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RESUMO

FALLEIROS, M. B. Avaliacdo comparativa do sémen ovino refrigerado nos
meios Glicina-Gema-Leite, Glicina-Gema purificada-Leite e Glicina-Extrato de
Lipoproteinas de baixa densidade-Leite. Botucatu, 2011. p.87 Dissertagédo
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus
Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP.

Objetivou-se estudar os efeitos do extrato de lipoproteinas de baixa densidade
sobre 0 sémen ovino durante a refrigeragdo. Vinte amostras de 5 carneiros
foram refrigeradas por 24 e 48 horas na geladeira para refrigeracdo Minitube,
nos meios diluentes Glicina Gema Leite, Glicina Gema purificada Leite e
Glicina Extrato Leite e submetidas a teste de exaustdo (37°C/240 minutos)
sendo avaliados in vitro por meio das analises da cinética espermatica
computadorizada, da morfologia e da integridade da membrana plasmaticas.
ApoOs 24 e 48 horas de refrigeracdo, os meios Glicina Gema purificada Leite e
Glicina Extrato Leite apresentaram resultados superiores ao meio Glicina Gema
Leite, apds o teste de exaustdo, para o parametro de integridade de membrana
plasmatica. Para a integridade de acrossomo o meio Glicina Gema purificada
Leite foi superior (P<0,05) em relacdo ao meio Glicina Gema Leite durante o
teste de exaustdo. Nos demais parametros estudados de cinética espermatica
e morfologia (cauda dobrada), ndo houveram diferencas significativas (P>0,05)
entre 0os meios. Entre os momentos, houve diferenca significativa (P<0,05) em

todos 0s meios durante o teste de exaustao.

Palavras chave: Lipoproteinas de baixa densidade; ovino; sémen refrigerado.



ABSTRACT

FALLEIROS, M. B. Comparative evaluation of ram semen cooled in the extenders
Glycine- Egg yolk-Milk, Glycine-Egg yolk purified-Milk and Glycine-Extract of Low
Density Lipoproteins-Milk. Botucatu, 2011. p.87 Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP.

The objective was to study the effects of extract of low density lipoproteins on
ovine semen during cooling. Twenty samples of five sheep were chilled for 24 and
48 hours in the refrigerator for cooling Minitube, in extenders Glycine Yolk Milk,
Glycine purified Yolk Milk and Glycine Extract Milk and tested to exhaustion (37 °
C/240 min) were evaluated in vitro by means of computerized analysis of sperm
kinetics, morphology and plasma membrane integrity. After 24 and 48 hours of
refrigeration, the extenders Glycine purified Yolk Milk and Glycine Extract Milk
showed better results than extender Glycine Yolk Milk, after the exhaustion test,
for the parameter of membrane integrity. For the integrity of the acrosome through
Glycine purified Yolk Milk was higher (P <0.05) than Glycine Yolk Milk during the
exhaustion test. In other parameters of sperm kinetics and morphology, there were
no significant differences (P> 0.05) among extenders. Between times, significant
difference (P <0.05) in all extenders during the exhaustion test.

Key Words: low density lipoprotein; ram; cooling semen.



1. INTRODUCAO

Com o crescente aumento na demanda por carne de qualidade, a criacao
de ovinos se tornou uma alternativa de ganho extra, para pequenos e grandes
produtores. Visando viabilizar economicamente essa produgcdo é necessario um
incremento no manejo reprodutivo, buscando um melhor aproveitamento do
potencial produtivo das matrizes e reprodutores.

Neste contexto destacam-se as biotecnologias voltadas a reproducéo
assistida, entre elas a indugao e sincronizacao do estro, bem como o emprego da
inseminacao artificial. Com a utilizacdo dessas biotécnicas torna-se possivel o
aproveitamento total do potencial produtivo dos animais, como por exemplo,
produzir até trés gestacbes num periodo de dois anos, aumentando assim 0
ganho do produtor.

Para a maximizacdo do desempenho dos machos, as biotécnicas
envolvendo o sémen vém se aprimorando, levando a utilizacdo de animais
superiores em um maior numero de matrizes no periodo de cobertura. Dentre as
biotecnologias do sémen, visando a producdo de carne, a inseminacao artificial
cervical superficial utilizando-se sémen in natura, ou diluido é de extrema
importancia, pois ndo requer utilizacdo de equipamentos sofisticados e
treinamento técnico para a sua realizacao.

A inseminacdo artificial cervical superficial abre a possibilidade de
associacao com outra biotecnologia importante, a refrigeracdo do sémen, que visa
0 armazenamento e transporte do sémen a longas distancias para posterior
utilizacao.

Varias técnicas de refrigeracdo foram desenvolvidas tanto em
refrigeradores estacionarios como em sistemas de refrigeracéo e transporte, que
possibilitaram uma maior utilizagdo do sémen em todas as espécies. Com isso,
surgiu a necessidade de aprimorar e testar meios diluidores para preservar, por
um maior periodo de tempo, as caracteristicas dos espermatozoides e sua

capacidade fertilizante.
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Neste contexto, propfe-se avaliar a utilizacdo do extrato de lipoproteinas
de baixa densidade (LBD) em substituicdo a gema de ovo, como constituintes de

meio diluidor utilizado na refrigeracdo do sémen ovino.



2. REVISAO DE LITERATURA

Sistemas modernos de producdo de ovinos estdo associados com Varios
niveis de intensificacao, incluindo o manejo reprodutivo. Um passo essencial para
0 incremento do desempenho reprodutivo estd na reducdo entre o tempo das
paricbes. Para atingir esse objetivo, as biotecnologias de refrigeracdo e
criopreservacao do sémen e inseminacao artificial associadas as de sincronizacao
e inducdo de estro, tornaram-se praticas populares nos sistemas modernos de
criacdo (KARAGIANNIDIS et al., 2001).

2.1. INSEMINACAO ARTIFICIAL

Dentre as biotecnologias da reproducdo a inseminacao artificial (IA) com
sémen fresco, recém coletado e diluido, € a mais simples, permitindo uma difuséo
rapida do material genético no rebanho e entre rebanhos. A IA a fresco, bem
como a congelacdo do sémen, permitem a exploracdo do maior potencial
produtivo de um macho, pois este pode ser utilizado para fecundar um nimero
muito superior de fémeas, quando comparadas a monta natural. Outra grande
vantagem é o controle de doencas que podem ser transmitidas pela monta
natural.

Nas ovelhas os primeiros ensaios sobre IA aconteceram no inicio do século
XX por Ivanov que analisou meios diluentes e a reprodugédo assistida, visando
desenvolver um método pratico de inseminacao nas fazendas. Depois da Primeira
Guerra Mundial, com estudos mais intensivos dirigidos por Milovanov, a IA com
sémen fresco e refrigerado passou a ser utilizada em larga escala nos programas
reprodutivos dos ovinos (SALAMON & MAXWELL, 2000).

Concomitante com a evolucdo da IA com sémen fresco, houve o
desenvolvimento de biotécnicas relacionadas a preservacdo do material seminal,
seja através da refrigeracdo ou da congelacdo (MAXWELL & WATSON, 1996).
Para Watson (2000) e Naqvi et al., (2001), a preservacédo do germoplasma pode

ser a maior contribuigdo na manutencdo da biodiversidade, permitindo o amplo
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uso de carneiros superiores para a IA, a conservagao ex situ destes, viabilizando
guestdes como a distancia entre o local da colheita e o da inseminacéo.

Maxwell & Watson (1996), Naqvi et al., (1998) e Yoshida (2000) relataram
uma limitagdo na inseminagéo artificial em ovinos com sémen congelado devido a
baixa fertilidade com o uso da técnica intracervical. Este fato pode ser atribuido a
complexidade da anatomia cervical das ovelhas, devido as pregas cartilaginosas
serem dispostas em diferentes planos e posicées, dificultando a inseminacao
(NAQVI et al., 2001). Com o advento da IA por laparoscopia, houve um
incremento nos indices de fertilidade, e um aumento do numero de animais
inseminados (PERKINS et al., 1996).

Apesar dos resultados mais favoraveis, comercialmente ainda ha um fator
limitante no uso da IA por laparéscopia devido aos altos custos do equipamento e
da sincronizacao do estro, além da necessidade de um Médico Veterinario apto a
sua utilizacdo (MAXWELL & WATSON, 1996; WATSON, 2000). Nos bovinos, o
sucesso da IA tem sido atribuido a disponibilidade de varios meios diluentes e ao
fato do sémen ser depositado diretamente no Utero por via cervical durante a
inseminacdo (UPRETI et al.,, 1995), podendo ser obtidas taxas de concepcéo
comparaveis ou mesmo melhores que a monta natural (WATSON, 2000). Ja em
ovinos, apesar de estarem disponiveis grande quantidade de diluentes, ainda se
verifica uma reducdo da qualidade do material seminal apds ser criopreservado,
que aliado a dificuldade de deposicéo intrauterina do sémen levam a resultados

menos expressivos (UPRETI et al., 1995).

2.2. SEMEN FRESCO E REFRIGERADO

O sémen refrigerado ovino quando comparado ao fresco apresenta
menores porcentagens de motilidade e de integridade morfologica dos
espermatozoides, acompanhadas por baixa sobrevivéncia no trato genital da
fémea, reduzindo a fertiidade e aumentando a morte embrionéria. Entretanto,
estas lesBes espermaticas sdo menos pronunciadas no sémen diluido e
refrigerado que no congelado/descongelado (MAXWELL & SALAMON, 1993).
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Com isso, 0 uso do sémen a fresco ou refrigerado durante um curto espacgo de
tempo apos a colheita, pode ser uma alternativa ao sémen congelado na pratica
da inseminacéo (LOPEZ et al., 1999).

Os principais métodos de preservagdo do sémen ovino em estado liquido,
sao a refrigeracdo a temperaturas reduzidas de 0 a 5°C ou de 10 a 15°C
(PAGANINI FILHO, 1999; SALAMON & MAXWELL, 2000). Para Yoshida (2000),
ha uma diminuicdo na taxa de fertiidade do sémen independentemente da
temperatura de armazenamento (5 ou 15°C) sendo, segundo relatos de Salamon
& Maxwell (2000), de 10 a 35% ao dia. Para estes autores, uma das principais
razdes deste declinio seria a formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS).

Deve-se ter o cuidado com a rapida reducdo para baixas temperaturas,
principalmente dentro da faixa de 20°C a 0°C devido a susceptibilidade ao choque
térmico, causador de mudancas irreversiveis aos espermatozoides (MAXWELL &
SALAMON, 1993; SALAMON & MAXWELL, 1995; WATSON, 2000).

Durante o resfriamento, os lipidios da membrana passam pela fase
de transicdo, caracterizada pela reorganizacdo das cadeias hidrocarbonadas,
modificando a membrana de liquida-cristalina para o estado de gel. Neste
processo ocorre um aumento excessivo da peroxidacao lipidica, contribuindo para
aumentar os danos celulares, causando a perda de motilidade e da capacidade
fertilizante do sémen, bem como o aumento da permeabilidade celular (PARKS,
1997).

O aumento da permeabilidade celular ocorre devido a um rearranjo
anormal das proteinas integrais, que passam a permitir o transporte rapido de
substéancias, a perda de numerosos componentes de membrana e intracelulares,
como ATP, acidos nucléicos, fosfolipidios, enzimas, potadssio e magnésio, e
diminuicdo da capacidade de regular a concentracdo de calcio intracelular. O
choque também prejudica a glicdlise anaerbbica e o metabolismo aerdbico,
limitando a capacidade do espermatozoide de gerar ATP, necessario para
motilidade e outras funcdes celulares (WATSON, 1995; PARKS, 1997). Para isto,
a composicédo do meio de congelacao é de fundamental importancia para se obter

adequada taxa de sobrevivéncia.



2.3. CONSTITUINTES DOS MEIOS DILUENTES

O sémen ovino in natura nao possui antioxidantes, sendo geralmente
adicionados aos diluentes antioxidantes sintéticos, como &cidos graxos
insaturados, gema de ovo, plasma seminal ou citrato de sédio para inibir a
peroxidacdo de fosfolipidios espermaticos (SALAMON & MAXWELL, 1995).

A gema de ovo preserva a motilidade e a integridade de membranas
espermaticas, devido a sua acao protetora promovida pela fracdo fosfolipidica
contra o choque térmico (MAXWELL & SALAMON, 1993; SALAMON &
MAXWELL, 2000). Ela atua também com tampao osmético, conferindo maior
resisténcia as células tanto para meios hipoténicos quanto para hiperténicos
(JONES & MARTIN, 1973). Mesmo algumas vezes sendo parcialmente
substituida por outras substancias, a gema de ovo continua sendo um importante
componente para criopreservacao do sémen de ovinos (SALAMON & MAXWELL,
1995).

