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RESUMO

Objetivou-se neste estudo determinar o efeito da adicdo da melatonina a diferentes diluidores de
criopreservacdo do s€émen caprino, sobre os parametros de cinética e viabilidade espermatica
pos-descongelacdo. Cinco pools de sémen, obtidos de 3 reprodutores caprinos, foram congelados
em diluidor a base de leite desnatado (LD) ou gema de ovo (TGO) e suplementados com
diferentes concentragdes de melatonina (0 mM, 0,5 mM, 1 mM, 2 mM e 4 mM). Apds a
descongelagdo, as amostras foram avaliadas nos momentos 0 e apos 2 horas de incubacdo (37
°C), quanto aos parAmetros cinéticos e de viabilidade (integridade de membranas plasmatica e
acrossomal, potencial de membrana mitocondrial e producao intracelular de ROS). Os dados
foram analisados usando o procedimento Glimmix do SAS. O sémen congelado-descongelado
em LD demonstrou maiores (p < 0,05) valores de cinética espermatica, quando comparado ao
TGO. Em relagdo aos pardmetros de viabilidade observou-se que o TGO proporcionou maior (p
< 0,05) valor de alto potencial de membrana mitocondrial que o LD, ndo sendo demonstrado
diferencgas entre os diluidores nos demais parametros avaliados. A suplementacdo da melatonina
influenciou (p < 0,05) nos parametros de cinética e viabilidade do sémen caprino congelado-
descongelado, sendo os valores obtidos na concentragdo de 4 mM de melatonina inferior (p <
0,05) ao do grupo controle. Em conclusdo, os parametros cinéticos pos-descongelagdo e a
viabilidade apos duas horas de incubagdo foram aceitaveis em ambos os diluidores e isso sugere
a potencial utilidade do s€men caprino criopreservado. Verificou-se que o diluidor a base de leite
desnatado resulta em melhor desempenho in vitro em comparagdo ao de gema de ovo. Além
disso, a adi¢do de 4 mM de melatonina em qualquer meio diluidor ¢ deletéria a qualidade do
sémen pos descongelagdo. Menores concentracdes de melatonina testadas, apesar de ndo

deletérias nao influenciam a qualidade espermatica.

Palavras-chave: Criopreservacdo, bode, antioxidante, melatonina.



ABSTRACT

The objective of this study was determine the effects of the addition of melatonin on different
cryopreservation diluents for goat semen, and its effects on the kinetic parameters and post-
thawing sperm viability. Five semen pools, obtained from three male goats, were frozen using
extenders based on skimmed milk (SM) or egg yolk (EY), and supplemented with different
concentrations of melatonin (0 mM, 0.5 mM, 1 mM, 2 mM and 4 mM). After thawing, samples
were evaluated at 0 and after 2 h incubation at (37 °C) for kinetic and viability parameters
(plasma and acrosomal membrane integrity, mitochondrial membrane potential and intracellular
production of ROS). Data were analyzed using the Glimmix SAS procedure. The frozen-thawed
semen in SM showed higher (p <0.05) sperm kinetic values when compared to EY. Regarding
the viability parameters, it was observed that the EY provided a higher (p <0.05) high
mitochondrial membrane potential value than the SM, and no differences were found among the
extenders in the other parameters evaluated. The melatonin supplementation influenced (p <0.05)
the kinetic and viability parameters of the frozen-thawed goat semen, being the values obtained
in the concentration of 4 mM melatonin lower than in the control group (p <0.05). In conclusion,
post-thaw kinetic parameters and viability after two hours of incubation were acceptable in both
extenders, this suggests the potential utilization of cryopreserved goat semen. Was found that the
skimmed milk extender improved in vitro performance better than egg yolk. Moreover, the
addition of 4 mM melatonin in any extender is deleterious to post-thaw semen quality. Lower
concentrations of melatonin tested, despite no deleterious effects observed, did not improve the

sperm quality.

Keywords: Cryopreservation, buck, antioxidant, melatonin.



1 INTRODUCAO

A caprinocultura no Brasil vem se destacando nas ultimas décadas, e a falta de
aplicagdo adequada de biotécnicas reprodutivas nos rebanhos acarreta o
comprometimento da lucratividade da exploragdo (SILVA, 2011). Devido a existéncia
de criatorios distantes, houve a necessidade de estimular o desenvolvimento de técnicas
de transporte e estocagem de sémen (SALAMON; MAXWELL, 2000), onde o processo
de criopreservacao espermatica possibilita a rapida difusdo do material genético e a
utilizagdo do sémen por tempo indeterminado, reduzindo os custos e riscos com o
transporte de reprodutores (CASTELO et al., 2008).

Os procedimentos de criopreservacao do sémen determinam danos oxidativos a
célula espermatica, em virtude do desequilibrio entre os sistemas oxidante-antioxidante
que ¢ causado pelo aumento de espécies reativas ao oxigénio (ROS) ou até mesmo pela
diminui¢do dos sistemas antioxidantes presentes no sémen (GUERRA et al., 2004). O
aumento das ROS causa danos a membrana espermatica, pois esta estrutura € rica em
acidos graxos poli-insaturados, tornando-a ainda mais sensivel a acdo dos agentes
oxidantes (COMHAIRE et al., 1999; OCHSENDOREF, 1999).

No entanto, moléculas antioxidantes podem agir diminuindo o impacto dos
danos oxidativos, melhorando a qualidade espermatica apdés o processo de
criopreservacdo (BERRA e RIZZO, 2009). Neste contexto, a adicdo de antioxidantes
aos diluidores de preparagdo, manutengdo € criopreservagao espermatica visam reduzir
a produgdo de ROS e prevenir o estresse oxidativo (MORTIMER, 2000).

A melatonina (N-acetil-5-metoxi triptamina), produzida e secretada
principalmente pela glandula pineal (AWAD et al., 2006), tem sido implicada na
estimulacdo das atividades de enzimas antioxidantes e, consequentemente, na redugdo
do numero de radicais livres, além do aumento na produgao de moléculas que protegem
as cé€lulas dos efeitos deletérios causados pelo estresse oxidativo (KARBOWNIK e
REITER, 2000). A melatonina também ¢ produzida em outros 6rgaos, como retina, trato
gastrointestinal, medula ossea, pele, linfocitos, ovério e testiculos (HARDELAND,
2005). A propriedade da melatonina como antioxidante em varios tecidos, a presenca
comprovada de receptores de melatonina na membrana espermatica (FUJINOKI, 2008),
assim como a descoberta deste hormonio no plasma seminal (CASAO et al., 2010)
levantaram a hipdtese de que este neuro-hormdnio possa ter um papel fundamental na

viabilidade das células espermaticas.
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Além da atividade da melatonina como antioxidante, sua agao fisioldgica baseia-
se na interacdo com os receptores de membranas MT1 e MT2, e proteinas intracelulares
em cé¢lulas do sistema nervoso central e de 6rgaos periféricos, como vasos sanguineos,
rins e oOrgaos reprodutores (PANDI-PERUMAL et al.,, 2008). Os receptores de
melatonina MT1 e MT2 sdo da familia dos receptores acoplados a proteina G (GPCR)
(DUBOCOVICH et al.,, 2009). Nos mamiferos, a ativacdo desses receptores
obrigatoriamente modula fungdes circadiana, reprodutivas e endocrinas
(DUBOCOVICH et al., 2003).

Pesquisas evidenciaram a agdo antioxidante da melatonina sobre a conservagao
da fungdo espermatica de mamiferos ¢ a melhora dos espermatozoides em diversos
parametros (FUJINOKI, 2008; RAO; GANGADHARAN, 2008). Foi relatado que a
motilidade progressiva espermatica melhorou apds o tratamento com a melatonina
(COYAN et al, 1998; KAYA et al., 2000), além proteger as células de danos
oxidativos, por ser quelante de radicais livres (RAO; GANGADHARAN, 2008).

Embora evidéncias sugiram que a melatonina exerca papel na prote¢do dos
espermatozoides, essas informacdes sdao inexistentes no caso de espermatozoides
caprinos. Portanto, investigagdes dos efeitos da melatonina ao diluidor do sémen
caprino devem ser realizados, a fim de proporcionar uma ferramenta tecnoldgica para
melhoria da qualidade espermatica apos processo de criopreservacio, consequentemente

contribuindo para o sucesso da inseminagao artificial desta espécie.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sémen Caprino

O conhecimento das especificidades do s€émen caprino € essencial para obtengao
de altas taxas de fertilidade, ou seja, resultados satisfatorios no uso da criopreservacao
do sémen desta espécie (PURDY, 2006; GUERRA et al., 2009).

O sémen caprino possui algumas particularidades em relacdo ao de outras
espécies, que levam a uma limitagdo no uso de diluentes ricos em fosfolipideos, como
aqueles a base de leite ou de gema de ovo. Essas limitagdes ocorrem devido a uma
interagdo deletéria entre os componentes lipidicos dos diluidores de sémen e enzimas
contidas no plasma seminal destes animais (SIMPLICIO; MACHADO, 1989).

