CARLOS THIAGO SILVEIRA ALVIM MENDES DE OLIVEIRA

CRIOPRESERV@C}AO DE SEM’EN CAPRINO EM DIFERENTES
CONCENTRACOES ESPERMATICAS ASSOCIADO OU NAO A
MELATONINA

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vicosa, como parte sda
exigéncias do Programa de PoOs-
Graduacdo em  Zootecnia, para
obtencao do titulo dBoctor Scientiae.

VICOSA

MINAS GERAIS
2016

— BRASIL



Ficha catalogrifica preparada pela Biblioteca Central da Universidade Federal
de Vicosa - Campus Vicosa

T

Oliveira, Carlos Thiago Silveira Alvim Mendes de, 1984-
048¢c Criopreservacio de sémen caprino em diferentes concentrages
2016 espermaticas associada ou ndo a melatonina / Carlos Thiago Silverra

Alvim Mendes de Oliveira. - Vicosa, MG, 2016.
xi1, 481 -1l (algumas color) ; 29 cm.

Inclui anexos.

Orientador: Ciro Alexandre Alves Totres.

Tese (doutorado) - Umiversidade Federal de Vicosa.
Referéncias bibliograficas: £38-46.

1. Caprino - Reproduciio. 2. Sémen. 3. Criopreservacio.
4. Melatonina. 5. Espermatozoides - Concentracao. I. Universidade
Federal de Vigosa. Departamento de Zootecnia. Programa de Pos-
graduacdo em Zootecnia. IT. Titulo.

CDD 22_ed. 636.39




CARLOS THIAGO SILVEIRA ALVIM MENDES DE OLIVEIRA

CRIOPRESERV@CAO DE SEM'EN CAPRINO EM DIFERENTES
CONCENTRACOES ESPERMATICAS ASSOCIADO OU NAO A
MELATONINA

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigcosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pods-
Graduacdo em Zootecnia, para
obtencdo do titulo de Doctor
Scientiae.

APROVADA: 29 de fevereiro de 2016.

[ A
| [ \

| BTG

{ | !
/L)L?:Ajlfvvs“ A {(‘3 /’il"’u b&’( U\"\( ﬂ (I ‘ :
’ ey S P R % Fi o =Y
José Doming)og“(limmaraes Giancarlo/ Mg ,alhf{qs dos Santos
\ v

\
\

S i i, ks ﬁwmwzwm

Luciana Navajas“l{cnné Felfpc Zandonadi Brandao




“Nao sei se a vida é curta ou longa para nés, mas sei que nada do que vivemos tem
sentido, se ndo tocarmos o coragcao das pessoas.
Muitas vezes basta ser: colo que acolhe, braco que envolve, palavra que conforta,
siléncio que respeita, alegria que contagia, lagrima que corre, olhar que acaricia,
desejo que sacia, amor que promove.
E isso n&o € coisa de outro mundo, é o que da sentido a vida. E o que faz com que ela
nao seja nem curta, nem longa demais, mas que seja intensa, verdadeira, pura

enquanto durar. Feliz aquele que transfere o que sabe e aprende o quég ensina.

Cora Coralina



Dedico esta obra a minha
familia: Maria das Gracas
Consuelo de Oliveira, José
Carlos Mendes de Oliveira,
Flavia Aline de Oliveira,
Luciana Patrocinio e em
especial aos meus avos
paternos Lenita Mendes de
Oliveira (“in memoriamn’”) e
Jorge Alves de Oliveira (“in

memoriam’).



AGRADECIMENTOS

Muitos contribuiram de maneira significativa para que este estudo fosse
concluido, portanto, € com muita alegria que expresso nas linhas abaixo, o meu
reconhecimento e gratiddo a todos aqueles que ndo mediram esfor¢cos para que esta
tese fosse realizada.

A Deus, sempre presente em minha vida, por ter me iluminado e guiado meus
passos nos momentos de maior dificuldade.

Aos meus pais José Carlos de Oliveira e Maria das Gracas de Oliveira, pelo
carinho, amor e dedicacao incondicionais; por nunca medirem esforcos para o meu
crescimento pessoal e profissional e por me ensinarem o valor da educagéo.

A minha irma Flavia Aline pelo companheirismo, amor e parceria.

A minha namorada, Luciana Angélica, por todo amor, carinho e compreenséo. Por
me mostrar que a vida vale muito mais quando tocamos o coracao daqueles que cruzam
0 NOSSO caminho.

A minha familia de Ipatinga: Dona Vanda, Dona Bali, Claudinha, Vadinho,
Rodrigo, Artur, Tulio, Sabrina e Verbnica. Pelo carinho e acolhimento.

Aos amigos de Ipatinga: Carlinha, Tales, Lolinha pelas conversas agradaveis e
momentos de descontracao.

A Universidade Federal de Vigosa e ao Departamento de Zootecnia, pela
oportunidade de realizacéo do doutorado.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPQ),
pela concessédo da bolsa de estudos e financiamento do projeto de pesquisa.

Aos meus familiares pela torcida, apoio e pela compreensdo nos momentos de
auséncia.

Ao professor e orientador Ciro Alexandre Alves Torres, pela orientacéo, pela
amizade e confianca.

Aos professores membros das bancas de qualificacdo e defesa de tese José
Domingos (JD), Claudio Borela, Felipe Zandonadi (UFF), Giancarlo (Univigsa)
Luciana Rennd, pela disponibilidade, sugestdes e corre¢cdes desse trabalho.

Ao professor Marcelo Teixeira Rodrigues, pela oportunidade concedida para
realizagéo deste trabalho no capril.

Ao Dr. Claudio Borela Espeschit, pela ajuda e pelos conselhos durante toda a

minha pos-graduacao.



A Fernanda, secretaria da Coordenacéo da Pos-Graduacio do Departamento de
Zootecnia, pelo auxilio e monitoramento académico.

Aos colegas de pds-graduacdo, Carol, italo, Juliana, Marco, Erly pelas
contribuicbes fundamentais na execucdo do experimento e pelos momentos
agradaveis compartilhados.

As orientadas do JD, Paula e Bruna, pela ajuda imprescindivel para o preparo
das sondas fluorescentes e padronizacdo das avaliagdes realizadas no citdmetro de
fluxo. Obrigado pela paciéncia e disponibilidade na execucdo dessas atividades.

Aos estagiérios do setor de caprinocultura Carol, Lucas (TG), Paola, Gabriela e
Vinicios pelo auxilio e dedicacdo. Em especial ao estagiario bolsista de iniciacao
cientifica Domingos Lollobrigida pela sua dedicacgéo integral ao experimento.

Ao Jurandy pelo apoio estatistico durante toda execucao do experimento.

Aos funcionarios do capril da UFV, pelo apoio e disposi¢do nas atividades do
capril.

Aos amigos do Lancapri (Laboratério de nutricdo em caprinos) Larissa, Tiago,
Mariana, Erica, pelo auxilio sempre que necessario, das atividades do setor de
caprinocultura. E por tornarem o ambiente do capril sempre muito agradavel.

Aos amigos de Vigosa, Ana Paula (Aninha), David, Jurandy, Gisele, pelos
momentos agradaveis e descontraidos.

Aos amigos de Goiania Rafael Portes, Kelly, Rafael Amanso e; pela amizade,
consideracgao e por torcerem pelo meu sucesso.

Aos funcionarios do Nucleo de Microscopia e Microandlise da UFV Karla,
Gilmar e Lourenco pelo auxilio no uso dos equipamentos do laboratério.

A Botupharma, pela gentileza ao fornecer todos os diluentes utilizados no
experimento.

As agéncias de fomento FINEP, FAPEMIG, CAPES e CNPq pelo
financiamento dos materiais de custeio e de capital utilizados nos mais diversos
setores da UFV.

E ndo menos importante a todos que, direta e indiretamente contribuiram para a

realizacdo desse estudo.



BIOGRAFIA

Carlos Thiago Silveira Alvim Mendes de Oliveira, filho de José Carlos
Mendes de Oliveira e Maria das Gracas Consuelo Silveira Alvim de Oliveira, nasceu
em Brasilia - DF em 12 de setembro de 1984 onde residiu até seus 19 anos.

Em 2004 ingressou no curso de Medicina Veterinaria na Universidade
Federal de Goiéas, Goiania - GO, graduando - se em janeiro de 20009.

Em marco de 2010 ingressou no programa de poés - graduacdo em
Zootecnia na Universidade Federal de Vigosa, Vicosa - MG, mestrado na area de
Reproducao Animal, concluindo-o em fevereiro de 2012.

Em marco de 2012, ingressou no curso de pés-graduacdo em Zamotecni
na Universidade Federal de Vicosa, ViceddG, doutorado na area de Reproducéo

Animal, concluindo-o em fevereiro de 2016.

Vi



SUMARIO

e 1 11V X
AB S T R A T e e Xioovennn.

1. INTRODUGAO ..ottt ettt n et 1
2. REVISAO DE LITERATURA ...t et 3
2.1- Efeitos da criopreservacao sobre a célula espermatica ...........ccccceevvivvieeeeeennnee. 3
2.2 - Plasma SEMINAI CAPIINO ......uuiiiiiiiiiiiiiieeee e e e e e e e e e e e e e 6
2.3— Meios diluidores € CriOProtELOrES ......uuuuuiiee i e e e eeeeeeeeeeeeeer s e e e e e e e e e e e e eeeaaaanees 7
2.4— Concentracao espermatica e viabilidade do sémen............cccccvciieiiieeieeeeeeee, 10
2.5 Estresse oxidativo e fertilidade ............ccccoiiiiiiiiiiiii 12
2.6 Efeito antioxidante da melatonina.............oooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiceee e 13
3. MATERIAL E METODOS ....covitiiieieieeete ettt e et a e sve st sae e e e ane e 15
3.1 COMISSEAO UE BLICA....eueeiiiiiiiiieeee e e et e et e e e e e e e e e e e e e s e s s s s bbb bbeneeees 15
3.2 Local e periodo de experimentaCan............uuuuuiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e eees 16
3.3— Animais, alimentacdo e sanidade ..............coooviviiiiiiiiiiiie e 16
3.4— Delineamento eXperiMental ...........coouuiiiiiiiiiiiii e 16
3.5 COlNEItA B SEMEN ....uuiiiiiiiiiiiiii e e e e e e e e e e e e e e e e e 17
3.6— Analises fiSICas O SEBMEN.........ccoeiiiiiie e 18
3.7 — DIlUIGAO 0O SBIMEBN ...t eeeeeeeas 19
3.8— Resfriamento dO SEMEN .........oviiiiiiieecie e e e e e e e e e e e e e eeeeeenes 19
3.9— Congelamento dO SEMEN ...t 19
3.10- Descongelamento e analises d0 SEMEN .........coviiiiiiiiiiiiee e 19
3.11— Teste de termMOITESISIENCIA . ......uuuruureiiiieeee e e e e e e e ee e et s s e e e e e e e e eeeeeeeeenenees 20
3. 12— TeSte MOIfOIOQICO ....eeieeiiiiiiiiiee et e e e 20
3.13— TeSte NIPOSIMOLICO ...ttt e et e e e e e aeeeas 20
3.14— Citometria de fIUXO ......ccoeviieiieieiii e e e e e e e e e e e aenaaee 21
3.15- Avaliacdo da integridade de membrana plasmética e acrossomal (IP/FITC-

P S ) ettt e — e e e e e e e ——— e e e e e e e e ———— e e e e e e e ———raaeeeaabrrraaeaeaaans 22
3.16— Avaliacdo do potencial de membrana (JC-1) ........cooooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeenn 24

3.17- Avaliacéo da producao de peroxido de hidrogénio intracelular (DCFDA/IP) 25

3.8 ANAIISES OO A St CAS v ev ettt ettt et ettt ———— 27

vii



4.0. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.0 CONCLUSOES

6.0 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ANEXOS ...cooveoe..

viii



RESUMO

OLIVEIRA, Carlos Thiago Silveira Alvim Mendes de, D.Sc., Universidade Federal de
Vigosa, fevereiro de 2016Criopreservacdao de sémen caprino em diferentes
concentracdes espermaticas associado ou ndo a melatonif@rientador: Ciro
Alexandre Alves Torres.

