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“A arrogancia cega o coragao do ser humano,

fazendo-o enxergar apenas o que lhe convém.”

Paulo Cuba



RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da adicdo de diferentes concentracdes de melatonina
no sémen diluido de carneiros apds criopreservacao. Os ejaculados coletados foram
diluidos em Tris-Gema de ovo, e a melatonina adicionada conforme os tratamentos:
Controle; 100 pM; 100 nM; 100 yM e 1 mM de melatonina. Entdo, as amostras foram
resfriadas, envasadas e congeladas com nitrogénio liquido. As amostras foram
analisadas quanto a motilidade espermatica, integridade da membrana plasmatica e
acrossomal, atividade mitocondrial, quantificacdo do estresse oxidativo e a
capacidade de ligacdo. As variaveis foram submetidas a analise de variancia e as
meédias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. A motilidade
total e progressiva dos espermatozoides descongelados foram maiores nas
amostras tratadas com 100 pM de melatonina, 62,99 e 45,07% respectivamente,
guando comparado aos demais tratamentos (P<0,05). A adi¢cdo de 100 pM, 100 nM
e 100 uM de melatonina resultou em maior percentual de células com membrana
plasmatica integra (61,03, 59,06 e 55,50% respectivamente), quando comparado
com o controle e 1 mM de melatonina (P<0,05). Com relagdo ao acrossoma, a
adicdo de 100 pM de melatonina promoveu maior percentual de espermatozoides
com o acrossoma integro (96,51%) do que nos demais tratamentos (P<0,05). Em
relacdo a atividade mitocondrial, houve maior percentual de espermatozoides com
alta atividade ap6s a adicao de 100 pM de melatonina (69,30%; P<0,05). A adicdo
de 100 nM de melatonina, reduziu a quantidade de TBARS apds a criopreservacao
(2,84), quando comparado aos demais tratamentos utilizados (P<0,05). O numero de
espermatozoides descongelados que se ligaram a membrana perivitelina, foi maior
nas amostras que receberam a adicdo de 100 pM de melatonina (155,73; P<0,05).
Conclui-se que a adicdo de baixas concentracbes de melatonina no sémen diluido
promoveu maior protecdo aos espermatozoides contra os danos causados pelo
estresse oxidativo, além de diminuir aqueles estruturais apds congelacéo
/descongelacdo, portanto, melhorando a qualidade espermatica. Dentre as
concentracbes testadas, podemos verificar que a de 100 pM foi mais eficaz,

entretanto, maiores pesquisas e outras avaliagbes sdo necessarias.

Palavras-chave: Antioxidante. Congelamento. Espécies reativas de oxigénio. Ovino.



ABSTRACT

The objective was to evaluate the effect of adding different concentrations of
melatonin in ram sperm diluted after cryopreservation. The collected ejaculates were
diluted in tris egg yolks and melatonin added as treatments: control; 100 pM; 100 nM;
100 yM and 1 mM of melatonin. Then, the samples were cooled, bottled and frozen
with liquid nitrogen. Samples from each treatment were analyzed for spermatozoa
motility, integrity of plasma membrane and acrosomal, mitochondrial activy,
quantification of oxidative stress and the binding capacity. The variables were
submitted to variance analysis and the means were compared by Tukey test at 5%
probability. The total and progressive motility of thawed spermatozoa were higher in
samples treated with 100 pM of melatonin, 62.99 and 45.07% respectively, when
compared to other treatments (P<0.05). The addition of 100 pM, 100 nM and 100 uM
from melatonin it resulted in higher percentage of cells with plasma membrane
integrity (61.03, 59.06 and 55.50% respectively), when compared with the control
and 1 mM of melatonin (P<0.05). Regarding the acrosome, the addition of 100 pM of
melatonin promoted greater percentage of spermatozoa with acrosome integrate
(96.51%) than the other treatments (P<0.05). In relation to mitochondrial activity,
there was a higher percentage of spermatozoa with high activity after adding 100 pM
of melatonin (69.30%; P<0.05). The addition of 100 nM of melatonin reduces the
amount of TBARS after cryopreservation (2.84), when compared to other treatments
(P<0.05). The number of thawed spermatozoa which bind to perivitelline membrane
was higher in samples that received the addition of 100 pM of melatonin (155.73;
P<0.05). It was concluded that the addition of low concentrations of melatonin in
semen diluted promoted greater protection of spermatozoa against damage caused
by oxidative stress and reduce those structural after freeze/thaw, therefore,
improving sperm quality. Among the tested concentrations, we can see that the 100
pM was more effective, however, furher research and other evaluations are

necessary.

Key-words: Antioxidant. Freezing. Ovine. Reactive oxygen species.
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1. INTRODUCAO

Dentre as biotécnicas existentes para a reproducdo de ovinos, a inseminacao
artificial (IA) é a mais utilizada, sendo aquela que proporciona maior amplitude de
resultados (BICUDO; SOUSA, 2003), pois possibilita a utilizacdo de sémen de um
Unico macho para um grande numero de fémeas.

A criopreservacdo de sémen de animais domésticos associada a IA é
fundamental em qualquer programa de melhoramento genético, por permitir a
estocagem de material genético de animais que estejam temporariamente ou
permanentemente indbeis a reproducdo, por difundirem amplamente o material
genético de animais considerados superiores, bem como daqueles que estejam
ameacados de extincdo (SALAMON; MAXWELL, 2000).

Entretanto, o sucesso da criopreservacao € parcial, uma vez que o processo de
congelacao/descongelacao danifica cerca de 50% das células. Isso ocorre porque 0s
espermatozoides ovinos apresentam alta sensibilidade ao estresse oxidativo em
funcdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) geradas durante o processo de
criopreservacao, devido a baixa quantidade de antioxidantes e a alta concentragao
de acidos graxos poliinsaturados na membrana plasmatica (BUCAK et al., 2007). Os
acidos graxos sao essenciais para a manutencédo funcional das células espermaticas
(HENKEL, 2005), mas as altas taxas de EROs podem afetar as funcbes
mitocondriais e, consequentemente a motilidade espermatica (DU, 2009).

A adicdo ao sémen, de antioxidantes, seja ele lipossoltvel ou hidrossoluvel,
aumenta a tolerancia espermatica ao dano oxidativo, apds descongelacdo. Além
disso, os antioxidantes ainda possuem a capacidade de neutralizar os radicais livres
gue causam a peroxidacao lipidica da membrana plasmatica dos espermatozoides
(BAUMBER; BALL; GRAVANCE, 2000). Sabe-se que o0s espermatozoides e o
plasma seminal possuem enzimas e antioxidantes responsaveis pela remocao de
quelante dos radicais livres. No entanto, isto ndo é suficiente para a protecao celular
(SMITH et al., 1996).

A melatonina é um antioxidante terminal, ndo enzimatico e ndo pro-oxidativo
(TAN; REITER; MANCHESTER, 2002), que possui a capacidade de detoxificacao de
radicais livres em concentrag@es fisiologicas e farmacologicas, sendo utilizada para
prevenir as EROs (REITER; TAN; TERRON, 2007). A eficiéncia da funcao

antioxidante da melatonina pode ser devido a sua capacidade quelante de radicais
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livres, ao estimulo sobre enzimas antioxidantes, a funcéo da glutationa, que reduz a
perda de elétrons de cadeia de transporte mitocondrial, e, finalmente, a acao
sinérgica a outros antioxidantes (REITER; TAN; TERRON, 2007).

Vérios estudos indicam que os espermatozoides produzem maiores quantidade
de espécies reativas de oxigénio, em resposta a ciclos repetidos de centrifugacéo ou
inclusive a criopreservacdo efetuada em técnicas de reproducdo assistida
(AGARWAL,; SALEH; BEDAIWY, 2003). Diante disso, existe um grande interesse no
desenvolvimento de protocolos com antioxidantes, para que possam proteger 0s
espermatozoides da oxidacao e da apoptose durante a execucao dos protocolos de
reproducao assistida.

Deste modo, a confirmacéo da melatonina como antioxidante de varios tecidos,
além da descoberta deste no plasma seminal (CASAO et al., 2010) e dos seus
receptores na membrana espermatica (FUJINOKI, 2008), ainda que em espécies
diferentes, surgiu como fundamento para esse estudo. Sendo assim, colocou-se a
hipétese de avaliar a influéncia da adicdo de diferentes concentracdes de melatonina
no sémen diluido de carneiros contra os danos causados pelos radicais livres, uma

vez que ha poucos estudos que relatam o uso de melatonina no sémen ovino.
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1. Revisao de literatura

2.1.1. Diluentes

O uso de diluentes seminais proporciona um meio favoravel para a
sobrevivéncia dos espermatozoides in vitro, além de permitir a otimizacado do uso do
ejaculado (DERIVAUX, 1980). A composicdo do diluente é um dos fatores que
afetam a proporcdo de espermatozoides vivos ap0s a descongelacdo, sendo seu
incremento um dos desafios da biotecnologia da reproducédo de ovinos (WATSON,
1995).

Segundo Hafez e Hafez (2004), diluentes para congelacdo seminal devem
possuir substancia organica que atue como crioprotetor externo protegendo as
células contra o choque térmico, durante o resfriamento (gema de ovo ou leite
desnatado); uma fonte de energia (glicose ou frutose); componente tampéao (citrato
de sddio, tris-(hidroximetil) aminometano); um crioprotetor interno para protecao dos
espermatozoides durante a congelagdo (glicerol, dimetilsulféxido, etilenoglicol) e
antibiéticos para prevenir o crescimento bacteriano (penicilina e estreptomicina ou
gentamicina).

A maioria dos diluentes apresenta a gema de ovo como componente basico, ja
que a fosfatidilcolina e lipoproteinas da gema, bem como a caseina nos diluentes a
base de leite, protegem o0s espermatozoides contra o choque térmico (DAS;
RAJKONWAR, 1995).

Na espécie ovina, o glicerol € o principal crioprotetor utilizado. A sobrevivéncia
espermatica, entretanto, é afetada pelo glicerol durante a criopreservacéo, devido a
sua toxicidade (ANEL et al., 2007). Outras substancias (dimetilsulféxido,
etilenoglicol, acucares, polimeros, proteinas anti-congelantes) tém sido testadas,
mas apresentam resultados inferiores em comparacao aos obtidos com o glicerol
(SALAMON; MAXWELL, 2000).
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2.1.2. Criopreservacao

A partir do desenvolvimento das técnicas de preservacdo e estocagem do
sémen ovino, foi possivel utilizar melhor os animais de alto potencial genético,
preservar o material genético de animais permanentemente ou temporariamente
indbeis a reproducao e transportar o sémen a longas distancias (MELO et al., 2007).

No entanto, a congelacdo do sémen na espécie ovina encontra-se limitada
devido a escassa difusédo e aplicacéo deste processo ao campo, em virtude da baixa
fertilidade observada na adogcdo do sémen assim conservado na inseminagao
cervical, especialmente no estro induzido (CURRY, 2000). Seu uso tem sido restrito
a deposicdo do sémen intrauterino por laparoscopia, técnica onerosa e que exige
pessoal qualificado. Entretanto, os métodos de congelacdo podem ser melhorados,
visando contornar problemas relacionados a manipulacdo do sémen,
congelabilidade das células espermaticas e aumento da populacdo de
espermatozoides recuperados apos a criopreservacao (ANEL et al., 2007).