Tais enzimas, oriundas das glandulas bulbouretrais dos caprinos, foram
identificadas e classificadas inicialmente como enzimas coaguladoras de gema de ovo
(EYCE) e fragao proteica da secre¢ao bulbouretral do caprino (SBU- III), que interage
com o diluidor a base de leite. Posteriormente, essas duas enzimas foram identificadas
como possuindo a mesma estrutura molecular, sendo classificada como Fosfolipase A
(LEBOEUF; RESTALL; SALAMON, 2000). Essa enzima atua hidrolisando os
fosfolipideos presentes nos diluidores de sémen, formando lisolecitinas e acidos graxos,
que levam a morte espermdtica (PURDY, 2006).

Com o intuito de evitar as interagdes deletérias entre os componentes dos
diluidores e o plasma seminal do caprino, buscou-se utilizar protocolos de
criopreservacdo que removessem o plasma seminal através de centrifugacdo
(MACHADO; SIMPLICIO, 1995).

No entanto, alguns trabalhos relatam resultados positivos para congelagdao do
sémen caprino sem utilizar o processo de lavagem (RITAR; SALAMON, 1982;
AZEREDO et al., 2001). Em outros, foi observado que o sémen caprino apresenta um
aumento da atividade da Fosfolipase A durante a estagdo reprodutiva, desta forma, os
efeitos negativos da criopreservacdo sdo maiores nas amostras do s€émen que ndo foi

removido o plasma seminal (COLOMA et al., 2010).
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2.2 Diluidores Para o Sémen Caprino

A interagdo entre os espermatozoides e o meio diluidor ¢ fator imprescindivel
para a preservacao da capacidade fecundante desta célula (MANJUNATH et al., 2002).

Os meios diluidores para criopreservacdo de sémen sdo normalmente
constituidos por acucares, (como a glicose e frutose, que servem como fonte de energia
aos espermatozoides, além de auxiliar na manutencdo da pressao osmotica),
crioprotetores ndo penetrantes (como a gema de ovo ou leite, que atuam protegendo
extracelularmente), crioprotetores penetrantes (como o glicerol, que atua protegendo a
célula, reduzindo o ponto de congelacdo da agua), substancia tampao e sais (como o
Tris e citrato de sodio, para manter o potencial Hidrogenionico do meio - pH), e
antibioticos (penicilina e estreptomicina, que atuam inibindo o crescimento microbiano)
(GIBBONS, 2002; PURDY, 2006). Além desses componentes, substancias
antioxidantes podem ser adicionadas aos meios diluidores para diminuir os danos
causados pelo estresse oxidativo na criopreservacao de sémen (GUERRA et al., 2004).

Entretanto, o sémen caprino tem uma sensibilidade maior a sofrer choque
térmico, variagdes de pH e pressdo osmdtica pela composicdo do diluidor (DEKA;
RAO, 1985). Entao, para proteger os espermatozoides desta espécie, o diluidor ideal
precisa ter substancias que ndo sejam toxicas a célula espermatica, apresentem uma
osmolaridade adequada (entre 425 e 525 mOsm), tenha poder nutritivo e tampao
eficazes, contenha estabilizadores de membrana, o pH entre 6 € 8 para proporcionar aos
espermatozoides um ambiente que garanta manter sua funcionalidade, além disso, deve
ter um baixo custo e ser de facil preparo (CONCANNON; BATTISTA, 1989; PURDY,
2006; MAIA, 2010).

Existem varios diluidores de sémen caprino, compostos por diferentes
ingredientes, entretanto, a gema de ovo e/ou leite sdo compostos importantes para
preservagdo espermdtica. O diluidor mais utilizado ¢ a base de Tris-gema de ovo
(NEVES et al., 2008), no entanto, o leite desnatado ¢ considerado um bom diluidor para

a espécie caprina e utilizado com grande sucesso (BARBOSA, 1999).

2.2.1 Diluidor a base de gema de ovo

Em 1940, Phillips e Lardy obtiveram resultados satisfatorios na utilizacdo da

gema de ovo na criopreservacdo do sémen bovino, desde entdo esse componente ¢
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utilizado rotineiramente na composicao de diluidores de diversas espécies, pois protege
estabilizando a membrana espermatica, restaurando os fosfolipidios perdidos devido a
mudangas bruscas de temperatura, durante a refrigeragdo (HAMMERSTEDT et al.,
1990; HOLT, 2000).

A composi¢do da gema de ovo sofre grandes variagdes por ser um componente
de origem animal composto por proteinas, vitaminas, fosfolipidios, glicose,
antioxidantes e componentes bactericidas, dificultando a producdo de meios
quimicamente definidos (HOUPALATHI et al., 2007; FARSTAD, 2009).

A gema de ovo geralmente ¢ utilizada na concentracdo de 20% no diluidor. Por
causa da interagdo deletéria que ocorre entre a Fosfolipase A e os fosfolipidios da gema
de ovo (MACHADO; SIMPLICIO, 1995), essa reagio fez com que definissem a
utilizagdo de 2,5% de gema de ovo nos diluidores da espécie caprina em sémen ndo
lavado, um valor muito mais baixo quando comparado a outras espécies (EVANS;
MAXWELL, 1987; BISPO et al., 2011).

No entanto, varios componentes da gema de ovo tem sido investigados para
identificar o componente responsavel pelo efeito de protecdo a célula espermatica
(WATSON, 1976; FOULKES, 1977).

Estudos demonstram que as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) sdo o
componente da gema de ovo que apresenta maior prote¢do ao espermatozoide,
interagindo com a membrana espermatica fornecendo protecdo e prevenindo a ruptura
da mesma (PACE; GRAHAM, 1974; FARSTARD, 1996). Outro estudo ressalta que ¢
uma fra¢do fosfolipidica presente no LDL que protege os espermatozoides, formando
uma pelicula protetora na superficie espermatica (QUINN et al., 1980) ou substituindo
os fosfolipidios da membrana espermatica perdidos ou danificados durante o processo
de criopreservagao (FOULKES et al., 1980, GRAHAM; FOOTE, 1987).

No entanto, a  protegdo proporcionada pela gema de ovo durante a
criopreservacdo espermatica ¢ complexa e ainda precisa ser melhor elucidada

(MANJUNAHTH, 2012).

2.2.2 Diluidor a base de leite desnatado

O sémen caprino apresenta particularidades que limitam o uso de diluidores
ricos em fosfolipidios, como os & base de leite. Esse tipo de diluidor ¢ utilizado de

forma eletiva para esta espécie (BARBOSA, 1999). No entanto, para alguns
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pesquisadores o diluidor a base de leite desnatado ¢ o mais indicado na criopreservacao
de sémen caprino (VOSS; PICKETT, 1976).

Para esse diluidor fornecer bons resultados, ocorre um processo de aquecimento
(90 °C / 10 min), para inativar os fosfolipidios presentes em grandes quantidades no
leite (TREJO et al., 1987). O leite desnatado contém proteinas, chamadas de caseinas,
que atuam como tampao, reduzindo os danos a célula espermatica causados pela queda
brusca de temperatura (SALOMON; MAXWELL, 2000).

Além das caseinas, a lactose parece ter envolvimento na protecdo do sémen
diluido em leite, parece melhorar a eficiéncia do diluidor, porém ndo ¢ suficiente para
proteger os espermatozoides por si s0. Por apresentar uma baixa permeabilidade celular,
acredita-se que ela age extracelularmente (WATSON, 1990).

Entretanto, mesmo com os efeitos benéficos conferidos ao leite, também
ocorrem efeitos deletérios entre o diluidor a base de leite e a fracdo glicoproteica do
plasma seminal caprino (SBUIII) (NUNES et al., 1982). No entanto, na tentativa de
evitar essas interacdes deletérias entre o plasma seminal e os componentes dos
diluidores, protocolos que visam a remocao do plasma seminal através da centrifugacdo

tem sido realizado (MACHADO; SIMPLICIO, 1995).

2.3 Criopreservaciao de Sémen Caprino

A criopreservacao do sémen € uma biotécnica reprodutiva que visa conservar o
germoplasma masculino por tempo indeterminado, além de reduzir os riscos e custos
com a aquisi¢do de reprodutores e propagacao de doengas, favorecendo a rapida difusdo
do material genético superior (WATSON, 2000).

O processo de criopreservagdo do sémen representa um desafio para os
programas de inseminac¢do artificial (IA), pois resulta em danos ultraestruturais ou
fisicos, bioquimicos e funcionais, prejudicando assim a capacidade fertilizante da célula
espermatica, sendo o sucesso desta técnica, variavel em funcio das espécies nas quais se
aplica (HOLT, 2000).