Este estudo foi realizado com o objetivo de verificarass;do antioxidante da
melatonina influencia na viabilidadein vitro pds-descongelamento dos
espermatozoides caprinos, bem como verificar o potencial uso deste antioxidante em
diferentes concentracbes de espermatozoides caprinos criopreservados. Foram
utilizados dois machos adultos da raca Alpina e dois machos adultos da raca Saanen.
Para as coletas de sémen foi utilizada vagina artificial onde se obteve seis ejaculados
por animal. Apos a coleta, fez-se a avaliacdo das caracteristicas macro e
microscopicas. Em seguida, o sémen foi diluido com os seguintes tratamemM@s : T

X 10° espermatozoides sem antioxidante (Controle)4d X 10 espermatozoides

com antioxidante; 780 X 10 espermatozoides sem antioxidantg; 8D X 10
espermatozoides com antioxidantg; ID0 X 18 espermatozoides sem antioxidante

e Ts 100 X 16 espermatozoides com antioxidante.Apés as diluicdes finais, foram
avaliados a motilidade progressiva e vigor espermatico de cada tratamento. O sémen
foi envasado em palhetas de 0,25mL, as palhetas foram resfriadas a cinco graus
celsius, durante uma hora em refil plastico contendo alcool etilico. O pré-
congelamento foi realizado em vapor de nitrogénio liquido durante 15 minutos. Apés
esse periodo, as palhetas foram imersas no nitrogénio para o congelamento do
sémen. As partidas foram descongeladas em banho-maria a 37 °C por 30 segundos,
acondicionadas em microtubos e homogeneizadas para a analise imediata de
motilidade e vigor espermatico, teste hiposmaotico e teste de termorresisténcia. As
amostras foram avaliadas mediante patologia espermatica e por meio de citometria
de fluxo quanto a integridade de membrana plasmatica e acrossomal, potencial
mitocondrial e produgdo de perdxido de hidrogénio intracelular No sémen fresco, as
caracteristicas fisicas estavam dentro dos parametros normais. O melhor resultado
obtido no TTR foi referente aos tratamento 100uM (p<0,05), manteve a maior média
de motilidade espermatica total apds cinco minutos de incubacdo a 37 °C. O

potencial mitocondrial sofreu alteracéao frente aos tratamentos com uma concentragao



de 40 X 16 sptz/dose (p<0,05). Em relac&o a raca, foi observado maior viabilidade

celular com presenca de peroxido de hidrogénio intracelular na raga saanen
comparada a raca alpina (p<0,05). Em relacdo a concentracdo espermatica, foi
observado maior proporcdo de células viaveis com presenca de peroxido de
hidrogénio intracelular nos tratamentos com concentracdo espermatica de 40 e 80 x
10° espermatozoide/mL, enquanto a menor proporcdo foi observada no tratamento
com 100 x 10 espermatozoide/mL (p<0,05). Os resultados obtidos quanto & acdo da
Melatonina ndo foram satisfatérios, porém as concentracdes utilizadas neste
experimento mantiveram a viabilidade seminal de acordo com as caracteristicas

preconizadas pelo CBRA, mas n&o foram superior ao tratamento controle.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Carlos Thiago, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February,2016
Cryopreservation of goat semen with different sperm concentrations with or
without melatonin. Adviser: Ciro Alexandre Alves Torres.

The aim of this study was to evaluate the antioxidant effect of melatonin on the
viability in vitro post-thaw sperm of goats, as well as to investigate the potential use
of this antioxidant in different concentrations of sperm cryopreserved goats. Four
Billy goats were used and six samples were colleted from each and their semen was
cryopreserved in commercial diluent BotuBBowfter each collection, the semen was
diluted and analyzed, and then distributed along nine experimental treatments: T
(control)— 40 X 10 spermatozoa without melatonin; T40 X 10 spermatozoa with

1uM melatonin; F - 40 X 10 spermatozoa with 100uM melatonin; T80 X 10
spermatozoa with without melatonin;s F 80 X 1§ spermatozoa with 1pM
melatonin; & - 80 X 10 spermatozoa with 100uM melatoniny T 100 X 16
spermatozoa without melatoning 7100 X 1§ spermatozoa with 1uM melatoning T

- 100 X 1@ spermatozoa with 100pM melatonin. After dilutions, the semen was
coled to 5 °C, kept in a three- hour period of equilibrium, and then stored in
previously identified and sealed 0,25mL straws. The straws were frozen in a liquid
nitrogen vapor for 15 minutes, submerged in nitrogen, and then stored in cryogenic
cylinder. The doses of semen in the treatments were thawed at 37 °C for 30 seconds
and subjected tn vitro tests: motility, vigor, morphology, membrane functionality

by hypoosmotic test and thermoresistance test (TRT) at 37 °C for three hours and by
flow cytometry as to integrity of plasma and acrosomal membrane, mitochondrial
potential and intracellular peroxide hydrogen production. The results related to
Melatonin were not satisfactory, revealing with it the need for new studies about its
optimal concentration and effects on semen freezing goats. The best result obtained
in TTR was referring to 100uM treatment (p <0.05), maintained the highest average
total sperm motility after five minutes of incubation at 37 ° C. Mitochondrial
potential was altered to the treatments with a concentration of 46 ¥p&ém / dose

(p <0.05). In regard to race, greater cell viability was observed with the presence of
intracellular hydrogen peroxide in the Alpine compared Saanen (p <0.05). Regarding

the sperm concentration was observed a higher proportion of viable cells in presence

Xi



of intracellular hydrogen peroxide in treatments with sperm concentration of 40 to 80
x 10° sperm / ml, while the smaller proportion was observed in the treatment with
100 x 16 sperm / ml (p <0.05). The results obtained as to the action of melatonin
were not satisfactory, however the concentrations used in this experiment maintained
seminal viability according to the features prescribed by the CBRA, but not higher

than the control treatment

xii



1. INTRODUCAO

Dentre as ferramentas reprodutivas, a inseminacéo artificial (IA) apresenta um
melhor custo beneficio, possibilita ao produtor a propagacdo do seu potencial
genético de forma mais ampla, permitindo assim o acasalamento de milhares de
fémeas por ano (AISEN, 2008). Apesar do seu custo de implantagdo relativamente
baixo quando comparado as outras biotécnicas, a IA, permite ampliar a utilizacdo dos
reprodutores, viabilizando sua avaliacdo genética por meio da progénie em um curto
espaco de tempo, aumentando assim a eficiéncia reprodutiva do rebanho
(OLIVEIRA etal., 2013).

O sucesso do programa de IA em uma propriedade depende de varios fatores,
como a qualidade do sémen utilizado e a sua correta manipulag&o. Principalmente
durante os processos de congelamento e descongelamento do sémen, ocorre
diminuicdo do numero de espermatozoides viaveis por dose (AMRANNCKETT,

1987; WATSON, 1995), assim, a reducdo ou o controle de qualquer tipo de injdria
que afete os espermatozoides possibilita melhora na viabilidade espermatica.

A concentracdo espermatica da dose inseminante esta relacionada como um
dos fatores que interferem na fertilidade do sémen congelado. Segundo Castelo et al.
(2008) os ejaculados da maioria dos animais domésticos contém maior quantidade de
espermatozoides do que o necessario para a fecundacdo. Desta forma, o processo de
diluicdo do sémen pode contribuir para o aproveitamento de um ejaculado para um
maior namero de fémeas. Manapud LEAHY et al. (2010) descreve o efeito
diluicdo com a perda de motilidade e viabilidade quando os espermatozoides sao
altamente diluidos. Diluicdo excessiva tem sido reportada como causa de
desestabilizacdo de membrana devido a diminuicdo de fatores protetores do plasma
seminal, como agentes antioxidantes, interferindo na fertilidade poés-inseminacéo.
Por outro lado, o metabolismo dos espermatozoides, em doses de sémen com altas
concentracdes espermaticas, gera grande quantidade de espécies reativas ao oxigénio
(ROS) também conhecidas como radicais livres. Dentre estes, destacam-se o radical
livre superdxido e, o néo radical, peréxido de hidrogénio.

A peroxidagao lipidica € uma das injurias causadas nas membranas dos
espermatozoides (JONESMANN, 1977) causada pelo estresse oxidativo devido a
producdo excessiva de radicais livres, 0os quais estdo associados com o declinio da
fertilidade do sémen apds o periodo de estocagem (MAXWELM/ATSON,



1996). O aumento de reacdes oxidativas possui efeito danoso na membrana
espermética e no DNA dos espermatozoides. A membrana espermética € rica em
acidos graxos poliinsaturados, os quais se tornam altamente sensiveis a ROS
(COMHAIRE et al., 1999; OCHSENDORF, 19%9

Todos esses fatores levam a estresse oxidativo e injarias das células
esperméticas (SOARES & GUERRA, 2009; LEAHal.,2010). Assim, a adi¢édo
de agentes antioxidantes, em meios para criopreservacédo, pode melhorar a fertilidade
do sémen criopreservado.

A melatonina € considerada um potente antioxidante, na medida em que
protege as células da apoptose mitocondrial e inibe a peroxidacéo lipidica. Sua
presenca ja foi detectada no plasma seminal ovino (Casao, et al., 2010) e nos seus
receptores na membrana espermatica (Fujinoki, 2008).

De acordo com essas premissaseastudo teve como objetivo avaliar a
fertilidadein vitro do sémen caprino criopreservado das ragas Saanen e Alpina com
diferentes concentracdes espermaticas e na presenca, ou nao, da melatonina como

agente antioxidante.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Efeitos da criopreservacao sobre a célula espermatica.

Devido a sua complexidade o processo de criopreservacdo de sémen envolve
uma série de fatores que contribuem para o sucesso da biotdaenitee esses
fatores, desttamse a qualidade inicial da amostra seminal colheita, a diluicdo
submetida, concentracdo, diluente e a técnica de criopreservacao utilizada
(WATSON, 2000).

Os espermatozoides podem ser divididos de acordo com a sua morfologia em
duas estruturas distintas: a cabeca e a cauda. A cabeca, cuja forma, tamanho e
estrutura variam entre as espécies, contém duas regides principais: acrossomal e a
pés-acrossomal. De acordo com BARBHOKO (1989) podem ser distinguidas
cinco membranas na cabeca dos espermatozoides: a plasmalema, a membrana
acrossomal externa e interna e a membrana nuclear interna e externa. A integridade e
funcionalidade dessas estruturas estéo fortemente relacionadas com a viabilidade da
célula espermaética.

A membrana plasmatica envolve todo o espermatozoide, constituindocassim
componente mais externo da célula, composta por uma bicamada lipidica com
proteinas integrais e periféricas, glicoproteinas de superficie e glicolipidios
organizados em um mosaico fluido (SINGER NICHOLSON, 1972). Sua
composicdo, tipo de fosfolipidios e quantidade de proteinas sdo variaveis e
influenciam a sensibilidade ao choque térmico. Sendo os lipidios, os principais
constituintes que conferem a membrana a caracteristica de fluidez, a qual depende
tanto da composicdo quanto da temperatura, sendo que a mudanca de estado liquido
para gel em membranas com maior propor¢do de lipidios de cadeia insaturada ocorre
em temperaturas menores (AMAN GRAHAM, 1993). Os lipidios de membrana
sdo assimétricos na sua distribuicAo nas duas faces da bicamada, embora a
assimetria, ao contrario daquela das proteinas da membrana, ndo seja absoluta
(LEHNINGER et al.,2003.

O alto contetdo de &cidos graxos insaturados no espermatozoide tende a
ocasionar estresse oxidativo (KODAMAal., 1996). Os fosfolipidios, cujas cadeias
de acidos graxos sdo predominantemente poli-insaturadas, quando submetidos a
reducdo da temperatura, assumem uma forma cobnica, na qual as extremidades

hidrofébicas sdo externas e as hidrofilicas internas. Essa estrutura € denominada de



forma “hexagonal II” ou micela invertida. Quando a membrana esta em transi¢ao da

fase fluida para a fase cristalina, para muitos lipidios, a formagdo dessa micela
invertida € transitéria, entretanto, para certos fosfolipidios, esta estrutura persiste
tornando-se irreversivel e impossibilitando a reorganizacdo do arranjo bilaminar da
membrana, mesmo apods o reaquecimento do espermatozoide a temperatura ambiente
(AMANN & PICKETT, 1987). Como consequéncia, tem-se aumento da
permeabilidade da membrana com o estabelecimento de canais que permitem a
entrada de ions e pequenas moléculas, podendo desestabilizar a membrana e, assim,
causar danos irreparaveis (PAREKSGRAHAM, 1992; WATSON, 1995; BEYGI &
ZARGHAMI, 2007).

