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1. INTRODUCAO

O processo de resfriamento e congelamento pode ter varios efeitos adversos
sobre o sémen, levando a uma reducdo na sua capacidade de fertilizacdo e
potencialmente causando danos a prole (NUSBAUMER, 2019). Entre os efeitos
prejudiciais estdo o aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
danos ao DNA, apoptose, dano & membrana celular e lesbes no acrossoma
(EZZATI, 2020). As técnicas de reproducdo assistida buscam restaurar esse
potencial reprodutivo e/ou preservar a viabilidade das células reprodutivas. Nesse
contexto, a teriogenologia se dedica a encontrar alternativas viaveis para aumentar
0 sucesso reprodutivo (HORVATH-PEREIRA et al., 2023).

A adicdo de crioprotetores e diluentes a amostra tem como finalidade
principal reduzir os danos causados durante o processo de congelamento. Isso é
alcancado através de um controle mais preciso da pressdo osmotica, estabilizacédo
da membrana celular e prevencdo da formacédo de cristais de gelo tanto dentro
quanto fora das células (EZZATI, 2020). Na maioria das espécies, 0s meios de
preservacao do esperma incluem uma solugdo tampao (Tris), fonte de energia
(glicose ou semelhante), crioprotetor permeavel (glicerol) e crioprotetor néo
permeével (gema de ovo), podendo incluir outros aditivos como antioxidantes,
vitaminas e antibiéticos (ABDELHAFEZ et al., 2009).

A gema de ovo tem sido usada regularmente para proteger o sémen, visto
gue possui a capacidade de prevenir a formacdo de ROS, diminuir o ponto de
congelamento do meio e reduzir a formacéo de cristais de gelo. Porém existem
algumas caracteristicas desfavoraveis, como desvantagens sanitarias, presenca
de lipoproteinas de alta densidade (HDL) e composi¢éo inconsistente (AKTHER et
al., 2011), e quase todas as desvantagens podem ser diminuidas com a utilizac&o
da fragéo de plasma (PILLET et al., 2011).

S&o duas as partes componentes principais da gema: plasma e granulos. O
plasma é composto majoritariamente por lipoproteinas de baixa densidade (LDL),
enguanto os granulos possuem como principal componente o HDL (MEHDIPOUR
et al., 2018). O HDL é conhecido por ser uma estrutura desfavoravel e que perturba
a funcdo do esperma, além de atrapalhar a leitura dos campos (SCHAFER-SOMI
et al., 2021). O LDL possui a habilidade de interagir com as proteinas do plasma
seminal e a membrana plasmatica, formando uma rede protetora e evitando a perda
de fosfolipidios e anions (BERGERON et al., 2006).

O objetivo deste trabalho € apresentar os resultados preliminares de um
estudo mais abrangente que esta sendo conduzido para avaliar a eficacia do Tris-
plasma-de-gema (TEYP) em comparacdo com o diluente de controle Tris-gema
(TEY) no resfriamento do sémen de gatos
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2. METODOLOGIA

Os complexos testiculo-epididimo (CTE) foram obtidos através de
veterinarios parceiros. ApOs excisao cirurgica, os CTEs de cada animal foram
alocados em tubos plasticos Falcon de 50 mL, contendo solucéo salina a 0,9% e
transportados para o laboratério, onde foram processados em até 12 horas. Os
epididimos inteiros foram alocados em placas Petri e picados com lamina de bisturi
em 0,5 mL de PBS a 37°C e mantidos aquecidos nessa temperatura por 10 minutos,
para permitir que os espermatozoides flutuem para o meio (PINTUS, 2021). O PBS,
entdo, foi filtrado em tamises de malha 200um e concentragéo ajustada para 60x10°
(ROWLISON, 2021).

As amostras foram estendidas com o diluente teste ou controle,
aleatoriamente distribuidos nos grupos, que eram: controle (TEY 20%) ou teste
(TEYP 10%, 20% ou 30%). Uma aliquota de 2 L foi retirada para mensuracéo da
cinética espermética através do sistema automatizado Computer Assisted Sperm
Analysis (Sperm Vision® 3.5, Minitub, Tiefenbach, Germany), em microscépio de
contraste de fase 200 X (Axio Scope Al®, Zeiss, Germany). Os parametros
avaliados neste estudo incluiam motilidade total, motilidade progressiva, velocidade
linear progressiva, velocidade média da trajetoria, retilineariedade, lineariedade e
outros. As amostras foram avaliadas frescas e apos de 24, 48 e 72 horas, e 0s
dados serdo analisados estatisticamente.