Inicialmente o sémen caprino foi congelado utilizando-se adaptagdes das
técnicas de criopreservagdo de sémen bovino, obtendo-se sucesso limitado (AMOAH;
GELAYDE, 1997), pois a influéncia de fatores como raga, idade, fotoperiodo, nutri¢do
e temperatura ambiente sdo responsaveis por variagdes na qualidade espermatica dos

caprinos (CHEMINEAU, 1986), portanto, pesquisas tem buscado aprimorar o protocolo
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para criopreservagao do sémen dessa espécie (BISPO et al., 2011; MAYA-SORIANO et
al., 2013).

A congelagdo do sémen mantém o espermatozoide a -196 °C em nitrogénio
liquido, cessando seu metabolismo, evitando gastos energéticos e producao de
catabolitos toxicos, entretanto, também pode provocar injurias a célula (WATSON,
1995; HOLT; 2000). Assim, durante o processo de refrigeracdo, congelagdo e
descongelagdo, ocorrem alteragdes na célula espermatica (PARKS; GRAHAM, 1992).

A baixa taxa de fertilidade do sémen criopreservado pode estar relacionada a
reducdo da temperatura (temperatura corporal para 5 °C), momento no qual ocorre a
fase de transi¢cdo dos lipideos da membrana, deixando-a com uma organiza¢do menos
fluida, prejudicando a funcdo celular. Portanto, a fase de refrigeracdo deve ser realizada
de maneira cautelosa para os espermatozoides nao sofrerem choque térmico
(CHAKRABARTY et al., 2007; SILVA et al., 2013).

O choque térmico induz danos irreversiveis nas células. Tal fendmeno ¢
provocado pela rapida reducdo da temperatura e caracteriza-se por alteragdes nos
padrdes normais de motilidade, como movimentacdo circular ou retrograda e danos as
membranas plasmatica e acrossomal (GRAHAM, 1996; WATSON, 2000). Portanto, a
utilizagdo de curvas lentas de congelagdo ¢ fundamental para minimizar esses efeitos
(SALAMON; MAXWELL, 2000).

Além desses danos, durante o processo de congelacdo, os cristais de gelo
extracelulares comecam a se formar a partir da agua que se encontra no meio
circundante e ocorre a cristalizagdo. A troca de agua ocorre para manter o equilibrio
entre o meio extracelular e o intracelular ocasionando a desidratagdo, que ¢ necessaria
para diminuir a formacdo desses cristais que causariam danos aos espermatozoides. Por
causa disso, esses processos podem ser deletérios para os espermatozoides, mas podem
ser minimizados pelo uso de curvas adequadas para a congelagcdo (SQUIRES, 1999).

Outro efeito deletério causado a célula espermatica durante o processo de
criopreservacao ¢ a produgdo excessiva de espécies reativas ao oxigénio (ROS), também
conhecidas como radicais livres. Quando a produgdo dessas ROS ¢ maior que a
capacidade antioxidante, ocorre o estresse oxidativo, caracterizado por danos a célula
espermatica (GUTHRIE; WELCH, 2012).

O processo de descongelagdo € outra etapa de grande importancia, pois também
afeta diretamente a fun¢do espermatica. A curva de descongelagdo deve ser lenta

quando os espermatozoides sdo criopreservados em curva lenta, para que os cristais de
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gelo descongelem e as células reidratem. E a curva deve ser rapida para os que foram
congelados em curva rapida, pois evita que o gelo intracelular sofra recristalizagdo

(GRAHAM, 1996).

2.4 Estresse Oxidativo e Antioxidantes

A membrana espermatica ¢ rica em acidos graxos poli-insaturados, e estes sao
sensiveis as ROS. As principais ROS que estdo envolvidas nos problemas reprodutivos
sdo: peroxido de hidrogénio (H,0,), anion superoxido (O;’), radical peroxila (ROO) e
radical hidroxila (OH’) (SIKKA, 1996; MANEESHE; JAYALEKSHMI, 2006;
ORTEGA; FERRUSOLA et al., 2009; REITER et al, 2013). Além desses, existem
também os oxidantes derivados do nitrogénio, espécies reativas ao nitrogénio (RNS),
como o oxido nitrico (ON") e o peroxinitrito (ONOO")(TURRENS, 2003).

A presenca de ROS ¢ necessaria de forma equilibrada, pois algumas delas
exercem papel fundamental para a viabilidade e fertilizagdo espermatica, como os
radicais O, ¢ H,O, que sdao essenciais nos mecanismos de capacitacao, hiperativagao,
reacdo acrossomal e fusdo do espermatozoide ao ovocito (MAIA; BICUDO, 2009).

O aumento dessas reagdes oxidativas, como a peroxidagdo lipidica, causam
danos a membrana plasmatica e acrossomal e ao DNA da célula (COMHAIRE et
al.,1999; OCHSENDOREF, 1999; GUTHRIE; WELCH, 2012), bem como prejudica o
potencial de atividade mitocondrial e a capacidade fertilizante dos espermatozoides
(SHANG et al., 2004; AITKEN et al., 2010).

Os espermatozoides dependem da prote¢do dos antioxidantes que estdo presentes
na propria célula e no plasma seminal, como a catalase (CAT), superoxido dismutase
(SOD), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GRd) e glutamilglicina ligase
(GCL), que agem degradando as ROS (REITER et al., 2013); além de conter também
albumina, taurina, hipotaurina, piruvato, lactato, acido ascorbio, tocoferol e ergotinina,
entre outros compostos que tem a funcdo de proteger a célula dos danos causados por
essas reacgoes deletérias (BALL, 2011).

O processo de criopreservacdo demanda a dilui¢do do sémen, e no caso dos
caprinos, a remocao do plasma seminal, acarretando desequilibrio entre oxidantes e
antioxidantes (BILODEAU et al., 2000). Contudo, a adi¢do de antioxidantes ao diluidor
do sémen caprino ¢ realizada para melhorar a qualidade do sémen e prevenir ou reduzir

o estresse oxidativo (SILVA et al., 2011).
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Com isso, a melatonina vem sendo estudada e utilizada como um potente agente
antioxidante (CASAO et al., 2010), porém a utilizagdo excessiva destes compostos
podem apresentar efeitos indesejados, por inibir a formagdo de ROS e suas fungdes
fisiologicas necessarias a célula espermatica, necessitando encontrar uma concentragao

ideal na utiliza¢ao dos mesmos (CARVALHO et al., 2002; SILVA et al., 2013).

2.5 Melatonina

A melatonina (N-acetil-5-metoxitripatmina) foi isolada pela primeira vez em
1958 pelo médico americano Aaron Lerner e seus colegas da Universidade Yale. O
nome foi escolhido pela capacidade de reverter o efeito do escurecimento na pele
causado pelo hormonio estimulador de melandcitos (LERNER et al., 1958, 1959).
Desde entdo, um novo campo de pesquisa foi descoberto e a importidncia de
compreender os diversos mecanismos de a¢do deste hormodnio se tornou imprescindivel.

A melatonina ¢ secretada principalmente pela glandula pineal, no entanto,
existem outras estruturas que a produzem, (ITOH et al., 1999; TOSINI; FUKUHARA,
2002) como o trato gastro-intestinal (HUETHER, 1993), os olhos (SMITH; BAKER,
1974), linfocitos (CARRILLO-VICO et al., 2004), medula 6ssea (TAN et al., 1999),
pele (SLOMINSKI et al., 2008), foliculo ovariano (BRZEZINSKI et al., 1987), entre
outros.

A via de sintese da melatonina se inicia a partir do aminodcido essencial
triptofano, que ¢ primeiramente hidroxilado pela enzima triptofano-5-hidroxilase (T-5-
H) a 5-hidroxitriptofano, que ¢ descarboxilado pela 5-hidroxitriptofano descarboxilase
(5-HDT) a S5-hidroxitripitamina (serotonina), acetilado pela arilalkilamina-N-
acetiltransferase (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;
REITER et al., 2009).

Este hormonio influencia positivamente o eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal
na espécie caprina, por ser um componente essencial na regulagdo reprodutiva desses
animais sazonais (REITER et al., 2013; CHEMINEAU et al., 1992). Essa regulagao
sazonal tem como objetivo garantir que a prole nas¢a na primavera e verdao, quando o

alimento ¢ mais disponivel (CARTER; GOLDMAN, 1983).
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A producdo de melatonina ¢ inibida quando a retina detecta a luz, e estimulada
na auséncia da luz. Através de células fotorreceptoras especiais na retina que enviam
sinais sobre o estado da luz para o nucleo supraquiasmatico, entdo, esses sinais sao
transmitidos para a glandula pineal, produzindo melatonina. O aumento da producao de
melatonina noturna regula a secre¢@o pulsatil do hormonio liberador das gonadotrofinas
(GnRH) pelo hipotdlamo, ocorrendo mudangas nos hormonios luteinizantes (LH),
responsaveis pela atividade ovariana e produgao espermatica (MALPAUX et al., 1997;
MISZTAL et al., 2002).