A criopreservacdo mantém a vida util do sémen por um periodo indeterminado
a temperatura de -196°C em nitrogénio liquido visto que, nessa temperstura
reacdes quimicas, processos bioldgicos e fisicos intra e extracelulares sao
interrompidos. Assim, as alteracdes espermaticas sdo causadas durante o processo de
resfriamento, congelamento e descongelamento (PARKSRAHAM, 1992).0
estresse inicial se da quando o espermatozoide passa da temperatura corporal para
cinco graus (SQUIRESt al., 1999). Isto ocorre pela transicdo da membrana
plasmatica do estado liquido cristalina, para o estado de gel (GRAHAM, 1996;
MEDEIROS, 2002). Para minimizar este efeito € necessario controlar a taxa de
resfriamento entre as temperaturas de 19°C a oito graus e pela adicdo de lipidios
(gema de ovo) ou lipoproteina (leite) ao diluente (GRAHAM, 1996), além do uso de
curvas de resfriamento lentas (-0,5°C/min.). Se o resfriamento for feito de maneira
inadequada, o espermatozoide sofre choque térmico, o fenbmeno que induz a danos
irreversiveis aos espermatozoides caracterizados por alteracfes nos padrdes normais
de motilidade (movimento circular ou retrdgado), perda rapida de motilidade, danos
do metabolismo, da membrana plasmatica e do acrossoma (GRAHAM, 1996;
SQUIRES, 1999).

Durante o processo de congelamento a suspensédo de espermatozoides atinge
temperaturas abaixo do ponto de congelamento do meio (super-resfriamento), antes
que haja a formacéo de cristais. Quando os cristais de gelo comecam a se formar,
ocorre um aumento na temperatura que € necessario para a cristalizacao, o que pode
vir a ser deletério para o espermatozoide, sendo minimizado pelo uso de curvas
adequadas de congelamento (SQUIRES,1999). Em torno de cinco graus a agua intra

e extracelular permanece super-resfriada e nao cristaliza. Entre - 5°C a - 10°C
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comecam a se formar cristais de gelo no meio extracelular que permanece super-
resfriado, ocorre troca de agua para manter o equilibrio entre 0 meio extracelular e o
intracelular ocasionando a desidratacdo celular. Neste ponto, a curva de
congelamento deve ser lenta para evitar o congelamento da agua intracelular e,
rapida o suficiente para evitar o contato da célula desidratada com o meio
hiperosmético. Uma desidratacdo severa promove desnaturacdo das macromoléculas
e encolhimento excessivo da célula até ocorrer um colapso da membrana
(MEDEIROS, 2002).

O processo de desidratacdo € um evento desejavel, pois reduz a probabilidade
de se formarem grandes canais de gelo dentro da célula que causariam danos as
estruturas internas e, ou, a membrana plasmatica (SQUIRES, 1999).

O descongelamento vai depender de como o sémen foi congelado.
Espermatozoides congelados em curvas moderadas necessitam de curvas adequadas
de descongelamento. Neste caso, como 0 gelo extracelular descongela lentamente,
diluira lentamente o soluto das fracfes de agua que ndo congela, o que permite que a
agua difunda lentamente para dentro da célula, diluindo o soluto intracelular até
atingir a concentracao inicial. Se o espermatozoide € descongelado rapidamente, o
gelo derrete, diluindo o soluto do meio e a 4gua entrard no espermatozoide, o qual se
encontra altamente concentrado, danificando o espermatozoide (GRAHAM, 1996).

O processo de criopreservacao envolve uma série de respostas biofisicas, ainda
ndo completamente compreendidas, das células e dos tecidos. A taxa de
sobrevivéncia espermatica ao resfriamento, congelamento e aquecimento dependem
das taxas de resfriamento e aquecimento utilizadas, do tempo em que a célula
permanece em cada etapa, do transporte de substancias e da formacéo de cristais de
gelo. (AMANN & PICKETT, 1987).

Durante o congelamento lento, ocorre o congelamento da agua inicialmente no
meio extracelular, antes que os cristais de gelo sejam formados no meio intracelular
(MEDEIROSet al., 2002). Com a formacgé&o de cristais de gelo no meio extracelular,

a agua é removida do ambiente extracelular e um gradiente osmético é formado,
levando a passagem de agua para fora da célula. MAZUR P. (1977) propds que
durante o congelamento lento o dano celular era causado pelo longo periodo de
tempo em que a célula permanecia exposta as propriedades alteradas dos meios intra
e extracelulares, como resultado da formacéo de gelo. Este fenbmeno é conhecido

como efeito solucdo apresentando: desidratacdo excessiva; elevada concentracao de
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solutos, solucao téxica a célula; e mudanca de pH celular, alterando o metabolismo
da célula.

Quando a célula é congelada em uma taxa de congelamento muito rapida, ha a
formacdo de gelo extracelular, levando ao aumento na concentracdo dos solutos
extracelulares de forma muito rdpida, ndo permitindo que a célula desidrate o
suficiente, consequentemente ocorre maior formagéo de cristais de gelo intracelular,

letais para a célula.

2.2. Plasma seminal caprino

A producdo espermatica dos caprinos sofre influéncia de varios fatores como
raca, idade, nutricdo, fotoperiodo, temperatura ambiente e umidade, que séo
responsaveis pela variacao das caracteristicas espermaticas (CHEMINEAUg 1986)
consequentemente altera a qualidade do sémen congelado. A célula espermética sofre
inUmeros fatores estressantes, que podem estar ligados ao choque térmico durante o
resfriamento do sémen, a formacdo de cristais intracelulares de gelo ou ao choque
osmatico durante o congelamento e descongelamento, ou ainda a toxicidadé devido
adicao do crioprotetor (WATSON, 2000). A resposta ao processo de criopreservacao
varia de espécie para espécie (HOLT, 2000).

No sémen caprino existem algumas peculiaridades em relacdo ao sémen de
outras espécies, sendo a mais caracteristica a sintese e secrecao no plasma seminal de
enzimas com atividade fosfolipase pelas glandulas bulbouretrais (SIMPISCIO
MACHADO, 1989; LEBOEUF, 2000).

De acordo com IRITANE NISHIKAWA (1964), essas enzimas hidrolisam os
triglicerideos das membranas plasméaticas dos espermatozoides e as tornam mais
fusogénicas, induzindo assim a reacdo acrossémica (UP&ETL 1999). Além
disso, ela também hidrolisa a lecitina da gema do ovo em lisolecitina, que tém acao
detergente sobre lipidios de membrana, que € toxica aos espermatozoides
(PELLICER-RUBIOet al., 1997). Sendo a lecitina também presente nas membranas
plasmaticas dos espermatozoides, a composi¢cao enzimatica do sémen do bode e dos
diluidores assumem grande importancia no processo de conservagdo do sémen
congelado (SIMPLICIG MACHADO, 1989).

A retirada do plasma seminal, por meio da centrifugacao, antes do processo de
congelamento, € um processo demorado e que pode danificar as células se realizado

de forma inadequada. Alguns trabalhos indicam que a remocao do plasma seminal é
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necessario para maximizar a motilidade e preservar a integridade acrossomal na
descongelacdo (MEMON et al.,, 1985; RITAR & SALAMON, 1991), enquanto
outros relatam resultados positivos para o sémen congelado sem passar pelo processo
de lavagem (AZEREDO et al., 2001; RITAR & SALAMON, 1982). Coloma et al.
(2010) ao remover o plasma seminal de bodes (Capra pyrenaica) observou o efeito
benéfico durante a época de fotoperiodo decrescente, mostrando que o sémen caprino
apresenta um aumento da atividade fosfolipase durante a época da estacéo
reprodutiva. Desta forma, os efeitos negativos do congelamento-descongelamento
sobre a qualidade espermética (motilidade, integridade da membrana plasmética e do
acrossoma) foram mais graves nas amostras de sémen néo lavadas do que naquelas
da qual foi removido o plasma seminal.

Como possivel solucdo desse problema, RIT&RRSALAMON (1982)
propuseram utilizar no diluente 1,5% de gema de ovo na sua concentracdo final,
enquanto TULI & HOLTZ (1992) utilizaram 16,8%. No entanto EVANS
&MAXWELL (1987) recomendaram 2,5% no total do volume do diluente.
Diferentes graus de resisténcia da célula esperméatica ao processo de criopreservagao
sdo observados entre as espécies. Exames da ultra-estrutura espermatica em
microscopia eletrbnica de transmissdo (MET), antes e ap0s o congelamento,
mostraram que as ultraestruturas de espermatozoides bovinos eram quase idéntica
antes e depois do processo. Contudo, espermatozoides de ovinos e suinos
apresentaram danos consistentes na membrana externa e no complexo acrossomal,
com formacao de edema de acrossoma e remocdao total de regibes citoplasmaticas.
Em cées houve danos ultraestruturais na cabeca e peca intermediaria, afetando a
estrutura basica das mitocéndrias (SIL\Aal., 2007). HASHIDAet al. (2005)
concluiram que o processo de criopreservacdo causou danos na morfologia do

espermatozoide caprino, com subsequente comprometimento da fertilidade.

2.3 - Meios diluidores e crioprotetores

O sémen caprino é extremamente sensivel ao choque térmico, as variacdes de
pH e pressdo osmotica da solugédo diluente (DEXKARAO, 1985).Para que o
espermatozoide ejaculado sobreviva a longos periodos, € necesséaria a adicdo de
agentes protetores no sémen que proporcionem nutrientes como fonte de energia, 0
tamponamento do pH, a pressdo osmoética adequada, o equilibrio eletrolitico e
aumento do volume do ejaculado, aumenta o numero de doses IpafAISEN,
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2008). Os meios para criopreservagdo do sémen caprino sdo constituidos a base de
citrato de sédio, gema de ovo, lactose, agua de coco, Tris e leite bovino desnatado
em poé e reconstituido por um crioprotetor interno ou penetrante (glicerol,
etilenoglicol ou dimetil sulféxido), sais (citrato de sodio ou acido citrico) e
antibiéticos (penicilina ou estreptomicina) (PURDY, 2006).

Os crioprotetores externos, sdo substancias constituidas por macromoléculas,
lipidios e proteinas que ndo atravessam a membrana plasmatica. As mais utilizadas
sdo gema de ovo, leite, carboidratos (glicose, frutose, lactose, sacarose, manose,
rafinose, trealose), polimeros sintéticos (polivinilpirrolidona e metilcelulose) e
albumina sérica bovina (HOLT, 2000; LEBOEMFal., 2000). Essas substancias
tornam o meio hipertbnico com o aumento da osmolaridade do meio extracelular,
permitindo assim a passagem da agua do interior da célula espermatica para o meio
extracelular, impedindo, desta forma, a formacao de cristais de gelo no interior na
célula durante a criopreservacdo (GONZALEZ, 2004).

A gema de ovo é um diluente usado rotineiramente na criopreservacao de
sémen dos animais domésticos. O efeito protetor da gema de ovo sobre a membrana
plasmatica da célula espermatica ocorre devido a presenca das fracdes lipoproteicas
de baixa densidade na sua composi¢cdo. As lipoproteinas, como a fosfatidilcolina,
presentes na gema de ovo, interagem com a estrutura lipidica da superficie celular,
restaurando a perda de fosfolipidios que ocorre durante a mudanca brusca de
temperatura durante o resfriamento, prevenindo assim, a ruptura da membrana
celular (FARSTARD, 1996). Essa interagcdo ocorre principalmente na fase de
equilibrio (processo de resfriamento a cinco graus celsius).

A protecdo promovida pelos lipidios com relacdo ao choque térmico parece
estar relacionada & quelacdo do fon"Cdo meio, evitando sua entrada no
espermatozoide. E possivel que os lipossomas interajam com o célcio e outros
componentes do meio de congelamento que afetem a tonicidade ou a fragdo da agua
nao congelada durante a criopreservagao (WILHELM., 1996).

