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Resumo: Superproducdo de espécies reativas de oxigénio e
diminuic¢ao da capacidade antioxidante do sémen podem aumentar
os efeitos deletérios na célula espermatica criopreservada. Sémen
colheitados de quatro bodes foi diluido e congelado utilizando as
seguintes concentracdoes de melatonina que se constituiram os
tratamentos: Oul (controle), 1ul, ImM, 2mM, 3mM e 4mM, para
posterior andalise por citometria de fluxo. Nao houve interacio
(P>0.05) entre tratamentos relacionando a producéo de peréxido de
hidrogénio e integridade da membrana plasmatica. Contudo a partir
da concentracao de dois mM de melatonina os valores de membrana
plasmatica lesionada em conjunto com a elevada concentracio
de perdxido de hidrogénio indicam possivel efeito citotéxico ou
alteracoes na osmolaridade advindo da adi¢cdo do antioxidante no
diluente. Conclui-se que os efeitos benéficos da melatonina néo
foram observados na criopreservacao de sémen caprino.
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Introducao

A criopreservacido espermatica é amplamente utilizada na
espéciecaprina, porémo processodecongelamentoedescongelamento
causam danos moleculares e prejudicam a capacidade de fertilizagao
dos espermatozoides devido a altas taxas de producio de espécies
reativas de oxigénio (ROS), incluindo o perédxido de hidrogénio
(H,0,)). A melatonina possui propriedades antioxidantes que
auxiliam na preservaciao da qualidade e viabilidade espermatica.
Nesse estudo analisou via citometria de fluxo, a capacidade da
melatonina em diferentes concentracoes em melhorar a qualidade
do sémen caprino criopreservado.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido apés aprovacéo pela Comissio de
Etica no Uso de Animais da UFV (CEUA) com o ntimero de registro
81/2014, no setor de caprinocultura da Universidade Federal de
Vicosa e foram utilizados quatro reprodutores caprinos adultos
considerados aptos a reproducido via exame androlégico (CBRA,
2013), sendo coletados sete ejaculados por animal. Diluidas em meio
comercial Botubov® abase de gema de ovo, as distintas concentracoes
de melatonina foram distribuidas nos seguintes tratamentos: T1:
Controle sem melatonina; T2: 1pM; T3: 1mM; T4: 2 mM; T5: 3 mM;
T6: 4 mM. Apéds a diluicdo o sémen fol envasado em palhetas de 0,25
mL e em seguida submetidos a temperatura de 5 °C por trés horas
seguindo a curva de resfriamento e tempo de equilibrio do semen. O
pré-congelamento foi realizado em vapor de nitrogénio liquido por
quinze minutos. O descongelamento do sémen em banho-maria a 37°
C por 30 segundos, seguido da avaliacdo da produc¢ao de perédxido de
hidrogénio intracelular mediante utilizacdo do fluoréforo diacetato
de diclorodihidrofluorosceina (DCFDA), que ao penetrar na célula
é oxidado pelo peréxido de hidrogénio intracelular emitindo
fluorescéncia verde. Foram contabilizadas vinte mil células por
amostra e dispostas em quatro categorias: células com membrana
plasmatica integra sem peroéxido de hidrogénio intracelular, células
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com membrana plasmatica lesionada sem perdxido de hidrogénio
intracelular, células com membrana plasmatica lesionada e com
peroxido de hidrogénio intracelular e células com membrana
plasmatica integra e com peréxido de hidrogénio intracelular, sendo
as médias analisadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Resultados e Discussao

Né&o houve diferenca (P>0.05) entre os tratamentos para as
caracteristicas analisadas: populacdo de espermatozoides com
presenca de peroxido de hidrogénio intracelular e espermatozoides
com membrana plasmatica integra. Mesmo com o valor alto de
média, foi verificado um decréscimo significativo na populacio
de espermatozoides com membrana plasmatica integra quando a
concentrag¢ao de melatonina excedeu o valor de dois mM no diluente
(tabela 1). Pode se dizer que a melatonina ndo comprometeu a
integridade da membrana de modo a inibir excessivamente a
sintese das espécies reativas de oxigénio (CARVALHO et al.,
2002, LAMIRANDE et al., 1997, SANOCKA & KURPISZ, 2004),
mas devido a possiveis efeitos citotoxicos ou alteracdes osmoticas
advindas da adi¢do do antioxidante nessas concentracoes.

Tabela 1. Médias + erros padrao das porcentagens de populagdes espermaticas em
relagdo a produgdo ou nao de perdxido de hidrogénio e viabilidade espermatica,
em amostras de sémen caprino criopreservado em diferentes concentracoes de

melatonina, avaliadas por citometria de fluxo

Tratamento Com Peréxido de Hidrogénio Membrana
Integcra

0 94,43+ 1.44+* 34.18 £ 2.57 2
1uM 94.12+1.252 32.73+2.512
1mM 94.48 +£1.74* 29.90+2.47+*
2mM 93.51 +2.02? 28.75+£2.17 %
3mM 94.23+1.59* 23.62 + 2.45 b
4mM 94.76 £ 1.41* 19.48 £1.78 ¢

abeletras diferentes nas médias dentro da mesma coluna indicam diferenca
significativa (P<0,05).
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Nao houve interacdo (P>0.05) de raca e tratamento para
membrana plasmatica integra ou lesionada sem perdxido de
hidrogénio intracelular, e membrana plasmatica lesionada e
presenca de peroxido de hidrogénio intracelular (tabela 2). A alta
populacéo de espermatozoides com membrana plasmaéatica lesionada,
aliado a presenca de perdoxido de hidrogénio intracelular observado
entre os tratamentos quando a concentracao de melatonina excedeu
dois mM sio indicios que essas concentracoes de melatonina possam
ter provocado danos osmoéticos efou efeitos citotoxicos a célula
espermatica, embora tais alteracoes possam ser apenas decorrentes

do estresse oxidativo inerente ao processo de criopreservacao
(WATSON, 2000; GREEN & WATSON, 2001).

Tabela 2. Médias + erros padrdao das porcentagens de populacées espermaticas
em relacdo a produgio de perdxido de hidrogénio e viabilidade da membrana
plasmatica, em amostras de sémen caprino criopreservado em diferentes

concentracoes de melatonina, avaliadas por citometria de fluxo

Membrana Membrana Mpmbrana

T+ Lesionada Lesionada Integra

Sem H,0, Com H,0, Com H,0,

0 0.69+0.05¢ 65.12 £ 2.56 ¢ 4.87+1.452
1uM 0.72+0.06 = 66.55 £ 2.51°¢ 5.15+1.26*
1mM 0.65+0.05 2 69.45+2.47 ¢ 4.87+1.75¢%
2mM 0.63 £0.04 2 70.62 + 2.15 " 5.86+ 2.04 =
3mM 0.59+0.07 75.79 + 2.43 @b 5.18+1.59¢
4mM 0.63 +0.07® 79.89+ 1.76% 4.61+1.42¢%

abeetras diferentes nas médias dentro da mesma coluna diferem entre s1 pelo
teste de Tukey (P<0,05).
*T: tratamentos.

Conclusoes

Conclui-se que os resultados obtidos quanto a adi¢do de
melatonina ndo apresentaram o efeito antioxidante esperado na
criopreservacdo de sémen caprino.
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