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1. INTRODUCAO

O processamento do sémen para utilizacdo na inseminacéo artificial (IA) pode
ser realizado de diferentes formas: in natura, diluido, diluido transportado, diluido
resfriado transportado e congelado (criopreservado). . Cada um dos tipos de
tecnologia de processamento tem suas vantagens, limitagbes e indicacdes
(CARVALHO, 1992), sendo o sémen o que permite maior flexibilidade de uso. Um
dos efeitos mais significativos da criopreservacao € a formacao natural de cristais de
gelo, e a medida que estes cristais vao se formando, eles assumem formas e
tamanhos irregulares, podendo afetar as microestruturas de membranas e
organelas, comprometendo a funcéo celular (FAHY, 1987).

A baixa fertilidade do sémen ovino criopreservado é atribuida, em grande
parte, as alteracdes sofridas na estrutura das membranas plasmaética, acrossomal e
mitocondrial durante o resfriamento, congelacdo e descongelacdo (PARKS &
GRAHAM, 1992). Outro problema existente na criopreservacdo é o dano causado
pela diluicdo excessiva, realizada anteriormente ao congelamento, que resulta
muitas vezes em reducdo na motilidade, na atividade metabdlica e no potencial de
fertilizacdo (LEHAY & DE GRAAF, 2012).

Uma alternativa para evitar o efeito da diluicdo, aumentando a qualidade
seminal pos-descongelamento do sémen ovino seria a adicdo de plasma seminal
(PS) (MAXWELL & JOHNSON, 1999). A interacdo de proteinas do plasma seminal
com o espermatozoide pode influenciar na sua capacidade fertilizante e protecéo da
membrana espermatica ao choque térmico (BARRIOS et al., 2000. Ja foram usados
como aditivos protetores dos espermatozoides ovinos descongelados, PS de equino
(MARTINS et al., 2013), bovino (OLLERO et al., 2007) e canino (MATAVEIA et al.,
2010). Entretanto, até o momento ndo existem relatos do uso de PS suino como
aditivo protetor do espermatozoide ovino, apesar de haver certa homologia (em
torno de 22%) entre as proteinas do PS das duas espécies (DRUART et al., 2013).
O objetivo deste estudo € testar a adicdo de 20% de PS suino ao diluente do sémen
ovino criopreservado a fim de avaliar a motilidade e integridade de membrana in
vitro pés-descongelamento.

2. METODOLOGIA

Quatro carneiros da raca Crioula lanada com idade em torno de 72 meses
foram usados como doadores de sémen e PS ovino. Ejaculados foram colhidos no
periodo de julho a setembro pelo método da vagina artificial, durante nove semanas.
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Os ejaculados foram encaminhados para o laboratério em uma caixa térmica a 37°C,
para a determinacdo da motilidade espermatica. Somente foram processados o0s
ejaculados com motilidade = 70% e vigor = a trés (escala de 1-5). Os ejaculados
foram submetidos a duas secbes de centrifugagdo a 12.500 x g por 10 min, em
centrifuga refrigerada (4°C). Apdés o processamento de cada amostra, estas foram
congeladas a -20°C. Apos acumular nove rotinas de coleta, totalizando 36 amostras,
procedeu-se o descongelamento das aliquotas e a constituicdo de um pool, que foi
fracionado e mantido congelado a -20°C até o momento do uso.

Imediatamente apdés as coletas (h = 6), foram obtidas amostras para
determinacdo da concentracdo espermatica, enquanto que o restante do ejaculado
foi diluido na proporcéo 1:1 com Tris-gema-glicerol (Evans & Maxwell, 1987). Foram
constituidos trés tratamentos de congelamento de sémen ovino: sem adi¢cao de PS
(controle); com adicdo de 20% de PS ovino; e com adicdo de 20% de PS suino.
Antes do congelamento, foram avaliados: motilidade e vigor (microscopia optica) e
integridade da membrana (por microscopia de epifluorescéncia).