A gema de ovo previne também a liberacdo da enzima hialuronidase pela
célula espermatica (FOULKES, 1977). ABOAGICATEREDA (2004) sugerem que
a adicdo de gema de ovo aos meios para 0 sémen caprino aumenta substancialmente
a proporcdo de espermatozoides viaveis recuperados apdés o descongelamento.
BISPOet al (2011) avaliaram por meio de testes in vitro e de fertilidade in vivo,

quais as concentracdes de gema de ovo (Baixa: 2,5% ou Alta 20%) no diluidor
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glicose-EDTA preservam melhor o sémen caprino congelado. Apls o
descongelamento, o diluente contendo baixa concentracdo de gema de ovo (2,5%)
melhorou o congelamento do sémen caprino, independentemente da estacdo
reprodutiva.

O leite desnatado € considerado um dos diluentes de eleicdo para a espécie
caprina, devido a presenca de caseinas e pela fracdo lipidica. A eficiéncia das
proteinas (caseinas) do leite na criopreservacdo do sémen se assemelha ao da gema
de ovo, por meio da sua composicdo proteica, que atua como tampdao, e da
propriedade quelante diante dos metais pesados, diminuindo os efeitos deletérios
causados pela diminuicdo da temperatura (SALOMOMAXWELL, 2000).

A viabilidade do sémen na presenca de diluente a base de leite é de
aproximadamente 12 a 24 horas. O fosfocaseinato nativo € composto pelas caseinas
do leite (a, b), foi destacado como sendo o componente mais eficiente em preservar a
motilidade e manter a fertilidade do sémen caprino estocado durante trés dias,
guando comparado a outros tipos de diluente (LEBO&W@F, 2003).

Apesar dos efeitos benéficos atribuidos ao leite, assim como na gema de ovo
ocorre um efeito deletério entre o diluente a base de leite e a fracao glicoprotéica do
plasma seminal caprino (SBUIII) identificada por NUNES (1982), que € responsavel
por hidrolisar triglicerideos de membrana plasmatica e triglicerideos no leite
desnatado, resultando em um &cido graxo, o &cido oléico, que é toxico aos
espermatozoides (PELLICER-RUBKDal., 1997).

Em geral sdao formados por moléculas com a capacidade de atravessar a
membrana plasmatica promovendo uma protecdo intracelular das células
espermaticas, porém, também atuam no meio extracelular, diminuindo as lesGes de
natureza quimica ou mecanica que o congelamento provoca no espermatozoide.

Possuem funcdes coligativas, diminuindo o ponto crioscopico intracelular
permitindo assim a permanéncia da agua no estado liquido sob baixas temperaturas.
Além de diminuir a 4gua intracelular e, consequentemente, o tamanho e o nimero de
cristais de gelo (WATSON, 1995). Sdo classificados em dois grupos: os alcodis
(etanol, glicerol, etilenoglicol, entre outros) e as amidas. Um bom agente crioprotetor
permeavel deve possuir baixo peso molecular, alta solubilidade em meio aquoso e
baixa toxicidade celular (MEDEIRO& al., 2002).

O glicerol é o crioprotetor de maior eleicdo para a criopreservacdo do sémen
caprino (RITARet al., 1990; KUNDUet al., 2000; LEBOEUFet al., 2000). O seu
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mecanismo de acdo se da pela reducdo da concentragdo do soluto nos meios intra e
extracelulares, diminuindo a formacéo e tamanho de cristais de gelo (DALINATA
GRAHAM, 1997) por meio de ligacdes de hidrogénio entre moléculas de agua e seus
trés grupos funcionais de hidroxilas.

O crioprotetor pode causar danos osmoticos aos espermatozoides, mas cada
espécie responde de maneira diferente em relacdo ao efeito do crioprotetor. Os
espermatozoides caprino sao ligeiramente tolerantes a essas condicdes e resistem de
forma mais efetiva ao glicerol (MEDEIRGS al., 2002). Apesar disso, o glicerol
pode também produzir danos aos espermatozoides caprinos, por apresentar graus de
toxicidade em concentracdes acima de sete porcento (LEB@EAUEF2000). Esses
danos incluem mudancas nas estruturas citoplasmaticas, alteracdo da polimerizacéo
da tubulina e interferéncia direta nas proteinas da membrana plasmatica (RARKS
GRAHAM, 1992).

Com isso, algumas substéancias tém sido utilizadas como uma alternativa para
os diluidores de congelamento de sémen, como os crioagentes do grupo das alcodis
etanol, etilenoglicol, metanol, polietilenoglicol e propilenoglicol; e as amidas,
incluindo a acetamida, formamida, lactamida e dimetil-sulfoxido, além de outras
(SNOEK, 2003).

2.4. Concentracao espermética e viabilidade do sémen

Alguns estudos correlacionam a concentracdo espermatica com a viabilidade
celular pés-descongelamento.

Os processos de congelamento e descongelamento causam diminuicdo do
ndamero de espermatozoides viaveis por dose inseminante (BA&.ERY, 2000).
Segundo Watson (2000), 40 a 50% dos espermatozoides nao sobrevivem aos
protocolos de criopreservagao, o que reduz a fertilidade nos programasde IA. Na
espécie bovina, poucas células espermaticas, cerca de 20 milhdes, sdo necessarias
para alcancar niveis aceitaveis de fertilizacdo pos-inseminacdo, mas em outras
espécies dos animais domeésticos essa concentracdo compromete a eficiéncia dos
procedimentos (BAILEYet al., 2000; HOLT, 2000b; WATSON, 20R0

O numero total de espermatozoides contidos em uma dose de sémen para
efetuar inseminacdes é um dos fatores que afetam a fertilidade em programas de
sincronizagao e IA em pequenos ruminantes. A utilizagdo da técnica de inseminagéo

laparoscopica intrauterina com sémen criopreservado permite a redugcdo da dose
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espermatica usual de 100 milhdes para 5 a 20 milhdes de espermatozoides moveis
(LEBOUEF et al., 2000). Contudo, uma concentracdo espermatica excessivamente
baixa conduzird a problemas nas taxas de prenhez pds-inseminacdo. Salomon e
Maxwell (2000) recomendam concentracdo minima de um milhdo de células
esperméticas com motilidade para manter niveis aceitaveis de prenhez com IA
intrauterina em ovelhas com estro sincronizado e utilizando sémen criopreservado.

Altas taxas de diluicio como as que ocorrem durante o processamento do
sémen para a producdo de doses sexadas, podem reduzir a motilidade e viabilidade
seminal. A caréncia do plasma seminal nas amostras ird provocar a desestabilizacédo
das membranas, dando inicio a capacitacdo espermatica, que irA promover a
prematura morte celular, se o local de deposicdo do sémen na IA for distante do sitio
de fertilizacdo. Esse efeito de diluicdo pode ser minimizado quando se utilizam
meios diluentes isotbnicos com adequadas concentracdes de sais, energia e solugdes-
tampao (MAXWELL & JOHNSON, 1999).

Por outro lado, uma elevada concentracdo espermatica determina intensa
atividade metabdlica, com rapido acumulo de catabdlitos extremamente prejudiciais
a célula espermatica. A diminuicdo da concentracdo, até certos limites, resultaria
numa maior proporcao diluente/espermatozoide, o que significa maior protecéo
celular. Elevadas diluicdes, porém, ndo levam a uma congelabilidade adequada. Um
parametro de eficiéncia a ser considerado na criopreservacdo do sémen é o numero
minimo de espermatozoides moéveis que devera conter a dose inseminante, tornando
muito mais efetivo o aproveitamento do ejaculado (CASTELAD., 2008).

O Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA) estatmipie uma dose
inseminante deve conter um minimo de 40 milhdes de espermatozoides viaveis
(CBRA, 1998).

Tem sido demonstrada uma relacéo linear entre concentracdo espermatica da
dose inseminante e taxa de concepcéo (Ritar & Salamon, 1982). A taxa de concepc¢ao
aumenta linearmente com o incremento do niumero de espermatozoides, a partir de
um valor minimo.

Quando a fertilidade atinge um valor maximo, a curva que relaciona o niumero
de espermatozoides com a taxa de concepc¢ao atinge um platd. A partir deste, ndo se
consegue qualquer incremento na taxa de concepg¢do, mesmo que se aumente 0

namero de espermatozoides na dose inseminante.
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Ritar & Salamon (1962), considerando um intervalo de 28 a 128 milhdes de
espermatozoides por dose inseminante constatou que, a adicdo de cada 25 milhdes de
espermatozoides a mesma, aumentava a taxa de nascimento em 13%.

De acordo com Evans e Maxwell (1987) o local de deposicdo, bem como a
condicdo de conservagdo do sémen influenciam a concentragdo necessaria por dose
inseminante.

Assim, para inseminacao vaginal, € recomendavel utilizar apenas sémen fresco,
com uma dose de 300 X %6spermatozoides/ml. Paka cervical, a concentracdo
espermatica varia de 100, 150 e 180 X &6permatozoides/ml, para o sémen a
fresco, resfriado e congelado, respectivamente. Finalmente, para IA intra-uterina, via
cérvix, a concentracdo recomendada € de 60 milhdes de espermatozoides, para
qualquer tipo de sémen utilizado (EVANS & MAXWELL, 1987).

2.5. Estresse oxidativo e fertilidade

A célula espermatica, durante o seu metabolismo, produz espécies reativas ao
oxigénio (ROSde reactive oxygen species), entre eles: o radical superoxido{) o
radical hidroxila (OH*) e o perdxido de hidrogénio,(®d) (MAIA & BICUDO,

2009).

O anion superoxido (OH*) € um radical livre, formado a partir do oxigénio
molecular, pela adicdo de um elétron. Sdo gerado de forma espontanea,
especialmente na membrana mitocondrial, através da cadeia respiratoria e também
por flavoenzimas, lipoxigenases e cicloxigenases. E um radical pouco reativo e ndo
tem a habilidade de penetrar nas membranas lipidicas, agindo apenas no
compartimento aonde é produzido ( NORDBERG & ARNER, 2001).

O radical hidroxila (OH*) é considerado o radical livre mais reativo em
sistemas bioldgicos, sendo capaz de causar mais danos do que qualquer outra ROS. E
formado a partir do peroxido de hidrogénio, em uma reagdo catalisada por ions
metais (F& ouCu’), denominada reacédo de Fenton (FERREIRA & MATSUBARA,
1997).

O pero6xido de hidrogénio @@,) ndo é um radical livre, mas um metabdlito do
oxigénio extremamente deletério porque participa como intermediério na reacao que
produz o radical OH*. E gerado a partir da dismutacdo enzimatica,tipela
superoxido dismutase, tem vida longa e é capaz de atravessar membranas bioldgicas
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997).
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Além destes, existem ainda os oxidantes derivados do nitrogénio, que podem
ser denominados de RNS (TURRENS, 2003), com destaque para o Oxido nitrico
(ON ) e o peroxinitrito (ONOQ.

As ROS, en pequenas quantidades, sao fisiologicamente necessarias por
induzir a cascata de fosforilacdo da tirosina, associada a capacitacdo espermatica,
hiperativagdo da motilidade, reagdo acrossomal e fusdo dos gamentas. No entanto a
geracdo excessiva de ROS pode subjugar o sistema intracelular de defesa
antioxidante do espermatozoide, que € fraco, devido a escassez de citoplasma,
tornando-o susceptivel ao estresse oxidativo (MAIA & BICUDO, 2009).

Além disso, altas concentragbes de ROS desencadeiam o processo de
peroxidacao lipidica, que ao ter contato com os acidos graxos poli-insaturados da
membrana espermatica, retiram um hidrogénio de uma dupla ligagéo, transformando-
o em radical livre, que por sua vez ira agir em outro &cido graxo poli-insaturado. Este
processo desencadeia a cascata de peroxidagao, causando alteracbes estruturais na
membrana plasmatica, com perda de fluidez e da capacidade de regular a
concentracao intracelular de ions envolvidos no controle do movimento espermatico,
mudancas no metabolismo celular e perda da capacidade de fertilizagcdo do
espermatozoide. A geracao de radicais livres também pode atingir o DNA do nucleo
espermatico, promovendo fragmentacao.