A baixa taxa de fertilidade de espermatozoides ovinos
congelados/descongelados deve-se as alteracdes ultraestruturais, bioquimicas e
funcionais ocorridas nos espermatozoides, que resulta em perda de viabilidade dos
mesmos no aparelho reprodutivo da fémea (SALAMON; MAXWELL, 2000).
Mudancas ultraestruturais afetam, principalmente, a membrana plasmatica, pois
durante o processo de congelacdo-descongelacdo, existe uma redistribuicdo de
lipidios que altera as interacdes lipidio-lipidio e lipidio-proteina das mesmas (PARK;
GRAHAM, 1992).

As injurias causadas pela criopreservacdo sdo prejudiciais ao transporte e
sobrevivéncia dos espermatozoides no aparelho reprodutivo feminino (SALAMON,;
MAXWELL, 1995). Segundo Bailey, Bilodeau e Cormier (2000), a capacitacao
espermatica induzida pela congelacdo poderia produzir uma populacdo de
espermatozoides apos a descongelacdo com viabilidade diminuida.

Durante o processo de congelacao/descongelagéo, os espermatozoides sao
submetidos a condi¢bes desfavoraveis como mudancas da fase de transicdo dos
fosfolipidios da membrana e a formacdo de gelo intracelular (PARK; GRAHAM,
1992). A consequéncia imediata destes processos é a ruptura da membrana
plasmatica (WATSON, 1995) devido aos estresses térmico, mecanico, quimico e

osmatico, exercidos sobre a célula durante a congelacdo (PARK; GRAHAM, 1992).
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O acrossomo também pode sofrer mudancas estruturais e degenerativas, como
ruptura de sua membrana (PARK; GRAHAM, 1992).

Segundo Hopkins e Evans (1991), a sensibilidade dos espermatozoides a
mudanca de temperatura deve-se a acdo protetora do plasma seminal e a
integridade da membrana plasmatica. Esta Ultima relaciona-se tanto com sua
composicdo lipidico-proteica de colesterol bem como de fosfolipidios (DARIN-
BENNETT; WHITE, 1977).

2.1.3. Espécies reativas ao oxigénio (EROs) e a funcdo espermatica
2.1.3.1. Producao de EROs no sémen

As EROs sdo encontradas em todos os sistemas biologicos, em condi¢cfes
fisiologicas do metabolismo celular aerébio, onde o oxigénio (O,) sofre reducéo
tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na formacdo de agua

(H2O; Figura 1). Durante esse processo, as EROs mais comumente geradas pelos
espermatozoides séo: o anion superéxido (02-), o peroxido de hidrogénio (HZOZ) eo

radical hidroxila (OH ) (DE LAMIRANDE; GAGNON, 1999).

Figura 1: Reducdo de oxigénio molecular (O;) na mitocondria até a formacédo de
agua. (Fonte: Adaptada de Nordberg e Arner, 2001).
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No entanto, o0 mecanismo bioquimico responsavel pela producdo de EROs pelo

espermatozoide ainda nédo esta elucidado. Existem evidéncias da presenca de uma
oxidase na membrana plasmatica do espermatozoide que, quando ativada, gera O,

(DE LAMIRANDE et al., 1997). Aitken (1995) sugere que a nicotinamina adenina
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dinucleotideo fosfato [NAD(P)H], seja a principal fonte de elétrons, responséavel pela
producédo de 02_ no espermatozoide humano, com o possivel envolvimento do

sistema NAD(P)H oxidase, como acontece em outros tipos de células. Sabeur e Ball
(2006) confirmaram que o espermatozoide equino usa NAD(P)H como substrato
para geracao de superoéxido.

Uma segunda hipétese para a producdo de EROs, é a diaforase espermatica
(uma oxidoredutase NAD(P)H dependente), localizada na peca intermediaria do
espermatozoide e integrada a cadeia respiratéria mitocondrial (GAVELLA; LIPOVAC,
1992). Plante, De Lamirande e Gagnon (1994), sugeriram a predominancia da
diaforase esperméatica como sistema gerador de ERO pelo espermatozoide. Esses
autores observaram que apenas um terco das EROs produzidas pelo
espermatozoide sdo liberadas, para fora da célula, e argumentaram que, se as
EROs sdo geradas dentro da célula, elas tém menos chance de atingir o espaco
extracelular do que se forem geradas por uma NAD(P)H oxidase na membrana
plasmatica, que libera seus produtos no meio extracelular, como ocorre com 0sS
leucécitos (PLANTE; DE LAMIRANDE; GAGNON, 1994).

As principais fontes de EROs no ejaculado s&o o0s espermatozoides,
morfologica ou funcionalmente anormais, bem como os leucécitos, que podem estar
presentes no ejaculado (GAVELLA; LIPOVAC, 1992). Os espermatozoides imoéveis e
morfologicamente anormais geram maiores quantidades de EROs que os normais
(GAVELLA; LIPOVAC, 1992).

2.1.3.2. Danos causados ao espermatozoides pelas EROs

Embora a geracdo controlada de EROs tenha funcdes fisiologicas em
diferentes tipos de células, altas concentracfes destas séo prejudiciais as funcdes
celulares, podendo danificar todos os tipos de biomoléculas, incluindo DNA,
proteinas e lipidios. Disturbios no balanco oxidante-antioxidante, em favor do
oxidante, levam ao estresse oxidativo, que, em principio, pode ser causado pela
reducdo na quantidade de antioxidantes nos sistemas de defesa celular ou por
producéo elevada de EROs (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

A geracdo de altas concentragcbes de EROs no sémen esta associada ao

declinio no metabolismo de energia do espermatozoide, na motilidade e na
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viabilidade espermética e a fragmentacdo do DNA em carneiros e bodes (BAUMBER
et al., 2002; BILODEAU et al., 2002).

O impacto do estresse oxidativo durante o processo de estocagem seria
minimizado através da suplementacdo dos meios diluentes com agentes

antioxidantes, garantindo maior qualidade ao sémen (MICHAEL et al., 2009).
2.1.3.3. Sistemas de defesa antioxidantes no sémen e no espermatozoide

Nos sistemas aerobicos, € essencial o equilibrio entre a quantidade de EROs
gerada e a quantidade removida pelo sistema antioxidante celular. Normalmente, o
dano celular ocorre quando este equilibrio € perturbado, levando a célula ao
estresse oxidativo. Em principio, esse tipo de estresse ocorre quando o sistema
antioxidante de defesa celular ndo consegue eliminar o excesso de EROs
produzidas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

Para proteger-se do efeito letal da formacdo excessiva de EROs, a célula
possui um sistema de defesa antioxidante, enzimatico e ndo enzimatico, que pode
atuar tanto removendo o0 agente antes que ele cause lesédo, quanto reparando a
leséo ocorrida (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

O espermatozoide conta com um sistema enzimatico de defesa antioxidante,
que inclui superoxido dismutase (SOD), catalase, glutationa peroxidase (GPx) e
glutationa redutase (GR), além de antioxidantes ndo enzimaticos tais como: o acido
ascorbico e o a-tocoferol (AITKEN, 1995). No meio extracelular, ele é protegido pelo
plasma seminal que contém redutores de EROs, enziméaticos e ndo enzimaticos,
como: acido ascérbico, acido Urico, albumina e outras proteinas, catalase, SOD,
glutationa, taurina, hipotaurina e vitamina E (ZINI; GARRELS; PHANG, 2000). Como
a capacidade biosintética do espermatozoide é limitada, o plasma seminal é
particularmente importante na protecdo do espermatozoide contra os danos
causados pelas EROs geradas pelo préprio espermatozoide e pelos fagocitos
presentes no ejaculado (AITKEN, 1995).

A enzima SOD presente no citoplasma (Cu, Zn — SOD) e na mitocondria (Mn-
SOD) é responsavel pela dismutacdo de duas moléculas do anion superéxido, em
uma de peréxido de hidrogénio, enquanto enzimas como a catalase e a glutationa
peroxidase catalisam a reducao do HZO2 a dgua e O2 (NORDBERG: ARNER, 2001).
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Enzimas removedoras de EROs, como a superoxido dismutase, glutationa redutase,
glutationa peroxidase ou catalase, ja foram detectadas no espermatozoide e/ou no
plasma seminal de varias espécies, incluindo ovinos (MARTI et al., 2008).

No sémen fresco de carneiro, a atividade das enzimas antioxidantes glutationa
redutase e glutationa peroxidase no espermatozoide é baixa, enquanto a atividade
de superodxido dismutase é centenas de vezes mais altas (MARTI et al., 2008).

Apo6s um ciclo de congelamento e descongelamento, Bilodeau et al. (2000)
observaram que a criopreservacao reduz os niveis dos antioxidantes presentes tanto
na célula quanto no plasma seminal, fortalecendo a evidéncia de que, entre as
causas da deterioracdo da qualidade do sémen ap6s um ciclo de congelamento e
descongelamento, estdo aquelas ligadas ao estresse oxidativo.

Existe ainda uma relacéo inversa entre a atividade de enzimas antioxidantes e
a qualidade espermatica. No espermatozoide de cordeiros, a atividade da glutationa
peroxidase apresentou uma correlacdo negativa com a porcentagem de
espermatozoides com boa motilidade progressiva e morfologicamente normais e
correlagcdo positiva com o0s niveis de lipoperoxidacdo na célula espermatica
(KASIMANICKAM et al.,, 2006). Portanto, no sémen de baixa qualidade, com
motilidade progressiva baixa, alto percentual de espermatozoides anormais e alto
nivel de lipoperoxidagéo, o nivel de glutationa peroxidase foi mais alto do que no
sémen de boa qualidade (KASIMANICKAM et al.,, 2006). Segundo o0s autores,
embora 0s espermatozoides estivessem passando por um alto nivel de estresse
oxidativo, a glutationa peroxidase nao foi capaz de protegé-los contra os efeitos
toxicos das EROs. Os niveis de glutationa peroxidase permaneceram elevados, com
deterioracdo da qualidade espermatica. Essa situacdo, possivelmente, esta mais
relacionada a producao excessiva de EROs pelos espermatozoides anormais e nao
funcionais que, segundo Aitken (1995), geram maiores quantidades de EROs que os

normais, do que uma deficiéncia no sistema de defesa antioxidante.

2.1.4. Antioxidantes

Durante o processamento do sémen destinado a conservacdo, o desequilibrio
entre a geracdo de EROs e a atividade antioxidante pode ser desencadeado tanto
pelo comprometimento da capacidade protetora dos antioxidantes presentes no

ejaculado, a partir da marcante reducdo de suas concentracbes apos diluicdo do
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sémen, quanto pelo estimulo a producdo de EROs, durante a criopreservacdo
(WATSON, 2000). Tal desequilibrio, em favor dos oxidantes, resulta em efeitos
toxicos e comprometimento da funcionalidade celular, o que conduz,
frequentemente, a apoptose, morte celular e reducdo da fertiidade dos
espermatozoides (PURDY, 2006).