Além da gema de ovo, outras substancias como acucares e o leite tem
fundamental importancia na manutencéo das células esperméaticas. Os agucares,
como a glicose e a frutose, sdo adicionados aos meios diluidores atuando no
aumento da osmolaridade do meio. Por ndo serem capazes de penetrar na célula,
acabam balanceando o gradiente osmético (MOUSTACAS et al., 2011). Além
disso, tanto a glicose como a frutose sao utilizadas como substrato para a
producdo de ATP pela célula espermatica, sendo que a glicose é metabolizada
preferencialmente, devido a maior afinidade com a enzima hexoquinase,
responsavel pela primeira etapa da glicélise (MANN, 1964).

O leite é isotbnico a0 sémen e contem muitos compostos favoraveis a
manutencao da viabilidade espermatica. A eficiéncia dos meios diluentes a base
de leite tem sido atribuida a sua composi¢do proteica que atuaria como um
tampdo, além da sua propriedade quelante frente a metais pesados (WATSON,
1976; MAXWELL & SALAMON, 1993; SALAMON & MAXWELL, 2000). Salamon
& Maxwell (2000) relataram ainda, uma protecdo parcial contra a reducédo da

temperatura durante o processo de refrigeracdo do sémen.



2.4. A GEMA DE OVO E AS LIPOPROTEINAS DE BAIXA DENSIDADE

2.4.1. GEMA DE OVO E A CRIOPRESERVAGAO DO SEMEN

A gema de ovo e o glicerol sdo elementos prevalentes na maioria dos
diluidores de congelacdo, que tém ainda em suas composi¢cdes um sistema
tampéao (Citrato, Tris, Tes Hepes, Mop, Mes, Pipes), agcucares (monossacarideos -
glicose, manose, frutose; dissacarideos — sacarose, lactose), antibidticos e
diversos aditivos, a exemplo dos antioxidantes (SALAMON & MAXWELL, 2000).

E possivel obter-se sucesso na congelacdo do sémen sem adicdo de
glicerol, sendo necessaria a utilizacdo de concentracdes em torno de 30% de
gema de ovo. O choque térmico pode ser prevenido pela utilizacéo rotineira da
gema de ovo na proporcdo de 15 a 30% das solucbes de criopreservacdo de
sémen de mamiferos. Com mais frequéncia, as concentracdes utilizadas tém
variado de 5 a 20% e sua reducdo € de grande interesse (SALAMON &
MAXWELL, 2000).

A utilizacdo de produtos biologicos, a exemplo da gema de ovo, na
formulacdo dos meios de congelacdo, representa um risco constante de
contaminacdo por bactérias, especialmente Mycoplasma sp, que se constituem
em uma possivel fonte de endotoxinas capazes de danificar a capacidade
fertilizante dos espermatozoides. Consequentemente, a maioria dos paises teme
o risco da introducéo de doencas exoéticas através de produtos a base de gema
de ovo. Assim, um substituto quimicamente definido e livre de patdégenos de
origem animal seria uma alternativa para substituir constituintes biol6gicos
(WATSON, 2000).

Ha interesse em se definir quais componentes, presentes na gema,
apresentam propriedades crioprotetoras as células espermaticas. Em diversos
estudos indica-se serem as lipoproteinas de baixa densidade que conferem
protecdo a membrana durante o processo de congelacdo/descongelacdo (PACE
& GRAHAM, 1974; FOULKES, 1977; WATSON, 1981b; GRAHAM & FOOT,
1987).
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Uma hipétese envolve as proteinas do plasma seminal (BSPs). Apds a
ejaculacdo, os espermatozoides bovinos sdo brevemente expostos as principais
proteinas do plasma seminal, que cobrem a membrana do espermatozoide. Essa
ligacdo interage com as lipoproteinas de alta densidade (LAD), resultando no
sequestro de fosfolipidios e colesterol da membrana plasmatica e,
consequentemente, numa desestabilizacdo com modificagdo da sua composi¢cao
lipidica ou capacitacdo espermatica (AZEVEDO, 2006). As lipoproteinas de baixa
densidade se ligam as proteinas do plasma seminal, evitando a perda de
fosfolipidios e colesterol, aumentando a estabilidade da membrana, além disso as
LBD promovem a entrada de fosfolipidios e colesterol para a membrana dos
espermatozoides. Desta forma, confere a célula espermatica uma maior
resisténcia ao choque térmico (BERGEROM et al., 2004).

2.4.2. EXTRACAO DAS LIPOPROTEINAS DE BAIXA DENSIDADE

Pace e Graham (1974) desenvolveram um método para separacdo das
Lipoproteinas utilizando ultracentrifugacdo de gradiente de densidade. Era feita
uma ultracentrifugacéo a 90.000xg por 24 horas. Apesar do método conferir uma
excelente pureza do extrato, é extremamente trabalhoso e resulta em pequena
quantidade de Lipoproteina, impossibilitando a utilizacdo dessa técnica em escala
industrial.

Moussa et al., (2002), desenvolveram um meétodo facil para a extracdo das
LBD da gema de ovo, atingindo 97% de pureza. Nele, os ovos sdo quebrados
manualmente, separando-se a clara da gema. Cada gema € colocada sobre um
papel filtro para remocdo da chalaca e tracos de clara aderida a membrana
vitelinica. A membrana da gema é rompida e seu conteudo colocado em um
Becker e resfriado em gelo. Separa-se a fracdo plasmética da gema, segundo
meétodo descrito por McBee e Cotterill (1979), com a gema de ovo sendo diluida
1:1 com solucéo salina isotonica (0,17 M NaCl) e misturada por 1h. A seguir, a
gema é centrifugada por 45 minutos a 4°C por 10.000xg e o sobrenadante
centrifugado novamente para remover completamente os granulos. O plasma da

gema do ovo é misturado com o sulfato de aménia a 40% por 1h. O pH é fixado e
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mantido em 8,7 e a temperatura de 4°C, em seguida centrifugado a 10.000xg por
45 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante final rico em LBD, coletado para ser
dialisado por um periodo minimo de 6 horas com agua destilada, para eliminagéo
do sulfato de amoénia. Apos a didlise, o extrato de LBD é centrifugado novamente
a 10.000xg por 45 minutos e o sobrenadante residual, rico em LBD foi coletado.

O método preconizado por Moussa, et al. (2002) tem sido amplamente
utilizado na obtencdo das fracOes de lipoproteina de baixa densidade, obtidas a
partir da gema de ovo (AMIRAT et al., 2004; CORCINE et al., 2004; BENCHARIF
et al.,, 2008; NEVES, 2008; VARELA Jr et al., 2009; TONIETO et al., 2010;
MOUSTACAS et al., 2011; HU et al., 2011).

As lipoproteinas de baixa densidade representam 2/3 dos solidos totais
presentes na fracdo sollvel da gema de ovo. A extracdo descrita por Moussa et
al. (2002) permite obter-se lipoproteinas com densidade de 0,982 g/ml, contendo
83 a 89% de lipideos e 11 a 17% de proteinas. Desses lipideos,
aproximadamente 69% sao triglicerideos, 26 % sao fosfolipidios e 5% colesterol.

A substituicdo parcial ou total da gema de ovo, pelo extrato de LBD nos
meios diluidores para a criopreservacdo do sémen dos animais domeésticos,
apresentam resultados iguais ou superiores, quanto aos parametros espermaticos
qualitativos pds-descongelacdo (AMIRAT et al., 2004; CORCINE et al., 2004,
AHMAD et al., 2008; BENCHARIF et al., 2008; NEVES, 2008; VARELA Jr et al.,
2009; TONIETO et al., 2010; MOUSTACAS et al., 2011).

2.4.3. LIPOPROTEINAS DE BAIXA DENSIDADE E A CRIOPRESERVACAO DO SEMEN

Pace e Graham (1974) congelaram sémen de bovinos com meios contendo
gema de ovo integral ou suas fracGes de lipoproteina de alta e baixa densidade,
concluindo que o extrato de LBD confere a mesma agao crioprotetora que a gema
integral.

Graham e Foot (1987) sugeriram que as lipoproteinas de baixa densidade
se aderem a membrana espermatica durante o processo de resfriamento e
congelamento, preservando sua integridade. Essas LBD, da gema de ovo, atuam

na superficie da membrana, restaurando a perda de fosfolipideos e,
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aparentemente, induzindo a alteracdo transitoria de sua composi¢ao, prevenindo
a ruptura da membrana plasmatica.

Demaniowicz e Strezek (1996) propuseram que a fracdo da gema do ovo,
composta por LBD, é a grande responsavel pela resisténcia das células
esperméticas ao choque térmico e pelo incremento da motilidade apds a
criopreservacado em sémen de javali.

Moussa et al., (2002), substituindo a gema de ovo pelo extrato lipidico de
baixa densidade obtiveram melhores resultados na motilidade e nas
caracteristicas dos movimentos apos descongelacdo em sémen bovino. Foi
utilizado o diluente Triladyl® como controle e base para substituicdo da gema do
ovo, pelo extrato em diferentes concentracdes, além do diluente Biociphos® Plus
como segundo controle. No primeiro experimento 0s autores testaram a
substituicdo da gema integral (20%) pelo extrato LBD nas concentracdes de: 2,5,
5, 10, 15 e 20%. Concluiram que a concentracdo ideal de substituicdo estaria
entre 5 e 10% de LBD. Assim, realizaram novo experimento utilizando as
concentracdes de: 5, 6, 7, 8, 9 e 10% determinando que a concentracéo ideal de
extrato de LBD é de 8%. Nessa concentracdo obtiveram melhor resultado de
motilidade com relacdo ao controle com diluente Triladyl®, ndo observando
diferenca do controle com Biociphos® Plus. Em ambos experimentos os
parametros espermaticos avaliados foram a motilidade e caracteristicas de
movimento.

Gil et al. (2003), comparando o efeito sobre os parametros espermaticos
durante a refrigeracdo a 5°C, entre um meio a base de leite contendo 5% (M5),
10% (M10), 15% (M15) e 20% (M20) de gema de ovo, glicerolizado a 15°C com
um meio comercial (Bioexcell® - IMV, L’'Aigle, Franga), observaram que nao houve
diferenca significativa no aumento da concentracdo de gema de ovo acima de
10%, nas motilidades total/progressiva (M5 — 82/66%, M10 — 81/62%, M15 —
84/61% e M20 — 82/61%).

Ja Amirat et al., (2004), também obtiveram com sémen bovino, melhores
resultados quando comparado a um diluidor comercial. Foi utilizado como controle
o diluente Optidyl® (Biovet, Franca) e preparado diluente com 8% de LBD.

Testaram motilidade, integridade de membrana, integridade do acrossomo e
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fertilidade in vitro. Houve diferenca significativa (P<0,05) na motilidade e
fertilidade in vitro, o que n&o ocorreu para os demais parametros.

Corcine et al., (2004) também obtiveram resultados melhores com sémen
canino refrigerado, utilizando o diluente Tris-glucose com 20% de gema de ovo
como controle, em comparacdo ao Tris-glucose com LDL a 6, 8 e 10%. Os
resultados também foram melhores com relacdo a integridade de membrana
guando comparada ao diluente com gema de ovo.

Ahmad et al.,, (2008), obtiveram melhores resultados de motilidade e
integridade de membrana com sémen caprino criopreservado nas analises pos-
descongelacdo. Utilizaram diferentes concentracdes de glutamina e LDL,
substituindo a gema de ovo, chegando a concentracdo ideal dos dois
componentes.

Bencharif et al., (2008), compararam a adicdo de LBD em seis diferentes
concentracdes (4, 5, 6, 7, 8 e 10%) ao meio controle contendo 20% de gema de
ovo. Testaram parametros de motilidade, integridade de acrossoma e fertilidade in
vivo. Obtiveram diferencas significativas em todos os parametros quando
comparado ao controle. No teste de fertilidade in vivo foram inseminadas seis
cadelas da raca Beagle e todas ficaram prenhes. Ainda foi definida a
concentracdo ideal de LBD em 6% por apresentar os melhores resultados.

Silva et al., (2008), trabalharam com lipoproteinas de baixa densidade em
substituicio a gema de ovo no resfriamento do sémen de ovinos, nas
concentracfes de 5, 10 e 20%. Nao foram observados efeitos benéficos das LBD
sobre a motilidade espermatica pos-resfriamento, porem a integridade de
membrana foi preservada de forma semelhante ao meio com 16% de gema de
0Vvo.