Esses danos decorrentes do estresse oxidativo ndo s6 diminui a fertilidade
espermatica como prejudica a capacidade desses espermatozoides em gerarem
embrides viaveis (AITKEMt al., 2010). Essa fragmentacdo é comumente observada
nos espermatozoides de individuos inférteis e ha fortes evidéncias que esses danos
mediados pela acdo dos radicais livres sejam induzidos por estresse oxidativo
(NICHI, 2003).

2.6.Efeito antioxidante da melatonina

A descoberta da melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) como antioxidante
(POEGGELER & MANCHESTER, 1993) estimulou o desenvolvimento de varias
pesquisas que verificaram a capacidade desta indolamina como quelante de radicais
livres e redutora da agressédo molecular (KORKMAZ & TAN, 2009).

A protecéo celular aos radicais livres pode realizar-se pela reducéo da producéo
excessiva de espécies reativas de oxigénio, prevencdo da deplecdo de enzimas

intracelulares antioxidantes, inibicdo da sobreativacdo das espécies reativas de

13



nitrogénio, destoxificacdo de espécies baseadas em nitrogénio, reducao das citocinas,
limitac@o da peroxidagao lipidica e a oxidacéo protéica. Tanto a melatonina como os
seus metabdlitos tem a capacidade de destoxificacdo de radicais livres, inclusive
possuem acdo antioxidante quatro vezes mais eficiente que o trolox, um analogo da
vitamina E, na peroxidacao lipidica, diminuindo assim a concentragdo necessaria
para o seu efeito antioxidante (ROSALES-CORR#lal., 2003).

O efeito antioxidante da melatonina ocorre em funcdo da capacidade quelante
de radicais de oxigénio e nitrogénio, incluindo o radical hidroxila(Qidroxido de
hidrogénio (HO,), molécula de oxigénio () Oxido nitrico (NO) e éanion de
peroxinitrito (ONOO) (RAO & GANGADHARAM, 2008).

Melatonina
+
Arginina HQO 02
Citrulina %NOS
NO CAT
ONOO-
e- - - e- e-
O, O, 55 H,O, = -OH
Glutamato
GSH GCL + Cisteina
Melatonina

Figura 1. Acbes da melatonina reduzindo radicais livres. A melatonina estimula
muitas enzimas antioxidantes incluindo a superéxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx), glutationa redutase (GRd) e glutamilglicina ligase (GCL); e
também, inibe enzimas pré oxidativas como, 6xido nitrico sintase (NOS). O radical
anion superoxido (O2 «—), peréxido de hidrogénio (H202) e radical hidroxila (-OH)

sao referidos como espécies reativas de oxigénio (ROS), e o 6xido nitrico (NO) e
anion peroxinitrito (ONOO-) sdo referidos como espécies reativas de nitrogénio
(RNS).

Fonte: reproduzido de Reiteral. (2013).

A melatonina possui varios efeitos a nivel mitocondrial que melhoram o bem
estar celular, impedindo a apoptose e realizando também a media¢do da eadeia d
transporte de elétrons e a fosforilagdo oxidativa, causando o aumento da producéo de

ATP em células normais.
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O possivel papel da melatonina como agente bioenergético de manutencao da
funcdo mitocondrial tem também algum interesse. A maior parte do oxigénio
molecular inalado € processado na cadeia de transferéncia de elétrons mitocondrial,
sendo convertido em agua apos quatro reducdes eletrénicas. Contudo, neste processo
de reducdo as espécies parcialmente reduzidas de oxigénio produzem espécies
reativas de oxigénio e de nitrogénio, tais como o 6xido nitrico, através da enzima
mitocondrial NOS (6xido nitrico sintase). O 6xido nitrico, apesar de atuar como
regulador fisiologico da respiracdo e do ritmo de sintese de ATP, quando atinge
niveis elevados pode inibir os complexos | e lll. Neste caso, a transferéncia de
elétrons fica comprometida, ocorrendo uma perda de elétrons e conseqlente
formacdo de @ e outros oxidantes. A importancia da melatonina na viabilidade
espermatica foi verificado com a presenca deste hormonio no plasma seminal tanto
de humanos (LUBOSHITZKY & LAVIE, 2002) como de carneiros (CASAO, et al.,
2010).

A adicdo de melatonina (em concentracdes de 0,001 a 1mM) no diluente de
congelamento de carneiros, apresentou maiores porcentagens de espermatozoides
viaveis na concentracdo de 1mM (SUCEtAl., 2011).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Comissao de ética

O estudo foi aprovado pelo comité de ética no uso de animais do Departamento
de Zootecnia da Universidade Federal de Vigcosa, sob o niumero de processo do
projeto n°81/2014 e foram realizados de acordo com o0s principios éticos da
experimentacdo animal, estabelecido pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo

Animal e com a legislagao vigente.
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3.2. Local e periodo de experimentagéo

O experimento foi desenvolvido nas dependéncias do Setor de Caprinagultura
no Laboratério de Reproducdo Animal do Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal de Vigcosa, Minas Gerais, nas coordenadas geograficas de
20°45°14°, latitude sul, e meridiano 42°52°54”’ longitude oeste, altitude média de
752,5 m de altitude. A temperatura meédia anual é de 18,5 °C, indice pluviométrico
anual de 1221,4 mm @ clima da regido é, segundo a classificacdo de Képpen, do
tipo Cwa - clima tropical de altitude com inverno seco e verdo chuvoso. O periodo
experimental foi de outubro a novembro de 2015, periodo este em que 0s animais se

encontravam em estacdo de monta induzida.
3.3. Animais, alimentacace sanidade.

Foram utilizados como doadores de sémen quatro reprodutores caprinos
adultos com idade variando entre um ano e meio e trés anos, das ragas Alpina (n = 2)
e Saanen (n = 2), higidos e com histérico de fertilidade comprovada. Antes do
periodo experimental, os animais foram submetidos ao exame androkgico
aprovados para reproducado, de acordo com os padrbes seminais para a espécie d
Manual para Exame Andrologico e Avaliagdo de Sémen Animal, do Colégio
Brasileiro de Reproducgéo Animal (CBRA, 2013

Os animais foram mantidos em baias individuais, com alimentac¢do volumosa
fornecida duas vezes ao dia composta de silagem de milho e concentrado protéico
(550 g/ dia), bem como mistura mineral e 4gddibitum, atendendo as exigéncias
nutricionais da categoria de acordo com o National Research ColNRIC (2007).

Os animais foram submetidos aexame clinico periodicamente.

3.4. Delineamento experimental

Seis partidas (ejaculados) foram coletados e fracionados de quatro reprodutores
caprinos, saudaveis e com fertilidade comprovada. Foi utilizado o diluente comercial
Botu-bov!, constituindo esse o diluente base para os tratamentos 1 a 9. Os
tratamentos testados diferiram quanto as concentragcdes esperméaticas associadas ou

ndo a melatonirfa Desta forma, os tratamentos foram distribuidos conforme segue:

1. Botupharma, Botucatu, SP, Brasil
2. M5250, Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, EUA
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Tratamento 1: 40 X Peespermatozoides sem antioxidante(Controle)
Tratamento 2: 40 X f@spermatozoides com 1uM de Melatonina
Tratamento 3: 40 X f@spermatozoides com 100 uM de Melatonina
Tratamento 4: 80 X feespermatozoides sem antioxidante
Tratamento 5: 80 X f@spermatozoides com 1uM de Melatonina
Tratamento 6: 80 X f@spermatozoides com 100pM de Melatonina
Tratamento 7: 100 X fGspermatozoides sem antioxidante
Tratamento 8: 100 X f8spermatozoides com 1uM de Melatonina
Tratamento 9: 100 X fespermatozoides com 100uM de Melatonina

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em ensaio

fatorial 09X02 (09 tratamentos x 02 racas)

3.5.Colheita de sémen

O esgotamento das reservas extra-gonadicas de todos os bodes foi obtido
mediante colheitas de sémen diarias, por cinco dias consecutivos seguidos por dois
dias de descanso sexual. As coletas de sémen foram realizadas com intervalo de 48
horas, durante o periodo matutino, nos meses de agosto e setembro de 2015.Foram
coletados seis ejaculados por animal, totalizando 24 ejaculados. Foram utilizadas
como manequim, fémeas em estro induzido pela aplicacdo semanal de 1 mg de
cipionato de estradiol pela via intramuscular. As fémeas foram mantidas em tronco
de contencdo adequado para a espécie.

O método de coleta empregado foi o da vagina artificial modelo curto
(Modificado de MIES FILHO, 1987) com agua aquecida entre 42°C e 44°C no
momento da colheita. Como revestimento da mucosa da vagina artificial, foram
utilizados sacos plasticos em forma de funil (camisa sanitéria), onde na extremidade
mais estreita foi inserido um tubo de centrifuga de plastico graduado (15ml). Esse
mesmo tubo foi revestido externamente com papel aluminio para evitar mudancgas

bruscas de temperatura e radiacéo solar. O tubo com o ejaculado foi encaminhado o

[Digite texto]
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mais rapido possivel ao laboratorio, para realizar avaliagbes fisicas e logo apos o

processamento do sémen para a criopreservagao.

3.6. Analises fisicas do sémen

Os tubos de coleta de sémen ficaram em suportes sobre a bancada do
laboratorio, em temperatura ambiente, juntamente com o diluente de cada tratamento
0s quais foram retirados do banho-maria a 37°C assim que o sémen coletado chegou
ao laboratério.

Todo material utilizado como laminas, laminulas, ponteiras e recipientes
durante a avaliacdo do sémen foi previamente aquecido a 37°C em uma placa
aquecedora.

O volume da amostra foi verificado por meio de leitura direta no tubo de coleta
(graduado) e registrado em mililitrasl().

O aspecto e coloracdo do ejaculado foram verificados visualmente e inferido
valor de acordo com escalas pré-definidas para aspecto (1. aquoso, 2: leitoso, 3
cremoso) e coloragéo (1: branca, 2: branco-amarelada, 3: amarelada).

O turbilhonamento foi avaliado por meio da deposi¢cdo de uma gota de sémen
(10uL) em lamina, observando em microscépio de luz no aumento de 100X para
posterior classificacdo em escala de zero eociadmitindo-se zero como auséncia
de parametro e cinco, como valor maximo para 0 movimento de massa.

Em uma lamina escavada foi colocado 10puL do sémen e 100 pL do diluente,
gue depois de homogeneizado, foi retirada uma aliquota de 10 pL para realizar a
avaliacdo da motilidade e vigor. A observacao foi feita em microscoépio de luz, no
aumento de 200X, utilizando-se laminas e laminulas pré-aquecidas.

No parametro motilidade foram atribuidas notas percentuais subjetivas de zero
a 100% em relacdo a quantidade de espermatozoides moveis totais, enquanto para o
vigor, os valores de zero a cinco foram atribuidos conforme a intensidade e
velocidade do movimento.

Para realizacdo da concentracdo espermatica, o sémen foi diluido em agua
destilada, na proporcdo de 1:400 (dgua:diluidor), utilizando-se a pipeta de volume
variavel. Preenchida a camara de Neubauer, o material foi levado ao microscépio de
contraste de fase em aumento de 40 vezes para quantificacdo do numero de células
espermaticas por mL (FONSECA et al., 1992).
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3.7. Diluicdo do sémen

Os tubos que continham o diluente para os diferentes tratamentos foram
retirados do banho-maria e colocados sobre a bancada do laboratério (temperatura
ambiente), juntamente com o sémen recém - coletado. Apds as avaliacdes fisicas e
calculo da concentracédo do ejaculado, o diluente foi adicionado a amostra de sémen
de acordo com as concentracdes de cada tratamento.

O sémen diluido foi envasado em palhetas de 0,25 mL, e lacradas com massa

de modelar atéxica.

3.8. Resfriamento do sémen

Apés o envase, as palhetas foram colocadas em tubos de ensaio de vidro (15
mL).Em seguida, os tubos de ensaio revestidos por um refil (saco plastico) foram
acondicionados em recipientes plasticos (240 mL) contendo 120 mL de alcool
absoluto, e mantidos em temperatura ambiente. Logo apds, o conjunto foi levado ao
interior de uma geladeira, permanecendo na posicado horizontal em temperatura de

cinco graus Celsius, ptrés horas.