A fim de melhorar a qualidade do sémen criopreservado por meio da prevencéo
ou reducdo do processo peroxidativo, diversos pesquisadores tém se dedicado a
realizar estudos relacionados a adicdo de antioxidantes nos diluentes seminais de
diversas espécies, como € o caso da ovina (KHERADMAND; BABAEI; ABSHNAS,
2006). Neste contexto, podem ser destacados entre os antioxidantes ja estudados
com este fim a SOD, a GSH-Px, a GSH-Red (MARTI et al., 2008), a hipotaurina
(LOPES et al.,, 1998), a vitamina E (SILVA et al., 2008), a vitamina C
(KHERADMAND; BABAEI; ABSHNAS, 2006) e o resveratrol (SARLOS et al., 2002).

Nessa linha de pesquisa, foi observado que os antioxidantes exdgenos
reduzem a concentracdo de malonaldeido nas amostras seminais em decorréncia da
reducdo da peroxidacao lipidica e, em virtude disto, sdo produzidos menos danos
espermaticos e obtida uma melhor conservacgéo do sémen (SARLOS et al., 2002).
Entretanto, apesar dos antioxidantes ou agentes quelantes reduzirem as taxas de
peroxidacdo dos fosfolipideos enddégenos dos espermatozoides, a terapia com
antioxidantes pode apresentar efeitos indesejaveis se a dose de seguranca for
ultrapassada, devendo ser utilizado com moderacdo, até mesmo pelo fato de

inibirem a formacao das EROs e suas funcdes fisiologicas (CARVALHO et al., 2002).

2.1.5. Uso de antioxidantes no diluente

A adicdo de antioxidantes ao diluente tem sido avaliada quanto a sua
capacidade de proteger o espermatozoide do efeito téxico das EROs (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 1999).

Os antioxidantes presentes no plasma seminal ajudam a proteger o
espermatozoide dos danos oxidativos, mas a lavagem, adotada no processamento
do sémen de algumas espécies, remove parte desta capacidade protetora. Além

disso, pode haver contaminacdo dos meios de lavagem e diluentes com ions de

+

+ +
metais de transicdo, como o Fe ou Cu, que podem desencadear as reacdes
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quimicas que geram EROs (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Mesmo quando nao
hé lavagem, a concentracdo dos antioxidantes presentes no sémen é reduzida com
a diluicdo deste, diminuindo, consideravelmente, o efeito benéfico do antioxidante
natural. Assim, a adicdo de antioxidantes, ainda que em pequenas concentracoes,
pode melhorar a funcdo espermatica no sémen manipulado (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999).

2.1.6. Melatonina

A N-acetil-5-metoxitriptamina (Figura 2), a melatonina, € o principal horménio
produzido e secretado pela glandula pineal (CLAUSTRAT; BRUN; CHAZOT, 2005).
A melatonina participa de diversas funcdes fisiologicas, incluindo aquelas ligadas ao
sistema imune, o controle dos ritmos circadianos e o controle da reproducdo em
espécies sazonais (ASHRAFI; KOHRAM; ARDABILI, 2013).

Figura 2: Estrutura molecular da melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina). (Fonte:
Adaptado de Caniato et al., 2003).
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A Melatonina é sintetizada a partir do aminoacido triptofano captado da
circulacao e transformado em serotonina, a qual € convertida em melatonina por um
processo de dois passos, envolvendo atividades sequenciais de duas enzimas: a N
acetil transferase (NAT), que é a enzima limitante da sintese de melatonina, além da
hidroxi-indol-O-metiltransferase (HIOMT) (CLAUSTRAT; BRUN; CHAZOT, 2005).
Trata-se de uma molécula altamente conservada, estando presente, em

praticamente, todas as espécies, desde procariontes até humanos. Sua funcao
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original, nos organismos mais primitivos é proteger contra o estresse oxidativo (TAN
et al., 2007). Classifica-se como uma indoleamina e contém dois grupos funcionais,
os residuos Ometil e N-acetil, 0 que promove a molécula sua propriedade anfifilica
(hidro e lipossolavel) e a torna capaz de penetrar qualquer compartimento celular do
fluido corporal (CARPENTIERI et al., 2012).

Quando a melatonina passa pelas membranas celulares, ela se localiza,
principalmente, em posicao superficial nas bicamadas lipidicas, proxima a cabeca
polar dos fosfolipideos da membrana. Nessa posicao, ela é capaz de funcionar como
um “removedor” (scavenger) de radicais livres e também promover meios indiretos
pelos quais as membranas podem resistir ao dano oxidativo, estabilizando a fluidez
da membrana e preservando sua eficiéncia (REITER, 2000a).

Por se localizar em varias regifes dentro da célula, a melatonina se torna um
potente antioxidante enddgeno (MARTIN et al., 2000). Diferente de outros
antioxidantes muito lipofilicos, como a vitamina E, que é primariamente retida na
membrana plasmatica, a melatonina atravessa membranas celulares, alcancando
facilmente compartimentos intracelulares, particularmente, a mitocondria, o local
mais relevante na geracgéo de radicais livres (MARTIN-HIDALGO et al., 2011).

As mitocondrias sdo as estruturas subcelulares dos espermatozoides mais
sensiveis ao resfriamento e a congelacdo(PENA et al., 2009). De acordo com essa
evidéncia, parece logico que se fogue o interesse em antioxidantes com capacidade
de facilmente alcancar a mitocéndria, como a melatonina (SILVA et al., 2011).

A indoleamina possui propriedades redutoras devido a presenca de um anel
aromatico rico em elétrons, funcionando como um doador de elétrons (JOU et al.,
2007). O seu potencial redutor exerce uma regulacdo nas atividades dos complexos
| e IV da mitocdndria, o que sugere que ela pode interagir com componentes da
cadeia de transporte de elétrons, aumentando o fluxo de elétrons e,
consequentemente, a producao de adenosina tri-fosfato (ATP) (CARPENTIERI et al.,
2012). Além disso, interage com as bicamadas lipidicas e estabilizam as membranas
mitocondriais internas, um efeito que pode melhorar a atividade da cadeia de
transporte de elétrons e, assim, aumentar a motilidade espermatica (MARTIN-
HIDALGO et al., 2011).

Segundo um grande conjunto de evidéncias, a melatonina é o maior removedor
de moléculas reativas tanto a base de oxigénio quanto nitrogénio (CARPENTIERI et

al., 2012). A indoleamina elimina os produtos da decomposi¢cdo de peroxinitritos,
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possui alta eficiéncia como removedor dos radicais hidroxila, peroxila, assim como
do anion superoxido, peroxido de hidrogénio, &cido hipocloroso e o6xido nitrico
(ALLEGRA et al., 2003).

A melatonina pode, ainda, estimular a atividade das enzimas antioxidantes
superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e glutationa redutase
(KARBOWNIK; REITER, 2000). Portanto, além de reduzir o nimero de radicais livres
e EROs, também aumenta a producéo de outras moléculas que protegem as células
espermaticas do estresse oxidativo (ASHRAFI; KOHRAM; ARDABILI, 2013).

A indoleamina influencia a atividade das enzimas antioxidantes, pois altera sua
expressdo génica, a partir do aumento nos niveis celulares de RNA mensageiro
(REITER, 2000a). Isso ocorre tanto em condicdes fisioldgicas quanto oxidativas e
pode envolver tanto receptores de membrana quanto nucleares (CARPENTIERI et
al., 2012).

Visto que todos os antioxidantes classicos sdo também pro-oxidantes, outra
vantagem da melatonina sobre eles € a auséncia de a¢fes pré oxidativas. Portanto,
por serem potentes doadores de elétrons, quando eles o fazem visando neutralizar
um radical livre, passam de um estado reduzido para um oxidado e essa forma
oxidada pode oxidar outras moléculas (KORKMAZ; REITER; TOPAL, 2009). Além
disso, a forma oxidada, geralmente, vai ser regenerada para o estado reduzido
através do mecanismo conhecido como “reacao redox” ou reciclagem, que ocorre a
custa de outra molécula. No caso da reciclagem de vitamina C ou vitamina E, por
exemplo, isso ocorre a custa de uma glutationa, o que pode ser uma desvantagem,
pois, em muitos casos, a glutationa é um antioxidante mais potente do que as
vitaminas. A melatonina, por sua vez, sacrifica a si mesmo e nao participa do ciclo
redox apés a remocdo de radicais livres, e, por isso, ela é classificada por alguns
autores como suicida ou antioxidante terminal (KORKMAZ; REITER; TOPAL, 2009).

Desta forma, € de particular interesse conhecer o possivel papel da melatonina
como um agente bioenergético que pode melhorar e manter a fungdo mitocondrial
(KORKMAZ; REITER; TOPAL, 2009).

2.1.7. Testes laboratoriais para a avaliacdo espermatica

A meta primaria das analises de sémen €& a determinagdo in vitro da

capacidade fecundante dos espermatozoides e, consequentemente, da fertilidade de
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um reprodutor (ZINI; LIBMAN, 2006), sendo a realizagdo das mesmas de
fundamental importancia para as amostras de sémen submetidas a criopreservacao
(FOOTE, 2002). Em contrapartida, as analises de rotina (volume seminal, motilidade
espermatica, densidade, viabilidade e morfologia) ndo fornecem um diagndstico
completo, de modo que individuos podem permanecer inférteis mesmo
apresentando tais para@metros seminais normais apés avaliacao (SIKKA, 1996).

Os pesquisadores tém se empenhado em desenvolver exames laboratoriais
para a predicdo acurada da fertilidade dos espermatozoides, embora esta ndo seja
uma tarefa de facil execucdo, uma vez que para a fecundacgéo do oécito, os gametas
masculinos devem ter uma série de atributos (ARRUDA et al, 2007). Como
consequéncia disto, nenhum teste laboratorial em isolado pode estimar o potencial
de fertilidade dos espermatozoides (ARRUDA et al., 2007), de modo que a melhor
predicdo da qualidade de uma amostra seminal e do potencial fecundante masculino
é oriunda da realizagdo conjunta de diferentes técnicas de avaliacdo (PERIS et al.,
2004).

Buscando atender aos principios basicos das analises laboratoriais
(objetividade, repetitividade, velocidade na execucdo) (GRAHAM, 2001), varias
metodologias tém sido utilizadas, dentre as quais se destacam as analises
fluorescentes e as analises computadorizadas (ARRUDA et al., 2007). A utilizacdo
dos corantes fluorescentes para a avaliacdo dos espermatozoides se destaca por
refletir o real estado das estruturas celulares, apresentando alta repetibilidade
(CELEGHINI et al., 2007) e possibilidade de utlizacdo em isolado ou em
combinacgdo para a determinacdo da integridade e da viabilidade celular (ARRUDA
et al., 2007). Por sua vez, os sistemas de analises computadorizadas de imagens
apresentam alta repetibilidade das avaliacbes, sendo mais precisos, acurados e
objetivos (ARRUDA et al., 2007).