Embora a sazonalidade seja menos acentuada no macho do que na fémea, foi
observada diferencas na qualidade espermatica e fertilidade entre as estagdes
reprodutivas e nao reprodutivas (MANDIKI et al.,, 1998; ROSA; BRYANT, 2003).
Além disso, estudos mostraram aumento no tamanho testicular e mudanca na
composi¢ao bioquimica do plasma seminal quando utilizados implantes de melatonina
em animais em estagdo ndo reprodutiva (COYAN et al., 1998; KAYA et al., 2000;
CASAQO et al.,, 2010c). Casao et al. (2010a,b), mostraram que a melatonina previne a
capacitagdo espermatica ¢ mudangas apoptoticas in vitro, além de influenciar a
fertilidade do espermatozoide de carneiros.

Algumas agdes da melatonina podem ser mediadas através de receptores (MT1 e
MT?2). Esses receptores desempenham um papel importante na regulacdo do fotoperiodo
(BARTNESS; GOLDMAN, 1989) e seu desequilibrio pode também esta relacionado a
indugdo da sindrome de depressdo. Os receptores MT1 e MT2 estdo envolvidos na
atividade do sistema nervoso central com diferentes fungdes. Enquanto o MTI1 ¢é
responsdvel pela acdo inibidora de melatonina, associada a inibi¢do da producdo de
andrégenos (FRUNGIERI et al., 2005), o MT2 est4d envolvido na regulacdo do ritmo
circadiano (HUNT et al., 2001; DUBOCOVICH; MARKOWSKA, 2005; LIU, 2007).

Os receptores de melatonina foram encontrados em tecidos de epididimo de
ratos (SHIU et al., 1997), células de Leydig em humanos (SIROTKIN; SHAEFFER,
1997), membrana espermatica de ovinos (CASAOQO et al., 2012). J4 em equinos, MT1 e
MT?2 nao foram encontrados, mas a melatonina agiu melhorando a qualidade do sémen
desta espécie, provavelmente pela sua capacidade antioxidante (BALAO DA SILVA et
al., 2011).

Independente de receptores, a melatonina influencia a fisiologia reprodutiva do
macho, pois estimula enzimas antioxidantes e sequestra radicais livres (OH e ONOO-)

transformando-os em metabdlitos estaveis (RODRIGUEZ et al., 2004; DU PLESSIS et
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al., 2010). Seu efeito benéfico na célula espermatica de animais de dias longos e de dias
curtos fortalece a ideia que a sua acdo também pode ser de forma indireta (REITER et
al., 2000).

No entanto, o0 mecanismo de acdo que a melatonina realiza para proteger a célula
espermadtica ainda ¢ bastante complexo, devido a sua capacidade de atravessar a
membrana plasmatica da célula e exercer sua atividade em todas as células do corpo
(PANDI-PERUMAL et al., 2006) e de reduzir os niveis de espécies reativas de oxigénio
(REITER et al., 2000).

2.6 Sistema Computadorizado de Avaliacdo Espermatica (CASA)

A qualidade seminal ¢ determinada principalmente através da analise de
motilidade e morfologia espermatica, tornando essa avaliagdo uma ferramenta na
selecdo de um ejaculado (VERSTEGEN et al., 2002).

O CASA ¢ um sistema automatizado que facilita a visualizacdo e digitalizagdo
de imagens sucessivas dos espermatozoides, analisando e fornecendo informagdes
precisas sobre a cinética dessas células, além disso, fornece valores estatisticos médios
da populagdo analisada e uma série de parametros que definem o exato movimento de
cada célula espermatica (QUINTERO-MORENO et al., 2003; MORTIMER, 1997).
Pode ser utilizado também para medir o nimero de células por unidade de volume e ser
modificado para capturar dados aproximados de morfologia de cada célula examinada
(AMANN; KATZ, 2004).

No entanto, a seguranca e veracidade dessas informagdes dependem do cuidado
na preparacdo da amostra e do ajuste necessario do equipamento para identificar
corretamente os espermatozoides de cada espécie, além de diferenciar e excluir outras
particulas que sejam semelhantes (MOSES et al., 1994; TARDIF et al., 1997;
VERSTEGEN et al., 2002). O alto custo do equipamento, a necessidade de validagao e
o controle de qualidade da amostra limitam o uso do CASA. Além disso, para que haja
comparagdes de dados entre os laboratorios, ¢ necessaria a padronizagdo das
configuragdes, sendo um obstaculo para o uso do sistema (RIJSSELAERE et al., 2003).

Virios sistemas tém sido implantados em laboratorios de andrologia humana e
animal, com o objetivo de minimizar a subjetividade das avaliacdes (AMANN; KATZ,
2004; TARDIF et al.,, 1997). Porém os equipamentos utilizados ainda variam muito

entre as maquinas e software na reconstrucao da trajetoria espermatica (VERSTEGEN

24



et al., 2002).

A avaliagdo de motilidade em vérios parametros ¢ realizada através de um
sistema estroboscopico de alta precisao controlada por computador. Além de utilizar
videomicrografia que faz o monitoramento constante e analise sequencial do movimento
espermatico (MORTIMER, 2000; AMANN; KATZ, 2004).

Os sistemas automaticos avaliam o movimento da cabeca do espermatozoide,
mesmo sendo o flagelo que origina a motilidade, pois a cabeg¢a ndo se move tao
rapidamente como a cauda, possibilitando a captura de imagens mais claras (AMANN;
KATZ, 2004; MORTIMER, 2000). O sistema ainda utiliza um padrao do tamanho de
cabega para os espermatozoides de cada espécie, fazendo com que o computador
reconhega objetos que ndo se enquadrem no tamanho da cabeca espermatica pré-
estabelecida (MORTIMER, 2000).

Os parametros analisados pelo CASA sdo: Motilidade total (%): populagao de
células que estdio se movendo com uma velocidade minima determinada na
programacao do sistema, sendo a propor¢do de células moveis do total; Motilidade
Progressiva (%): porcentagem de células movendo-se progressivamente; Velocidade
curvilinea (VCL- um/s): velocidade da trajetoria real do espermatozoide, sempre a
maior das trés velocidades e serve como elemento de calculo para a linearidade;
Velocidade linear progressiva (VSL- um/s): velocidade média em funcdo da linha reta
estabelecida entre o primeiro e o Ultimo ponto da trajetoria do espermatozoide, sempre a
mais baixa das trés velocidades; Velocidade média da trajetoria (VAP- pm/s):
velocidade da trajetoria média ininterrupta do espermatozoide; Amplitude de
deslocamento lateral da cabe¢a (ALH - um): amplitude do deslocamento médio da
cabeca do espermatozoide em sua trajetdria real; Frequéncia de batimento flagelar
cruzado (BCF- Hz): nimero de vezes que a cabeca do espermatozoide cruza a direcdo
do movimento, move-se para trds e para frente durante o trajeto percorrido;
Retilinearidade (STR - %): valor médio entre VSL e VAP. Estima a proximidade do
percurso da célula a uma linha reta; Linearidade (LIN - %): valor médio da propor¢ao
entre VSL e VCL (VERSTEGEN et al., 2002).

Fatores como experiéncia do observador, identificacdo da espécie, precisao da
camara utilizada, temperatura da andlise, tempo entre a obten¢do do sémen e sua
analise, método do processamento, concentracdo espermatica e frequéncia de aquisi¢do
de imagens, geram uma grande variabilidade nos pardmetros mensurados pelo CASA

(FARREL et al., 1996; MORTIMER, 2000).
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Com a utilizagdo desse sistema automatizado tem sido possivel obter resultados
significativos em pesquisas basicas como o monitoramento da qualidade espermatica,
pesquisa de novos diluidores seminais, crioprotetores, entre outros tipos de
processamento para melhorar as biotécnicas reprodutivas (FARREL et al., 1996;

AMANN; KATZ, 2004).

2.7 Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo ¢ uma técnica utilizada para andlise celular. Ela permite
determinar, em pouco tempo, dados sobre todas as subpopulagdes celulares de uma
determinada amostra, tornando essa técnica bastante eficiente para avaliar amostras com
diversas populacdes, como amostras de espermatozoides (BATISTA; GUERRA, 2010),
Além disso, fornece informagdes como tamanho, forma e até a complexidade interna
das células ou componente do espermatozoide detectado por fluorocromos
(CELEGHINI et al., 2007).

A utilizagdo do citometro de fluxo para analise espermatica vem crescendo
significativamente, pois aumenta a capacidade de selecionar espermatozoides com
potencial para fertilizacgdo (HOSSAIN et al., 2011). Essa técnica para avaliacdo das
células espermaticas iniciou-se por meio um estudo que avaliava a mensuragdo do
conteildo de DNA (EVENSON et al., 1980).

A grande vantagem do uso dessa técnica € a capacidade de examinar em torno
de trinta mil espermatozoides em alguns minutos, enquanto a microscopia Optica de
fluorescéncia examina cerca de 200 células espermadticas no tempo que varia de acordo
com o observador; além de proporcionar a avaliagdo simultanea na célula espermatica,
pela existéncia de um grande niimero de fluorocoromos e sua capacidade de detectar
marcadores por multiplos fluorocromos ligados a um unico espermatozoide (CROSS et

al., 1986; GILLAN et al., 2005).