3.9. Congelamento do sémen

Ap6s o periodo de resfriamento e equilibrio, as palhetas TiMforam
congeladas em vapor de nitrogénio liquido, sendo as mesmas colocadas,
rapidamente, a altura de 5 cm do nitrogénio liquido, na posicéo horizontal, em uma
grade de suporte, por 15 minutos. Apos esse periodo, as palhetas foram imersas no
nitrogénio liquido e, em seguida, acondicionadas em raques identificadas para serem

armazenadas em botijdo criogénico até a sua avaliacao.

3. 10. Descongelamento e analises do sémen

As palhetas foram descongeladas em banho-maria a 37°C, por 30 segundos e,
posteriormente, secas em papel toalha evitando o atrito entre o papel e a palheta. E
seguida, realizaram- se as avaliacdes de rotina de acordo com 0s parametros minimos
exigidos pelo CBRA para o sémen caprino descongelado, conforme a tabela 1, bem
como a avaliacdo por meio de testes complementares, como o0 teste de

termorresisténcia, morfol6égico e 0 hiposmaotico.

3. IMV, Aigle, Francga.
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Tabela 1 -Valores minimos para caracteristicas seminais pos-descongelamento
parabodes doadores de sémen (CBRA, 013

PARAMETROS VALOR
Motilidade (%) 30
Vigor 2
Espermatozoides normais (%) 80

Concentracao de espermatozoides /mL col

motilidade progressiva 40 x 16

Fonte:CBRA,2013.

3. 11. Teste de termorresisténcia

A longevidade dos espermatozoides foi avaliada pelo teste de termorresisténcia
(TTR), que consistiu em colocar uma amostra de sémen de 0,25 mL, referente a cada
tratamento a ser avaliado, em micro tubo do tipo ependorff de 1,5mL, e inc@ando
37°C por um periodo de até 90minutos. A motilidade e o vigor esperméticos foram
avaliados pelo TTR nos tempos de cinco, 30,60 e 90 minutos.

Para observacao da motilidade e do vigor, os procedimentos adotados foram os
mesmos descritos anteriormente para anélise do sémen fresco. No tempo de cinco
minutos também foi retirada aliquota do sémen para o teste de funcionalidade da

membrana (teste hiposmatico).
3. 12. Teste morfologico

Em um microtubo plastico de 1,5mL contendo 1mL de solucéo fixadora de
formol salina tamponada (HANCOCK, 1957) foram acondicionadas aliquotas do
sémen suficiente para turvar a solucéo, para analise morfolégica dos espermatozoides
por meio de preparacdo umida e com auxilio de contraste de fase em aumento de
1000 X. Foram contabilizadas 100 células segundo os critérios adotados por Blom

(1973) quant@sanormalidades totais.

3. 13. Teste hiposmotico

A integridade funcional da membrana plasmatica foi avaliada pelo Teste
hiposmatico, utilizando-se solugcdo hiposmética de 100 mOsmol/Kg como
preconizado por SOUZAt al., (2000) e por FONSECAt al., (2001). Para o
preparo da solugcédo hiposmotica foram dissolvidos em 1000 mL de agua deionizada,
nove gramas de frutose e 4,9 g de citratotrissédico (RE\EMRODE, 1994).
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Uma aliquota de 20pL de sémen foi adicionada a uma mL de solugéo
hiposmética e incubada por meia hora em banho-maria a 37°C. Posteriormente,
foram adicionados 0,5 mL de solucdo de formol-salina tamponada as amostras de
sémen para fixacdo das mesmas.

Posteriormente uma amostra foi montada entre lamina e laminula e analisada
em microscopia de contraste de fase, em aumento de 400X, onde foram analisados
200 espermatozoides por amostra. Os espermatozoides foram classificados quanto a
presenca ou ndo de cauda enrolada, sendo classificados como normais aqueles que
apresentaram cauda enrolada (reativos ao teste) e aqueles com cauda reta, foram

classificados como membrana lesada.

3. 14. Citometria de fluxo

Embora o uso de sondas fluorescentes pela microscopia éptica de fluorescéncia
venha sendo um método para avaliacdo da célula espermatica bastante utilizado, o
namero de espermatozoides normalmente examinados por analise ndo excede 200. A
citometria de fluxo surge como técnica vantajosa sobre as outras convencionais para
avaliacdo da viabilidade e integridade espermatica, uma vez que este sistema
automatizado tem a capacidade de examinar mais de 10.000 espermatozoides em
menos de um minuto, permitindo maior exatiddo nos resultados e diminuicdo no
tempo de preparacdo requerido em outras técnicas fluorescentes (ARRUDA et al.,
2007)

A analise por citometria de fluxo das amostras foi realizada em aparelho BD
FACSVersé" * equipado com laser de argdnio (az#l88 nm de emiss&do com 20
mW de poténcia), laser UV (vermelho 640 nm de emissdo 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 700/54nm), 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 bode
de fertilidade comprovada, diluidas @WPBS a 5 X 10 espermatozoides/mL. As
particulas ndo esperméticas (debris) detectadas foram eliminadas, efetuando uma

triagem sobre a populacdo de interesse. Particulas com caracteristicas de dispersao

4. Becktson-Dickeson®, Sunnyvale, CA, USA.
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semelhantes as dos espermatozoides, mas sem contetdo de DNA suficiente também
foram excluidas (FREITAS, 2015).

As amostras foram primeiramente analisadas sem corantes, para que assim
fosse determinado o local especifico onde se localizava a populacdo espermatica,
sendo este estipulado como padrdo para andlise. Em seguida, as amostras foram
coradas com as sondas 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, o melhor ajuste
(compensacdo) obtido para cada sonda era estipulado como padrdo (FREITAS
2015).

3. 15. Avaliacdo da integridade de membrana plasmatica e acrossomal
(IP/FITC-PSA)

A integridade da membrana plasmatica espermatica foi avaliada por meio da
sonda iodeto de propideo (IP), sonda impermeével a membrana, que cora o nucleo
celular em vermelho quando a mesma encontra-se lesionada (MAGNAUS1984).

Para avaliacdo da integridade acrossomal foi utilizada a aglutinina Pisum sativum
conjugada com isotiocionato de fluoresceina (FITC-PSA), uma sonda incapaz de
penetrar a membrana acrossomal intacta, corando em verde somente aqueles
espermatozoides reagidos ou com acrossoma lesionado (CR@SSL986) ao se

ligar em moléculas de a-manose dispostas na matriz acrossomal (CELEGUINI et al.,
2007).

Para avaliacdo da integridade da membrana plasmética e acrossomal, foi
seguido o protocolo proposto por Oliveira et al. (2012) modificado. Uma aliquota de
150 pL de sémen diluido eBMPBS (5 x 1Fsptz/mL) foi incubada com 10pL de
FITC-PSA (100 pg/mL; anexo A) e 3 pL de '(®,5 mg/mL; anexo A) em
microtubos plasticos (2mL) dispostos em banho maria a 37 °C, por 10 minutos. Em
seguida, foram adicionados 150 pL de PBS e a amostra destinada a leitura no
aparelno. Em cada amostra foram analisadas 10.000 células, numa taxa de
aproximadamente 200 células segundo, nos filtros A (FITC-PSA, lesdo acrossomal)

e C (IP, lesdo de membrana plasmatica) e excitacdo de 488nm.

5. DMPBS, Flush, Nutricell®, Campinas, SP, Brasil.
6. L-0770, Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, EUA
7. P-4170, Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, EUA
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Foi possivel a observacdo de quatro categorias celulares (figura 1), de acordo
com as combinacdes de lesdo de membrana plasmatica e de acrossoma: (UL)
IP+PSA-, espermatozoides com membrana plasmatica lesionada; (UR) IP+PSA+,
espermatozoides com membrana plasmatica e acrossomal lesionada; (LR) IP-PSA+,
espermatozoides com acrossoma lesionado; e (LBSR; espermatozoides com

membrana plasmatica e acrossomal integras.
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Figura 2. Classificacdo de espermatozoides em quatro categorias: LL, células com
membrana plasmatica e acrossomal integras; UL, células com membrana plasmatica
lesionada e acrossoma integro; UR, células com lesdo de membrana e acrossomal;

LR, células com membrana plasmética integra e acrossoma lesionado.
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3. 16. Avaliacéo do potencial de membrana (JC-1)

O potencial transmembrana mitocondrial (A¥m) espermatico foi avaliado
mediante a utilizacdo da sonda JXedeto de 5,5°.6,6-tetraclorod,1,3,3’-
tetraetilbenzimidadazolilcarbocianina). Essa sonda € um fluorocromo lipofilico que
se acumula na mitocondria de acordo com seu potencial de membrana. A
fluorescéncia é emitida em laranja, em fungéo da formacgéo dos agregados de JC-1 na
mitocondria polarizada (FRACKZEK et al., 2012).

A andlise do potencial mitocondrial foi determinado de acordo com protocolo
proposto por Ortega-Ferrusola et al. (2010) modificado. Uma aliquota de 500 pL de
cada amostra previamente diluida em n2iPBS (5 X 16 sptz/mL) foi incubada
com 0,5 pL JC-1 (153 uM; anexo A) por 40 minutos em banho maria a 37 °C. Apés
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 0s
filtros A (JC-1 mondmeros) e B (JC-1 agregados) e excitacdo de 488 nm.

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

somatorio das células com potencial mitocondrial alto e médio (figura 2).
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Figura 3: Grafico de contorno (contour plot) gerado pela analise do sémen caprino

por citometria de fluxo, em amostra corada com JC-1, permitindo a classificacdo de

8. T4069, Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, EUA
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espermatozoides com alto potencial mitocondrial (UR, A¥m ") e baixo potencial
mitocondrial (LR, A¥m "),

3. 17. Avaliacdo da producdo de perdxido de hidrogénio intracelular
(DCFDA/IP)

A producdo de perdxido de hidrogénio intracelular foi avaliada mediante a
utilizacéo do fluoréforo diacetato de diclorodihidrofluorosceina (DCHPdue, ao
penetrar na célula € oxidado pelo peroxido de hidrogénio intracelular emitindo
fluorescéncia verde.

Para avaliacdo da producado de peroxido de hidrogénio intracelular, foi seguido
protocolo proposto por Marcias-Garcia et al. (2012a). Uma aliquota de 500 pL da
amostra diluida em meio PBS (5 x3ptz/mL) foi adicionada a um microtubo (2,0
mL) aquecido em banho Maria a 37 °C, e corada com 0,5 puL DCFDA (1 mg/mL;
anexo A) durante 30 minutos. Apds esse periodo, 150 pL da amostra incubada foi
corada com 3 pL de IP, permanecendo incubada por 5 minutos. Foram entéo
adicionados 150 pL de PBS e seguiu-se a leitura no citbmetro de fluxo, sendo
contabilizadas 10.000 células de cada amostra, numa taxa de 400 células/segundo,
com os filtros A (CFDA oxidado) e C (IP, células ndo viaveis) e excitacdo de 488
nm.

Foram observadas quatro populacdes celulares (figura 4a): (UL) IP+DCFDA-
espermatozoides mortos sem peroxido de hidrogénio intracelular; (UR)
IP+DCFDA+, espermatozoides mortos com peréxido de hidrogénio intracelular;
(LR) IP-DCFDA+, espermatozoides vivos com perdxido de hidrogénio intracelular;
(LL) IP-DCFDA-, espermatozoides vivos sem peroxido de hidrogénio intracelular.

A fim de quantificar a concentracao de peroxido de hidrogénio intracelular, foi
realizada analise do histograma quanto a média de emissao do fluoro6foro DCFDA

pelas células viaveis captada no filtro A em relagdo a essa populacdo (figura 4b).