2.1.7.1 Integridade de membrana plasmética

Um aspecto fundamental no processo de avaliagdo seminal, que € em grande
parte negligenciado pelos métodos descritivos, é a determinacdo da integridade
estrutural e funcional das membranas lipoprotéicas dos espermatozoides (WATSON,
1995).
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A membrana espermatica tem um importante papel nos processos de
capacitacdo e fecundagcdo do o00cito e sua constituicdo bioquimica é um dos
principais pontos de interesse do estudo da fisiologia e morfologia espermatica
(LENZI et al., 1996). Ela é basicamente composta por acidos graxos e proteinas
(FLESH; GADELLA, 2000). Teorias sobre a fusdo de membranas
(odcito/espermatozoide) sugerem que a fluidez da membrana é pré-requisito para a
funcdo normal da célula, sendo ela e a flexibilidade das membranas celulares
dependentes da sua composicao lipidica (LENZI et al., 2002).

Existem varios testes que podem ser empregados para a determinagcdo da
integridade da membrana plasmética, como as colora¢Bes supravitais, incluindo
Tripan-Blue-Giensa, testes hiposmoticos e, mais recentemente, o uso das sondas
fluorescentes que atuam através de reacdes com enzimas citoplasmaticas ou de
ligagdo com o DNA espermatico (ARRUDA et al., 2005), mas € uma técnica pouco
aplicavel a campo pois ha necessidade de equipamentos de custo muito alto como
um microscopio de epifluorescéncia ou um citbmetro de fluxo. J4 o teste de eosina-
nigrosina (HANCOCK, 1951) é um teste simples e pratico, podendo ser
rotineiramente utilizado a campo para avaliar a integridade da membrana
espermética (KUMI-DIAKA; BADTRAM, 1994).

Teoricamente, a integridade da membrana em uma célula viva impede a
impregnacdo de coloracbes, o que ndo acontece em ceélulas mortas cujas
membranas estédo alteradas (WHO, 1992). A proporc¢éo entre células coradas e nao
coradas de uma determinada amostra (porcentagem de células mortas e vivas,
respectivamente), através do método de coloracdo Eosina/Nigrosina (E/N), foi
descrita para o sémen de diversas espécies, como suinos e caprinos (POTO, 2000;
LILY-PALOMINO et al., 2001).

2.1.7.2. Integridade acrossomal

O acrossoma € um dos principais componentes da célula espermatica, visto ser
ele o responsavel pela fusdo do espermatozoide com o od6cito (BELFORD, 1983).
Porém, para que o espermatozoide adquira a habilidade de fecundar o odcito e
iniciar o desenvolvimento embrionario, é necessario que ele passe por uma série de
eventos, como o transporte para o oviduto, a capacitacdo, a ligagdo com a zona

pellcida, a reacdo acrossomal e a ativagéo do oocito (HERRICK; SWANSON, 2003).



30

Segundo Yanagimachi (1994), a capacitacdo espermética € um pré-requisito
para a reacdo acrossomal na maioria dos mamiferos, que consiste na fusdo entre a
membrana externa do acrossomo e a porcdo da membrana plasmatica que o
envolve, levando a liberacdo das enzimas acrossomais.

Fisiologicamente, esta reagcdo ocorre quando o espermatozoide entra em
contato com a zona pelucida, permitindo a penetracdo na mesma e a fusdo com a
membrana plasmatica do odcito (YANAGIMACHI, 1994). Se a capacitacdo nao
ocorrer no seu devido tempo, a fecundacéo estara comprometida, o que geralmente
acontece quando o espermatozoide apresenta alteracées acrossomais (LONG et al.,
1996).

As membranas de algumas organelas, assim como as do acrossomo, séo
especialmente sensiveis aos danos causados pelo resfriamento (WATSON, 1995).
Desta maneira, € muito importante avaliar a integridade dessas membranas ao se
estudar novas metodologias de resfriamento do sémen (BAILEY; BILODEAU;
CORMIER, 2000).

A avaliacdo da integridade da membrana acrossomal pode ser feita
observando suas alteracbes morfolégicas (microscopia eletrbnica) ou através de
testes funcionais, lancando-se mao do uso de corantes ou de sondas fluorescentes
(POPE; ZHANG; DRESSER, 1991).

Diante disso, Pope, Zhang e Dresser (1991) desenvolveram um método
simples e rapido para a coloracéo desta organela, comprovando sua eficacia para a
avaliacdo da integridade acrossomal do espermatozoide. O acrossoma pode ser
facilmente identificado em microscopia de luz pelo método da coloracdo simples,
que é composta de 1% do corante Fast Green e do Rosa Bengala. Desde entdo,
esta coloracdo vem sendo cada vez mais utilizada para avaliacdo da integridade

acrossomal de espermatozoides de diversas espécies (LUVONI, 2006).

2.1.7.3. Atividade mitocondrial

Assim como a integridade estrutural das membranas, a motilidade da célula
espermatica também exerce um papel fundamental na fecundacdo (KATO et al.,
2001). A motilidade do espermatozoide € gerada basicamente pelo movimento
flagelar de sua cauda, sendo este um dos parametros mais utilizados para a

avaliacdo da qualidade de determinada amostra de sémen, e, este movimento exige
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um gasto energético alto, sendo a desfosforilagdo do ATP a principal fonte de
energia consumida neste processo (SALISBURY; LODGE; VAN DEMARK, 1978). A
célula espermatica produz altas quantidades de ATP através das mitocondrias da
peca intermediaria (WOOLLEY, 1971).

Durante a espermiogénese, ocorre uma série de mudancas na peca
intermediaria, como a disposi¢do helicoidal das mitocéndrias ao redor do flagelo, a
divisdo das mitocondrias em mitocondrias esféricas e a disposicdo ponta a ponta
destas em duas hélices contiguas, que as permitem produzir toda a energia
requerida durante o processo de fecundagao (WOOLLEY, 1971).

Kramer et al. (1993) demonstraram a relagdo existente entre o status
mitocondrial e a integridade da membrana com a fertilidade. Estes autores afirmam
gue, junto com a motilidade, o status mitocondrial e a integridade da membrana séo
fatores importantes para determinar a fertilidade.

Estudos para mensurar a atividade respiratdria evidenciaram que a atividade
mitocondrial est4 envolvida no processo de oxidacdo e producdo de energia ao
espermatozoide (KATO et al., 2001). A avaliacao da atividade mitocondrial pode ser
realizada utilizando-se testes tais como a Rodamina 123, o JC-1, entre outros
(CELEGHINI et al.,, 2007). No entanto, na maioria das vezes, estes testes, por
utilizarem fluorescéncia, se tornam muito dispendiosos e pouco praticos para sua
utilizacao rotineira, visto que o material precisa ser analisado num curto espaco de
tempo (CELEGHINI et al., 2007). Diante disto, Hrudka (1987) desenvolveu um
ensaio citoquimico para demonstracdo qualitativa e quantitativa da atividade da
enzima Citocromo C-Oxidase (CCO) — enzima da cadeia respiratdria responsavel
pela producdo de energia do espermatozoide — através da 3,3'-diaminobenzidina
(DAB). A enzima CCO tem um papel fundamental no processo de respiracdo celular
e metabolismo energético das células, além de ser pré-requisito para manutencao
das funcBes osmotica e sintética, motilidade e integridade da estrutura celular. A
técnica citoquimica desenvolvida por este autor baseia-se na oxidacdo da DAB pelo
Complexo Citocromo C, o que inclui a CCO. Através de uma reacdo em cadeia, 0
DAB é polimerizado e se deposita nos locais onde ocorre a reagdo, ou seja, nas
mitocondrias. Esta deposicdo pode ser identificada através de microscopia Optica
pela coloracdo marrom da mitocondria. Desta maneira, € possivel descrever o
declinio espontaneo da CCO ocasionado por tratamentos fisicos e/ou quimicos a

gue os espermatozoides sdo submetidos.
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2.1.7.4. Mensuracao do estresse oxidativo

Segundo Nichi (2003), muitas pesquisas tém sido feitas a fim de desenvolver
indices de estresse oxidativo que possam identificar e quantificar, com acuracia, 0s
efeitos desse processo sobre a capacidade de fertilizacdo. Uma vez que, o0 estresse
oxidativo corresponde a um desequilibrio entre a producdo de EROs e a protecdo
oxidativa no sémen, torna-se concebivel que a avaliacdo do estresse oxidativo seja
feita através da mensuracdo dos niveis de EROs e/ou seus metabdlitos, assim
como, dos niveis de antioxidante no sémen.

Para a dosagem de EROs no sémen sdo necessarias técnicas muito
sensiveis, visto que a producédo destes pelo sémen é relativamente baixa quando
comparada com a produzida por leucdcitos, por exemplo, e, além disso, a meia-vida
das EROs € muito curta (KESSOPOULO et al., 1994). Para mensura-las sdo usadas
técnicas de quimioluminescéncia, que, mesmo sendo bastante sensiveis, ndo
conseguem dosar niveis de EROs que ocorrem em amostras seminais de homens
normais (SHEKARRIZ; THOMAS JR; AGARWAL, 1995).

A dosagem de componentes oxidados que se mantém nos fluidos corporais €
uma técnica mais especifica, visto que avalia indiretamente o estresse oxidativo
efetivamente ocorrido, e, um destes componentes, o malondialdéido (MDA), pode
ser usado como um indice de peroxidacao lipidica (SIDHU et al., 1998). A ocorréncia
da peroxidacado lipidica em espermatozoides leva a um acumulo progressivo de
hidroperoxidos lipidicos na membrana plasméatica espermatica que posteriormente
se decompdem para formar o MDA (JANERO, 1990). A avaliacao dos niveis de MDA
tem sido extensivamente utilizada como marcador da peroxidacao lipidica (NICHI,
2003).

Entre os diferentes métodos analiticos estabelecidos, a reacdo com o acido 2-
tiobarbittrico (TBA) € o mais utilizado, sendo que nesta reacdo, o composto formado
pela reacdo entre duas moléculas TBA com uma molécula de MDA, reacéo esta que
ocorre em altas temperaturas e o baixo pH, e que resulta na formacdo de um
cromogeno rosa que pode ser quantificado com espectrofotometro (NICHI, 2003).

Uma ferramenta importante e muito utilizada para a avaliacdo dos niveis de
protecdo antioxidante e de peroxidacéo lipidica é a geracao artificial de EROs, o que
permite avaliar dois aspectos: a peroxidacéo lipidica espermatica e a disponibilidade

de hidroperoxidos lipidicos na membrana plasmatica do espermatozoide, pelos quais
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iria se iniciar a reagao peroxidativa em cadeia; e a habilidade do espermatozoide em
inibir a propagacéo deste processo através de mecanismos antioxidantes (AITKEN;
HARKISS; BUCKINGHAM, 1993a).