Apbs a determinagdo da concentracdo espermatica em camara de Neubauer,
procedeu-se a diluicdo final do sémen em volume suficiente para obter uma
concentracdo de 50 x 10° células por palheta de 0,25 mL. Apés 0 envase, as
palhetas de todos os tratamentos foram mantidas em caixa condicionadora, para
resfriamento a 0,3-0,5°C/min até 5°C. ApOs estabilizacdo por 90 min a 5°C, as
palhetas foram resfriadas a -79°C em vapor de Nitrogénio por 10 min, antes de
serem submersas no Nitrogénio liquido, onde permaneceram armazenadas até o
momento do descongelamento. Realizou-se a analise de motilidade e integridade de
membrana no momento do descongelamento._ Em cada rotina de congelamento,
uma palheta de cada tratamento foi descongelada em banho-maria a 37°C durante
30 seg (Maxwell et al., 1999). Ap6s a homogeneizag¢do do conteddo da palheta em
um microtubo conico (1,5 ml), foram realizadas as avaliagdes, com diluigdo em 1,5
mL de solucdo de 2,94% de citrato de sodio, em condi¢cdes isotérmicas para
realizacdo dos testes de motilidade e integridade de membrana.

A avaliacdo da motilidade e do vigor espermatico foi realizada sempre pelo
mesmo técnico, em um microscépio equipado com mesa térmica a 37°C (HT 50,
Minitub, GE). As amostras foram colocadas entre lamina e laminula e visualizadas
sob um aumento de 200 X. A integridade da membrana espermatica foi avaliada
através das sondas fluorescentes Diacetato de Carboxifluoresceina (CFDA) e lodeto
de Propidio (IP), seguindo protocolo de HARRISON & VICKERS, 1990.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Tanto as andlises de motilidade, quanto as de integridade de membrana nao
demonstraram diferenca estatistica entre o tratamento controle e os tratamentos
com adicdo de 20% de PS ovino e PS suino (P< 0,05), entretanto, houve diferenca
entre os tratamentos PS ovino e PS suino, sendo o PS suino inferior ao ovino
(P<0,05).

Tabela 1: Qualidade do sémen ovino pés-descongelamento em fungéo da inclusao
de plasma seminal (PS) de diferentes espécies na hora O

Tratamento

Variavel (%) Controle PS ovino PS suino




Motilidade 30,0 + 2,0%° 30,4 £ 2,0 24,6 +2,0°
Integridade de membrana 37,5 + 2,6 40,9 + 2,6% 31,4+2,6°

aPpeédias + EPM com expoentes distintos demonstram diferenca significativa entre
os tratamentos (P<0,05).

Os dados obtidos com o PS ovino corroboram estudos anteriores, que
demonstram a eficiéncia da adi¢do do PS ovino com o intuito de recuperar, diminuir
ou frear o efeito do congelamento em células criopreservadas (BARRIOS et al.,
2000). Neste estudo a semelhanca entre o comportamento dos tratamentos em
relacdo ao controle, mostra que o sémen se manteve dentro dos parametros
preconizados para sémen criopreservado, podendo ser utilizado na pratica. A
composicdo do PS suino inclui mais de 90% de espermadesinas (ROMERO et al.,
1997), que apresentam efeitos na capacitacdo. Além disso, existem proteinas
homélogas, identificadas no PS ovino no estudo de BARRIOS et al.,, (2005) e
confirmadas as presencas no PS suino no estudo de DRUART et al., (2013). Mesmo
que exista homologia de 22% de proteinas do PS suino (DRUART el al., 2013), ndo
parece suficiente para se assemelhar ao efeito do PS ovino. Porém, ainda ndo se
conhecem todas as propriedades apresentadas pelas proteinas do PS, nem sua
interacdo com espermatozoides de outras espécies.

4. CONCLUSAO

Pode-se concluir baseado nos parametros avaliados que a adigdo de plasma
seminal homologo e heterélogo ndo causaram efeitos negativos sobre as células
esperméaticas apos o descongelamento, sendo o PS ovino o que causou efeitos
aparentemente positivos, podendo ser incluidos ao diluente pré-congelamento de
sémen ovino.
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