9. 35845, Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, EUA
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Figura 4: (a) Gréfico de contorno (contour plot) gerado pela anélise por citometria

de fluxo, em amostra corada com IP e DCFDA, permitindo a classificagcdo de

espermatozoides em quatro categorias: LL, células com membrana plasmatica
integra sem peroxido de hidrogénio intracelular; UL, células com membrana

plasmatica lesionada sem peroxido de hidrogénio intracelular; UR, células com
membrana plasmatica lesionada e com peréxido de hidrogénio intracelular; LR,
células com membrana plasmatica integra e com peréxido de hidrogénio
intracelular. (b) Histograma da populacédo de células com membrana plasmatica
integra (P2) analisada quanto a distribuicdo da fluorescéncia emitida pelo
DCFDA: P3, células com peroxido de hidrogénio intracelular; P4, células sem

peréxido de hidrogénio intracelular.
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3.18. Anélises estatisticas

Para a analise dos dados foi utilizad®atistical Analysis System (SAS,
2002). O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em
parcelas subdivididasglit plot) e arranjo fatorial 3 x 3, sendo a raca considerada o
fator primario e as concentracdes espermaticas e de melatonina os fatores

secundarios, de acordo com o modelo matematico:

+ e(S) ji

Yij = resposta observada,

1 = constante geral;

R = efeito referente a raca;

e(R); = erro aleatorio referente ao efeito da raca (resafuo

M; = efeito referente as concentragdes de melatonina,;

Ck = efeito referente as concentracdes de espermatozoides;

(RM);; = efeito de interagéo da raca e concentragdes de melatonina;

(RO)ik = efeito de interacdo da raca e concentracdes de espermatozoides;

(MC);« = efeito de interagéo das concentra¢des de melatonina e de espermatozoides;
(RMC);j« = efeito de interagao tripla;

&(s); = erro aleatorio referente aos efeitos secundarios (relsjduo
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, as caracteristicas de todos ejaculados obtidos durante o
periodo experimental apresentaram-se dentro dos padrdes preconizados pelo CBRA
(2013). Em conjunto, essas caracteristicas auxiliam na analise dos parametros

seminais para processamento e utilizagdavo ouin vitro do mesmo. (tabelg2

Tabela 2: Médias + erros padréo da média das caracteristicas fisicas de sémen a fresco
obtidos de reprodutores caprinos.

Reprodutores
Parametros Animal 1 Animal : Animal 3 Animal 4
Volume 1.72 +0.18 1.50 + 0.25° 3.00+0.18 097+0.18
Aspecto 1.83+0.17 1.67 +0.2% 1.83+0.3% 2.00+0.26
Col 1.83+0.17® 1.33+0.2% 2.00+0.00 2.00+0.00
Turb 2.33+0.33 3.17 £ 0.17 3.00+0.26 3.00+0.26
Motf 71.67 £ 1.6% 78.33+1.67%° 76.67+2.13* 80.00+2.58
Vigf 3.00 +0.00 3.00 +0.00 3.00+0.06 3.17+0.17
Conc 3.79 +0.63 3.78+0.78 267+048 3.35+0.98
Morff 36.00+ 1.53 25.67+2.1% 22.17+1984 21.33+1.20
Hostf 60.00+ 3.42 79.17+1.86 81.67+0.98 83.50+0.92

Na mesma linha, letras mindsculas diferentes indicam diferenca significativa (P <
0.05) pelo teste de Tukey; letras maiusculas diferentes indicam diferenca significativa
pelo teste de Kruskal-Wallis.
A motilidade progressiva (0-100%) apresentou diferenca (P < 0.05) e o vigor
(0-5) apresentou médias semelhantes entre os animais, porém as médias ficaram
dentro do recomendado pelo CBRA (2013) para sémen fresco de caprinos, que é de
80 (70-90)% e 3 para vigor espermatico. O mesmo foi verificado por Coloma et al.
(2011). A motilidade e o vigor espermatico sdo 0s principais € mais comuns
parametros utilizados na avaliacdo seminal para predizer a qualidade seminal, pois
apresentam correlacéo positiva com a fertilidade do sémen (CORREA et al., 1997).
Os valores médios entre os animais verificados nesse trabalho para a
concentracdo espermética, durante o periodo experimental, estdo de acordo com
Castelo et al (2008), que descreveram como normal uma concentragcédo variando de
2,5- 5,0 X 10 espermatozoides/mL para caprinos. Esses valores também ficaram
acima do minimo recomendado pelo CBRA (2013), que é de 2 % 10

espermatozoides/mL.
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Tabela 3: Médias + erros padrdo das caracteristicas fisicas de sémen a fresco obtidos
de reprodutores caprinos da raga Alpina e Saanen.

" Raca

Parametros Alpina * Saanen
Volume 1.61+0.14 1.98 +0.32
Aspecto 1.75+0.183 1.92 +0.19
Cor 1.58 +0.18 2.00 +0.00
Turb 2.75+0.22 3.00+0.17
Motf 75.00 + 1.51% 78.33 +1.67
Vigf 3.00 + 0.00 3.08 +0.08
Conc 3.78+0.48 3.01+0.52
Morff 30.83 +2.01 21.75+ 1.09
Hostf 69.58 + 3.43 82.58 + 0.69

Na mesma linha, letras mindsculas diferentes indicam diferenca significativa (P <
0.05) pelo teste de Tukey; letras mailsculas diferentes indicam diferenca
significativa pelo teste de Kruskal-Wallis.

Na morfologia espermatica (tabela 3), a raca alpina apresentou um maior nimero
de anormalidades espermaticas em relacdo a raca saanen e uma menor porcentagem de
cdulas com membranas funcionais (HOST).

Na motilidade progressiva pos-descongelamento, foi encontrada diferenc
(P<0,05) entre as concentracdes de melatonina zero3&dm+ 1,02; 1 uM de
melatonina, com 35,42 = 0,95 e 100 uM de melatonina, com 40,28 + 1,10, como se
observa na Tabela 4.

Tais resultados corroboram com estudos conduzidos por Casao et al. (2010) ao
incubar o sémen de carneiro com melatonina nas concentragcdes de 1 uM, 10nM e
100pM e verificaram que ndo houve influéncia da melatonina nos parametros de
motilidade e de viabilidade espermatica, mas séo inferiores aos descritos por EI-Raey
(2015), que obtiveram motilidade de 60.0+ 2,9 quando utilizaram concentragéo de
1mM de melatonina.

Succu et al. (2011) adicionaram melatonina (em concentragbes de 0,001 a
1mM) no diluente de congelagéo de carneiros e verificaram que a concentracdo de
1mM apresentou maior motilidade progressiva de 45,9+3,1.
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Tabela 4:Médias * erros padrdo da motilidade espermatica total de amostras de sémen
de bodes congelado com diferentes concentracbes de melatonina e avaliadas
pelo teste de termo resisténcia em intervalos de 60 minutos apos
descongelamento.

Tempo do Melatonina
TTR 0 1 uM 100pM
0 33.19 +1.02 35.42 +0.98 40.28 +1.18
60 19.38 +1.18 20.18 +1.18 25.56 + 1.47
120 8.33+0.88 6.81 +0.68 15.14 +1.32
180 3.40 +0.5% 1.60 +0.42 4.24 +0.70

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P < 0.05) pelo teste de
Tukey

Tabela 5: Médias + erros padréo da motilidade espermatica total de amostras de sémen
de bodes congelado com diferentes concentracdes espermaétias (10
espermatozoides/dose) e avaliadas pelo teste de termo resisténcia em
intervalos de 60 minutos ap0s descongelamento.

Tempo do Concentragao
TTR 40 80 100
0 40.56 + 0.97 36.39 + 1.03 31.94 +1.06
60 27.54 + 0.98 22.29 +1.28 15.28 + 1.26
120 11.74+1.12 12.29 +1.22 6.25 + 0.57
180 3.06+ 0.56° 4.31+0.76 1.88 +0.44

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P < 0.05) pelo teste de
Tukey.

O teste de termorresisténcia permitiu avaliar a motilidade e vigor das amostras
criopreservadas durante trés horas, em intervalos de uma hora, a uma temperatura de
37 °C, mimetizando a permanéncia do sémen nos 6rgdos genitais femininos. Os
valores encontrados para a motilidade estédo dispostos nas Tabelas 4 e 5. Em todos os
tempos avaliados, a concentragdo de {iBD de melatonina apresentou maiores
valores médios (P<0,05) em relacéo as demais concentracdes avaliadas

Peixoto et al. (2008), em seus experimentos de criopreservacédo de sémen ovino
com meio diluente tris-gema acrescido ao acido ascoérbico e Trolox, encontraram
motilidade progressiva ap6s uma hora de incubacdo das amostras de sémen a 37 °C
de 20,0%+5,0 e 15,0%+5,0 para o0 grupo controle e o grupo suplementado com
600M/L de acido ascorbico, respectivamente.

Esses achados séo inferiores abtidos por D’Alessandro et al. (2001), que
encontraram motilidade da ordem de 44,5%, 59,9% e 52,6% para o final da

incubagéo em trés horas em doses de sémen ovino criopreservado, em meio tris-
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gema nas concentracoes de 20, 40 e 80 milhdes de espermatozoides,
respectivamente.

Os resultados de motilidade espermatica progressiva encontrados neste ensaio
para o TTR estdo de acordo com as exigéncias do CBRA (1998), que aponta
motilidade de 30% e vigor 2 apds 5 minutos de avaliagdo do sémen descongelado em
banho-maria a 37 °C, para atestar como viaveis amostras seminais criopreservadas
provenientes da espécie caprina.

Observando esses achados, outro fator que pode ter interferido na néo
observacéo das ac¢fes antioxidativas da inclusdo da melatonina ao meio diluente € o
fato de ter trabalhado com sémen com poucas alteracbes morfologicas, pois de
acordo com Agarwal et al. (2005) e Castro (2010), a producdo de ROS acontece de
maneira mais evidenciada quando ocorre grande quantidade de espermatozoides com
gota protoplasmética e/ou uma grande quantidade de leucdcitos.

Os neutrdfilos produzem e liberam elevadas concentracées de ROS proximo as
células e patdégenos para formar reacdes citotdxicas, sendo essa sintese de ROS a
primeira linha de defesa contra microrganismos invasores. Outra importante fonte de
ROS no sémen sdo os espermatozoides imaturos, Os residuos citoplasméaticos dessas
células contém elevados niveis da enzima glucose-6-fosfato desidrogenase, que
forma o NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida). O NADPH
posteriormente forma ROS via NADPH oxidase na membrana espermatica
(BAUMBER et al., 2000; BARBOSA, 2009).

Talvez a acao antioxidante da melatonina se apresente e melhore as qualidades
seminais de bodes com baixo padrdo de qualidade do sémen a ser criopreservado,
conforme mostraram Garcez et al. (2010), congelando sémen humano, em que foram
observadas melhoras nas atividades antioxidativas das enzimas superéxido dismutase
e catalase no material processado proveniente de homens inférteis quando utilizaram
0 agente antioxidante resveratrol para suplementar o meio diluente.

Essa observacgéo foi feita também por Borges (2008), quando experimentou o
antioxidante Trolox na suplementagcdo do meio tris-gema para congelar sémen
bovino. Quando analisou 0 grupo com e sem antioxidante, esse autor ndo observou
diferenca (P>0,05) nas caracteristicas seminais e fertilidade pds-inseminagéo, mas,
guando separou 0s touros pela qualidade espermatica, percebeu melhora significativa

na fertilidade in vitro e in vivo do sémen criopreservado com o antioxidante.
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As concentragbes espermaticas utilizadas no experimento ndo afetou os
parametros seminais avaliados in vitro. Esses resultados corroboram os achados de
Silva (2013), que nao encontrou diferencas significativas nos testes de fertilidade in
vitro e in vivo, recomendando a possibilidade de se trabalhar com doses mais baixas
de espermatozoides, aumentando a quantidade de doses produzidas na
criopreservacao.

De acordo com Leahy et al. (2010), doses criopreservadas com altas
concentracbes espermaticas afetam negativamente a fertilidade pela elevada
producdo de metabdlitos que irdo promover o estresse oxidativo naquele meio,
enquanto doses mais diluidas, de acordo com Gundongan et al. (,2010) perdem sua
protecdo antioxidativa natural presente no plasma seminal, sendo eles expostos

também a acéo nociva das ROS.

Tabela 5 Médias + erros padrdo da motilidade espermatica total de amostras de
sémen de bodes congelado com diferentes concentracdes esperméticas (10
espermatozoides/dose) e avaliadas pelo teste de termo resisténcia no tempo
5’ apobs descongelamento.