Uma técnica frequentemente utilizada para provocar a peroxidacao lipidica, é
a inducdo pelo sistema sulfato de ferro (FeSO,) + acido ascérbico (AITKEN;
HARKISS; BUCKINGHAM, 1993b; GRIVEAU et al., 1995). Esta técnica se baseia na
formacdo de metais de transicdo (ferro e cobre) que irdo catalisar a quebra de
hidroperoxidos pré-existentes, iniciando a propagacdo da reacdo em cadeia da
peroxidagdo lipidica promovida pelo ferro através da reacdo de Fenton. O acido
ascorbico, por sua vez, provocaria a reducdo do Fe® para Fe®" (Figura 3),
alimentando novamente a reacdo (AITKEN; HARKISS; BUCKINGHAM, 1993b;
ENGEL; SCHREINER; PETZOLDT, 1999).

Figura 3: Reacao de Fenton. (Adaptado de Nordberg e Arnér, 2001).

Cu*/Fe* + H,0, » Cu2*/Fe’* + OH- + HO*

2.1.7.5. Avaliacdo da capacidade de ligagéo in vitro

A capacidade de a célula espermatica ligar-se a zona peldcida in vitro, avalia
a eficacia (concentracdo e capacidade) de receptores de espermatozoides ligarem-
se ao odcito (MORAES et al., 2010). Observando os eventos primordiais para que
ocorra a fecundacdo (GRAHAM, 1996) pode-se mencionar que a capacidade de
ligacdo dos espermatozoides a zona pellcida seja um importante atributo a ser
considerado, em um periodo que compreenda desde a capacitacdo esperméatica até
a fecundacdo do od0cito. Este tipo avaliacdo jA tem sido reportado em
espermatozoides de seres humanos, touros, varrdes, garanhfes e outras espécies,
porém a necessidade da obtencdo um grande numero de ovérios para este tipo de
avaliacao inviabiliza a realizacdo corriqueira da técnica.

Sendo assim, alternativas de avaliagdo de fecundagéo in vitro vem sendo
desenvolvida, como por exemplo, a atualizagcdo da membrana perivitelina da gema
de ovo da galinha, uma vez que a semelhancas moleculares entre essa e a zona

peltucida de algumas espécies dao condi¢des para realizacdo de testes de fertilidade
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in vitro (MORAES et al., 2010). Além disso, a membrana perivitelina da gema de ovo
€ uma matéria-prima abundante e de facil manipulag&o, o que facilita a realizacdo de
varios ensaios in vitro (GRAHAM; MOCE, 2005), tornando-se uma ferramenta
importante para o desenvolvimento de novos ou melhores testes de avaliagcdo de

fertilidade, que unam a praticidade com a confiabilidade de resultados.
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2.2. Justificativa

A utilizacdo de sémen criopreservado durante a inseminacao artificial merece
destaque, uma vez que, favorece a multiplicacdo de animais geneticamente
superiores, auxilia na preservacao de ragas nativas e em risco de extin¢do, além de
ser uma técnica viavel, guando comparada a outras biotécnicas.

Vérias pesquisas vém sendo desenvolvidas para melhorar as técnicas de IA,
utilizando o sémen congelado. No entanto, alguns entraves decorrentes do uso
desta biotécnica ainda precisam ser solucionados. A diluicdo, o resfriamento, a
congelacédo e a descongelacéo sao fontes potenciais de estresse oxidativo, durante
0 processo de criopreservacdo do sémen, provocando danos irreversiveis na célula
espermatica, reduzindo a qualidade nos parametros espermaticos.

Os espermatozoides sdo altamente susceptiveis a peroxidacgao lipidica devido
ao estresse oxidativo que ocorrer durante o processo de congelagédo/descongelacao.
Sendo assim, fazem-se necessarios, estudos visando reduzir o estresse oxidativo,
bem como os danos ocasionados aos espermatozoides durante o processo de
congelagcéao-descongelacao.

As células esperméticas e o plasma seminal possuem enzimas e antioxidantes
responsaveis pela remocdo quelante dos radicais livres, incluindo a superdxido
dismutase, glutationa peroxidase e catalase. No entanto, o desequilibrio entre a
producdo de EROs e a atividade das enzimas antioxidantes, causam danos a funcao
espermatica (SIKKA, 1996). Além disso, o sistema antioxidante do plasma seminal e
dos espermatozoides € comprometido durante a criopreservagdo (ALVAREZ,
STOREY, 1992).

Os antioxidantes atuam na prevencdo da oxidacdo das células, as quais
possuem um mecanismo de defesa que atua como detoxificador do agente
oxirredutor, ou como responsavel na reparacdo da lesdo ocorrida, inibindo ou
minimizando a exacerbada producdo das EROs no processo de criopreservacgao,
sem alterar a viabilidade espermatica (GUERRA et al., 2012).

Neste contexto, a adicdo de melatonina como antioxidante no diluente de
congelacdo do sémen de carneiro, pode resolver este impasse, 0 estresse oxidativo
nos espermatozoides apds o processo de criopreservacao, a fim de permitir alcancar
taxas de fecundidade mais elevadas, melhorando, assim, os indices reprodutivos do

rebanho ovino como um todo.
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2.3. Objetivos

2.3.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito da adic&do de diferentes concentracdes de melatonina no sémen

diluido de carneiros ap0s criopreservacao.

2.3.2. Objetivos especificos

Avaliar o efeito da adicdo de diferentes concentracdes de melatonina no sémen
diluido de carneiros sobre:
a) A motilidade total e progressiva,
b) A integridade da membrana plasmatica e acrossomal;
c) A atividade mitocondrial;
d) O estresse oxidativo; e
e) A capacidade de ligacdo dos espermatozoides a membrana perivitelina da

gema de ovo.
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2.4. Material e métodos

2.4.1. Aspectos Eticos

O presente estudo foi realizado ap6s a aprovacao institucional da Universidade
Federal do Vale do S&o Francisco (Univasf), sob o protocolo n°® 0002/110414,
estando de acordo com os principios éticos de experimentacdo animal do Comité de

Etica e Deontologia em Estudos e Pesquisas da Univasf.

2.4.2. Reagentes

Todos os reagentes quimicos foram adquiridos a partir da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA), exceto para o Eosina e Nigrosina, que foram adquiridos da Minitub
(Minitub®, Berlim, Alemanha).

2.4.3. Local de execucéo

O experimento foi realizado durante os meses de Maio a Julho, no setor de
Ovinocultura e no Centro de Pesquisa em Suinos, Espécies Nativas e Silvestre
(CPSENS), localizados no Campus de Ciéncias Agrarias da Univasf, situados no
municipio de Petrolina-PE (latitude 09°23'55" Sul e a uma longitude 40°30'03"
Oeste), estando a uma altitude de 376 metros, com precipitacdo média anual em
torno de 300 mm. A regido apresenta temperatura média anual em torno dos 27 °C e

clima do tipo Bsh segundo a classificacdo de Képpen-Geiger.

2.4.4. Animais

Foram utilizados trés carneiros adultos, sendo dois da raga Dorper e um da
ragca Santa Inés, com idade entre 2 a 4 anos, selecionados atravées de exame
androldégico, onde todos apresentaram caracteristicas espermaticas acima dos
padrées minimos, conforme estabelecido pelo Colégio Brasileiro de Reproducao
Animal (CBRA, 2013).
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Os carneiros foram confinados em uma instalagdo contendo acesso a
iluminacdo natural, com temperatura e umidade relativa média de 27,3°C e 47,5%
respectivamente.

As baias apresentavam dimensdo de 2x3 m de area coberta e com éarea de
solario de 2x4 m. Os carneiros foram mantidos isolados das fémeas, recebendo
agua ad libitum e alimentacéo fornecida duas vezes ao dia, com dieta composta de
capim elefante (Penissetum purpureum) picado, além de suplementacao
concentrada a base de farelo de milho, farelo de soja e mistura mineral. A relacdo
volumoso:concentrado foi de 60:40 na forma de dieta total misturada, de acordo com

as exigéncias para animais desta categoria segundo o NRC (2000).

2.4.5. Coleta e processamento do sémen

Foram coletados 10 ejaculados de cada carneiro (n=30), por meio de vagina
artificial para ovinos (Vargina artificial®, Minitub, Berlim, Alemanha). As coletas foram
realizadas trés vezes por semana para cada animal.

Apés a coleta, o ejaculado foi transportado em uma caixa térmica para o
CPSENS, mantido em banho-maria a 32° C, e avaliado quanto a alteracdes
macroscopicas, como, presenca de urina ou sangue. Foram utilizados apenas
ejaculados que atendiam aos padrbes considerados normais pelo CBRA (CBRA,
2013).

Ap0s avaliacao, os ejaculados aprovados foram subdivididos em cinco tubos de
ensaio e diluidos em Tris-Gema de ovo e glicerol, conforme a concentracdo utilizado
por Souza et al. (2015), para a concentracdo final de 200 x10° espermatozoides/mL
e mantidos em banho maria a 32 °C.

A melatonina foi dissolvida em dimetilsulféxido (DMSO) e tampao fosfato-salino
(PBS), conforme Ishizuka et al. (2000).

Para determinag&o dos tratamentos experimentais, a melatonina foi adicionada
ao sémen diluido, estabelecendo os tratamentos: controle (sem adicdo de
melatonina); 100 pM; 100 nM; 100 uM e 1 mM de melatonina. A concentracéo final
de DMSO em todos os tratamentos foi de 0,1%.

Apés adicdo da melatonina, as amostras de cada tratamento foram colocadas
em Becker de 100 mL com agua a 32°C, ficando acima do volume das amostras, e

entdo acondicionadas em camara fria a 5°C por duas horas.
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Depois, as amostras de cada tratamento foram envasadas em palhetas de 0,5
mL e lacradas com seladora (UltraSeal®, Minitub, Berlim, Alemanha) e
acondicionadas sob vapores do nitrogénio liquido, por 15 minutos, a 8 cm da lamina
liquida. Decorrido este tempo, as palhetas foram imersas no nitrogénio liquido e

estocadas em botijdo criogénico para posterior analise.

2.4.6. Descongelacdo do sémen

A descongelacgéo foi realizada mergulhando-se as palhetas com as amostras
no descongelador automatico (IMV, S&o Paulo, Sdo Paulo, Brasil) por 30 segundos
a 37 °C.

2.4.7. Avaliagdo da motilidade espermatica

Duas palhetas de cada tratamento foram descongeladas conforme descrito
acima para avaliacdo da motilidade espermatica (total e progressiva), utilizando o
sistema de anélise computadorizada (CASA®, Minitub, Berlin, Alemanha), equipado
com o SpermVision®. Aliquotas de 8 pL de cada amostra por tratamento foram
analisadas, individualmente, sobre lamina pré-aquecidas, a 37 °C.

2.4.8. Avaliacdo da integridade da membrana plasmatica e acrossomal

A integridade da membrana plasmatica foi determinada utilizando a coloracao
de Eosina-Nigrosina (E/N), conforme Barth e Oko (1989). Para tanto, 10 uL de cada
tratamento foram colocados em tubos de eppendorf, juntamente com 10 pL do
corante. Logo apds a homogeneizacdo, 8 pyL da mistura, para cada tratamento, foi
adicionado entre lamina e laminula pré-aquecidas e um total de 200
espermatozoides por amostra foram contados em microscépio 6ptico (DM 750°,
Leica Microsystems, Heerbrugg, Suica), em aumento de 100x. As células com
membrana plasmatica lesada apresentavam o nudcleo corado em rosa da eosina, e
aguelas com a membrana plasmatica intacta, nucleo corado em escuro da nigrosina.