2.7.1 Fluorocromos utilizados na citometria de fluxo

As células coradas por fluorocromos sdo conduzidas dentro de um fluxo
laminar, uma de cada vez até serem iluminadas por um ou mais lasers, essa luz vai ser
filtrada por espelhos e filtros até atingir os fotodetectores que amplifica os sinais e

captura as imagens para analise (MARTINEZ-PASTOR et al., 2010). Atualmente,
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equipamentos com cameras promovem a captura de imagens das células
simultaneamente a detecgdo da fluorescéncia (SILVA et al., 2014).

A integridade de membrana plasmatica pode ser avaliada por citometria de fluxo
utilizando o lodeto de Propidio (IP), que possui afinidade pelo DNA, corando em
vermelho o nucleo de células com membrana plasmatica lesionada (NEILD et al.,
2000). Além de ser um corante muito estdvel, essa substincia ¢ utilizada em véarios
trabalhos, obtendo bons resultados tanto em microscopia de fluorescéncia como em
citometria de fluxo (GILLAN et al., 2005).

A integridade acrossomal ¢ avaliada através de lectinas conjugadas a moléculas
fluorescentes, como o Pisum sativum originada da ervilha verde (PSA), que se liga a
membrana acrossomal interna, € o Arachis hypogaea originada do amendoim (PNA),
que se liga a membrana acrossomal externa. Quando essa marcacdo ¢ realizada em
células ndo permeabilizadas a auséncia da fluorescéncia ¢ sinal de acrossoma intacto
(SILVA; GADELLA, 2006). A associagao destes dois fluorocromos (IP e PNA) permite
avaliar conjuntamente a integridade das membranas plasmdatica e acrossomal
(CELEGHINI et al., 2007; MARTINEZ-PASTOR et al., 2010).

O iodeto de 5,5°,6,6’-tetracloro-1,1,3,3’-tetractilbenzimidazolilcarbocianina (JC-
1), ¢ um tipo especial de multimeros de cabocianinas (REERS et al., 1991), que
identifica diferentes potenciais de membrana mitocondrial através de algumas cores.
Para o baixo potencial de membrana mitocondrial, o JC-1 forma mondmeros e exibe
fluorescéncia verde, no entanto, para o alto potencial de membrana mitocondrial, forma
J-agregados com fluorescéncia laranja (GRAHAM; MOCE, 2005).

O 2%, 7 diclorodihidrofluoresceina diacetato (H,DCFDA) ¢ um derivado de
fluoresceina, que mensura os niveis intracelulares de ROS na célula espermatica. Age
penetrando a membrana intacta, ficando retido na célula enquanto seus grupos acetatos
sao clivados por esterases intracelulares, por fim, emite fluorescéncia verde apds sofrer
oxidagdao (CARTER et al., 1994; AITKEN et al., 2013). Outro derivado de fluorosceina
€ 0 5- (e 6-) clorometil- 2, 7 diclorodihidrofluoresceina-diacetato, éster de acetil (CM-
H2DCFDA), que tem melhor reten¢do dentro da célula. Essas sondas utilizadas para
avaliacdo do estresse oxidativo podem ser associadas ao IP, possibilitando identificar o
estresse oxidativo apenas em populacdes de células viaveis/vivas (KADIRVEL et al.,

2009; DOMINGUEZ-REBOLLEDO et al., 2011).
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4 ARTIGO
4.1 Efeito da suplementacdo com melatonina em diferentes diluidores sobre a
qualidade do sémen criopreservado de caprinos
Effect of melatonin supplementation in different extenders on cryopreserved sperm
quality in goats

Resumo

Objetivou-se neste estudo determinar o efeito da suplementacdo da melatonina em
diferentes diluidores de criopreservagdo do s€émen caprino, sobre os parametros de
cinética e viabilidade espermatica pos-descongelacdo. Cinco pools de sémen, obtidos de
trés reprodutores caprinos, foram congelados em diluidor a base de leite desnatado (LD)
ou gema de ovo (TGO) e suplementados com diferentes concentracdes de melatonina
0, 0,5, 1, 2 e 4 mM). Apos a descongelacdo, as amostras foram avaliadas nos
momentos 0 e apds 2 horas de incubagdo (37 °C), quanto aos pardmetros cinéticos e de
viabilidade (integridade de membranas plasmatica e acrossomal, potencial de membrana
mitocondrial e producdo intracelular de ROS). Os dados foram analisados usando o
procedimento Glimmix do SAS. O sémen congelado-descongelado em LD demonstrou
maiores (p < 0,05) valores de cinética espermadtica, quando comparado ao TGO. Em
relacdo aos pardmetros de viabilidade observou-se que o TGO proporcionou maior (p <
0,05) valor de alto potencial de membrana mitocondrial que o LD, ndao sendo
demonstrado diferengas entre os diluidores nos demais parametros avaliados. A
suplementagdo com melatonina influenciou (p < 0,05) nos pardmetros de cinética e
viabilidade do sémen caprino congelado-descongelado, sendo os valores obtidos na
concentragdo de 4 mM de melatonina inferior (p < 0,05) ao do grupo controle. Em
conclusao, o diluidor a base de leite desnatado resultou em melhor desempenho in vitro
em comparagdo ao de gema de ovo. Além disso, a adicdo de 4 mM de melatonina nos
diluidores testados no presente estudo mostrou-se deletéria a qualidade do sémen pds

descongelagao.

Palavras-chave: Criopreservagdo, bode, melatonina, antioxidante.
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Abstract

The objective of this study was determine the effects of the addition of melatonin on
different cryopreservation diluents for goat semen, and its effects on the kinetic
parameters and post-thawing sperm viability. Five semen pools, obtained from three
male goats, were frozen using extenders based on skimmed milk (SM) or egg yolk
(EY), and supplemented with different concentrations of melatonin (0 mM, 0.5 mM, 1
mM, 2 mM and 4 mM). After thawing, samples were evaluated at 0 and after 2 h
incubation at (37 °C) for kinetic and viability parameters (plasma and acrosomal
membrane integrity, mitochondrial membrane potential and intracellular production of
ROS). Data were analyzed using the Glimmix SAS procedure. The frozen-thawed
semen in SM showed higher (p <0.05) sperm kinetic values when compared to EY.
Regarding the viability parameters, it was observed that the EY provided a higher (p
<0.05) high mitochondrial membrane potential value than the SM, and no differences
were found among the extenders in the other parameters evaluated. The melatonin
supplementation influenced (p <0.05) the kinetic and viability parameters of the frozen-
thawed goat semen, being the values obtained in the concentration of 4 mM melatonin
lower than in the control group (p <0.05). In conclusion, post-thaw kinetic parameters
and viability after two hours of incubation were acceptable in both extenders, this
suggests the potential utilization of cryopreserved goat semen. Was found that the
skimmed milk extender improved in vitro performance better than egg yolk. Moreover,
the addition of 4 mM melatonin in any extender is deleterious to post-thaw semen
quality. Lower concentrations of melatonin tested, despite no deleterious effects

observed, did not improve the sperm quality.

Keywords: Cryopreservation, buck, melatonin, antioxidant.

1. Introducao

O processo de congelacdo causa danos aos espermatozoides, prejudicando a
motilidade, viabilidade e fertilidade desta célula (LEBOEUF et al., 2000). Por esta
razdo, varios métodos visando aprimorar a técnica de criopreservacdo foram
desenvolvidos (SALAMON; MAXWELL, 1995).

O propésito do diluidor ¢ proteger as células espermaticas durante a
criopreservacao, por isso a escolha do crioprotetor ndo penetrante a ser utilizado ¢ um

dos fatores primordiais para o sucesso da congelacdo dos espermatozoides. A gema de
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ovo e o leite desnatado sdo componentes tradicionalmente utilizados para criopreservar
o sémen caprino (PURDY, 2006; FOROUZANFAR et al, 2010), no entanto,
modificagdes destes diluidores tem sido investigadas com resultados distintos (AIRES
et al., 2003; ROOF et al., 2012).

Além disso, altas concentracdes de espécies reativas ao oxigénio (ROS) sdo
produzidas na criopreservacao (KIM et al., 2010), e esse aumento das ROS ¢ um dos
principais causadores de danos as células espermaticas (AGARWAL; SAID, 2005).
Assim, a adi¢ao de substancias antioxidantes aos diluidores de sémen tem sido utilizada
visando reduzir a produgdo de ROS (BERRA; RIZZO, 2009).

A melatonina (N-acetil-5-metoxi-triptamina), um hormoénio produzido
principalmente pela glandula pineal (AWAD et al., 2006), tem sido considerada um
potente antioxidante, pois protege as células da apoptose, além de inibir a peroxidagdo
lipidica (CASAO et al., 2010b), estimulando enzimas antioxidantes e sequestrando
radicais livres (DU PLESSIS et al., 2010; REITER et al., 2013). A propriedade
antioxidante da melatonina vem sendo testada no sémen de vdrias espécies, pois a
presenca dos receptores de melatonina na célula espermatica (FUJINOKI, 2008) e a
descoberta deste hormonio no plasma seminal (CASAO et al., 2010a), sugere o seu
papel em preservar a qualidade e viabilidade do sémen durante a criopreservagao.