Parda Saanen
Mela Concentracdo Concentracdo
40 80 100 40 80 100
0 32.5+1.7%2 27.5+1.7%8Y  24.1+1.4%  43.3+1.8"°" 33.3+1.8°'38.3+1.6"

1 uM 35.8+1.9"%' 30.8+0.8°5' 258147 40.0+2.75  38.3+1.6%! 41.6+2.0™
100pM 42.5+2. P 40.8+2.2"  27.5+1.3M 49.1+0.8"  47.5+1.3M 34.1+1.4%

Letras minusculas na linha mostram diferenca dentro de cada raca,

Letras mailsculas na coluna diferem;

Numeros na linha mostram diferenca entre racas para cada concentragao.
Melat, concentracdes de melatonina.

De acordo com os dados apresentados na tabela 5, houve interacao tripla (p<0,05)
de melatonina, concentracdo e raca. Sendo que os valores médios da raca saanen se
mostraram superiores tanto para concentragdo espermatica, quanto para as
concentracdes de melatonina em relacdo aos valores de motilidade espermatica da raca

alpina.
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Tabela 6. Médias + erros padrdo das porcentagens de populacdes espermaticas em
relagéo a producédo de peroxido de hidrogénio, de sémen criopreservado de
reprodutores caprinos, avaliadas por citometria de fluxo

Melatonina
DCFDA/IP
0 1luM 100uM

IP+DCFDA- 1.31+£0.15 1.35+0.13 1.29+0.1Z
IP+DCFDA+ 72.45 + 1.5¢ 71.93 +1.64 72.91 £ 1.37
IP-DCFDA+ 22.87 + 1.5 22.86 + 1.57 22.07 £1.2¢
IP-DCFDA- 3.37£0.22 3.85+0.61 3.76 £1.1C
DCFDA- 4.68 +0.21 5.20 £ 0.59 5.05 + 1.0€
IP- 26.24 +1.5¢ 26.71 + 1.6€ 25.84 + 1.41

P > 0.05; IP+DCFDA-, espermatozoides mortos sem peréxido de hidrogénio
intracelular; IP+DCFDA+, espermatozoides mortos com peréxido de hidrogénio
intracelular; IP-DCFDA+, espermatozoides vivos com peréxido de hidrogénio
intracelular; IP-DCFDA-, espermatozoides vivos sem peréxido de hidrogénio
intracelular.

As populacdes de células com ou sem peroxido de hidrogénio intracelular com ou
sem membrana lesionada (tabela 6) ndo apresentaram diferencas entre as concentracoes
de melatonina (p>0,05)

A inibicdo da motilidade espermatica em funcdo do aumento nas concentracfes de
peroxido de hidrogénio intracelulares é consequéncia da reducdo na fosforilacdo de
proteinas axonemais necessarias para o0 movimento espermatico (LAMIRANDE &
GAGNON, 1992). Esse processo ocorre antes de qualquer perda de integridade de

membrana ou aumento na peroxidacao lipidica (HYSLOP et al., 1986).

Tabela 7. Médias * erros padréo das porcentagens de concentracdes espermaticas em
relagédo a producédo de peroxido de hidrogénio, de sémen criopreservado de
reprodutores caprinos, avaliadas por citometria de fluxo

Concentragédo DCFDA-PI+ DCFDA+PI+ DCFDA+PI - Pl -

40 1.35+0.14 71.43+158 23.84+159 .26+1.62
80 1.27+0.18 72.82+158 23.28+1.50° .91+1.60
100 1.34+0.12 73.04+1.42 2068+128 .62+1.48

Letras diferentes na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

IP+DCFDA-, espermatozoides mortos sem peroxido de hidrogénio intracelular;
IP+DCFDA+, espermatozoides mortos com peroxido de hidrogénio intracelular; IP-
DCFDA+, espermatozoides vivos com peroxido de hidrogénio intracelular; IP-
DCFDA-, espermatozoides vivos sem peroxido de hidrogénio intracelular.

33



Em relacdo a concentracdo espermética, foi observada maior proporcao de células
vidveis com presenca de peroxido de hidrogénio intracelulgrtratamentos com
concentracdo espermatica de 40 e 80 % egpermatozoide/mL, enquanto a menor
proporcéo foi observada no tratamento com 100 % ebpermatozoide/mL (p<0,05)

(tabela 7.

Tabela 8. Médias + erros padrdo das porcentagens de populacdes espermaticas em
relagéo a producédo de peroxido de hidrogénio, de sémen criopreservado de
reprodutores caprinos das racas Alpina e Saanen, avaliadas por citometria
de fluxo.

Raca DCFDA-PI+ DCFDA+PI+ DCFDA+PI - Pl -

Alpina  2.03+0.1% 78.10 + 0.85 18.17 + 0.88 19.90 + 0.84
Saanen 0.61 +0.03 66.76 + 1.32 27.03+1.32 32.63+1.33

Letras diferentes na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

IP+DCFDA-, espermatozoides mortos sem perdxido de hidrogénio intracelular;
IP+DCFDA+, espermatozoides mortos com peroxido de hidrogénio intracelular; 1P-
DCFDA+, espermatozoides vivos com perdxido de hidrogénio intracelular; I1P-
DCFDA-, espermatozoides vivos sem peroxido de hidrogénio intracelular

Em relacdo a raca, foi observado maior viabilidade celular com presenca de
peroxido de hidrogénio intracelular na raga saanen comparada a racga alpina (p<0,05).
(tabela §.

Tabela 9. Médias + erros padrdo das porcentagens de populacdes espermaticas em
relagdo a integridade de membrana plasmatica e acrossomal, de sémen de
reprodutores caprinos, criopreservado com diferentes concentracdes de
melatonina, avaliadas por citometria dex@iu

o Melatonina
Variaveis
0 1luM 100uM

PSAIP+ 28.82 +1.28 31.15+1.68 28.74 +1.28
PSA + IP + 41.21+1.98 40.54 +2.12 43.05+1.98
PSAHIP- 1.03+0.29 0.84+0.1% 2.11+0.74
PSA-IP - 28.94 +1.88 27.48 +1.8% 26.10 + 1.8%
PSA 57.76 + 1.9% 58.63 + 2.09 54.84 +1.93
IP - 29.97 +1.97 28.32 +1.88 28.21 +1.89

Letras diferentes na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
PSAIP+,espermatozoide com membrana plasmatica lesionada;
PSA+IP+,espermatozoide com membrana plasmatica e acrossomal lesionada;
PSA+IP-, espermatozoide com acrossoma lesionado;IP$Aspermatozoide com
membrana plasmatica e acrossomal integras.
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Em relagdo as concentracdes de melatonina, ndo foram observados diferencas nos
valores médios da populacdo de espermatozoides com membrana plasmética e
acrossomal integras (tabela 9).

Tabela 10. Médias + erros padrao das porcentagens de populacdes espermaticas em
relacédo a integridade de membrana plasmatica e acrossomal, de sémen de
reprodutores caprinos, criopreservado com diferentes concentragdes
espermaticas, avaliadas por citometria de fluxo

Concentracac PSA+IP+ PSA+IP- PSA

40 40.64 £ 2.09 1.58 £ 0.60 57.78 £1.99
80 41.19 £ 2.05 0.86 +0.12 57.95+2.01
100 42.96 +1.92 1.54 +0.51 55.50 +1.97

P > 0.05; PSA+IP+,espermatozoide com membrana plasméatica e acrossomal lesionada,;
PSA+IP-, espermatozoide com acrossoma lesionado; PSA-, espermatozoide com
membrana plasmatica integra.

De acordo com a tabela 10 ndo houve diferenca entre os tratamentos com relacéo
as varaveis analisadas.

As médias e o erro-padrdo das médias do teste com sonda fluorescente (JC
1), verificando células com alto e baixo potencraitocondrial, estdo sumariados

nas Tabelas 11 e 12.

Tabela 11. Médias + erros padrao das porcentagens de populacdes espemnéticas e
relacdo ao potencial mitocondrial de espermatozoides criopreservados de
bodes, avaliadas por citometria de fluxo

Melatonina APM M

0 12.92 +1.33 85.06 + 1.41
1uM 13.78 £ 1.36 84.54 +1.44
100uM 14.42 + 1.37 83.50 + 1.46

P > 0.05; APM, alto potencial mitocondrial; MPM, médio potencial mitocondrial.

Em relacdo ao potencial mitocondrial (tabela 11), observou-se que nao houve
diferenca entre os tratamentos com melatonina (p>0,05). Por outro lado, o fato do
potencial mitocondrial das amostras tratadas com melatonina ter se apresentado
insatisfatorio, pode ser indicativo que esse aditivo ndo tenha exercido o seu efeito

antioxidante nessas concentragoes.
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Tabela 12. Médias * erros padrao das porcentagens de populacfes espermaticas em
relagdo ao potencial mitocondrial de espermatozoides caprinos,
criopreservado em diferentes concentracdes espermaticas, avaliadas por
citometria de fluxo

Concentragao APM BPM

40 16.88 + 1.39 80.45 +1.41
80 12.13 +1.3% 86.54 + 1.35
100 12.11 + 1.2% 86.12 +1.45

Letras diferentes na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). APM, alto potencial
mitocondrial; BPM, baixo potencial mitocondrial.

Em relacdo a concentracdo espermatica, foi observado maior potencial
mitocondrial (p<0,05) no tratamentos com concentracdo espermatica de 49 x 10
espermatozoide/mL, enquanto a menor proporcao foi observada nos tratamentos com
80 e 100 x 1Despermatozoide/mL (p<0,05) (tabelg.12

Observou-se neste estudo que as avaliagdes complementares em citometria de
fluxo associada as sondas fluorescentes, mostraram-se indispensaveis na avaliagdo da
integridade da membrama plasméatica e acrossomal, bem como para a atividade
mitocondrial na deteccdo de possivel ocorréncia da peroxidacdo lipidica nos
espermatozoides caprinos congelados/descongelados.

Embora a melatonina seja uma indolamina reconhecida com uma forte acdo
antioxidante, em determinadas concentracfes podem exercer atividade pré-oxidante,
assim como na presenca de ions metais de transicdo (CAO & CUTLER, 1997).
Existem evidéncias de que esses metais induzem a autoxidacdo de alguns compostos
gerando radicais e resultando em aumento da atividade redox na producédo de ROS,
incluindo HO,, provocando assim a liberacéo de calcio intracelular (BREITBART et
al., 1985) . Sendo assim, essas subtancias podem evitar ou estimular a capacitacao
espermatica prematura e reagdo acrossomal, uma vez que esses processos Sao
regulados pelas concentragdes de calcio intracelular.

As concentracbes de 1pM e 100 pM foram ineficientes diante das
concentracdes espermaticas avaliadas, reduzindo assim a acdo antioxidante da

melatonina.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos quanto a acdo da Melatonina ndo foram
satisfatorios, porém as concentracfes utilizadas neste experimento mantiveram a
viabilidade seminal de acordo com as caracteristicas preconizadas pelo CBRA, mas
ndo foram superies ao tratamento controle. Sendo necesséarios novos estudos
quanto a concentracdo ideal e sua interacdo com diferentes concentracdes

espermaticas, no congelamento de sémen caprino.
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ANEXOS

ANEXO A
Diluicdes da melatonina para adigéo no diluente comercial Bot{i-Bov

1. SOLUCAO ESTOQUE DE MELATONINA (1M)
Solugéo estoque | K1)

43mL=1g=1M

430 uL=0.1g=1M

0,1 g de melatonina + 430. DMSO

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

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

4. MELATONINA (100 puv)
300 pL de melatonina (1mM)30 mL de diluente Botu-Bov®
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ANEXO B
Diluicbes das sondas utilizadas na citometria de fluxo

1. IODETO DE PROPIDEO (IP)
Solugéo estoque (25mg/mL = 40mM)
25 mg Pl + 1ImL DMSO

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

2. FITC-PSA
Solugéo estoque (0,5 mg/mL)
2 mg FITC-PSA + 4 mL PBS

Solucéo de trabalho (100 pg/mL)
2 mg FITC-PSA + 20mL PBS

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

Solucéo de trabalho (153 uM)
100 pL SE + 900 pL DMSO

4. DCFDA
Solucéo estoque | (50 mg/mL)

1 g DCFDA + 20 ml DMSO

Solucéo estoque Il (5 mg/ mL)
1mLSEI+9mLDMSO

Solucéo de trabalho (1 mg/mL)
1mLSTI|+4mLDMSO
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