O corante simples de Pope (POPE; ZHANG; DRESSER, 1991) foi utilizado
para verificar a integridade do acrossoma. Para tanto, aliquota de 10 uL de cada

tratamento, foi diluida com 90 pL de solucéo diidrato citrato de sodio a 2,9% em
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microtubo tipo eppendorf de 1,5 mL. Em seguida, foi adicionado ao tubo 10 pL de
corante simples de Pope, homogeneizado e incubado a temperatura ambiente por
70 segundos. Apos incubacdo, 10 pL de cada amostra foi colocado em laminas e
feito esfregaco. As laminas com os esfregacos foram cobertas com laminula, sob
imersdo em 6leo. Foram contados 200 espermatozoides por lamina em microscépio
éptico (DM 750°, Leica Microsystems, Heerbrugg, Suica), em aumento de 100x.
Estes foram classificados em: a) acrossomo integro: regido acrossomal de coloragéo
lilds, levemente mais escura na regido pos-acrossomal; b) acrossomo nédo-integro:
regido acrossomal de coloracdo rosa, levemente mais clara na regido pos-

acrossomal.

2.4.9. Avaliacdo da atividade mitocondrial

A atividade mitocondrial foi determinada conforme Hrudka (1987), onde 25 pL
de cada tratamento foi incubado com 25 uL de DAB (1mg/mL de PBS), a 37 °C, por
uma hora, na auséncia de luz. Foram contados 200 espermatozoides por lamina em
microscoépio 6ptico (DM 750%, Leica Microsystems, Heerbrugg, Suica), em aumento
de 100x, obedecendo a escala de quatro classes propostas por Hrudka (1987),
onde:

Classe I. células espermaticas com peca intermediaria totalmente corada, alta
atividade mitocondrial (DAB I);

Classe II: células esperméticas com segmentos corados (ativos) e nao-corados
(inativos), havendo predominéncia dos ativos (DAB II);

Classe lll: células espermaticas com segmentos corados (ativos) e ndo-corados
(inativos), havendo predominéancia dos inativos (DAB l11);

Classe IV: células espermaticas com peca intermediaria totalmente descorada, sem
atividade mitocondrial (DAB V).

2.4.10. Avaliacao da resisténcia ao estresse oxidativo

Para esta avaliacdo, as amostras nas palhetas foram descongeladas como
descrito acima e o0 conteudo esvaziado em tubos de ensaio. Em seguida, o
crioprotetor foi removido através de dupla centrifugacdo (800G, 10 minutos) seguida

de ressuspensao em solucéo fisiolégica (NaCl 0,9%).
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Apos a centrifugagdo, 0,4 mL da suspensédo foi transferido para um segundo
tubo e a peroxidacgao lipidica foi induzida pela adicdo de 100 pL de acido ascorbico
(20 mM) e 100 pL de sulfato de ferro (4 mM). Em seguida, a mistura permaneceu
incubada por 120 minutos a 37 °C (GOMEZ; IRVINE; AITKEN, 1998).

O principal produto de peroxidacdo lipidica medido por este método foi o
malondialdeido (MDA). As medi¢cfes de MDA foram efetuadas em conformidade com
um protocolo inicialmente descrito por Ohkawa, Ohish e Yagi (1979). O método
baseia-se na reacdo de duas moléculas de acido tiobarbitarico (TBA) com uma
molécula de MDA, a altas temperaturas e baixo pH, resultando em um cromogénio
de cor rosa que pode ser quantificado com espectrofotdmetro.

ApoOs o periodo de 120 minutos, 0,5 mL da mistura incubada e 1 mL de
solucdo gelada de acido tricloroacético a 10%, foram misturadas, sendo
centrifugadas (SL701®, Solab, Piracicaba, S&o Paulo, Brasil) a 5000 rpm por 15
minutos a 15 °C, para a separacao de proteinas precipitadas que pudessem interferir
na leitura. ApGs a centrifugacdo, 1 mL do sobrenadante foi misturado em tubo de
ensaio juntamente com 1 mL de TBA a 1% dissolvido em hidréxido de sodio (0,05 N
de NaOH), preparado instantes antes de ser utilizado. O tubo contendo esta mistura
foi incubado em banho-maria a 90 °C por 15 minutos e resfriado imediatamente em
banho de gelo, para interrupcéo da reacao termo dependente.

As espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) foram mensuradas em
seguida, através da leitura em espectrofotdmetro Q898DRM5® (Quimis, S&o Paulo,
SP, Brasil) em comprimento de onda de 532 nm. Os resultados foram comparados
com uma solucdo padrao, feita previamente, com MDA. A concentracdo de TBARS
nas amostras foi expressa em micro molar de MDA por milhdes de espermatozoides
(MM de MDA/10° sptz). Sendo assim, as amostras que apresentaram uma
quantidade elevada de MDA, indicavam uma amostra bastante susceptivel ao

estresse oxidativo.

2.4.11. Teste de ligacéao

A capacidade dos espermatozoides de ovino se ligar a membrana de oocitos
foi avaliada utilizando a membrana perivitelina da gema de ovo de galinha (CEPM),
como descrito por Amorim et al. (2007). Brevemente, a preparacdo das membranas

perivitelinas (MPVs) foi realizada por meio da separa¢do da gema de ovo da clara, e
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0 excesso de clara removido com auxilio de um papel toalha. Em seguida, a gema
de ovo ainda intacta, foi colocada sobre uma folha de parafilme, para facilitar o
rompimento da membrana e sua lavagem com TALP (GRAHAM; FOOTE; PARRISH,
1986) para retirada da gema de ovo. A membrana foi removida do parafilme e
colocada em uma placa de Petri de vidro, onde foi lavada algumas vezes com TALP
até a solucao ficar clara e sem residuo de gema de ovo. Em seguida, a MPV foi
cuidadosamente aberta e cortada com lamina de bisturi em pequenos fragmentos (1
x 1 cm), utilizando uma cubeta de vidro de espectrofotdometro. Cada fragmento de
MPYV cortado foi imerso em TALP colocados em tubos plasticos de 1 mL.

Para realizacdo do teste de ligagdo de membrana, os tubos de ensaio contendo
as MPVs foram inseminados com 50.000 espermatozoides de cada tratamento.
Apoés a inseminacéo, as MPVs foram incubadas a 37 °C com uma atmosfera de 5%
de CO; por 90 minutos, sendo que a cada 30 minutos os tubos foram lentamente
agitados para que a membrana permanecesse aberta. Passados 70 minutos de
incubacédo, 10 pL de Hoechst 33342 (1 mg/mL em PBS) foi adicionado em cada
tubos para corar de azul os espermatozoides. Apds a incubacédo, cada membrana foi
transferida para outro tubo contendo 1 mL de TALP para lavagem e remocéo dos
espermatozoides que ndo se ligaram, sendo repetido por 5 vezes esta etapa.
Depois, as MPVs de cada tratamento foram abertas em lamina e coberta com
laminula, e observada em microscépio de fluorescéncia (AXIO Image A2®, Carl
Zeiss, Berlim, Alemanha), utilizando filtro de fluoresceina de excitacdo de 365 de
emissao de 420 nm.

O numero de espermatozoides ligados a MPV foi determinado contando seis
campos aleatorios de cada fragmento da MPV, e a eficiéncia de ligacdo a MPV foi
calculada pela divisdo do namero total de espermatozoides ligados aquela particular
MPV pelo nimero de espermatozoides ligados a mesma membrana pelo grupo

controle.
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2.4.12. Anélise estatistica

Os dados foram analisados através do programa SAS System for Windows
SAS 9.2 2002-2008 by SAS Institute Inc. (Cary, NC, USA).

A normalidade dos residuos e homogeneidade das variancias foi testada, e
caso ndo obedecessem a estas premissas, os dados eram transformados (logaritmo
na base 10 — Logl0 X; Raiz quadrada — RQ X; Quadrado — X2) e se a normalidade
nao fosse obtida empregava-se entdo, o procedimento NPARIWAY de analise de
variancia ndo paramétrica. Diferencas significativas para os dados paramétricos
foram avaliadas através do teste Least Square Differences (LSD) a 5% de
probabilidade. Para descricdo dos resultados, foram empregados as médias e o erro
padrao.

Na analise de variancia foram verificados os efeitos das variaveis
classificatorias racas (Dorper e Santa Inés).

A porcentagem de células DAB IV e o teste de ligacdo obedeceram as
premissas apos a transformacdo de seus valores para o logaritmo na base 10. A
porcentagem de células DAB 1l e Ill, e de espermatozoides com integridade da
membrana plasmatica obedeceram as premissas apos a transformacdo de seus
valores a raiz quadrada. A porcentagem de células DAB | obedeceu as premissas
apos a transformacéao de seus valores para o quadrado, o inverso e o inverso da raiz
quadrada, respectivamente.

A susceptibilidade dos espermatozoides ao estresse oxidativo e o numero de
espermatozoides ligados a membrana perivitelina obedeceram as premissas nao

sendo necessaria qualquer transformacao.
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2.5 Resultados

Os efeitos das diferentes concentracbes de melatonina sobre a motilidade
espermatica apos a descongelacdo, nos espermatozoides ovinos, sdo apresentados
na Tabela 1. A motilidade total e progressiva dos espermatozoides foram maiores
nas amostras tratadas com 100 pM de melatonina, quando comparado as demais

concentracdes testadas e ao controle (Tabela 1; P<0,05).

Tabela 1. Motilidade total e progressiva de espermatozoides descongelados de

ovinos apos adicao de diferentes concentracdes de melatonina no sémen diluido

Concentracdes de Motilidade
Melatonina Total Progressiva
Controle 57,30 + 5,83° 38,10 + 6,82°
100 pM 62,99 + 5,01* 45,07 + 5,52*
100 nM 56,70 + 5,72° 38,46 + 6,62°
100 pM 58,20 + 5,94° 39,76 + 5,61°
1mMm 46,89 + 5,87° 28,95 + 5,24°¢

ABCvalores de Média + Erro Padrdo na mesma coluna diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05).

Em relacdo a integridade da membrana plasmatica, a adicdo das diferentes
concentracfes de melatonina no sémen diluido, com excecdo da concentracdo de 1
mM, apresentaram maior percentual de células com membrana plasmética integra

guando comparadas com o controle (Tabela 2; P<0,05).
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Tabela 2. Integridade da membrana plasmética (iMP) e acrossomal (iIAC) de
espermatozoides descongelados de ovinos apos adicdo de diferentes concentracdes
de melatonina no sémen diluido

ConcentragOes de iIMP IAC
Melatonina
Controle 40,05 + 5,48° 90,21 + 5,53°
100 pM 61,03 + 5,33" 96,51 + 5,28"
100 nM 59,06 + 5,66" 94,43 + 5,698
100 pM 55,50 + 5,06" 90,41 + 5,63
1 mM 44,65 + 5,545 90,56 + 5,985

ABCvalores de Média + Erro Padrdo na mesma coluna diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05).