Com o intuito de minimizar os danos causados pela criopreservacao, diversos
estudos estao focados na utilizagao de antioxidantes e modificagdo dos meios diluidores
(MAYA-SORIANO et al., 2013; VIDAL et al.,, 2013),n0 entanto, nenhum estudo
anterior relatou os efeitos da suplementacdo de melatonina ao diluidor de sémen
caprino. Desta forma, objetivou-se investigar o efeito in vitro da suplementagdo de
diferentes concentragdes de melatonina em dois diluidores de sémen caprino sobre

parametros cinéticos e viabilidade espermatica.

2. Material e Métodos

Todos os procedimentos experimentais foram realizados apds aprovagdo do
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE), licenga n° 025/2016 CEUA/UFRPE.

2.1. Reagentes
Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA),
exceto os fluorocromos CM-H,DCFDA  (5-(e-6)-carboxi-2',7'-diacetato  de
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diclorodihidrofluoresceina) e do fosfato salino tamponado (PBS), adquiridos da
Molecular Probes® e Gibco®™ (Life Technologies, EUA), respectivamente. A solu¢io

estoque de melatonina (1 M) foi preparada em DMSO e armazenada a -20 °C.

2.2. Animais, colheita e avalia¢do do sémen fresco

Foram utilizados trés bodes sexualmente maduros, da raca Saanen, os quais
foram mantidos em baias individuais, alimentados com feno de capim Tifton, ragdo
comercial peletizada (400 g/dia), além de sal mineral e agua ad libitum.

As colheitas de sémen foram realizadas pelo método de vagina artificial, com
auxilio de uma fémea como manequim. Foram obtidos cinco ejaculados de cada
reprodutor, em dias alternados, totalizando 15 ejaculados. Imediatamente apds a
colheita, os ejaculados foram submetidos as andlises microscopicas (turbilhonamento,
motilidade e vigor) de forma subjetiva, em microscopio de contraste de fase (Olympus,
Japao; 100x). Os ejaculados que apresentaram valores minimos de 70% de motilidade
total, foram aprovados e destinados a formacdo do pool. Em seguida, a concentra¢do
espermatica do pool foi determinada utilizando a camara de Neubauer e a motilidade
espermatica foi analisada pelo sistema computadorizado de analise espermatica (CASA,

SCA™: Microptics, S.L., Versao 5.1, Barcelona, Espanha).

2.3. Criopreservagdo do sémen

O pool de sémen foi submetido duas vezes ao processo de lavagem com Tampao
TRIS (3,605 g Tris; 2,024 g acido citrico; 1,488 g frutose, 100 mL de agua MilliQ, pH
6.8), por meio de centrifugacdo (600 g/ 10 min) para remocdo do plasma seminal. Em
seguida, metade da amostra foi destinada a diluicdo em meio a base de Leite desnatado
(LD; 10 g leite em p6 desnatado; 0,0194 g glicose; 100 mL de agua MilliQ; 5% glicerol,
pH 6,8) e a outra metade em Tris-gema de ovo (TGO; 3,786 g de Tris; 2,172 g de acido
citrico; 0,625 g de glicose; 20% de gema de ovo; 100 mL de agua MilliQ; 5% de
glicerol, pH 6,8), na concentracio final de 200 x 10° espermatozoides/mL. Apos
dilui¢do, procedeu-se a formacdo dos grupos experimentais, aos quais foram
adicionados diferentes concentracdes de melatonina: 0 (controle), 0,5, 1, 2 e 4 mM

(Figura 1).
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Figura 1. Fluxograma do delineamento experimental desde a obtencdo do pool a
formacdo dos grupos experimentais. LD: Diluidor a base de Leite Desnatado. TGO:

Diluidor a base de Tris-gema de ovo.

As amostras de cada grupo foram envasadas em palhetas (0,25 mL), as quais
foram identificadas e congeladas em sistema automatizado (TK Tecnologia em
congelagdo LTDA, Uberaba, Brasil), utilizando curva de refrigeragio de -0,25 °C/ min,
até atingir 5 °C, temperatura na qual o material permaneceu por 120 min (tempo de
estabiliza¢do). Em seguida, foi iniciada a curva de congelagdo (-20 °C/ min), até atingir
-120 °C. Entdo, as palhetas foram imersas e estocadas em nitrogénio liquido (-196 °C),

até o momento das analises.

2.4. Descongelagdo e avaliagdo do sémen

Duas palhetas de sémen de cada grupo experimental foram descongeladas
(37 °C/30 seg), agrupadas e submetidas a avaliagdes imediatamente apds a
descongelagdo (T0) e apos 2 horas de incubagdo a 37 °C (T2). Foram realizadas cinco

repeticdes para todos os grupos experimentais.

2.4.1. Andlise de cinética espermatica

Aliquotas (10 pL) de sémen foram diluidas nos respectivos diluidores (LD e
TGO, sem glicerol), para a concentragdo de 50 x 10° espermatozoide/mL, e incubadas
em banho-maria (37 °C/15 min). A avaliagdo da cinética espermatica foi realizada no
sistema CASA. Uma aliquota (3 uL) da amostra diluida foi colocada sobre ldmina e
coberta com laminula (18 x 18 mm), ambas pré-aquecidas (37 °C), e avaliada em
microscopio de contraste de fase (Eclipse 501, Nikon, Japao, 100x). As imagens foram
capturadas por uma cimera de video (Basler Vision Technologies™ A312FC,

Alemanha). Para cada amostra, cinco campos aleatorios foram selecionados, com
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registro de, no minimo, 500 células espermaticas. As varidveis analisadas foram:
motilidade total (MT, %), motilidade progressiva (MP, %), linearidade (LIN, %),
retilinearidade (STR, %); velocidade curvilinea (VCL, um/s), velocidade em linha reta
(VSL, um/s); velocidade média da trajetoria (VAP, um/s). Os valores do sistema CASA
foram mensurados com as seguintes configuragdes: temperatura 37 °C; magnificagio,
100x; numero de imagens, 25; imagens por segundo, 25; area da cabeca, 20 a 70 urnz;
VAP: lentos 10 w/s<médios 45 w/s<rapidos 75 p/s; progressividade, 80% STR; circular,
50% LIN.

2.4.2. Anadlises de citometria de fluxo

Os seguintes procedimentos foram realizados para andlise de integridade das
membranas plasmatica e acrossomal (iMPA), potencial de membrana mitocondrial
(PMM) e producao intracelular de ROS (iROS). Aliquotas (40 uL) de sémen de cada
grupo experimental foram distribuidas em microtubos (1,5 mL), para cada uma das
avaliagOes, aos quais foram adicionados 1 mL de PBS, e homogeneizadas. Em seguida,
realizou-se a centrifugacdo (600 g/10 min) para retirar o diluidor; entdo, o sobrenadante
foi descartado e o pellet ressuspenso em 40 uL. de PBS.

Para analise de iMPA, as amostras foram coradas com 1 pL de FITC conjugada
ao Peanut aglutinin (FITC-PNA; Solugdo estoque 1 mg/mL em PBS; Solugdo de
trabalho 0,4 mg/mL em PBS) e 2,0 uL de lodeto de Propidio (IP; Solucdo estoque 25
mg/mL em DMSO; Solu¢do de trabalho 0,5 mg/mL em PBS). Apos coloracao, as
amostras foram incubadas por 10 min a temperatura ambiente, ¢ em seguida avaliadas.
Células que apresentaram marca¢ao PNA-/IP- foram classificadas como portadoras de
membranas acrossomal e plasmadtica intactas; células com marcagdo PNA+/IP- foram
classificadas como portadoras de membrana acrossomal reagida e plasmadtica intacta;
células com marcacdo PNA-/IP+ foram classificadas como portadoras de membrana
acrossomal intacta e plasmatica lesionada; e células com marcagdo PNA+/IP+ foram
classificadas como portadoras de membranas acrossomal e plasmatica lesionadas.

Para analise do potencial de membrana mitocondrial (PMM), adicionou-se 5 pL.
de JC-1 (Solugdo estoque 5 mg/mL em DMSO; Solucao de trabalho 153 uM em
DMSO) as amostras de s€émen. A seguir, as amostras foram incubadas por 5 min a
temperatura ambiente e avaliadas. Células com pegas intermedidrias coradas em laranja

foram classificadas com portadoras de alto potencial de membrana mitocondrial
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(aPMM) e células com pega intermediaria coradas em verde foram classificadas como
portadoras de baixo potencial de membrana mitocondrial (bPMM).