Varela Jr et al.,, (2008), verificaram o efeito da adicdo de LBD, na
composicdo de diluentes utilizados para congelamento e resfriamento a 5°C do
sémen canino. No primeiro experimento utilizaram como controle o Tris-glicose a
20% (gema integral) e substituiram a gema pela LBD em diferentes
concentracdes (6, 8 e 10%), avaliando motilidade, integridade de membrana e
morfologia do sémen resfriado as 24, 48, 72 e 96 horas. No segundo experimento

utilizaram os mesmos parametros do primeiro, avaliando o sémen apés
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descongelacdo. Obtiveram diferenca significativa com relacdo ao controle para os
parametros de motilidade e integridade de membrana, ndo observando diferenca
com relacdo a morfologia, nos dois experimentos.

Moustacas et al., (2011), observaram em sémen ovino que as LBD sé&o
capazes de manter a viabilidade das células espermaticas apds a
criopreservacdo, da mesma forma que a gema total, utilizando como base o tri-
glicose-gema, pois ndo observaram diferenca significativa para os parametros
estudados como motilidade, integridade de membrana e morfologia espermatica.

Hu et al., (2011), testaram a substituicdo da gema de ovo por lipoproteina
de baixa densidade na concentracdo de 7, 8 e 9%, em meios diluidores para
bovinos, fazendo analise pdés-descongelacdo. No meio com 8% de LBD os
espermatozoides apresentaram melhores parametros de motilidade, integridade
acrossomal e de membrana, quando comparado ao meio contendo 20% de gema

de ovo.

2.5. ANALISE DO SEMEN

A avaliacdo in vitro da qualidade do sémen pode ser usada para verificacdo
do potencial fertilizante do sémen ou do reprodutor, servindo ndo apenas para
pesquisa da fisiologia espermética e de sua preservacdo, mas também para
programas de inseminacao artificial (LOPEZ et al., 1999). Essa avalia¢do tem por
objetivo mostrar o estado estrutural ou funcional de alguns atributos esperméticos
de uma forma prética e rapida, procurando estimar o grau de lesdo causada pelo
método de preservacdo ao longo do tempo (MOUSTACAS, 2009).

Motilidade, morfologia e concentracdo espermaticos sdo 0s parametros
tradicionais mais simples a serem avaliados, porem estao longe de predizer a real
qualidade seminal (MOUSTACAS, 2009). Critérios mais sensiveis de afericdo da
motilidade e/ou lesGes da membrana plasmatica tém sido propostos como
avaliagcdes finais complementares (SOUSA, 2002). O desenvolvimento de
tecnologias computadorizadas e as variedades de fluorocromos forneceram novas

ferramentas de acesso a funcionalidade dos espermatozoides (YOSHIDA, 2000).
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2.5.1. ANALISE COMPUTADORIZADA DO SEMEN (CASA)

Tradicionalmente, a avaliacdo da motilidade depende de uma estimativa
subjetiva, onde se utiliza um microscoépio para visualizar a diferenca da proporcéo
entre espermatozoides com movimento e parados (SOUSA, 2002). E um método
simples, r4pido e barato, mas as variagdes podem ser de 30 a 60% dependendo
do examinador e/ou laboratério onde se faz a andlise (MOSES et al., 1994;
MALMGREN, 1997).

Diversos sistemas de analise computadorizada do sémen (CASA) tém sido
desenvolvidas nas ultimas décadas, com intuito de minimizar as falhas da analise
subjetiva e aprofundar os estudos acerca da cinética espermatica (MALMGREN,
1997; TARDIF et al.,, 1997). Apesar do seu alto custo, o CASA oferece
automacdao, rapidez, objetividade e repetibilidade nas avaliacdes, possibilitando
detalhar melhor a qualidade do sémen analisado, fornecendo informagdes
adicionais sobre as caracteristicas de movimento dos espermatozoides (MOSES
et al., 1994; MALMGREN, 1997; YOSHIDA, 2000).

Neste sistema o0s espermatozoides sao identificados em imagens
sucessivas, que permitem estabelecer sua trajetoria e diversas velocidades de
deslocamento, além de caracteristicas especificas do movimento espermatico,
como linearidade, amplitude de deslocamento lateral da cabeca, entre outros
(MALMGREN, 1997).

Dentre os parametros mais utilizados no sistema CASA, estdo: Motilidade
Total (MT-%), como percentual total de células méveis; Motilidade Progressiva
(MP-%), percentual de espermatozoides com movimento progressivo; Velocidade
Curvilinea (VAP-um/s), sendo o0 comprimento geral da trajetéria do
espermatozoide/tempo; Velocidade Progressiva (VSL-um/s), comprimento da
trajetéria considerando-a como uma reta entre o ponto inicial e o final/tempo;
Velocidade curvilinear (VCL-um/s), como distancia total entre cada posi¢cao do
centro da célula durante a captura da imagem/tempo; Amplitude de Deslocamento
Lateral da Cabeca (ALH-um); Frequéncia de Batimentos Flagelares (BCF-Hz);

Retilinearidade (STR-%), relacdo entre o espaco percorrido pelo espermatozoide
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e sua trajetoria real (VSL/VAP x 100) e a Linearidade (LIN-%), comparacéo entre
0s trajetos retos e curvilineos (VSL/VCL x 100) (SOUSA et al., 1999).

A validacéo destas informacfes dependera de uma preparagcao cuidadosa
da amostra e um ajuste adequado do equipamento, visando identificar
corretamente células moveis, imoveis e outras particulas, geralmente estéticas,
que ndo sdo espermatozoides, obtendo-se resultados seguros nas analises
(MOSES et al., 1994; TARDIF et al., 1997).

2.5.2. MORFOLOGIA ESPERMATICA

A morfologia espermatica € um importante parametro para se analisar a
qualidade do sémen (MALMGREN, 1997). Em sua determinacdo € possivel
observar alteracdes na conformacédo celular, as quais podem estar diretamente
correlacionadas a baixa fertilidade de um reprodutor (BARTH & OKO, 1989). Para
Garner (1997) ela € um dos critérios mais seguros na avaliagdo a campo, pois
sofre pouca influéncia do processo de colheita.

Diversas técnicas podem ser adotadas para avaliacdo morfologica, através
do emprego de grande variedade de corantes ou pela técnica de preparacao
Umida. Esta tem a vantagem de evitar a interacdo entre célula e reagente,
permitindo uma observacdo precisa da estrutura celular. Porém apresenta uma
desvantagem, pois necessita um microscopio com maiores recursos e, portanto
mais caro (SOUSA et al., 1999).

A integridade de membrana espermatica é essencial a protecao,
funcionamento celular e fundamental ao processo de fertilizacdo, sendo um
importante parametro de avaliacdo (MALMGREN, 1997; PAGANINI FILHO, 1999).
Segundo Lopez et al. (1999), as principais causas de lesbes nas membranas
espermaticas no processamento do sémen ovino sdo decorrentes da manipulacao
do sémen, em temperaturas de 35 a 37°C, da reducdo da temperatura de 37°C
para 5°C, devido ao choque térmico e/ou durante sua incubagéo a 5°C.

As alteracbes morfologicas da membrana dos espermatozoides ovinos sao
provocadas pela desorganizacdo dos lipidios, que ocorre durante a fase de
refrigeracao, entre as temperaturas de 30 e 5°C (OLLERO et al., 1998; WATSON,
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2000), estando associadas as mudancas na permeabilidade e na inducdo da
fusdo da membrana (HOLT & NORTH, 1986), prejudicando a funcdo das
proteinas de membrana que s&o necessarias a integridade estrutural celular ou ao
metabolismo i6nico, resultando em wuma baixa viabilidade espermatica
(OEHNINGER et al., 2000).

Para Maxwell & Watson (1996), a viabilidade dos espermatozoides
analisada através da motilidade foi maior do que sua real capacidade de
fertilizagdo, em decorréncia das alteracdes nas membranas celulares durante a
refrigeracdo e estocagem. Diversos métodos de avaliacdo da integridade de
membrana utilizam a associacdo de sondas fluorescentes (VALCARCEL et al.,
1994; MALMGREN, 1997; LOPEZ et al., 1999; NEILD et al., 1999; CELEGHINI et
al., 2007). Essas sondas funcionam como substratos, que quando ligados a
compostos ou regides especificas das células, emitem colorac¢fes fluorescentes,
gue podem ser observadas sob microscopia de epifluorescéncia (SOUSA, 2002).

Uma variedade de sondas tem sido utillizada na avaliacdo dos
componentes celulares, entre elas o diacetato de -carboxifluoresceina em
combinacdo com o iodeto de propidio (MALMGREN, 1997; NEILD et al., 1999),
gue se baseiam na retencdo de corantes fluorogénicos mediante a integridade
das membranas (NEILD et al., 1999).

Fonseca et al. (1992) referiram a importancia de testes complementares
como os testes de exaustdo na avaliacdo do comportamento das células
espermaticas. Porém, a real capacidade funcional dos espermatozoides somente
€ avaliada por sua capacidade de fertilizacdo (MAXWELL & SALAMON, 1993).
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3. OBJETIVO

Propor modificagcdes metodoldgicas ao processo de preservacao do sémen
ovino por refrigeracdo, visando alternativas a utilizacdo da gema de ovo in natura

em meios diluidores.

3.1. OBJETIVO ESPECIFICO

Testar a eficiéncia da gema de ovo “purificada” através de centrifugacéo e
didlise e do extrato de lipoproteinas de baixa densidade (LBD) na substituicdo do
constituinte gema de ovo, no meio diluidor Glicina Gema Leite, para a refrigeracao

de sémen ovino por 24 e 48 horas.
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4. HIPOTESE

A gema de ovo “purificada” através da centrifugacao (10.000xg) e dialise ou
o extrato de lipoproteinas de baixa densidade podem substituir a gema de ovo in
natura no meio diluidor Glicina Gema Leite, na refrigeracdo do sémen ovino,

conferindo incremento aos parametros espermaticos de cinética e morfologia.
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5. MATERIAL E METODO

5.1. LOCAL E PERIODO EXPERIMENTAL

O experimento foi conduzido no Laboratério de Estudos em Biotecnologia
da Reproducdo de Ovinos e Caprinos na Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia — UNESP — Botucatu — SP (latitude 22° 53’ S, longitude 48° 29’ W),
durante dois periodos. De julho a outubro de 2010 foram realizados os
procedimentos para extracdo e testes preliminares das lipoproteinas de baixa
densidade (LBD). No periodo de novembro a dezembro de 2010 foram realizadas

as coletas e analises de refrigeracdo do sémen.

5.2. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram selecionados por meio de exame androlégico cinco carneiros da
raca Dorper com idade entre um e quatro anos. No momento da chegada todos
os animais foram pesados (51 Kg a 100 Kg), vermifugados conforme seus pesos
e mantidos, durante o periodo experimental, sob as mesmas condi¢cdes de
instalagdes, alimentacdo e manejo. Continuamente o0s reprodutores eram
avaliados para acompanhamento da manutencao do estado fisico e certificacao
da higidez. A alimentacdo era composta por feno de tifton, triturado de “capim

elefante” e ragdo de manutencao.

5.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Delineou-se utilizar dos cinco carneiros quatro colheitas de sémen em
vagina artificial. Cada uma das amostras de sémen obtidas, apds analise em suas
caracteristicas macro e microscopicas, eram diluidas na proporcao final de 1 x 10°
espermatozoides/100uL, nos trés meios diluidores, constituindo-se assim o0s trés

tratamentos experimentais pareados com a seguinte denominacao:



21

Meio GGL — Fragéo diluida em meio Glicina Gema Leite e considerada
como controle dos demais tratamentos;

Meio GGpL — Fracao diluida em meio Glicina Gema purificada Leite;

Meio GEL — Fracéo diluida em meio Glicina Extrato Leite.

Para cada tratamento eram constituidas duas aliquotas a fim de que uma
fosse refrigerada por 24 horas e outra por 48 horas, perfazendo-se entdo seis
aliquotas para cada uma das coletas.

Ao final do periodo de refrigeracdo (24 ou 48 horas), um conjunto de
aliquotas representando cada um dos tratamentos, era destinado ao Teste de
Exaustdo com duracao de 240 minutos.

