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1. INTRODUCAO

A lipoproteina de baixa densidade (LDL) € uma bionanoparticula micelar,
com monémeros de 8 a 1,200 nm de dimensées (HEVONOJA, PENTIKAINEN et
al. 2000, SKAJAA, CORMODE et al. 2011, HARISA AND ALANAZI 2014). O LDL
proveniente de diluentes a base de gema de ovo, €& considerado um dos
responsaveis pela protecdo das células espermaticas contra o choque térmico e
manutencao da motilidade apds a criopreservacdo (BERNARDI AND COOK 1960
, MOUSSA, MARINET et al. 2002, PRAPAIWAN, THARASANIT et al. 2016).

Estruturas na escala manométrica apresentam propriedades funcionais
Unicas, ndo encontradas na escala macro (CHAU, WU et al. 2007), devido
principalmente & sua elevada é&rea superficial, que resulta em uma intensa
interacdo com a matriz na qual estdo inseridas (ASSI, ZAVAREZE et al. 2012).
Geradores de ultrassons e homogeneizadores de alta pressédo, sdo métodos de
homogeneizacdo, diminuicdo, dispersdo e emulsificacdo de particulas
(KENTISHA, WOOSTERSB et al. 2008), utilizados na nanotecnologia, podendo ser
empregado em lipideos como o LDL (DAS AND CHAUDHURY 2011).

Este estudo objetivou avaliar diferentes protocolos de producdo de
nanoemulsdes de LDL, sobre a qualidade do sémen canino criopreservado.

2. METODOLOGIA

Para o experimento utilizou-se 10 cdes oriundos de criadores locais (2 Shih-
Tzu, 1 Bulldog Inglés, 1 Bulldog Americano, 4 Labradores Retriever, 1 Australian
Cattle Dog, 1 Golden Retriever). Foram realizadas seis coletas pelo método de
manipulagéo digital, onde apenas as fragbes ricas com motilidade espermatica
igual ou superior a 80 % foram processadas, totalizando deste modo, 15
ejaculados.

O plasma de gema de ovo (LDLControle), com concentracdao final de
aproximadamente 20% de gema e 8% de LDL, foi obtido através de trés
centrifugacgdes sucessivas a 10.000 x g por 45 minutos do diluente Tris-gema (2,4
g TRIS; 1,4 g acido citrico, 0,8 g glicose, g.s.p 100 mL de agua de injecao, 40%
de gema de ovo, pH 6,8 — 7,2), descartando-se os pellets formados entre as
centrifugagdes. Posteriormente o diluente foi submetido aos diferentes métodos
de producdo de nanoparticulas: LDLBanho - Banho de ultrassom (140 A / 30
min.); LDLPonteira - Ponteira de ultrassom (30 min.); LDLHomogeneizador —
UltraTurrax (14500 rpm / 2 min) seguido de Homogeneizador de Alta Pressao
(10.000 PSI / 6 ciclos).
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Apés a coleta, a fracdo rica dos ejaculados foram divididas em quatro
por¢ges de mesmo volume e diluidas com os diferentes tratamentos isotérmicos,
para obtencéo de 200 X 10° células / mL. Posteriormente adicionou-se o diluente
de criopreservacgdo (1:1 / v:v), constituido dos respectivos tratamentos acrescidos
de 10% de glicerol, para obtencdo de uma concentracao final de 5%. As amostras
foram envasadas em palhetas de 0,25 mL, mantidas por 2 horas a 4°C,
submetidas por 10 min. a 5 cm do vapor de nitrogénio liquido, e posteriormente
submersas e acondicionadas neste.

Apés o descongelamento (37°C por 30 seg), avaliou-se a integridade de
membrana plasmatica, atraveés de citometria de fluxo através do Attune Acoustic
Focusing Cytometer® (Applied Biosystems). Os resultados obtidos para os
diferentes tratamentos foram comparados por andlise de varidncia com
comparacao de médias pelo teste LSD All-Pairwise, através do software Statistix®

(2010).
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O percentual de membrana integra foi significativamente maior para
LDLPonteira quando comparado ao LDLControle (P < 0,05) (Fig. 1). Sugere-se
gue nanoemulsdes processadas por ponteira de ultrassom seja mais eficiente na
homogeneizacédo, emulsificacdo e diminuicdo no diametro das micelas de LDL,
resultando assim em uma maior crioprotecdo dos espermatozoides, devido a
maior disponibilidade das nanoparticulas frente as membranas espermaticas.
Pois, o poder crioprotetor do LDL, é relacionado principalmente a sua aderéncia
na membrana plasméatica dos espermatozoides (GRAHAM AND FOOTE 1987,
BERGERON, CRETE et al. 2004), e formacédo de interface entre acidos graxos e
agua (ANTON, MARTINET et al. 2003). Além de, promover a entrada de
fosfolipidios e colesterol na membrana celular (BERGERON, CRETE et al. 2004),
formar complexos com proteinas do plasma seminal, evitando a acédo deletéria
destas sobre as membranas (MANJUNATH, NAUC et al. 2002).
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Figura 1. Percentual de integridade de membrana do sémen canino
criopreservado com diferentes nanoemulsdes de LDL.
abie etras diferentes indicam diferenca estatistica (P < 0,05).
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4. CONCLUSOES

A ultrassonicacdo por meio de ponteira de ultrassom, em diluentes de
criopreservacdo de sémen (nanoemulsdes de LDL), foi benéfico na manutengéo
da qualidade da membrana espermatica no pés—descongelamento de ejaculados
caninos.
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