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1. INTRODUCAO

A biotecnologia reprodutiva inclui todos os métodos utilizados como meio
de melhorar a eficiéncia reprodutiva. Entre elas esta a utilizacdo de sémen
refrigerado, que segundo a literatura pode permanecer viavel por 24 a 72 horas.
Esta preservacao € conseguida através da utilizacdo de diluentes e crioprotetores
gue mantém a integridade das membranas celulares e evitam a formacao de
cristais de gelo.

Desde a descoberta da de gema de ovo como protetor para
criopreservacdo de espermatozéides, tem sido amplamente usado para
criopreservar esperma. Como a gema de ovo apresenta risco de contaminacao
com patodgenos e varia em composicdo, ha um desejo de substitui-lo por outros
componentes. Baseando-se na investigacao das porc¢des lipidicas e lipoprotéicas
da gema de ovo, foi descoberto que € a porcao fosfolipidica que confere protecéo
ao esperma durante o resfriamento (ROPKEA et al., 2011).

A criopreservacao visa manter a funcionalidade e viabilidade espermética
através de processos sequenciais de reducdo da temperatura. Possibilita a
utilizacdo de ejaculados por periodos relativamente longos (refrigeracéo),
reduzindo riscos e custos, além de facilitar o transporte de material genético
(CASTELO et al., 2008). No entanto, o processo expde os espermatozoides ao
choque térmico e crioinjarias, danos estruturais e funcionais devido a reducdo da
temperatura, além de estresse quimico e oxidativo (WATSON; MORRIS, 1987).
Esses danos diminuem a qualidade e capacidade fertilizante dos gametas.

Estudos tem salientado que a manipulacdo de agentes estabilizadores de
membrana, com o implemento de antioxidantes, como carotenoides, que ViSao
minimizar o estresse oxidativo. Com intuito da introdugcéo de um estabilizador de
membrana de origem vegetal, lecitinas de soja comerciais em diferentes
apresentacoes e métodos de adicdo aos diluentes tém sido utilizadas em estudos
na criopreservacdo de seminal. A lecitina de soja € uma mistura natural de
fosfatidilcolina e varios acidos graxos, como estearico, oleico e palmitico, que
confere estabilidade estrutural as membranas celulares (OKE et al., 2010).

Este estudo objetivou avaliar a cinética espermatica de sémen equino
fresco e resfriado a 5°C por 48h, utilizando 2 diferentes crioprotetores contendo
45% (S45) e 75% (S75) de fosfatidilcolina de soja na concentragao de 20mm,
respectivamente, em um diluente comercial (BotuFlex®).

2. METODOLOGIA
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Previamente a chegada das amostras, a caixa térmica ja era ligada para
que reduzisse a temperatura, os lipossomas eram retirados da geladeira, as
raques e microtubos identificados.

Foram recebidas 5 amostras de sémen equino, ja diluidas com BotuFlex®,
dentro de caixa isotérmica com auxilio de gelos reutilizaveis. Apos a chegada das
amostras utilizamos uma pipeta de 5mL para quantificar as doses e depois foi
feita a divisdo em 3 microtubos e adicionados os lipossomas S45 e S75, das
seguintes concentragfes: T1: é o controle, T2: 4uL de S45 de 20mm e T2: 4uL de
S75 de 20mm; na sequéncia colocamos o0s microtubos previamente identificamos
nas raques e 0s inserimos na caixa térmica hi 5°C.

As avaliagbes da cinética espermatica foram realizadas apds 48h de
refrigeracdo. Os parametros de cinética espermatica foram analisados com o
sistema automatizado Computer Assisted Sperm Analysis (Sperm Vision® 3.5,
Minitub, Tiefenbach, Germany), em microscopio de contraste de fase 200 X
(AxioScope Al1®, Zeiss, Germany). Uma aliquota de 3uL de cada amostra foi
colocada entre uma lamina microscopica e uma laminula; a avaliagdo celular
consistia em 150 células por campo, sendo avaliados 10 campos aleatorios. Os
parametros avaliados neste estudo foram: motilidade total (MT); motilidade
progressiva (MP); velocidade curvilinea (VCL); velocidade linear progressiva
(VSL); velocidade média da trajetéria (VAP); distancia linear progressiva (DSL);
distancia média da trajetoria (DAP); retilineariedade (STR); lineariedade (LIN).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos ultimos anos, diversos foram os estudos comparando a qualidade
seminal apds o uso de diluidores com e sem produtos de origem animal e a
maioria dos resultados encontrados foram a favor dos diluidores compostos por
proteina animal (Rodrigues, 2014). Sabe-se que o0s danos causados para
processo de criopreservacao alteram diversas caracteristicas do espermatozoide,
contudo o diluidor e o crioprotetor podem reduzir tais danos celulares.

Na tabela abaixo temos os dados das avalicdes de cinética de acordo com
o tratamento e os parametros analisados.

Tabela 1 — valores das analises cinéticas dos 5 machos com 2 criopreservadores.

Parametro S45 S75
Motilidade total 25,75 55,57
Motilidade progressiva 18,51 45,68
Distancia média da trajetéria 18,43 27,45
Distancia linear progressiva 12,61 18,18
Velocidade média da trajetéria 40,48 60,19
Velocidade curvilinea 77,18 | 120,62
Velocidade linear progressiva 27,74 40,02

Retilineariedade 59 66

Lineariedade 33 35

Lipo: 4uL de S45 de 20mm e 4uL de S75 de 20mm

Nosso estudo assim como o de Zaffalon (2009), utilizou um diluente e o
crioprotetor a base de fosfatidilcolina de soja (ndo descrito as concentracfes
utilizadas neste experimento), diferindo que no estudo em questdao foram
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comparados dois diluentes diferentes a base de fosfatidilcolina, com isso seus
resultados perante as analises da utilizacdo deste crio foram similares aos nossos
dados nos parametros de Motilidade total 20,08% e 19,90% e motilidade
progressiva 17,47% e 16,06%, resultados similares ao S45 com 25,75% e
18,51%, respectivamente.

Felicio (2008) obteve resultados semelhantes nos parametros de
Motilidade total 61,4%, Velocidade curvilinea 176,3% e retilineariedade 77%
guando comparado com os dados do S75 que foram 55,57%, 120,62% e 66%,
respectivamente. De todos os parametros avaliados apenas distancia linear
progressiva e lineariedade ndo apresentam diferencas tao significativas, porém os
outros parametros avaliados possuem grandes diferencas.

Com relagédo aos baixos resultados encontrados no S45 em relagéo ao
S75, pode ser relacionado segundo De Leeuw et. al. (1993) por uma macica
aderéncia de lipideos de lecitina de soja (fosfatidilcolina de soja) na superficie da
membrana plasméatica devido a alta concentracdo da substancia, bem como as
modificagdes da composicao da propria membrana ou mesmo uma forte interacéo
dos lipidios presentes na lecitina de soja com a membrana espermatica.

Em relacdo ao S75 podemos afirmar que a concentragdo utilizada teve
acao crioprotetora na membrana espermatica apesar destes lipideos promoverem
uma barreira fisica contra crioinjurias, visto que esses lipideos do diluente,
segundo Rickers et. al. (2006), apresentaram a capacidade de revestirem a
membrana plasmatica, sem conduto haver uma interacao destes com os lipideos
da membrana plasmatica.

4. CONCLUSOES

Concluimos que o S75 possui propriedade superior ao S45, preservando a
integridade celular e agindo como um excelente crioprotetor para 0 s€émen equino
resfriado por 48 horas. Contudo ainda deve-se pesquisando outras concentracdes
e tempos de refrigeracao.
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