Em cada uma dessas etapas 0 sémen era avaliado quanto as
caracteristicas de cinética e morfologia esperméticas constituindo-se sete

conjuntos de analises de acordo com 0 momento de sua realizacao:

MO — (Momento 0): imediatamente apés a adicdo dos meios diluidores;

M1 — (Momento 1): apos refrigeracéo por 24horas, ao inicio do teste de
exaustao;

M2 — (Momento 2): apos refrigeracdo por 24horas, e com 120 minutos do
inicio do teste de exaustéao;

M3 — (Momento 3): apos refrigeracdo por 24horas, e com 240 minutos do
inicio do teste de exaustao;

M4 — (Momento 4): apos refrigeracdo por 48horas, ao inicio do teste de
exaustao;

M5 — (Momento 5): apos refrigeracdo por 48horas, e com 120 minutos do
inicio do teste de exaustéo;

M6 — (Momento 6): apos refrigeracdo por 48horas, e com 240 minutos do

inicio do teste de exaustao.

5.4. CONFECCAO DOS MEIOS DILUENTES

Foram confeccionados trés meios com base no diluente Glicina Gema Leite

e isentos de glicerol (GONZALEZ et al., 1996) (Anexo I) sendo na formulacao
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original empregada a gema de ovo in natura (20%), constituindo-se o controle
(GGL), e os outros dois denominados meio Glicina Gema purificada Leite (GGpL)
pela completa substituicdo do constituinte gema de ovo pela gema de ovo
purificada na formulacdo (Anexo |) e meio Glicina Extrato Leite (GEL) pela
completa substituicdo do constituinte gema de ovo pelo extrato de LBD na
formulacdo (Anexo ).

Foram coletadas as gemas de dez ovos frescos provenientes de galinhas
criadas e mantidas em sistemas de producédo segundo o conceito organico e com
alimentacao variada. Os ovos foram quebrados manualmente sendo separada a
gema do albumen. Para total remocdo da chalaca e dos restos de albumen
impregnados na membrana vitelinica, as gemas foram cuidadosamente roladas
em papel filtro, apds foram mecanicamente rompidas e o seu conteddo coletado
em um copo Becker mantido em gelo, formando um “pool” de aproximadamente
150 ml. Este “pool” foi dividido em 3 fragdes para confeccdo dos meios diluidores,
Glicina Gema Leite (GGL) com gema in natura; meio com gema
centrifugada/dialisada/centrifugada (GGpL); e meio com extrato das LBD (GEL).

5.4.1. PURIFICACAO DA GEMA DE OVO

A purificacdo foi feita tendo como base alguns passos da extracdo das
LBD, com o objetivo de remocdo por centrifugacdo e dialise, de grumos,
particulas sélidas e eletrdlitos presentes na gema de ovo in natura.

Parte do “pool” das gemas de ovo, foi separada, e diluida 1:1 em solugao
salina isotdnica (0,17 M NaCl) e misturada por uma hora em um agitador vortex, e
sob refrigeracdo a 4°C, sendo em seguida centrifugada (12cent.) a 10.000xg por
45 minutos a 4°C e o sobrenadante centrifugado (23cent.) novamente sob
refrigeracdo por igual tempo e intensidade, para remo¢do completa dos granulos.
Depois das duas centrifugacdes o sobrenadante, livre de granulos, foi colocado
para ser dialisado por um periodo minimo de 8 horas tendo como eluente a agua
destilada, em reservatorio de troca de 1000mL, num sistema de fluxo continuo
com volume de troca de 125 ml/hora e em temperatura controlada entre 4 e

5,5°C. Foi utilizada membrana de celulose regenerada, com tamanho de
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33x21mm, peso molecular de 12.000-16.000 e porosidade de 25 angstrons
(INLAB Diagnostica — Cod. 133 — Diadema — SP). Apos a dialise foi realizada
nova centrifugacédo (32cent.) por 45 minutos a 10.000xg. sob refrigeracdo a 4°C.
O sobrenadante purificado foi coletado e armazenado no freezer de -20°C em
tubos do tipo Falcon de 50 mL, para posterior confec¢cao do meio diluente (GGpL)

para refrigeracao.

5.4.2. EXTRAGAO DAS LIPOPROTEINAS DE BAIXA DENSIDADE

A extracdo das lipoproteinas de baixa densidade (LBD) foi realizada
seguindo o método descrito por Moussa et al., (2002). Para isto a gema de ovo foi
diluida 1:1 com solucéo salina isotdnica (0,17 M NaCl) e misturada por uma hora
em um agitador vortex, e sob refrigeracdo a 4°C., em seguida centrifugada
(13cent.) por 45 minutos a 4°C por 10.000xg e o sobrenadante centrifugado
(28cent.) novamente por igual tempo, intensidade e temperatura, para remocao
completa dos granulos. O plasma da gema de ovo foi misturado com o sulfato de
amoOnia saturado a 40% por uma hora no mesmo sistema fechado e refrigerado
(4°C) e o pH foi ajustado para 8,7 com solucédo de hidréoxido de sddio (NaOH 0,1
M). Na sequéncia a solucéo foi centrifugada (32cent.) a 10.000xg por 45 minutos
a 4°C, sendo o sobrenadante coletado para ser dialisado por um periodo minimo
de 8 horas tendo como eluente a agua destilada, em reservatério de troca de
1000mL, num sistema de fluxo continuo com volume de troca de 125 mi/hora e
em temperatura controlada entre 4 e 5,5°C. Foi utilizada membrana de celulose
regenerada, com tamanho de 33x21lmm, peso molecular de 12.000-16.000 e
porosidade de 25 angstrons. Cada membrana tinha capacidade maxima,
calculada conforme dimensbes, de 90 mL. Observava-se 0 maximo
preenchimento da membrana para minimizar a entrada de eluente, evitando-se a
diluicdo da solugéo. Apoés a dialise, foi realizada a ultima centrifugagéo (42cent.),
novamente a 10.000xg por 45 minutos e o sobrenadante residual, rico em LBD foi

coletado.
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O extrato foi entdo acondicionado em tubos do tipo Falcon de 50 mL,
armazenados em freezer de -20°C, para posterior confeccdo do meio diluente

(GEL) para refrigeracao.

5.5. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

5.5.1. COLHEITA E DILUICAO DO SEMEN

Foram realizadas quatro colheitas de sémen de cada reprodutor por meio
de vagina artificial a temperatura de 42°C, com copo coletor graduado pré-
aguecido em estufa a 37°C utilizando-se uma ovelha contida. As colheitas foram
realizadas em grupos de dois machos a cada dia sendo uma colheita em cada
periodo (manhéa/tarde). A cada duas colheitas era observado um intervalo minimo
de dois dias para manutencao dos parametros espermaticos.

Visando-se assegurar que as amostras estivessem dentro de padrbes de
cinética espermatica adequados para a aprovagdo em prosseguir no experimento,
foi feita uma diluicdo de 5 pL de sémen em 500 pL de X-Cell® (Anexo 1) aquecido
em bloco térmico a 37°C (Kacil — Série n°: 0021-00). Nela foi realizada analise
computadorizada da cinética espermatica (Hamilton Thorn Motility Analyser -
HTMA — IVOS 12 — Hamilton Research — Beverly, MA, USA), utilizando-se camara
de Makler a 37°C, onde apenas um campo foi avaliado.

O volume ejaculado foi determinado pela graduacédo do copo coletor e dez
microlitros (uL) de sémen foram diluidos em quatro mililitro (mL) de agua destilada
(taxa de diluicAo de 1:400 — volume:volume — v:v) para determinacdo da
concentracdo espermatica em camara de Neubauer.

Determinada a concentracdo espermatica foram feitas as diluicbes do
ejaculado a 37°C para posterior refrigeragdo. Cada uma das amostras de sémen
obtidas foi diluida na proporcao final de 1 x 10® espermatozoides/100pL, nos trés
meios diluidores, sendo constituidas duas aliquotas para cada tratamento a fim de
gue uma fosse refrigerada por 24 horas e outra por 48 horas, perfazendo-se entéao
seis aliquotas para cada uma das coletas. Cada aliquota foi colocada em

microtubos de fundo cénico de polipropileno de 600uL, de tal maneira a ocupar a
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capacidade méaxima do microtubo e que nenhum espaco ficasse apds o0 seu
fechamento, que pudesse conter bolha de ar.

Antes do inicio da refrigeracdo, os microtubos com o sémen diluido foram
mantidos em bloco térmico a 37°C, e de cada aliquota foi tomada uma amostra de
10 pL e diluida na proporgdo 1:20 (v:v) numa solucdo de X-Cell® para realizacdo
das analises de cinética, morfologia e integridade da membrana plasmatica dos

espermatozoides (MO).

5.5.2. REFRIGERACAO DO SEMEN

Realizadas as analises, as aliquotas foram transferidas a um dispositivo
(BICUDO et al.,, 1991) com capacidade para 12 microtubos (2 carneiros, 6
amostras cada um), que havia sido mantido em estufa a 37°C. O dispositivo,
constituido por um recipiente retangular de aluminio, com capacidade para 600
mL de agua, parede de 9 mm de espessura tendo no fundo uma manta de
borracha com 2 mm . A utilizac&o do dispositivo de refrigeracéo visou a realizacao
de uma curva de resfriamento gradual, uma vez que a curva de resfriamento fica
entre 0,5 e 0,2°C/minuto e leva de 40 a 100 minutos para atingir 17°C, mantendo
o ritmo de declinio até atingir os 5°C. O conjunto foi entdo levado a geladeira
Minitube, ja previamente resfriada a 5°C, e mantido la por 48 horas. As amostras
destinadas a andlise e teste de exaustdo, apds 24 horas de refrigeracdo, foram
retiradas todas de uma sé vez, reduzindo-se assim o tempo de abertura da
geladeira e evitando-se o risco de elevacdo da temperatura interna. Apos 48
horas de refrigeracdo o dispositivo era retirado com as aliquotas remanescentes
para analise e teste de exaustdo. Foram utilizados simultaneamente trés
dispositivos de refrigeracéo para realizacdo do experimento.

Apos 24 horas, avaliou-se uma aliquota de sémen de cada grupo (M1).
Previamente, as amostras foram transferidas para microtubos de fundo conico de
polipropileno de 1,5 mL, aquecidas e estabilizadas em bloco térmico a 37°C,
sendo acrescidos 30% do meio diluente original a aliquota inicial (PAGANINI
FILHO, 1999) em cada tratamento (GGL, GGpL e GEL). A seguir realizou-se uma
diluicdo de 1:20 (v:v) em solucdo X-Cell® para proceder-se as anélises
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computadorizada, morfologia espermatica e integridade das membranas
plasmaticas.
Os mesmos procedimentos e andlises foram realizados apos 48 horas de

refrigeracdo (M4) com as aliquotas remanescentes na geladeira Minitube.

5.5.3. TESTE DE EXAUSTAO

Apbs a retirada da geladeira Minitube e das andlises pds-refrigeracéo, as
aliquotas foram submetidas a um teste de exaustdo no bloco térmico a 37°C
durante 240 minutos (PAGANINI FILHO, 1999) sendo repetidas as analises
computadorizada, morfologia espermética e integridade das membranas
plasmaticas aos 120 minutos (M2 e M5) e 240 minutos (M3 e M6) da incubacao.
Esse teste foi feito tanto para as aliquotas refrigeradas por 24 horas, quanto as

refrigeradas por 48 horas.

5.5.4. ANALISES ESPERMATICAS

5.5.4.1. Anédlise computadorizada da cinética espermatica

A analise da cinética espermatica foi realizada utilizando-se Hamilton Thorn
Motility Analyser — HTMA (IVOS 12 — Hamilton Research — Beverly, MA, USA) em
camara de Makler a 37°C. Avaliaram-se em trés campos, o0 primeiro escolhido

pelo operador e outros dois aleatérios, os parametros (SOUSA et al., 1999):

e MT - Motilidade total (%);

e MP - Motilidade progressiva (%);

e VAP - Velocidade espermatica ao longo de uma trajetéria media (um/s);

e VSL - Velocidade espermatica considerando-se uma trajetoria reta (um/s);
e VCL - Velocidade espermatica ao longo da trajetéria real (um/s);

e ALH - Amplitude de deslocamento lateral da cabeca (um);

e BCF - Frequéncia de batimentos flagelares (Hz);

e STR - Retilinearidade (%);
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e LIN - Linearidade (%).
5.5.4.2. Andlise da morfologia espermatica

Para a analise da morfologia espermatica foram diluidos 10 yuL de sémen
obtidos em cada aliquota, em 500 pL de solu¢cdo de Glutaraldeido a 0,2%
aguecida a 37°C (Anexo I). A preparacdo foi acondicionada em microtubos de
fundo cénico de polipropileno de 1,5 mL e estocados a temperatura entre 4 e 5 °C
para posterior leitura. As analises foram realizadas em microscopia de contraste
de fase com aumento de 1000x sob imersdo através de preparacdes umidas,
colocando uma gota entre lamina e laminula e classificando duzentas células por
preparacao, de acordo com Blom (1973). Nas andlises dos dados, enfocaram-se
0s espermatozoides com integridade de acrossomo (%) e aqueles com cauda
dobrada (%).