Na figura 4, pode-se observar os diferentes tipos de coloracdo da célula
espermatica durante a andlise da Integridade da membrana plasmética de

espermatozoides descongelados de ovinos.

Figura 4. Integridade da membrana plasmatica de espermatozoides descongelados
de ovinos ap6s adicédo de diferentes concentracdes de melatonina no sémen diluido:
(A) Espermatozoides com nucleo corado em rosa da eosina, (B) Espermatozoides

com nucleo corado em escuro da nigrosina; e (C) espermatozoides sem coloracéo.

Com relacao a integridade acrossomal, a adicdo de 100 pM de melatonina
proporcionou um maior percentual de espermatozoides com o acrossoma integro do

gue nos demais tratamentos (Tabela 2; P<0,05).
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Na figura 5, pode-se observar a célula espermatica durante a analise da
membrana acrossomal de espermatozoides descongelados de ovinos.

Figura 5. Integridade acrossomal de espermatozoides descongelados de ovinos

apos adicdo de diferentes concentracdes de melatonina no sémen diluido: (A)

acrossoma integro; e (B) acrossoma nao integro.

Em relagdo a atividade mitocondrial, a melatonina demonstrou melhorar a
gualidade espermética, pois houve maior percentual de espermatozoides com alta
atividade mitocondrial (DAB |) apos a adicdo de 100 pM de melatonina comparado
aos que tiveram a adicdo de 100 uM, 1mM e ao controle (Tabela 3; P<0,05). Houve
menor porcentagem de células esperméticas ativas (DAB II) no sémen diluido ao
qual foi adicionado de 100 pM de melatonina (Tabela 3; P<0,05). Entretanto, apesar
do DAB Il ter sido menor, a adicdo de 100 pM também promoveu menor percentual
de células inativas (DAB IlI) e sem atividade mitocondrial (DAB IV) quando

comparado aos demais tratamentos (Tabela 2; P<0,05).
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Tabela 3. Atividade mitocondrial de espermatozoides descongelados de ovinos apos
adicdo de diferentes concentracdes de melatonina no sémen diluido

Concentracdes DAB | (%) DAB Il (%) DAB Il (%) DAB V(%)
de Melatonina

Controle 58,60 + 6,41°  22,05+3,98" 10,30 £2,79" 9,05+ 3,73"
100 pM 69,30 +5,35" 16,96+287® 741+383% 6,33+2094°
100 nM 64,46 +572"® 19,65 +3,01"® 7,78+254" 811+248"
100 pM 62,51 +5,06° 20,83+2,33"® 846+366" 8720+238"
1mM 61,68 +5,83% 21,46+247"® 886+262"® 8,00+249"®

ABvalores de Média + Erro Padrdo na mesma coluna diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05). DAB I: células espermaticas com alta atividade mitocondrial; DAB II:
predominéncia células esperméaticas ativas; DAB Ill: predominancia células

espermaticas inativas; DAB IV: células espermaticas sem atividade mitocondrial.

Na figura 6, pode-se observar os espermatozoides descongelados de ovinos

classificados de acordo com as diferentes atividade na mitocéndria.

Figura 6. Atividade mitocondrial de espermatozoides descongelados de ovinos apés
adicdo de diferentes concentracdes de melatonina no sémen diluido: DAB | (alta
atividade mitocondrial); DAB Il (espermatozoides com segmentos corados [ativos] e
nao corados [inativos], havendo predominancia dos ativos); DAB |l
(espermatozoides com segmentos corados [ativos] e n&o-corados [inativos],

havendo predominancia dos inativos); e DAB IV (sem atividade mitocondrial).
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Observou-se que a adicdo de 100 nM de melatonina no sémen diluido,
produziu menor quantidade de TBARS ap0s a criopreservagdo, quando comparado
aos demais tratamentos utilizados (Tabela 4; P<0,05). Por outro lado, a quantidade
de TBARS gerada nas concentracdes de 100 pM e 100 pM, apresentaram uma
producdo de espécies reativas menor que a concentracao de 1 mM e o controle
(Tabela 4; P<0,05).

Tabela 4. NUumero de espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) gerados de
espermatozoides descongelados de ovinos apds adicdo de diferentes

concentracdes de melatonina no sémen diluido

Concentracdes de Melatonina TBARS
(UM de MDA/10° sptz)
Controle 3,58+1,54"
100 pM 3,17+1,46"°
100 nM 2,84+1,99°
100 pM 3,24+1,44"°
1mMm 3,66+1,68"

ABValores de Média + Erro Padréo na mesma coluna diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05).

Em relacdo a capacidade dos espermatozoides se ligarem a membrana
perivitelina da gema de ovo, apo6s o processo de congelacdo/descongelacdo (Figura
7), observou-se que o numero de espermatozoides descongelados que se ligaram,
foi maior para os que receberam a adicdo de 100 pM de melatonina no sémen

diluido, em comparacéo aos demais grupos tratados e o controle (Tabela 5; P<0,05).
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Tabela 5. Numero de espermatozoides descongelados e ovinos ligados a
membrana perivitelina de gema de ovo (NEL) e sua eficiéncia de ligacdo (EFL) apds

adicao de diferentes concentracdes de melatonina no sémen diluido

Concentracdes de NEL EFL
Melatonina
Controle 115,70 + 5,82° 1,0
100 pM 155,73 + 3,24" 1,34
100 nM 144,86 + 4,66° 1,25
100 pM 141,83 + 5,62° 1,22
1 mM 125,93 + 4,52 1,09

ABCD valores de Média + Erro Padrdo na mesma coluna diferem entre si pelo teste
de Tukey (P<0,05).

Na figura 7, pode-se observar os espermatozoides descongelados de ovinos

ligados a membrana perivitelina da gema do ovo, apds durante o teste de ligacao.

Figura 7. Espermatozoides descongelados de ovinos apés adicdo de diferentes
concentracbes de melatonina no sémen diluido, corados com Hoechst 33342,

ligados a membrana perivitelina da gema do ovo.




50

2.6 Discussao

O efeito antioxidante da melatonina em varios tipos de células tem sido
frequentemente explicado devido a sua capacidade de neutralizar uma grande
quantidade de radicais livres toxicos (TAN et al., 2007; HARDELAND; TAN; REITER,
2009; PEYROT; DUCROCAQ, 2008) e influenciar a expressédo génica de enzimas
antioxidantes, aumentando os niveis de RNA mensageiro e de proteinas dessas
enzimas (REITER et al., 2000b).

Vérios autores tem relatado que a melatonina apresenta efeito benéfico sobre a
preservacdo de espermatozoides de mamiferos, melhorando seus parametros
funcionais como: motilidade espermatica, integridade da membrana plasmatica e
acrossomal, atividade mitocondrial e a producdo de MDA (CASAO et al., 2010;
ASHRAFI; KOHRAM; ARDABILI, 2013; RAO; GANGADHARAN, 2008; DU PLESSIS;
HAGENAAR; LAMPIAO, 2010). Deste modo, a andlise dos diferentes parametros
seminais é importante para a utilizacdo do sémen congelado/descongelado em
inseminacao artificial. No estudo atual, os resultados mostraram que a adi¢cdo de
melatonina no sémen diluido sobre esses parametros avaliados, resultou em efeitos
benéficos entre os diferentes grupos de tratamentos, protegendo as estruturas de
forma eficiente.

Os parametros de motilidade total e progressiva aumentaram com a inclusdo
de 100 pM melatonina no sémen diluido. Isso demonstra que a motilidade
espermatica pode ser preservada como consequéncia do efeito protetor da
melatonina sobre as mitocéndrias dos espermatozoides. Além disso, a melatonina
reduz os danos no DNA mitocondrial, causado pelo estresse oxidativo e inibe a
apoptose celular em espermatozoides criopreservados (WANG et al., 2013),
mantendo, assim, elevada porcentagem de motilidade espermatica apos a
criopreservagao.

Os resultados do presente trabalho, também mostram que o efeito protetor da
melatonina contra o0s danos ocasionados a célula espermatica durante a
criopreservacéo, ocorreu de forma dose dependente. Nesse estudo, foram utilizadas
diferentes concentracdes de melatonina no sémen diluido, sendo que a de 1 mM
resultou em um declinio no percentual de motilidade espermatica, sugerindo que
doses elevadas desse antioxidante podem neutralizar a fung&o protetora do mesmo

contra o estresse oxidativo.
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Os espermatozoides de mamiferos sdo particularmente vulneraveis ao estresse
oxidativo (KHALIL; MAREI; KHALID, 2013), devido a composicdo da membrana
plasmatica e a exposicdo a mudancas drasticas de temperatura, 0s quais sdo muitas
vezes, expostos, especialmente quando usados em técnicas de reproducao artificial
com sémen criopreservado (MATA-CAMPUZANO et al., 2012). Alteracdes
morfoldégicas na membrana plasmatica durante a criopreservacao levam a
peroxidacdo da bicamada lipidica, por conta da elevada producdo de EROSs,
produzidas durante o processo de congelacdo-descongelacdo (SARIOZKAN et al.,
2010). Os resultados demonstram que a adicdo de 100 pM, 100 nM e 100 pM de
melatonina no diluente de congelacao, neutralizou os efeitos adversos do processo
de congelacédo-descongelacdo sobre a integridade da membrana plasmatica dos
espermatozoides de carneiros.

Esse efeito protetor, estd associado com a reducdo da peroxidacao lipidica
(ASHRAFI; KOHRAM; ARDABILI, 2013) e a inibicdo da ruptura na membrana,
causada durante a reducdo de temperatura (LEI XY et al., 2004). Essa protecdo
refere-se ao aumento na capacidade antioxidante total e a elevacéo da atividade das
enzimas antioxidantes, apés o tratamento com a melatonina (ASHRAFI; KOHRAM,;
ARDABILI, 2013). Ela é capaz de estimular varias enzimas (superoxido dismutase,
glutationa peroxidade e catalase), envolvidas no metabolismo das EROs,
proporcionando, assim, uma melhor preservacdo da integridade da membrana
plasmatica.

Danos a integridade da membrana plasmatica provocam um aumento na
permeabilidade da membrana e uma reducdo na capacidade do espermatozoide em
controlar as concentracdes intracelulares de ions que, por sua vez, estdo envolvidos
na motilidade espermatica (BAUMBER; BALL; GRAVANCE, 2000). Dessa forma,
observou-se que a melatonina em pequenas concentracdes exerce a funcao
protetora contra a peroxidacdo da membrana plasmatica das células esperméticas,
durante a criopreservagdo, preservando assim, a sua permeabilidade e
consequentemente a motilidade espermatica.

