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EFEITOS DA ADICAO DE MELATONINA
AO SEMEN CAPRINO SOBRE O POTENCIAL
MITOCONDRIAL ESPERMATICO
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Resumo: Quando a fun¢ao mitocondrial da célula espermatica esta
comprometida, ha uma excessiva producio de radicais livres que
afetam a viabilidade celular, diminuindo sua taxa de fertilidade. O
sémen colhido de dois bodes Alpinos e dois bodes Saanen foi diluido
e congelado utilizando diferentes concentracbes de melatonina,
que constituiram os tratamentos: Oul (controle), 1ul, ImM, 2mM,
3mM e 4mM, para posterior analise do potencial da membrana
mitocondrial espermatica (AWm) por citometria de fluxo. Foi
encontrada diferenca (P<0.05) entre racas e tratamentos para alto
potencial de atividade mitocondrial, a raga Alpina demonstrou
queda em relacdo ao controle em concentracgoes acima de 2 mM
de melatonina, evidenciando menor taxa metabdlica espermatica.
Houve também interacido (P<0.05) das racas para baixo potencial
de atividade mitocondrial, sendo que a raca Saanen obteve maior
valor indicando menor resisténcia a incubac¢éo com a sonda. A maior
concentracio espermatica com baixo potencial entre os tratamentos
trés e quatro mM indica menor taxa metabdlica em elevadas
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concentragoes de melatonina e concomitantemente baixa proporc¢ao
de membrana plasmatica integra com perédxido de hidrogénio
intracelular, os resultados apontam para a alta sensibilidade
mitocondrial ao choque osmoético. Conclui-se que a incorporacio de
melatonina manteve a viabilidade espermatica, mas nao melhorou
a congelabilidade do sémen caprino.

Palavras—chave: Antioxidante, criopreservacdo, mitocondria,
viabilidade espermaética

Introducao

Asintesedeespéciesreativas deoxigénio (ROS) em quantidades
pequenas desempenha importancia fundamental na viabilidade
espermatica e fecundacio, porém quando a sua producido durante
o processo de criopreservacao espermatica ultrapassa a capacidade
antioxidante do meio intracelular e extracelular instaura o
estresse oxidativo, que resulta em importantes danos ao DNA da
célula espermatica. No estudo objetivou-se analisar a eficiéncia da
inclusdo de melatonina em diferentes concentracées como potente
antioxidante na criopreservacio de sémen caprino, via citometria
de fluxo.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido apds aprovacio pela Comissio de
Etica no Uso de Animais da UFV (CEUA) com o nimero de registro
81/2014, no setor de Caprinocultura do Departamento de Zootecnia
da Universidade Federal de Vigosa. Utilizou-se quatro reprodutores
caprinos adultos com histérico reprodutivo comprovado, sendo dois
da raca Alpina e dois da raca Saanen, colheu-se sete ejaculados
por animal que foram diluidos em meio comercial Botubov® a
base de gema de ovo, as diferentes concentracdes de melatonina
foram distribuidas nos seguintes tratamentos: T1: Controle sem
melatonina; T2: 1uM; T3: 1mM; T4: 2 mM,; T5: 3 mM,; T6: 4 mM.
O pré-congelamento foi realizado em vapor de nitrogénio liquido, e
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descongelou-se 0 sémen em banho-maria a 37° C por 30 segundos.
Apobs o descongelamento foram realizadas as andlises de AWm
mediante a utilizacdo da sonda JC-1, emitindo fluorescéncia verde
na mitocondria despolarizada e laranja na mitocondria polarizada.
Foram analisadas trinta mil células por amostra e divididas em
dois grupos: Alto Potencial Mitocondrial (APM) e Baixo Potencial
Mitocondrial (BPM), sendo as médias analisadas pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

Resultados e Discussao

No que se refere ao potencial de atividade mitocondrial,
houve interacao (P<0.05) entre racas e tratamento para populacao
espermatica com alto potencial mitocondrial. A raca alpina
apresentou queda em relacdo ao controle para células com alto
potencial mitocondrial em concentracoes acima de 2 mM de
melatonina. Houve diferenca significativa entre racas para alto
potencial mitocondrial de todos os tratamentos, exceto para o
tratamento 4mM de melatonina (tabela 1). Reforcando assim, que o
alto potencial mitocondrial na raca Alpina, é supostamente devido
a menor taxa metabdlica espermatica.