5.5.4.3. Andlise da integridade das membranas plasmética

A andlise da integridade das membranas plasmaticas dos espermatozoides
foi realizada pelo emprego da combinacdo das sondas fluorescentes diacetato de
carboxifluoresceina (DIC) e iodeto de propidio (IP) (HARRISON e VICKERS,
1990). Foi preparada uma solucao de trabalho adicionando a cada mililitro (mL)
de solucao salina, 20uL de formaldeido, 20uL de diacetato de carboxifluoresceina
(DIC) e 10puL de iodeto de propidio (IP) (Anexo I). Para realizar a andlise, 50uL da
solucdo de trabalho foi depositado em microtubos de fundo coénico de
polipropileno de 1,5 mL, em seguida foi acrescida uma aliquota de sémen, ficando
com uma concentracao final de 10’ espermatozoide/mL. Depois de incubado por
no minimo 8 minutos a temperatura de 30°C, 5uL dessa suspensdo era
depositado entre lamina e laminula e observado em aumento de 400x em
microscopio de epifluorescéncia com filtro de excitacdo (BP) 450-490nm, espelho
dicromatico 510nm e filtro de supressdo (LP) 515nm, onde 100 células/lamina

foram avaliadas e distribuidas percentualmente (%) nas seguintes classificagoes:
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e Integros — actimulo de DIC (cor verde) ao longo da cabeca e flagelo, sem
acumulo de IP;
e Lesados — acumulo de IP (cor vermelha) ao longo de qualquer

compartimento do espermatozoide, com ou sem acumulo de DIC.
5.6. ANALISE ESTATISTICA

Como havia interesse em se comparar 0s tratamentos e 0s momentos
(Teste de Exaustédo), os dados foram analisados em um delineamento de blocos
ao acaso, com trés tratamentos (GGL, GGpL e GEL), 7 momentos (momento O,
momento 1, momento 2, momento 3, momento 4, momento 5 e momento 6) e 5
blocos (carneiros). Para a analise dos dados utilizaram-se as médias dos valores
obtidos das quatro amostras. Como as variaveis apresentaram distribuicdo normal
e homogeneidade de variancias, foi utilizada a analise de variancia (ANOVA),
seguido do teste de Tukey. O nivel de significancia utilizado foi de 5% (FISHER &
BELLE, 1993). Foi utilizado o programa SPSS 16.0 para software Windons®
(Statistical Package for Social Sciences, Inc., Chicago, IL, EUA).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

A preocupacédo sobre o uso da gema de ovo nos meios diluidores
tem sido debatida dentro dos centros de processamento de material genético de
bovino e ovino, e nos ultimos anos, varios estudos tém sido desenvolvidos com o
objetivo de reduzir ou substitui-la por completo (BOUSSEAU et al., 1998; GIL et
al., 2000). Por questdes sanitarias debate-se 0 uso da gema de ovo nos meios de
congelacédo, devido ao risco de contaminacdo bacteriana e por micoplasmas,
introduzindo doencas exdticas e a producdo de endotoxinas, que altera a
estrutura da membrana, prejudicando a capacidade fertilizante dos
espermatozoides (BOUSSEAU et al., 1998).

A gema de ovo € um componente comum na composicdo da maioria dos
meios diluidores, protegendo as células esperméticas contra o choque térmico e
osmatico durante o processo de criopreservacdo (MAXWELL & SALAMON, 1993;
MAXWELL & WATSON, 1996; SALAMON & MAXWELL, 2000; BARBAS &
MASCARENHAS, 2009).

Numerosos estudos tém demonstrado que existe uma grande variagdo na
composi¢cdo da gema de ovo quanto aos niveis de &cidos graxos, fosfolipidios e
colesterol, devido a linhagem das galinhas, idade do ovo e nutricdo das aves,
resultando em diferencgas na criopreservacgao (SU et al., 2008; SILVA et al., 2008).

A gema de ovo atua na superficie da membrana plasmatica, restaurando a
perda de fosfolipidios e, aparentemente, induzindo alteracdo transitéria de sua
composicao, prevenindo a ruptura da membrana plasmatica (FARSTARD, 1996).
Os fosfolipidios que compde a fracdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
da gema de ovo protegem o sémen, especificamente durante o processo de
refrigeracdo a 5 °C (MEDEIROS et al., 2002; MOUSSA et al., 2002).

No presente estudo os vinte ejaculados obtidos dos cinco carneiros
apresentaram volume médio de 1,41 + 0,26 mL e uma concentracdo meédia de
4,71 + 1,08 x 10° espermatozoides/mL. O sémen utilizado para as avaliaces
encontrava-se dentro dos padrdes esperados para a espécie, pois segundo Henry
& Neves (1996) e Karagiannidis et al., (2000), o volume médio do ejaculado ovino
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€ de aproximadamente 0,7 a 2 ml e para Boundy (1993) o sémen ovino de boa
qualidade contem aproximadamente de 3,5 a 6,0 x 10° espermatozoides/mL.

O procedimento de diluicdo na solucdo de X-Cell® fez-se necessario pela
alta concentracdo espermatica das amostras, que inviabiliza as andlises
computadorizada, devido ao cruzamento das trajetorias dos espermatozoides, e
para facilitar a andlise de integridade das membranas espermaticas, ratificando
observacdes feitas em equinos por Varner et al., (1991), Malmgren (1997) e
Ferreira (2000).

A escolha do numero de campos para analise computadorizada baseou-se
nos achados de Varner et al.,, (1991) que concluiram n&o haver diferenca
significativa entre avaliacbes de trés a sete campos. SO o0 primeiro campo foi
selecionador pelo observador, estando frequentemente perto da parte central da
camara de Makler. Os demais campos foram avaliados automaticamente pelo
computador, seguindo as indicacfes de Anzar et al., (1991).

Os valores médios e respectivos desvios padrdao das motilidades total (MT)
e progressiva (MP) apos as diluicbes nos meios Glicina Gema Leite (GGL),
Glicina Gema purificada Leite (GGpL) e Glicina Extrato Leite (GEL), apés a
refrigeracdo e teste de exaustdo em todos os momentos, sdo apresentados na
Tabela 1.

Comparando-se os tratamentos (GGL, GGpL e GEL), a média da
motilidade total (MT) ndo houve diferenca significativa (P>0,05) em nenhum dos
momentos. Na comparacdo das médias de motilidade progressiva (MP) houveram
2 momentos (M2 e M4) onde houve uma diferenca significativa (P<0,05) entre os
tratamentos. No M2 (momento 2; teste de exaustdo com 120 minutos) a média do
tratamento GGpL (39,7%) foi superior ao tratamento controle GGL (21,5%) e igual
ao tratamento GEL (28,9%). No M4 (momento 4) pos 48 horas de refrigeracéo a
média do tratamento GEL (49,2%) foi superior a do tratamento GGL (31,2%) e
igual a do tratamento GGpL (41%).

Na refrigeracdo, 0s espermatozoides submetidos a variagcdo de
temperatura, principalmente entre 30 e 0°C, sofrem uma perda prematura da
motilidade e reducao da producao de energia (WATSON, 2000; MEDEIROS et al.,
2002).
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TABELA 1. Médias *+ desvio padrdo dos parametros de cinética esperméatica (motilidades)
avaliados no sistema computadorizado do sémen ovino pré-refrigeracéo (M0), pos-refrigeragcéo 24
(M1) e 48 (M4) horas, teste de exaustido 24 horas 120 (M2) e 240 (M3) minutos e 48 horas 120
(M5) e 240 (M6) minutos nos grupos GGL, GGpL e GEL.

Refrigeracéao (h)

Meios 24 48
MO
M1 M2 M3 M4 M5 M6
MT (Motilidade total - %)

GGL 91,82 87,4* 49,0° 8,9¢ 71,7  235° 5,1°
+4 2 +14.4 +251 +14.3 +27.7 +18,7 +9,2
GGDL 90,4® 90,5*° 66,8 14,0 743%  288° 4,49
p +6,0 +6,9 +23,1 +22.,0 +20,0 +23,0 +7,8
GEL 90,52 90,6 496" 6,9° 83,42  39,7% 10,6°
+5,4 +4.,6 +37,5 +14.4 +18,8 +37,1 +27,8

MP (Motilidade progressiva - %)

GGL 62,12 51,1® 2158 32¢ 31,28 6,1 0,9¢
+8,0 +14,4 +16,8 +7,0 +17,3 +6,3 +2.8

GGDL 64,6 61,8 397"  6,9° 41,08  11,3° 1,3¢
p +5,2 +10,2 +19,8 +13,7 +17,7 +14,3 +3,7
GEL 66,42 56,9 2809%8 24 492°4  21,0% 5,7%
+4.,6 +14,2 +23,9 +6,3 +18,9 +22,7 +15,9

Médias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma linha diferem entre si a P< 0,05 pelo teste de Tukey.

Para o mesmo parametro, médias seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem entre si a P< 0,05
pelo teste de Tukey.

- GGL - Meio Glicina Gema Leite;
- GGpL - Meio Glicina Gema purificada Leite;
- GEL - Meio Glicina Extrato Leite.

Com relacdo a Motilidade Total (MT) ndo houve diferenca significativa
(P>0,05) entre o MO (momento 0), M1 e M4 (momentos 1 e 4; pés-refrigeracao 24
e 48 horas) para todos os tratamentos. Entretanto, observou-se diferenca
significativa (P<0,05) nos valores da motilidade total (MT) no teste de exaustao
em relacdo aos momentos iniciais. Para Maxwell & Salamon (1993), a reducéo da
motilidade e da integridade morfolégica dos espermatozoides foram as mudancas
mais observadas na refrigeragdo do sémen ao longo do tempo. Sousa (2002),
avaliando o desempenho do container Equitainer® (Hamilton-Thorne Research,
Beverly, MA, USA), sistema de refrigeracdo e transporte, no sémen de ovino
utilizando o meio GGL com 20 % de gema de ovo, obteve diferenga significativa
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(P<0,05) para o parametro de motilidade total (MT) entre os momentos pés-
refrigeracdo e teste de exaustdo condizendo com os resultados obtidos neste
experimento.

Como no trabalho de Sousa (2002) ao final das 4 horas do teste de
exaustdo, o sémen refrigerado por 24 horas mostrou-se superior ao refrigerado
por 48 horas para os parametros de MT e MP. Apesar de ndo avaliado, este fato
pode ser atribuido por hipétese ao maior consumo energético durante o periodo
de refrigeracdo, com consequente posterior reducdo do metabolismo e morte
celular ou a lesdes morfofuncionais dos espermatozoides.

Os parametros de velocidade de trajeto (VAP), velocidade progressiva
(VSL) e velocidade curvilinear (VCL) estdo apresentados na Tabela 2. Para esses
parametros ndo houve diferenca significativa (P>0,05), entre os tratamentos
(GGL, GGpL e GEL) e nem em todos os momentos estudados. Sousa (2002)
obteve valores superiores no parametro VCL entre os tratamentos na geladeira e
no sistema Equitainer®. Essa superioridade foi atribuida a provavel estabilidade
da temperatura no sistema Equitainer®, havendo menos deplecdo da fonte
energética devido a manutencdo do metabolismo espermatico reduzido,
permitindo uma melhor qualidade do sémen ao final do periodo. A temperatura
média na geladeira ap6s 24 horas foi de 5,4 +1,8°C (4,0°C a 6,8°C). No presente
experimento, na geladeira Minitube a temperatura média foi de 5,1 +0,6°C (4,8°C
a 5,6°C), parecendo haver uma maior estabilidade nesse sistema que na
geladeira convencional utilizada por Sousa (2002).

Entre os momentos pré (M0O), e poés-refrigeracdo (M1 e M4) ndo houve
diferenca significativa (P>0,05), em nenhum dos parametros de velocidade
(Tab.2), para nenhum dos tratamentos. Diferentemente dos parametros de
motilidade, ao final de 4 horas do teste de exaustdo n&o houve diferenca
significativa (P>0,05) entre o sémen refrigerado por 24 e 48 horas, nos trés
tratamentos. Pode-se atribuir estes resultados ao fato de nao haver dependéncia
entre os parametros de motilidade com aqueles da velocidade, mostrando que 0s
espermatozoides moveis apos 48 horas de refrigeracdo e 4 horas de teste de
exaustdo, mantém valores de velocidade semelhantes aos daqueles com 24

horas de refrigeracéo e 4 horas de teste de exaustao.
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TABELA 2: Médias + desvio padrdo dos parametros de cinética espermatica (velocidades)
avaliados no sistema computadorizado do sémen ovino pré-refrigeracéo (M0), pos-refrigeragcéo 24
(M1) e 48 (M4) horas, teste de exaustdo 24 horas 120 (M2) e 240 (M3) minutos e 48 horas 120
(M5) e 240 (M6) minutos nos grupos GGL, GGpL e GEL.