Nesse estudo, observou-se que o percentual de integridade acrossomal dos
espermatozoides que receberam adicdo de 100 pM de melatonina, foi mais elevado
em relagcdo aos demais tratamentos no qual a melatonina foi adicionada. Isso pode
ter sido devido ao efeito estimulatério da melatonina, quando em pequenas

concentracdes, sobre a atividade das enzimas envolvidas na defesa antioxidante.
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Além do que, com base nos resultados do efeito da melatonina sobre a integridade
acrossomal, observou-se que a adicdo nas concentracdes de 100 uM e 1mM, néo
foram eficientes na protecao contra danos ao acrossoma espermatico.

A variacao do efeito observado com as diferentes concentracfes de melatonina
pode ser explicada pelo fato de que quantidades excessivas de antioxidante,
causam alta fluidez da membrana plasmatica, acima do ponto desejado, deixando 0s
espermatozoides mais propensos a danos no acrossoma (ASHRAFI et al., 2011;
SHOAE e ZAMIRI, 2008). Diante disso, a concentracdo de antioxidante adicionado
ao diluente deve ser considerada, devido as possiveis alteracdes na condicdo
fisiologica do diluente seminal que ela pode causar. Adicionalmente, sabe-se que
elevados niveis de melatonina podem ainda, prejudicar o desenvolvimento ou a
maturacdo dos espermatozoides, reduzindo o seu potencial fecundante (ASHRAFI;
KOHRAM; ARDABILI, 2013).

Nas células espermaticas, existe um grande numero de mitocondrias
densamente compactadas em torno das fibras densas que envolvem o axonema, as
quais produzem o trifostato de adenosina (ATP), por respiracdo aerodbica
(PERUMAL; VUPRU; RAJKHOWA, 2013). Tem sido relatado (AITKEN; CLARKSON,
1987) que o axonema e as mitocéndrias na peca intermediaria, podem ser
danificados por niveis elevados de EROs. Estudos mostram que a melatonina pode
estabilizar e proteger as mitocondrias através de varios mecanismos (MARTIN et al.,
2000; LOPEZ et al., 2009). Primeiro, as propriedades antioxidante e removedora de
radicais livres da indoleamina protegem a organela dos danos oxidativos (MARTIN
et al.,, 2000). Segundo, a melatonina aumenta a atividade dos complexos
respiratorios I, Ill e IV da cadeia de transporte de elétrons, reduzindo o fluxo de
oxigénio e melhorando a eficiéncia respiratoria das mitocéndrias (LOPEZ et al.,
2009) e aumentando a sintese de ATP em condi¢cdes normais e estressantes
(ACUNA-CASTROVIEJO et al., 2002).

Como a melatonina € uma molécula anfifilica, ela é capaz de atravessar as
membranas celulares com facilidade e, assim, atingir compartimentos subcelulares,
podendo acumular-se em concentracdes elevadas nas organelas, como a
mitocondria (VENEGAS et al., 2012). Com essa propriedade, a melatonina é capaz
de eliminar os radicais livres gerados na mitocondria, além de reduzir a fuga de
elétrons a partir da cadeia respiratoria, diminuindo a formacédo de EROs (LEON et

al., 2004). A melatonina, além de ser capaz de proteger as mitocondrias dos danos
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oxidativos, reduzindo o consumo de oxigénio, é capaz de melhorar o potencial da
membrana e a producdo do anion superoxido, mantendo, ao mesmo tempo, a
producdo de ATP (LOPEZ et al., 2009).

Com base nessas informacdes, pode-se assumir que as concentracdes de ATP
intracelular mais elevadas, observadas ap0s a criopreservacao, nas amostras com
100 pM de melatonina, em comparagdo as demais concentracdes e ao controle,
podem ser atribuidas a protecdo exercida pela melatonina nas mitocondrias
espermaticas. Nos espermatozoides, a producdo de ATP supre varias atividades
celulares e eventos bioquimicos, necessarios para que a fecundacdo seja bem
sucedida, tais como a capacitacdo, reacdo acrossémica e a motilidade espermética
(MIKI, 2007). Dessa forma, a maior disponiblidade de ATP contribuiu para uma maior
motilidade espermatica, observada apds a criopreservacdo nas amostras com 100
pM de melatonina em comparagdo com 0s demais grupos experimentais.

A producédo de MDA vem sendo utilizada para determinar a peroxidacéo lipidica
em varios tipos de células, incluindo as espermaticas (SIKKA, 1996). O estresse
oxidativo € um fator critico na morte das células espermaticas durante o processo de
criopreservacao (SIKKA, 1996). Os espermatozoides sdo muito sensiveis aos seus
efeitos, e a sua capacidade fecundante é prejudicada devido a apoptose e aos
danos no DNA (MARTINEZ-PASTOR et al., 2009).

A verificacdo da producdo de TBARS € um método simples de quantificar os
danos oxidativos nas células in situ (DAWN-LINSLEY et al., 2005). No presente
estudo, a adicdo de 100 nM de melatonina no sémen diluido, foi capaz de diminuir a
susceptibilidade das células ao estresse oxidativo, visto que, a producdo de TBARS
foi menor, em relacdo aos demais tratamentos, sugerindo que a melatonina em
pequenas concentracdes, pode reduzir a peroxidacdo lipidica nas células
espermaticas de carneiros, devido a sua natureza anfifilica e a propriedade
antioxidante, além do efeito estimulatério sobre a atividade das enzimas envolvidas
na defesa antioxidante.

Todavia, a concentracdo de melatonina a ser adicionada na terapia
antioxidante é de extrema importancia, devendo ser considera. Nesse estudo,
observa-se que o tratamento antioxidante com a concentracdo excessiva, 1 mM de
melatonina, resultou em efeito deletério, com produgdo de TBARS superior as
demais concentracbes e semelhante ao tratamento controle. Assim, as altas

concentracbes de melatonina no sémen diluido, em contato com a célula
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espermética, podem levar ao bloqueio de importantes fungdes fisioldgicas, resultanto
no aumento do estresse oxidativo.

Devido as semelhancas moleculares entre a zona pellcida do oodcito e a
membrana perivitelina, os espermatozoides de muitas espécies podem se ligar a ela
(MORAES et al., 2015), inclusive os de ovinos. Por outro lado, ensaios de ligacéo de
MPV podem também ser Uteis para determinar interacdes entre 0s espermatozoides
e 0 00cito, uma parte importante do processo de fecundacdo (MORAES et al., 2015).

A melhora na funcdo espermatica com a adicdo de melatonina, observada no
sémen descongelado, estimulou uma maior capacidade de ligagdo em todas as
concentracdes utilizadas nesse estudo, quando comparada ao controle, sendo a
mais eficaz a de 100 pM. Embora, os testes in vitro ndo possam avaliar com total
confiabilidade o potencial fecundante dos espermatozoides (MOCE; GRAHAM,
2008), a obtencéo de dados de fecundacédo in vivo pode ser muito cara e demorada
(MORAES et al., 2015). Portanto, a realizacdo de novos testes in vitro que permitam
avaliar os atributos necessarios para os espermatozoides fecundarem, pode ser
muito util para predizer a possibilidade de fecundidade (MORAES et al., 2015).

Os dados apresentados neste estudo mostraram resultados positivos quanto a
adicdo de melatonina no sémen diluido, visando promover melhoria da qualidade
espermatica, comprovando, através dos testes laboratoriais in vitro, 0 aumento da
motilidade, a preservacdo da integridade das membranas plasmatica e acrossomal,
0 aumento da atividade mitocondrial, a reducdo do estresse oxidativo e a
capacidade dos espermatozoides de se ligarem a MPV, consequentemente,
melhoria do potencial fertilizante de espermatozoides descongelados de carneiros.

Vale ressaltar que os resultados desse estudo mostraram que a concentracao
de melatonina utilizada é de importancia crucial para obter o efeito protetor
desejado. Em termos gerais, os resultados obtidos mostram que a adi¢cao de 100 pM
de melatonina no diluente para criopreservacédo, favorece a reducdo do efeito
deletério do estresse oxidativo ocasionado pela crioinjdria na célula espermatica,
durante os procedimentos de congelagao/descongelacdo. Por outro lado, o aumento
na concentracdo de melatonina, ndo foi acompanhada por um aumento adicional

dos efeitos benéficos da indoleamina sobre as células espermaticas.
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3. CONCLUSAO

Conclui-se que a adicdo de baixas concentracdes de melatonina no sémen
diluido promoveu maior protecdo aos espermatozoides contra os danos causados
pelo estresse oxidativo, além de diminuir aqueles estruturais apés
congelacao/descongelacéo, portanto, melhorando a qualidade espermética.

Dentre as concentragcfes testadas, podemos verificar que a de 100 pM foi mais

eficaz, entretanto, maiores pesquisas e outras avaliacbes sdo necessarias.
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5. ANEXOS

Anexo A

e Meio de congelacéo: Tris-gema de ovo (100 mL).

¢ Solucado de Eosina-Nigrosina.

Componente Quantidade
Tris 3,605 ¢
Acido Citrico 2,024 g
Frutose 1,488 g
Gema de ovo 20 mL
Glicerol 2mL
H»O gsp 100 mL
pH 6,8
Estreptomicina 0,01¢g
Anexo B

Componente Quantidade
Eosina Y 0,19
H,O 10 mL
Nigrosina 1lg
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Anexo C

e Solucao da coloracao simples de POPE.

Solugao Tampao:

Componente Molaridade Quantidade
Fosfato dibasico 0,2M (0,284 g/ 10 mL H,0)
Acido Citrico 0,1M (0,192 g/ 10 mL H,0)
H20 asp

Solucéo Corante:

Componente Quantidade
Alcool Etilico 8 mL
Solucédo Tampéo 12 mL
Rosa Bengala 200 mg
Fast Green 200 mg
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Para o preparo da solucdo tampéo foi utilizado 16,5 mL da solucdo 0,2 M de

fosfato dibasico misturados a 3,5 mL da solu¢do 0,1 M de &cido citrico. O pH final

dessa solucéo foi ajustado para 7 com NaOH e/ou HCI, quando necessario.

Foram preparados 20 mL de corante, misturando-se 8 mL de alcool etilico

com 12 mL da solucéo tampéao. A essa solugédo foram entdo adicionados 200 mg do

corante rosa bengala em pd e 200 mg do corante “fast green” em p6. Esse corante

foi entdo acondicionado a temperatura ambiente e protegido da luz (em recipiente

ambar e com revestimento externo de papel aluminio).



Anexo D

Solucéo da coloracao 3,3 diaminobenzidina (DAB).

Componente Quantidade
3,3 Diaminobenzidina 1 mg/mL
Tampao fosfato de Sédio 0,15 M
H.0O gsp
pH 7,2
Anexo E

Curva padrao do MDA.
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1,5

y =56,276x-0,0895
R?=0,9956
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Anexo F

e Bull Media — TALP (Diluente B-TALP)
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Tyrodes Talp
NaCl 0.569 g Na Pyruvate 0.0022 g
KCI 0.023 g Na Lactate 0.368 mL

KH,PO, 0.004 g
NaHCO; 0.209 g
*CaCl,.2H,0 0.025 g
MgCl, .6H20 0.008 g

Glucose 0.090 g
HEPES 0.238 g
BSA 0.300 g
Osmolaridade (300-310 mOsm) e pH (7.2-7.4)

*Adicionar por ultimo