Tabela 1. Médias + erros padrido das porcentagens de populacdes
espermaticas em relacdo a alta atividade mitocondrial avaliadas
em espermatozoides criopreservados de caprinos das racas Alpina e
Saanen, avaliados por citometria de fluxo.

Potencial de atividade Potencial de atividade

Tratamento mitocondrial alto (JC- mitocondrial alto
1 alto*) ALPINA (JC-1 alto*) SAA§ EN
0 3064ﬂ:442all 1084ﬂ:367a
1uM 29.25+ 4.8 13.91+4.7
1mM 2774+ 3.42 abl 12.00 + 4. 43
2mM 22.10 £ 3.85 2! 11.38 + 2.98 22
3mM 20.34 + 4.01 bt 8.77+ 3.35%2
mM 1291 +£283¢ 6.83+1 al
&b c[etras diferentes nas meédias dentro da mesma coluna indicam diferenca

(P<0,05).
L2Numeros diferentes nas médias nas linhas indicam diferenca (P<0,05).
*JC1 alto, espermatozoides com alto potencial mitocondrial.
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A hiperosmolaridade pode ter afetado o potencial de atividade
mitocondrial, mantendo-o baixo em todos os tratamentos (tabela
2). A grande quantidade de espermatozoides apresentando baixo
potencial mitocondrial entre os tratamentos trés mM e quatro
mM ¢é indicativo da menor taxa metabdlica dos espermatozoides
congelados com elevadas concentracgoes de melatonina, refletindo na
baixa proporc¢éo de células com membrana plasmatica integra e com
peroxido de hidrogénio intracelular (Alpina 20.59—15.17 % e Saanen
16.28 — 14.57 % respectivamente). Isso se deve a alta sensibilidade
mitocondrial ao choque osmético, conforme demonstrado (POMMER
et al., 2002; RUTLLANT et al., 2003; CORREA et al., 2007; MACIAS
et al., 2011).

Tabela 2. Médias + erros padrio das porcentagens de populacdes
espermaticas em relacdo a média atividade mitocondrial avaliadas
em espermatozoides criopreservados de caprinos por citometria de
fluxo.

Potencial de atividade

Tratamento mitocondrial médio (JC-1 baixo*)
0 7555+ 2.85¢
1M 75.49 + 3.15 ¢
1mM 76.81 £2.85°¢
2mM 80.58 + 2.36 ¢
3mM 83.07 £ 2.48 2
4mM 87.79+1.532

abe [Letras diferentes na coluna indicam diferenga (P<0,05).
*JC1 médio, espermatozoides com médio potencial mitocondrial.

Encontrou-se diferenca (P<0.05) entre as racas para baixo
potencial de atividade mitocondrial, a raca Saanen obteve maior
valor comparado a raca Alpina (tabela 3), sugerindo menor
resisténcia durante a incubagao com a sonda JC-1.
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Tabela 3. Médias + erros padrio das porcentagens de populacdes
espermaticas em relacdo a baixa atividade mitocondrial avaliadas
em espermatozoides criopreservados de caprinos das racas Alpina e
Saanen, avaliadas por citometria de fluxo.

Potencial de atividade

Raga mitocondrial baixo (JC-1 baixo*)
Alpina 73.93+£1.54"
Saanen 85.84 +1.28 2

ab[etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca (P<0,05).
*JC1 baixo, espermatozoides com baixo potencial mitocondrial.

Conclusoes

Conclui-se que a adi¢do de melatonina proporcionou condi¢ées
para manutencdo da viabilidade espermatica in vitro, apesar de
nao apresentar resultados superiores ao controle. Nao foi observado
efeito antioxidante da melatonina na criopreservacio do sémen de
caprinos.
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