Refrigeracéao (h)

Meios 24 48
MO

M1 M2 M3 M4 M5 M6

VAP (Velocidade de trajeto - um/s)
coL  1564° 1315®  97,3° 30,9 1108 774° 22,0°

+19,2 +20,9 +19,5 +33,7 +30,0 +35,7 +32,5

GepL  164.8° 1449%  104,7° 36,9¢ 115,9*° 83.8°  30,2¢
p +13,5 +14,7 +21,2 +37,9 +15,9 +19,7 +38,1
GEL  1702* 137,8®  84,9° 21,7 1275°  789° 255
+14,2 +9,9 +38,8 +35,2 +20,7 +54,6 +44,0

VSL (Velocidade progressiva - um/s)
coL  1854° 1078°  755% 247 79,9°  499% 150

19,6 21,7 21,1 27,2 23,7 25,1 22,2

GGpL  1461%  121,7*  86,0°  305% 90,2° 58,9  20,2°
P 15,4 +18,0 +18,9 +31,9 *17,8 +18,6 +25,6
GEL 1806 111,7° 712 200°  101,2° 612° 165°
+16,5 14,8 32,6 32,2 22,1 144,2 135,0

VCL (Velocidade curvilinear - um/s)
GoL  2321° 2256° 166,7° 54,9  201,9° 140,5° 38,3

+26,1 +30,3 27,8 +59,4 54,6 +63,0 +56,8

GGplL 2402 2457% 1787°  657° 2070 1544° 548°
P +16,9 +22,0 +30,1 +66,6 +33,3 +31,3 +70,3
GEL  246,6° 2585 146,0° 355°  241,4% 1430 355°
21,6 +15,0 +70,0 +58,6 +37,5 +100,5 +78,4

Médias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma linha diferem entre si a P< 0,05 pelo teste de Tukey.
- GGL - Meio Glicina Gema Leite;

- GGpL - Meio Glicina Gema purificada Leite;

- GEL - Meio Glicina Extrato Leite.

Os parametros de amplitude de deslocamento lateral da cabeca (ALH),
frequéncia de batimentos flagelares (BCF), retilinearidade (STR) e linearidade
(LIN) sdo apresentados na Tabela 3. Para esses parametros ndo houve diferenca
significativa (P>0,05) em nenhum dos momentos. Ja entre oS momentos as
diferencas apresentaram 0 mesmo comportamento dos parametros de

velocidade.
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TABELA 3: Médias + desvio padréo dos parametros de cinética espermatica avaliados no sistema
computadorizado do sémen ovino pré-refrigeracao (M0), pés-refrigeracao 24 (M1) e 48 (M4) horas,

teste de exaustéo 24 horas 120 (M2) e 240 (M3) minutos e 48 horas 120 (M5) e 240 (M6) minutos
nos grupos GGL, GGpL e GEL.

Refrigeracéao (h)

Meios 24 48
MO
M1 M2 M3 M4 M5 M6
ALH (Amplitude de deslocamento lateral da cabeca - pm)
GGL 6,9 7,7% 6,23 2,20 7,22 5,02 1,6°
+0,8 +0,9 +0,8 +2.8 +2.6 +3,1 +2.9
a a a bc a ab c
GGpL 6,9 7.7 6,5 2,2 7.5 5,9 1,2
+0,8 +0,8 +0,7 +2.8 +1,1 +2,2 +2.5
GEL 6,8  9,3° 8,12 1,6° 8,9% 5,1 1,2°
+0,7 +1,1 +14,2 +2.9 +1,3 +3,7 +2,9
BCF (Frequéncia de batimentos flagelares - Hz)
GGL 4322 422%  385%  20,0° 36,02 30,1 10,6¢
+3,2 +3,6 +3,5 +19,1 +9,1 +10,9 +15,3
GGDL 442% 43,62 39,72 17,8° 38,82 34,92 13,5°
p +2.8 +3,8 +2,9 +18,7 +3,1 +3,5 +15,8
GEL 439% 378% 358% 123 36,9%° 30,4° 7,0
+3,1 +4.8 +12.,8 +19,3 +3,1 +16,3 +14.,4
STR (Retilinearidade - %)
GGL 81,92 77,42 74,22 421" 66,5 58,32 24.8°
+4,3 +6,1 +8,6 +39,7 +17,0 +21,1 +35,3
GGDL 84,32 81,12 79,32 43,3 74,92 68,8%° 31,7¢
p +3,1 +4,8 +4,3 +40,3 +6,1 +8,2 +36,4
GEL 85,32 78,82 73,02 26,5° 76,12 62,12 16,2°
+4,1 +6,4 +25,7 +41,7 +7,3 +32,5 +33,6
LIN (Linearidade - %)
GGL 56,32 46,4%®  441% 25,7¢ 37,1 32,5 15,4°
+5,6 +6,8 +7,4 +25,8 +9,5 +12,0 +23,5
GGDL 58,6% 487%® 46,9 25.4° 43,1% 38,3 19,0¢°
p +5,1 +51 +3,8 +24.5 +4,6 +5,9 +22,2
GEL 59,62 431%®  446% 16,9° 421° 36,1° 8,5°
+5,7 +5,7 +17,7 +27,0 +5,2 +19,4 +17,4

Médias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma linha diferem entre si a P< 0,05 pelo teste de Tukey.
- GGL - Meio Glicina Gema Leite;

- GGpL - Meio Glicina Gema purificada Leite;

- GEL - Meio Glicina Extrato Leite.
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Os valores de retilinearidade (STR) sdo uma comparacao da linha reta com
a média das trajetérias, onde fornecem uma indicacdo da relacdo entre o espaco
ganho e a trajetoria geral do espermatozoide. Um alto valor de STR mostra que o
caminho médio seria proximo do caminho em linha reta e um valor baixo indica o
caminho médio mais curvilineo (MORTIMER, 1997). Neste trabalho os valores de
STR nao tiveram diferencas significativas (P>0,05) entre os tratamentos, nos
respectivos momentos.

Moustacas (2009) estudou o sémen ovino, comparando o meio Tris-
glicose-gema formulado com diversas concentracbes de LBD fresca e liofilizada
(8, 12, 16 e 20% para ambas). Para o parametro de deslocamento lateral da
cabeca (ALH) houve diferenca significativa (P<0,05) do meio LBD com 20% em
relacdo a todos os meios de LBD liofilizada. Ja para os parametros de linearidade
(LIN) e retilinearidade (STR) o meio Tris-glicose-gema e todos os meios com LBD
fresca obtiveram melhores resultados que os meios com LBD liofilizada.

O comportamento de todos os parametros ao longo dos momentos
apresentando declinio apés o teste de exaustdo pode estar relacionado ao
desgaste energético que ocorre com 0 Sémen durante 0S processos de
refrigeracdo (24 e 48 horas), pois este processo reduz o metabolismo celular, ndo
o abolindo por completo, conforme afirmam Loépez et al. (1999). Desta forma, os
espermatozoides tém, ao longo do tempo do teste de exaustdo, uma menor
quantidade de substratos disponiveis entre eles a frutose, presente nos meios
(SALAMON & MAXWELL, 2000).

Os parametros de integridade da membrana plasmatica, integridade de
acrossomo e cauda dobrada sédo apresentados na Tabela 4. Também para estes
parametros houve uma queda nos valores ao longo dos momentos de avaliacéo,
constatados pela diferenca significativa (P<0,05) entre eles. Para a de integridade
da membrana plasmética ndo houve diferenca significativa (P>0,05) entre os
meios nos momentos pré-refrigeracdo (GGL- 72,2% — GGpL- 77,2% — GEL-
75,1%), pés 24 horas de refrigeracdo (GGL- 62,7% — GGpL- 71,4% — GEL-
72,3%) e pos 48 horas de refrigeracdo (GGL- 57,5% — GGpL-66,8% — GEL-
71,2%). O mesmo fato também ocorreu para os parametros de integridade de

acrossomo e cauda dobrada (P>0,05).
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TABELA 4: Médias * desvio padrdo dos parametros de integridade total da membrana
espermatica e morfologia espermatica do sémen ovino pré-refrigeracdo (M0), pds-refrigeracio 24
(M1) e 48 (M4) horas, teste de exaustdo 24 horas 120 (M2) e 240 (M3) minutos e 48 horas 120
(M5) e 240 (M6) minutos nos grupos GGL, GGpL e GEL.

Refrigeracéao (h)

Meios 24 48
MO
M1 M2 M3 M4 M5 M6
Integridade de membrana plasmatica*
GGL 72,22 62,72 33,5 20,6 57,52 30,08 17,98
+10,4 +12,1 +13,5 +11,5 +16,6 +10,1 +8,2
GGDL 77,22 71,42 54,9°A 32,08 66,8 51,34 28,18
p +8,2 +8,7 +13,4 +15,3 +7,2 +20,0 +11,3
GEL 75,12  72,3® 576°A 391%A 71,2%  52,0%9% 345
+7,4 +11,4 +15,5 +22,7 +10,4 +19,9 +20,1
Integridade de acrossomo**
GGL 99,82 99 0% 95,5 93,7 98,1° 93,88 92 4%
+0,4 +0,8 +0,9 +1,6 +1,5 +1,3 +2,3
GGDL 99,82 99,62 95,8° 94 5"A 99,42 95,44 93,2%
p +0,4 +0,7 +0,9 +1,0 +0,6 +1,0 +0,7
GEL 99,92 99,72 94,7° 91,18 99,42 93,98 89,98
+0,3 +0,5 +1,0 +1,6 +1,0 +1,1 +2,2
Cauda dobrada**
oL 52 46 3,3 4.0% 5,42 3,5 4,2%
+1,8 +1,4 +1,3 +0,8 +1,7 +1,2 +1,4
a a a a a a a
GGpL 4,1 4,5 3,1 4,0 4,1 3,4 3,6
+1,2 +1,6 +1,2 +1,1 +1,5 +0,9 +1,0
GEL 5,0%  4,7%°¢ 3,4 4,8%° 5,02 3,2 4,73
+1,7 +1,7 +1,3 +1,1 +1,1 +0,9 +1,2

Médias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma linha diferem entre si a P< 0,05 pelo teste de Tukey.

Para o mesmo parametro, médias seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem entre si a P< 0,05
pelo teste de Tukey.

* Combinacgéo de sondas Fluorescentes Diacetato de carboxifluoresceina (DIC) e lodeto de Propidio (IP).
** Prepara¢@o Umida em solucéo de Glutaraldeido.

- GGL - Meio Glicina Gema Leite;

- GGpL - Meio Glicina Gema purificada Leite;

- GEL - Meio Glicina Extrato Leite.

Sousa (2002) comparando dois meios, Glicose Leite (GL) e Glicina Gema
Leite (GGL) obteve melhores resultados (P<0,05) para integridade de acrossomo

no meio GGL apoOs 24 horas de refrigeragcdo. Essa maior porcentagem de



37

acrossomos integros deve-se a presenca da gema de ovo no meio diluente GGL.
Segundo Maxwell & Salamon (1993) e Salamon & Maxwell (2000), a gema de ovo
atua prevenindo mudancas degenerativas do acrossomo.

Moustacas et al. (2011) observaram um maior numero de lesdes de
acrossomo, sendo o destacamento da regiao apical o principal deles. Isto ocorreu
com maior frequéncia nos meios com LBD liofilizada. Quinn et al. (1969)
demonstraram que a regido apical do espermatozoide ovino é mais susceptivel as
crioinjurias. Bencharif et al. (2008) e Ahmad et al. (2008) obtiveram maior
percentual de protecdo do acrossomo apds o descongelamento com 6% de LBD
no meio diluidor para espermatozoides de caninos e caprinos respectivamente.
Neste trabalho o maior percentual de acrossomos integros pode ser explicado
pelo fato de os espermatozoides nao terem passado pelo processo de
congelagcédo/descongelacao.