Para analise iIROS foram adicionados 2 pL. de CM-H,DCFDA (Solugao estoque
0,5 mM em DMSO; Solugao de trabalho 50 uM em PBS) as amostras, as quais foram
incubadas a 37 °C por 30 min. Em seguida, foram diluidas com 1 mL de PBS e
centrifugadas (600 x g/10min) para remog¢ao do fluorocromo nao ligado e o pellet foi
ressuspenso com 40 uL. de PBS. A seguir, adicionou-se 1 pL de IP, procedeu-se a
incubagdo (temperatura ambiente por 10 min) e avaliagdo. Os resultados foram
expressos como porcentual de células vidveis com altos niveis de ROS (DCFDA+/IP-),
aquelas marcadas em verde fluorescente; ou células vidveis com baixa produgdo de
ROS (DCFDA-/IP-), aquelas com baixa intensidade de fluorescéncia.

Todas as andlises foram realizadas utilizando o citdmetro de fluxo Amnis
ImageStream™ Mark II (EMD Millipore Corp.), equipado com microscopio com
objetiva de 60x, com taxa de captura de imagem de 5000 células/seg. O tamanho das
células foi 7 um e a velocidade do fluxo 44 mm/segundo. A aquisicdo das imagens
brutas foi obtida através do software INSPIRE® ¢ as anélises foram realizadas através
do software IDEAS® (versdo 6.0). Todos os fluorocromos foram excitados por um laser
de 488 nm. Para a associacdo FITC-PNA+IP, a poténcia do laser utilizada foi de
55 mW, o FITC-PNA foi detectado no canal 2 (505-560 nm) e o IP no canal 5 (640-745
nm). Para 0 JC-1, a poténcia do laser foi de 130 mW e a detec¢@o nos canais 2 e 4 (595-
640 nm). Para o DCFDA+IP, a poténcia do laser foi de 80 mW e os canais 2 ¢ 5,

respectivamente. Foram capturados aproximadamente 5000 eventos por amostra.

2.5 Andalise estatistica

Os resultados sdo apresentados como média dos quadrados minimos + erro
padrao da média (SEM), com as distribuicdes apresentadas nas escalas originais para
auxiliar na interpretacdo. Todas as comparacdes estatisticas foram realizadas usando
médias ajustadas pelo método dos quadrados minimos. Os dados obtidos foram
analisados usando o procedimento Glimmix do SAS (Sistema para Windows, Versado
9.3; SAS Instituto Inc., Cary, NC, USA), com metodologia de modelos lineares
generalizados. Para MT, MP, LIN, STR, iMPA, aPMM e iROS, utilizou-se uma
distribuicdo binomial empregando a funcdo logit link, e para VCL, VSL e VAP, a
distribuicao Gaussiana utilizando a fun¢ao link de identificagdo. As variaveis foram

analisadas por meio de um modelo matematico que incluiu os efeitos fixos dos
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diluidores (LD ou TGO), concentragdo de melatonina (0, 0,5, 1, 2, 4 mM), tempo (TO e
T2) e interacdes entre diluidor vs. tempo; diluidor vs. concentracdo de melatonina;
concentracdo de melatonina vs. tempo; e diluidor vs. concentragdo de melatonina vs.
tempo, bem como os efeitos aleatorios da repetigdo. O método residual foi utilizado
para calcular os graus denominadores de liberdade para aproximar os testes F nos
modelos mistos. As comparagdes ortogonais foram utilizadas para determinar o efeito

da melatonina (controle vs. melatonina).

3. Resultados

Os resultados da motilidade total (MT) e motilidade progressiva (MP) estiao
apresentados na Figura 2. Independente do tempo de avaliagdo e da suplementacdo
antioxidante, o sémen congelado-descongelado em LD demonstrou maiores (p < 0,05)
valores de MT e MP, quando comparado ao TGO. Além disso, quando considerado o
efeito do tempo de avaliagdo, independente do diluidor e da suplementacio
antioxidante, observou-se que MT ¢ MP foram maiores (p < 0,05) no TO que no T2. A
suplementagdo com melatonina, independente do tempo de avaliagdao ¢ do diluidor
utilizado, influenciou nos pardmetros de MT e MP do sémen caprino congelado-
descongelado, sendo os valores obtidos na concentracdo de 4 mM de melatonina
inferiores (p < 0,05) ao do grupo controle. Foi observada intera¢do Diluidor vs. Tempo
(Dx T; p<0,05) para MT e MP.

Os resultados de linearidade (LIN), retilinearidade (STR), velocidade em linha
reta (VSL), velocidade média da trajetoria (VAP) e velocidade curvilinea (VCL) estdo
apresentados na Figura 3. Independente do tempo de avaliagdo e da suplementagdo
antioxidante, o sémen congelado-descongelado em LD demonstrou maiores (p < 0,05)
valores de LIN, STR, VSL, VAP e VCL, quando comparado ao TGO. Quando
considerado o efeito do tempo de avaliacdo, independente do diluidor e da
suplementagdo antioxidante, observou-se que as variaveis LIN, VSL, VAP e VCL
foram maiores (p < 0,05) no TO que no T2. A suplementacdo com melatonina,
independente do tempo de avaliagdo e do diluidor utilizado, influenciou nos parametros
de LIN, STR, VSL e VAP do sémen caprino congelado-descongelado, sendo os valores
obtidos na concentracdo de 4 mM de melatonina inferiores (p < 0,05) ao do grupo
controle. Houve interagdo Diluidor vs. Tempo (D x T; p < 0,05) para as variaveis VSL,
VAP e VCL, e interagdo Diluidor vs. Tempo vs. Antioxidante (D x M x T; p < 0,05)

para a variavel STR.
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Em relagdo aos parametros de integridade de membrana plasmatica e acrossomal
(iIMPA), producdo intracelular de ROS (iROS) e alto potencial de membrana
mitocondrial (aPMM) que estdo apresentados na Figura 4, observou-se que o TGO
proporcionou maior (p < 0,05) valor de aPMM que o LD, ndo sendo demonstrado
diferengas entre os diluidores nos demais parametros avaliados. A suplementagdo com
melatonina, independente do tempo de avaliacdo e do diluidor utilizado, influenciou (p
< 0,05) nos parametros de iMPA, iROS e aPMM do sémen caprino congelado-
descongelado, sendo os valores obtidos na concentragdo de 4 mM de melatonina
inferiores (p < 0,05) ao do grupo controle. Observou-se ainda interagdo Antioxidante vs.
Tempo (M x T; p < 0,05) para a varidvel aPMM, interagao Diluidor vs. Tempo (D x T; p
< 0,05) para a variavel de aPMM e interagdao Diluidor vs. Tempo vs. Antioxidante (D x

M x T; p <0,05) para a variavel STR.

4. Discussao

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram claramente a
superioridade do diluidor LD em relagdo ao TGO na preservacdo da qualidade pos-
descongelagdo do sémen caprino.

A motilidade e a viabilidade espermaticas mensuradas logo apos a
descongelagdo do sémen tém sido utilizadas como indicativo de qualidade seminal,
porém este indicador parece ndo ser tdo confidvel, pois ndo considera a longevidade dos
espermatozoides (DORADO et al., 2007). Além disso, em ovinos, tem sido relatado
haver correlacdo significativa entre fertilidade e os parametros de cinética avaliados
apods incubagdo por 2 h a 37 °C, em diluidor de congelacdo (DEL OLMO et al., 2013).
Dessa forma, neste estudo, a determinag¢do da qualidade espermatica foi realizada logo
apos a descongelacdo e depois de 2 horas de incubagao a 37 °C.

Nao ha consenso sobre o melhor diluidor para criopreservacdo do sémen
caprino, em consequéncia disso, cada grupo de pesquisa utiliza seu proprio protocolo. O
sémen caprino ¢ tradicionalmente criopreservado em diluidores que tem por base gema
de ovo e/ou leite desnatado, porém, em virtude das possiveis interagdes deletérias entre
estes constituintes e a Fosfolipase A2, presente no plasma seminal do caprino
(LEBOEUF; RESTALL; SALAMON, 2000), a lavagem do sémen foi realizada,
portanto, tais interagoes deletérias ndo devem ter contribuido para os resultados obtidos

neste trabalho.
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Além do momento da avalia¢do, outro fator que pode influenciar a determinagao
da cinética e da viabilidade espermatica ¢ a composi¢do do diluidor. Os diluidores a
base de gema de ovo t€m sido implicados como meios de elevada viscosidade (AIRES
et al., 2003), possivelmente em fungdo do elevado nivel de gema utilizado (ROOF et al.,
2012) e/ou presenca de debris (DE LEEW et al., 1993), esse conjunto de fatores poderia
explicar o motivo pelo qual, nas condigdes do presente estudo, o diluidor LD foi mais
efetivo em preservar a cinética espermatica que o TGO.

A cinética espermatica ¢ importante para estimar a qualidade do sémen
criopreservado, no entanto, os parametros de integridade de membrana plasmatica e
acrossomal sdo essenciais na avaliagdo da viabilidade esperméatica (HOLT, 2000), visto
que durante a fecundagao, os eventos envolvidos na reagdo do acrossoma e fusdo com o
odcito, requerem uma membrana plasmatica intacta (TARTAGLIONE; RITTA, 2004).