3. RESULTADOS ESPERADOS

O mercado pet brasileiro € um dos maiores e mais resilientes do mundo;
ocupa sexto lugar em faturamento e apresentou uma alta de mais de 40% em dois
anos, mesmo durante a pandemia. Deste modo, a procura por tecnologias ligadas
a reproducdo de gatos tem aumentado progressivamente, ainda mais se
considerarmos que, devido ao padrdo de vida na atual sociedade, o gato tem se
tornado um pet cada vez mais popular. Com essa popularizagdo em mente,
evidencia-se a suma importancia e relevancia na confec¢cdo de um diluente mais
eficiente para a manutencdo da célula espermatica de gatos durante o manejo
laboratorial.

Para que os resultados obtidos sejam positivos em relacdo a preservacao
dos espermatozéides pelo frio, € indispensavel o desenvolvimento de diluentes
confidveis e que garantam a maxima protecdo a célula espermética durante o
estresse térmico a que sdo submetidas durante o manejo laboratorial, ndo apenas
de forma a garantir uma amostra de alto padréo e aproveitamento, mas também a
geracao de descendentes saudaveis.

O diluente Tris-gema tem sido usado como diluente padréo em diversas
espécies (BERGERON et al., 2006), uma vez que possui resultados aceitaveis ao
descongelamento. A gema de ovo de galinha € comumente adicionada ao diluente
tris, pois promove a protecdo da membrana plasméatica e restaura fosfolipidios
perdidos durante o processamento, formando o diluente TEY (SILVA, 2005). O tris-
plasma-de-gema é obtido ao se ultra centrifugar TEY a 4°C.

Ao passar por esse processo, nos livramos das moléculas mais pesadas,
gue decantam para o fundo. Essas moléculas sdo compostas majoritariamente por
HDL e granulos, que prejudicam a respiracdo e a motilidade espermatica, aléem de
dificultarem as leituras dos campos (SCHAFER-SOMI et al., 2021). Além disso,
esses componentes aumentam a viscosidade do diluente, o que resulta em uma
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diminuicdo geral na qualidade do sémen. Isso ocorre devido ao consideravel
aumento na atividade da acrosina, que é desencadeada pelo efluxo de colesterol
na membrana plasmatica e pela alteracao de sua fluidez (CHELUCCI et al., 2015).

O TEYP foi previamente empregado com éxito no sémen de diversas
espécies, como bufalos (SHAH et al., 2017), galos (PANAHI et al., 2017) e cées
(SCHAFER-SOMI et al., 2021), contudo ainda n&o foi avaliado em gatos. Em geral,
observa-se uma correlagdo direta entre as concentracbes de TEYP que
apresentam melhor desempenho e as concentracdes de TEY mais eficazes na
espécie em questdo. Ou seja, se uma concentracdo de TEY de 20% € a mais eficaz
para uma determinada espécie, é razoavel esperar que uma concentracao de
TEYP de 20% também resultaria em um desempenho superior.

Com base nas evidéncias adicionais fornecidas pelos estudos anteriormente
mencionados, fica claro que o desempenho do TEYP pode variar dependendo da
concentracdo utilizada e da espécie animal em questdo, além da variacdo de
quaisquer aditivos que sejam adicionados. Os resultados encontrados por Singh et
al. (2020) sugerem que uma concentracdo de TEYP de 15% pode ser a mais eficaz
em carneiros, contudo, Mortazavi e outros (2020) encontraram como melhor
diluente em seu estudo o TEYP 28%, porém este estava associado a crioprotetores
intracelulares. Belala et al. (2018) encontraram uma concentracao de 40% como a
mais efetiva em cées. J4 em galos, os melhores resultados parecem girar em torno
da concentracéo de 20% (PANAHI et al., 2017; MEHDINPOUR et al., 2018).

Essas descobertas destacam a importancia de ajustar as concentracfes de
TEYP de acordo com a espécie animal e as condi¢cbes especificas do experimento.
A escolha da concentracdo adequada pode ter um impacto significativo no sucesso
do TEYP como diluente. Desta forma, o objetivo deste experimento foi testar trés
concentracfes diferentes do tris-plasma-de-gema; essas concentracdes serao
avaliadas com base na concentracdo de gema de ovo que demonstrou o melhor
desempenho no diluente TEY em gatos, que é de 20% (BURANAAMNUAY, 2015).
O estudo busca determinar qual das concentracbes do TEYP € mais eficaz,
comparando-as com a concentracao de gema de 20% como referéncia.

4. CONCLUSOES

Dadas as informac@es anteriores, € plausivel antecipar que o tris-plasma-de-gema,
com uma concentracdo de 20% de gema de ovo de galinha, superara os demais
diluentes testados neste experimento. Vale ressaltar que a andlise estatistica dos
dados ainda esta pendente e, portanto, ndo esta incluida neste resumo. No entanto,
com base nos dados apresentados, 0s quais se fundamentam em artigos cientificos
revisados por pares, é possivel fazer uma projecdo de que o TEYP 20% possa
demonstrar uma vantagem estatisticamente significativa em relagdo aos outros
diluentes.
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