No parametro de integridade de membrana plasmatica foram observadas
diferencas significativas (P<0,05) entre os meios diluidores em 4 momentos
distintos. Nos momentos 2 e 3 (24 horas, 120 e 240 minutos) o meio diluidor GEL
foi superior em ambos ao meio diluidor GGL. J& o meio diluidor GGpL(54,9)
apresentou diferenca significativa (P<0,05) no momento 2 em relacdo ao meio
GGL(33,5), mas no momento 3 ndo houve diferenca entre esses. O mesmo fato
ocorreu durante os momentos 5 e 6 (48 horas, 120 e 240 minutos), onde 0 meio
GEL foi superior ao meio GGL em ambos os momentos. Este resultado mostra
gue o meio GEL teve uma maior eficiéncia na protecdo a membrana durante o
periodo do teste de exaustdo. O meio GGpL também apresentou resultados
superiores ao controle (GGL), mas no final do teste de exaustédo, para ambos os
periodos de refrigeracdo, ndo houve diferencas significativas (P>0,05) entre estes.
Esse achado confirma o papel da LBD na protecdo da membrana plasmatica dos
espermatozoides durante o resfriamento e a criopreservacao. Diversos autores
comprovaram esta funcédo das LBD nos seus trabalhos (PACE & GRAHAM, 1974,
FOULKES, 1977; WATSON, 1981a; MOUSSA et al.,, 2002; BERGERON &
MANJUNATH, 2006; TONIETO et al., 2010; MOUSTACAS et al., 2011; HU et al.,
2011).



38

Tonieto et al. (2010) testaram o uso das LBD associado ou ndo a Trealose
na congelacdo do sémen ovino. Durante as analises pos congelacdo obtiverem
diferenca significativa (P<0,05) para os meios diluidores com LBD e Trealose e
sem Trealose para os parametros de motilidade e integridade de membrana
plasmética. Os diluidores que continha 8% de LBD com 5% de glicerol e 8% de
LBD com 100 mM (miliMolar) de trealose, obtiveram resultados superiores aos
meios controle Tris-gema (20% gema de ovo) e a associacao de 8% de LBD com
5% de glicerol e 100 mM de trealose, para os parametros citados anteriormente.

Hu et al. (2011) trabalharam com diferentes concentracdes de LBD (7, 8 e
9%) em um meio base com Tris, em comparacao ao meio Tris com 20% de gema
de ovo na congelacdo do sémen bovino. Obtiveram diferencas significativas
(P<0,05) para os parametros de integridade do acrossomo e de membrana
plasmética, do meio contendo 8% de LBD para os demais testados.

Na integridade do acrossomo, também apareceram diferencas
significativas (P<0,05) para alguns momentos especificos. Assim como na
integridade de membrana plasmatica, foram nos momentos do teste de exaustao
que estas diferencas apareceram (momentos 3, 5 e 6). Diferentemente do
ocorrido na integridade de membrana, o meio que obteve melhores resultados foi
o GGpL, tendo resultados superiores, em um momento (5), aos demais meios e
nos outros momentos (3 e 6) ndo houve diferenca (P>0,05) em relagdo ao meio
GGL. Isso corrobora com os resultados obtidos por Tonieto et al. (2010) onde nao
houve diferenca significativa (P>0,05) entre os meios para a integridade do
acrossomo, nas analises feitas apds descongelacdo no sémen ovino.

Neste trabalho tanto o meio contendo LBD quanto o meio com gema
purificada conferiram maior protecdo a membrana plasmética e acrossomo,
respectivamente, durante o teste de exaustdo. Varias hipoteses sdo levantadas
nos estudos de qual o real mecanismo de atuagao das LBD sobre a membrana do
espermatozoide, mas este ainda ndo esta completamente elucidado.

Outro fator que pode estar associado a manutencdo da morfofisiologia do
espermatozoide € a formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS). Apesar do
sémen ter sido mantido em microtubos de polipropileno de 600uL (durante o

processo de refrigeracéo), praticamente repletos, a interface entre a tampa dos
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microtubos e a superficie do sémen pode conter oxigénio suficiente para manter o
metabolismo aerdbico. Dentro de um meio aerébico ou mesmo parcialmente
aerobico, a producdo de ROS ¢ inevitavel, levando aos problemas anteriormente
citados (LOPEZ et al., 1999). Ja durante o teste de exaustio o sémen era
transferido para microtubos de polipropileno de 1,5 mL onde era acrescido 30%
do meio original, portanto durante esse teste a quantidade de oxigénio dentro do
tubo era muito maior, se comparado a refrigeracdo, o que leva a uma maior
formacao de ROS.

Para Maxwell & Watson (1996), a incubacdo do sémen ovino a 37°C
durante 6 horas levaria estes processos, assim como um decréscimo significativo
da fertilidade tanto no sémen a fresco como no congelado. A maior formacao de
ROS durante o teste de exaustdo pode ser um dos fatores que contribuiram para
um menor desempenho do meio GGL frente aos outros, no parametro da
integridade de membrana.

Segundo Vishwanath & Shannon (2000), a gema de ovo seria uma
importante fonte de aminoacidos aromaticos para a formacéo de radicais livres,
principalmente de perdxidos de hidrogénio (H20,), e a taxa de formacgédo de ROS
teria relacdo direta com a da concentracdo de gema de ovo no meio diluente.
Frente a isto, torna-se importante uma reducéo na concentracdo da gema de ovo

ou mesmo sua substituicdo, reduzindo assim também a producgéo de ROS.
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7. IMPLICACOES

- A “purificagdo” da gema de ovo, com a metodologia empregada neste trabalho,
pode ser uma alternativa para o incremento nos parametros de morfologia
espermética e integridade de membrana plasmatica. Novos estudos devem ser
realizados para o aprimoramento metodolégico da “purificagdo” e definicdo do
mecanismo de ag¢ao da gema “purificada”, bem como a determinagdo dos

constituintes presentes apds a “purificagao”;

- Ha indica¢bes de que a fracao lipoproteica de baixa densidade da gema de ovo
€ responsavel pela protecdo da membrana plasmatica frente ao processo de
refrigeracdo e congelacédo (PACE & GRAHAM, 1974; FOULKES, 1977; WATSON
1981a; MOUSSA et al., 2002). Neste sentido, estudos mais completos devem ser

feitos para descobrir o real mecanismo de protecdo da membrana plasmaética;

- Atribui-se aos constituintes da gema de ovo um importante papel na geracéo dos
ROS durante o processo de refrigeracdo e congelacdo (LOPEZ et al., 1999;
VISHWANATH & SHANNON, 2000). Estudos devem ser direcionados para
constatacdo das implicacfes, que a reducdo da gema de ovo ou de sua

substituicdo nos meios diluidores tem sobre a formacéo dos ROS;

- O processo de extracdo das lipoproteinas de baixa densidade pode ainda ser
incrementado, no intuito de se determinar com precisao os ingredientes presentes
nesse extrato, visando a confeccdo de meios quimicamente definidos, ampliando

as fronteiras biotecnolégicas na utilizacdo do sémen ovino.
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8. CONCLUSOES

Diante das condi¢cdes experimentais e com base nos dados obtidos,

conclui-se:

1. A gema de ovo “purificada” mostrou-se capaz de substituir a gema de
ovo in natura no meio diluente Glicina Gema Leite sem prejuizos aos parametros

morfofisioldgicos dos espermatozoides no sémen refrigerado ovino;

2. A substituicdo da gema de ovo in natura pelo extrato de lipoproteinas de
baixa densidade, no meio diluente Glicina Gema Leite para refrigeracdo do sémen
ovino € vidvel sem prejuizos aos parametros morfofisiologicos dos

espermatozoides;

3. A gema de ovo “purificada” e o extrato de lipoproteinas de baixa
densidade conferiram um incremento nos parametros de morfologia espermatica

para o sémen refrigerado ovino.
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IMPLICACOES DA UTILIZACAO DO EXTRATO DE LIPOPROTEINAS DE
BAIXA DENSIDADE E DA GEMA DE OVO “PURIFICADA”, SOBRE A
MOTILIDADE TOTAL E PROGRESSIVA DO SEMEN OVINO REFRIGERADO
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RESUMO
Objetivou-se estudar os efeitos do extrato de lipoproteina de baixa densidade e da gema de

ovo “purificada” sobre os parametros de motilidade total (MT) e motilidade progressiva
(MP), nos espermatozoides ovinos refrigerados por 24 e 48 horas e submetidos a um teste
de exaustdo de 4 horas. Foram utilizados 20 ejaculados, colhidos através de vagina
artificial de 5 carneiros da raca Dorper. Apds avaliages macro e microscopicas 0 sémen
era diluido em 3 tratamentos nos meios diluentes Glicina Gema Leite (controle), Glicina
Gema purificada Leite e Glicina Extrato Leite. Realizadas as dilui¢cbes era feita a primeira
analise denominado MO (momento 0). Realizadas as analises em todos os tratamentos as
aliquotas eram encaminhadas para a refrigeracdo na geladeira Minitube em um dispositivo
de incubacdo. Apos 24 horas de refrigeracédo as aliquotas eram analisadas novamente. Feita
a analise as aliquotas remanescentes eram submetidas a um teste de exaustdo durante 4
horas e as anélises eram repetidas aos 120 e 240 minutos. Os mesmos procedimentos eram
repetidos para as aliquotas refrigeradas por 48 horas. Para o parametro de motilidade total
(MT) ndo houve diferenca significativa (P<0,05) entre os tratamentos. Entre 0s momentos
houve diferenca significativa (P>0,05) entre 0s momentos iniciais e 0s momentos do teste
de exaustdo. No parametro de motilidade progressiva em dois momentos (M2 e M4), os
meios Glicina Gema purificada Leite e Glicina Extrato Leite apresentaram resultados
superiores ao meio Glicina Gema Leite. Este resultado mostra, que a substituicdo da gema
de ovo in natura pelo extrato de lipoproteinas de baixa densidade ou pela gema
“purificada”, pode ser feita sem prejuizos aos parametros de motilidade dos
espermatozoides ovinos refrigerados por 24 e 48 horas.

Palavras chave: Lipoproteinas de baixa densidade; ovino; sémen refrigerado.
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IMPLICATIONS OF THE USE OF EXTRACT OF LOW DENSITY
LIPOPROTEINS AND AN EGG YOLK PURIFIED ON THE MOTILITY TOTAL
AND PROGRESSIVE IN RAM SEMEN COOLED BY 24 AND 48 HOURS

ABSTRACT

The objective was to study the effects of the extract of low density lipoprotein and egg
yolk purified on parameters total motility (TM) and progressive motility (PM) on the ovine
spermatozoa cooled for 24 and 48 hours and subjected to an exhaustion test of 4 hours. We
used 20 ejaculates collected by artificial vagina from 5 Dorper sheep. After macroscopic
and microscopic assessments the semen was diluted with 3 treatments in the extenders
Glycine Yolk Milk (control), Glycine purified Yolk Milk and Glycine Extract Milk.
Dilutions performed the first analysis was done called MO (moment 0). Performed the
analysis for all treatments aliquots were sent to the cooling in the refrigerator Minitube in a
device incubation. After 24 hours of cooling the aliquots were analyzed again. After the
analysis the remaining aliquots were subjected to an exhaustion test for 4 hours and
analysis were repeated at 120 and 240 minutes. The same procedures were repeated for
aliquots refrigerated for 48 hours. For the parameter of total motility (TM), there was no
significant difference (P <0.05) among treatments. Between times there was a significant
difference (P> 0.05) between the initial moments and the moments of exhaustion test. In
the parameter of motility at two moments (M2 and M4), the means Glycine purified Yolk
Milk and Glycine Extract Milk showed better results in extender Glycine Yolk Milk. This
result shows that the substitution of fresh egg yolk by extract of low density lipoproteins or
by the "purified" yolk can be made without altering the parameters of motility sheep
spermatozoa cooled for 24 and 48 hours.