Nossos resultados demonstraram que o diluidor LD interferiu negativamente no
PMM do sémen congelado-descongelado, porém, esse efeito sugeriu que o leite
desnatado induz alteracdes na membrana mitocondrial que nao se refletem em
modificacdes na motilidade espermatica. Em contraste a adi¢do de gema de ovo evitou
em parte a diminui¢do do PMM apoés descongelacdo e incubagio.

Vale ressaltar que a propor¢do de espermatozoides moveis e progressivos foi
maior que a propor¢ao de espermatozoides com aPMM no sémen diluido em LD, o que
sugere que muitos espermatozoides eram moveis, apesar da baixa atividade
mitocondrial, e ainda eram moveis apds 2 horas de incubagdo. Esses resultados
suportam a ideia de que a motilidade espermatica pode ser independente da atividade
mitocondrial, como ja foi proposto em bovinos e ovinos (MARTIN et al., 2007; DEL
VALLE et al., 2012). Visto que a fosforilacdo oxidativa contribui para a produgdo de
ATP, no entanto, estudos vem sugerindo que a via glicolitica ¢ a fonte de energia mais
importante para a motilidade espermatica em algumas espécies (NASCIMENTO et al.,
2008; LOSANO et al., 2017).

De fato, considerou-se que o principal papel das mitocondrias espermaticas era a
producdo de energia para a motilidade espermdtica, mas este conceito estd sendo
avaliado e as fun¢des das mitocondrias provavelmente serdo ampliados a medida que
mais pesquisa sao conduzidas (MARIN et al., 2003; MIKI et al., 2004, MUKAI e
OKUNO, 2004). Por outro lado, os mecanismos pelos quais o diluidor a base de leite
desnatado afeta a fun¢@o mitocondrial de espermatozoides caprinos ap6s descongelagao

permanece obscuro e necessita de futuras investigagdes.
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Tem sido determinado que o processo de criopreservagdo de s€émen provoca um
decréscimo de aproximadamente 50% da viabilidade espermatica (WATSON, 2000), e
este prejuizo pode ser decorrente do aumento das ROS. Quando esta producdo ¢ maior
que a capacidade antioxidante, ocorre o estresse oxidativo, caracterizando em danos a
célula espermatica (GUTHRIE; WELCH, 2012). O controle do estresse oxidativo tem
impacto fisioldgico sobre as fungdes espermaticas, particularmente na capacitagdo,
hiperativagdo da motilidade, reacao acrossomal e fertilizacdo (AITKEN, 1995). Na
tentativa de minimizar os efeitos negativos do estresse oxidativo, a suplementagdo dos
diluidores de sémen com substancias antioxidantes tem sido amplamente descrita
(MAYA-SORIANO et al., 2013).

A melatonina tem sido utilizada em alguns estudos como agente antioxidante
para melhorar a qualidade do sémen. Sabe-se que sua funcdo ¢ eliminar os radicais
livres gerados pelo estresse oxidativo (REITER et al., 2005) e a prote¢do da integridade
da membrana de espermatozoides do choque térmico durante o congelamento-
descongelamento do sémen ovino (SUCCU et al., 2011). Também tem sido utilizado
para aumentar a motilidade e viabilidade de espermatozoides bovino apos o processo de
criopreservacdo, sendo 2 ou 3 mM/ml a concentragdo mais benéfica detectada
(ASHARAFTI et al., 2013). Estas concentracdes relatadas sdo semelhantes aquelas
usadas em nossa investigacao.

Contudo, o uso da melatonina na tentativa de melhorar a qualidade do sémen
caprino pos-descongelacdo nao foi suficiente para alcancar resultados significativos,
pelo menos nas concentragdes utilizadas neste estudo. Concentragdes mais baixas de
melatonina (0,5, 1 ¢ 2 mM), adicionadas aos diluidores LD ou TGO, nao influenciaram
nenhum dos pardmetros avaliados. Estes resultados contrastam com os achados que
demonstraram que as concentragdes de melatonina de 1, 1,5 e 2 mM melhoram as taxas
de motilidade espermatica e diminuem a peroxidacdo lipidica em equinos
(IZADPANAH et al., 2015).

Além disso, amostras com 4 mM de melatonina em LD ou TGO, tiveram um
percentual significativamente menor de espermatozoides com membranas plasmatica e
acrosomais integras, e com alto potencial de membrana mitocondrial, assim como a
intensidade total de fluorescéncia para ROS intracelular foi significativamente maior do
que o controle.

A reducdo de ROS intracelular em espermatozoides humano quando do uso de 6

mM de melatonina esta associada a sua agdo antioxidante amplamente descrita
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(GAVELLA; LIPOVAC, 2000). No entanto, a melatonina a 4 mM parece ser uma
molécula pré-oxidante para espermatozoides caprinos, como outras substancias
descritas como antioxidantes que em certa concentracdo geram um efeito inverso
(SOUZA et al., 2016).

Isto pode ser explicado por um efeito duplo da melatonina que esta relacionado
tanto com a concentra¢do de antioxidante utilizada (CASAOQO et al., 2010b; GOMEZ et
al., 2010) como com a estrutura celular onde seus efeitos foram analisados (LETELIER
et al., 2010). Consequentemente, a melatonina pode ter aumentado os niveis de ROS e
promovido a oxidacdo das membranas plasmatica, acrossomal e danos as mitocondrias
em certas concentragdes, atuando como substancia pro-oxidante no sémen caprino,
como observado neste estudo. Portanto, ¢ necessario ajustar a composi¢ao do diluidor,
crioprotetores e concentragdes de antioxidantes, bem como o protocolo de
criopreservacao para cada espécie ou mesmo ragas.

A partir dos resultados obtidos neste estudo, conclui-se, com base nos
parametros cinéticos e de viabilidade que o diluidor a base de leite desnatado resulta em
melhor desempenho in vitro em comparagdo ao diluidor a base de gema de ovo. Além
disso, a adi¢do de 4 mM de melatonina em quaisquer dos meios diluidores testados no
presente estudo, ¢ deletéria a qualidade do sémen pods descongelacdo. Menores
concentragdes de melatonina testadas, apesar de ndo deletérias ndo melhoraram a

qualidade espermatica.
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 2. Efeito de diferentes diluidores, suplementados ou ndo com melatonina, sobre
a motilidade total (MT) e motilidade progressiva (MP) do sémen congelado-
descongelado de caprinos (média dos quadrados minimos + erro padrdo da média). A,
B: quando presentes, representam diferenca (p < 0,05) entre os diluidores (LD vs.
TGO); x, y: quando presentes, representam diferenca (p < 0,05) entre os tempos de
incubagdo (TO vs. T2); * quando presente, representa diferenca (p < 0,05) entre
concentracdo de antioxidante (controle vs. tratamentos). LD: diluidor a base de leite
desnatado; TGO: diluidor a base de gema de ovo; D: diluidor; T: tempo; M:
antioxidante; D x T: interagao diluidor vs. tempo..

Figura 3. Efeito de diferentes diluidores, suplementados ou ndo com melatonina, sobre
a linearidade (LIN), retilinearidade (STR), velocidade em linha reta (VSL), velocidade
média da trajetéria (VAP) e velocidade curvilinea (VCL) do sémen congelado-
descongelado de caprinos (média dos quadrados minimos + erro padrdo da média). A,
B: quando presentes, representam diferenca (p < 0,05) entre os diluidores (LD vs.
TGO); x, y: quando presentes, representam diferenca (p < 0,05) entre os tempos de
incubag¢dao (TO vs. T2); * quando presente, representa diferenca (p < 0,05) entre
concentracdo de antioxidante (controle vs. tratamentos). LD: diluidor a base de leite
desnatado; TGO: diluidor a base de gema de ovo; D: diluidor; T: tempo; M:
antioxidante; D x T: intera¢do diluidor vs. tempo; D x T x M: interacdo diluidor vs.
tempo vs. antioxidante.

Figura 4. Efeito de diferentes diluidores, suplementados ou ndo com melatonina, sobre
integridade de membrana plasmatica e acrossomal (iMPA), produgdo intracelular de
ROS (iROS) e alto potencial de membrana mitocondrial (aPMM) do sémen congelado-
descongelado de caprinos (média dos quadrados minimos + erro padrao da média). A,
B: quando presentes, representam diferenca (p < 0,05) entre os diluidores (LD vs.
TGO); x, y: quando presentes, representam diferenca (p < 0,05) entre os tempos de
incubacdao (TO vs. T2); * quando presente, representa diferenca (p < 0,05) entre
concentracdo de antioxidante (controle vs. tratamentos). LD: diluidor a base de leite
desnatado; TGO: diluidor a base de gema de ovo; D: diluidor; T: tempo; M:
antioxidante; D x T: interagdo diluidor vs. tempo; D x T x M: intera¢do diluidor vs.

tempo vs. antioxidante.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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