, sendo assim necesséarios novos estudas quanto

concentracado ideal e seus possiveis efeitos na criopreservagédo do sémen caprino.
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7. ANEXOS
ANEXO A

Dilui¢des da melatonina para adigdo no diluente comercial Botu-Bov®.

1. SOLUCAO ESTOQUE DE MELATONINA (1M)
Solugao estoque I (1M)

43mL=1g=1M

430 uL=0.1g=1M

0,1 g de melatonina + 430 uL DMSO

2. MELATONINA (1uM)
30 pL de melatonina (1 mM) + 30 mL de diluente Botu-Bov®

3. MELATONINA (1 mM)
30 uL SE I+ 30 mLde diluente Botu-Bov®

4. MELATONINA (2 mM)
60 uL SE I + 30 mL de diluente Botu-Bov®

5. MELATONINA (3 mM)
90 uL SE I +30 mL de diluente Botu-Bov®

6. MELATONINA (4 mM)
120 uL SE I+ 30 mL de diluente Botu-Bov®
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ANEXO B

Diluig¢des das sondas utilizadas na citometria de fluxo
1. IODETO DE PROPIDEO (IP)

Solugdo estoque (25 mg/mL =40 mM)

25 mg PI + 1 mL DMSO

Solugdo de trabalho (0,5 mg/mL = 0,8 mM)
20 uL SE + 980 uL PBS

2. FITC-PSA
Solug¢do estoque (0,5 mg/mL)
1 mg FITC-PSA +4 mL PBS

Solugao de trabalho (100 ug/mL)
2 mg FITC-PSA + 20 mL PBS

3.JC-1
Solug¢do estoque (1,53 mM)
5mgJC1 + 5 mL DMSO

Solugao de trabalho (153 uM)
10QuL SE + 900 uL DMSO

4. DCFDA
Solugao estoque I (50 mg/mL)

2 ¢ DCFDA + 20 mL DMSO

Solugao estoque II (5 mg/mL)
I mL SE I+ 9 mL DMSO

Solugao de trabalho (1 mg/mL)
I mLSTI+4 mLDMSO
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