Key words: low density lipoprotein; ram; cooling semen.
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IMPLICACIONES DEL USO DE EXTRACTO DE LIPOPROTEINAS DE BAJA
DENSIDAD Y YEMA DE HUEVO PURIFICADA EN LA MOTILIDAD TOTAL Y
PROGRESIVA DE SEMEN DE OVINOS REFRIGERADO POR LA 24 'Y 48
HORAS

RESUMEN
El objetivo fue estudiar los efectos del extracto de lipoproteina de baja densidad y yema de
huevo purificada en los parametros de la motilidad total (TM) y la motilidad progresiva
(MP) en los espermatozoides de las especies ovina enfriado durante 24 y 48 horas y se
sometio a una prueba de agotamiento de 4 horas. Se utilizaron 20 eyaculados recogidos por
vagina artificial a partir de 5 ovinos Dorper. Después de evaluaciones macroscopicas y
microscopicas del semen se diluy6 con 3 tratamientos en los medios extensores Glicina
Yema Leche (control), Glicina Yema purificado Leche y Glicina Extracto Leche. Realiz6
diluciones el primer analisis se realizd llamada MO (momento 0). Realizé el analisis para
todos los tratamientos, alicuotas fueron enviados a la refrigeracion en el refrigerador
Minitube en un dispositivo de incubacion. Después de 24 horas de refrigeracion las
alicuotas fueron analizadas de nuevo. Después del andlisis de las alicuotas restantes fueron
sometidos a una prueba de agotamiento durante 4 horas y el analisis fue repetido a 120 y
240 minutos. EI mismo procedimiento se repite para alicuotas refrigerado por 48 horas.
Para el parametro de la motilidad total (TM) no hubo diferencias significativas (P <0,05)
entre los tratamientos. Entre los tiempos hubo una diferencia significativa (P> 0.05) entre
los primeros momentos y los momentos de prueba de agotamiento. En el parametro de la
movilidad en dos (M2 y M4), los medios Glicina Yema purifica Leche y de Glicina
Extracto Leche mostré mejores resultados que lo medio Glicina Yema Leche. Este
resultado muestra que la sustitucion de la yema de huevo fresco por extracto de
lipoproteinas de baja densidad e la yema de huevo "purificada" se puede hacer sin alterar

los parametros de motilidad de los espermatozoides ovinos refrigerados por 24 y 48 horas.

Palabras Clave: Lipoproteinas de baja densidad; ovino; semen refrigerado
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INTRODUCAO

Com o aumento na demanda por carne de qualidade, a criacdo de ovinos se tornou
uma alternativa de ganho extra para pequenos e grandes produtores. Visando viabilizar
economicamente essa producdo é necessario um incremento no manejo reprodutivo,
buscando um melhor aproveitamento do potencial produtivo das matrizes e reprodutores.

Para a maximizacdo do desempenho dos machos, as biotécnicas envolvendo o
sémen vém se aprimorando, levando a utilizacdo de animais superiores em um maior
namero de matrizes no periodo de cobertura. Dentre elas a inseminag&o artificial cervical
superficial utilizando-se sémen in natura, ou diluido é de extrema importancia, pois ndo
requer utilizacdo de equipamentos sofisticados nem treinamento técnico sofisticado para a
sua realizacéo.

O meio diluidor de sémen exerce importante papel no processo da criopreservagao
e a variagdo em sua composicdo influencia as taxas de sobrevivéncia espermatica apos a
refrigeracdo. Nas ultimas décadas, dezenas de formulacGes de meios diluidores tém sido
propostas e varios tipos de substancias crioprotetoras foram incorporadas em suas
composicdes. As substancias, com reconhecida agdo crioprotetora, atualmente mais
utilizadas sdo a gema de ovo e o glicerol.

Devido seu efeito benéfico sobre a conservacao de espermatozoides, a incorporacao
de gema de ovo (1,5 a 50%) aos diluidores é de uso consagrado sendo o constituinte mais
prevalente em boa parte das formulacGes. A gema de ovo associada a outros ingredientes
previne o choque térmico, preserva a motilidade e a integridade das membranas
plasmaticas e acrossomal (AMIRAT et al.,, 2004). Atua também, como um protetor
osmotico, permitindo uma maior tolerancia dos espermatozoides a solugdes hipo e
hiperosmoticas. A protecdo que exerce durante a criopreservacao se deve a sua adesdo a
membrana plasmatica, especialmente dada pela fracdo lipoprotéica de baixa densidade
(LBD) (MOUSSA et al., 2002; BERGERON e MANJUNATH, 2006).

Porém, nos ultimos anos a sua utilizagdo tem sido questionada devido a
variabilidade em sua composicdo e risco sanitario em veicular agentes microbiologicos
especificos para regides isentas, consequente a deficiente rastreabilidade de sua origem. Ha
também um constante risco potencial de contaminagao por microrganismos como bactérias
e micoplasmas, que podem acarretar na geracdo de endotoxinas deletérias a capacidade
fertilizante do espermatozoide (BOUSSEAU et al., 1998; GIL et al., 2003).
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Vérias técnicas de refrigeracdo sdo empregadas utilizando-se refrigeradores
estacionarios bem como sistemas de refrigeracdo e transporte. Com isso, surgiu a
necessidade de aprimorar e testar meios diluidores para preservar, por um maior periodo de
tempo, as caracteristicas dos espermatozoides e sua capacidade fertilizante.

Neste contexto, propde-se avaliar a utilizagcdo do extrato de lipoproteinas de baixa
densidade (LBD) e da gema de ovo “purificada”, como constituintes de meios diluidores
utilizados na refrigeracdo do sémen ovino.

MATERIAL E METODOS
Animais experimentais

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Estudos em Biotecnologia da
Reproducdo de Ovinos e Caprinos na do Departamento de Reproducdo Animal e
Radiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP —
Botucatu — SP.

Foram selecionados por meio de exame androldgico 5 carneiros da raca Dorper
com idade entre 1 e 4 anos. No momento da chegada todos os animais foram pesados (51
Kg a 100 Kg), vermifugados conforme seus pesos e mantidos, durante o periodo
experimental, sob as mesmas condicdes de instalagdes, alimentacdo e manejo. O sémen foi
colhido por meio de vagina artificial aquecida a 42°C com copo coletor graduado pré-
aquecido a 37°C. Foram colhidos 4 ejaculados de cada carneiro, perfazendo um total de 20
amostras.

Delineamento experimental

Cada uma das amostras de sémen obtidas, apds analise em suas caracteristicas
macro e microscopicas, eram diluidas na proporcdo final de 1 x 108
espermatozoides/100uL, nos trés meios diluidores, constituindo-se assim o0s trés
tratamentos experimentais pareados com a seguinte denominagéo:

Meio GGL — Fracdo diluida em meio Glicina Gema Leite e considerada como controle dos
demais tratamentos;

Meio GGpL — Fragdo diluida em meio Glicina Gema purificada Leite;

Meio GEL - Fracéo diluida em meio Glicina Extrato Leite.

Para cada tratamento eram constituidas duas aliquotas a fim de que uma fosse
refrigerada por 24 horas e outra por 48 horas, perfazendo-se entdo seis aliquotas para cada

uma das coletas. Ao final do periodo de refrigeracdo (24 ou 48 horas), um conjunto de
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aliquotas representando cada um dos tratamentos, era destinado ao Teste de Exaustdo com
duracgéo de 240 minutos.

Em cada uma dessas etapas o sémen era avaliado quanto as caracteristicas de
cinética e morfologia espermaticas constituindo-se sete conjuntos de anélises de acordo
com o momento de sua realizagéo:

MO — (Momento 0): imediatamente apds a adicdo dos meios diluidores;

M1 — (Momento 1): apoés refrigeracao por 24horas, ao inicio do teste de exaustao;

M2 — (Momento 2): apds refrigeracdo por 24horas, e com 120 minutos do inicio do teste
de exaustéo;

M3 — (Momento 3): ap0s refrigeracdo por 24horas, e com 240 minutos do inicio do teste
de exaust&o;

M4 — (Momento 4): apos refrigeracdo por 48horas, ao inicio do teste de exaustao;

M5 — (Momento 5): apds refrigeracdo por 48horas, e com 120 minutos do inicio do teste
de exaust&o;

M6 — (Momento 6): apos refrigeracdo por 48horas, e com 240 minutos do inicio do teste
de exaustéo.

Confeccéo dos meios diluentes

Foram confeccionados trés meios com base no diluente Glicina Gema Leite e
isentos de glicerol (GONZALEZ et al., 1996) (Anexo I) sendo na formulacdo original
empregada a gema de ovo in natura (20%), constituindo-se o controle (GGL), e 0s outros
dois denominados meio Glicina Gema purificada Leite (GGpL) pela completa substituicdo
do constituinte gema de ovo pela gema de ovo purificada na formulacdo e meio Glicina
Extrato Leite (GEL) pela completa substituicdo do constituinte gema de ovo pelo extrato
de LBD na formulag&o.

Foram coletadas as gemas de dez ovos frescos provenientes de galinhas criadas e
mantidas em sistemas de producdo segundo o conceito organico e com alimentacao
variada. Os ovos foram quebrados manualmente sendo separada a gema do albdmen. Para
total remocéo da chalaca e dos restos de albumen impregnados na membrana vitelinica, as
gemas foram cuidadosamente roladas em papel filtro, apds foram mecanicamente rompidas
e o seu contetido coletado em um copo Becker mantido em gelo, formando um “pool” de

aproximadamente 150 ml. Este “pool” foi dividido em 3 fragdes para confec¢dao dos meios
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diluidores, Glicina Gema Leite (GGL) com gema in natura; meio com gema
centrifugada/dialisada/centrifugada (GGpL); e meio com extrato das LBD (GEL).
Purificacdo da gema de ovo

A purificagdo foi feita tendo como base alguns passos da extragdo das LBD, com o
objetivo de remocéo por centrifugacdo e dialise, de grumos, particulas sélidas e eletrolitos
presentes na gema de ovo in natura.

Parte do “pool” das gemas de ovo, foi separada, e diluida 1:1 em solugao salina
isotonica (0,17 M NaCl) e misturada por uma hora em um agitador vortex, e sob
refrigeracdo a 4°C, sendo em seguida centrifugada (1%ent.) a 10.000xg por 45 minutos a
4°C e o sobrenadante centrifugado (2%cent.) novamente sob refrigeracao por igual tempo e
intensidade, para remocdo completa dos granulos. Depois das duas centrifugacbes o
sobrenadante, livre de granulos, foi colocado para ser dialisado por um periodo minimo de
8 horas tendo como eluente a 4gua destilada, em reservatério de troca de 1000mL, num
sistema de fluxo continuo com volume de troca de 125 ml/hora e em temperatura
controlada entre 4 e 5,5°C. Foi utilizada membrana de celulose regenerada, com tamanho
de 33x21mm, peso molecular de 12.000-16.000 e porosidade de 25 angstrons (INLAB
Diagnostica — Cdd. 133 — Diadema — SP). Apds a didlise foi realizada nova centrifugacdo
(3#cent.) por 45 minutos a 10.000xg. sob refrigeracéo a 4°C. O sobrenadante purificado foi
coletado e armazenado no freezer de -20°C em tubos do tipo Falcon de 50 ml, para
posterior confec¢do do meio diluente (GGpL) para refrigeragéo.

Extracéo das lipoproteinas de baixa densidade

A extracdo das lipoproteinas de baixa densidade (LBD) foi realizada seguindo o
método descrito por Moussa et al., (2002). Para isto a gema de ovo foi diluida 1:1 com
solugéo salina isotonica (0,17 M NaCl) e misturada por uma hora em um agitador vortex, e
sob refrigeracdo a 4°C., em seguida centrifugada (1%cent.) por 45 minutos a 4°C por
10.000xg e o sobrenadante centrifugado (2%cent.) novamente por igual tempo, intensidade
e temperatura, para remogdo completa dos granulos. O plasma da gema de ovo foi
misturado com o sulfato de aménia saturado a 40% por uma hora no mesmo sistema
fechado e refrigerado e com solucdo de hidroxido de sodio (NaOH 0,1 M), e ajuste ao
pH8,7 em temperatura de 4°C. Na sequéncia a solucdo foi centrifugada (3%cent.) a
10.000xg por 45 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante coletado para ser dialisado por um

periodo minimo de 8 horas tendo como eluente a 4gua destilada, em reservatorio de troca
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de 1000mL, num sistema de fluxo continuo com volume de troca de 125 ml/hora e em
temperatura controlada entre 4 e 5,5°C. Foi utilizada membrana de celulose regenerada,
com tamanho de 33x21mm, peso molecular de 12.000-16.000 e porosidade de 25
angstrons. Cada membrana tinha capacidade méaxima, calculada conforme dimensoes, de
90 ml. Observava-se 0 maximo preenchimento da membrana para minimizar a entrada de
eluente, evitando-se a diluicdo da solucdo. Apds a didlise, foi realizada a ultima
centrifugacdo (4%cent.), novamente a 10.000xg por 45 minutos e o sobrenadante residual,
rico em LBD foi coletado.

O extrato foi entdo acondicionado em tubos do tipo Falcon de 50 ml, armazenados
em freezer de -20°C, para posterior confeccdo do meio diluente (GEL) para refrigeracao.
Colheita e diluicédo do sémen

O volume ejaculado foi determinado pela graduacdo do copo coletor e dez
microlitros (L) de sémen foram diluidos em quatro mililitro (ml) de dgua destilada (taxa
de diluicdo de 1:400 — volume:volume — v:v) para determinacdo da concentracdo
espermatica em camara de Neubauer.

Determinada a concentracdo espermatica foram feitas as dilui¢des do ejaculado a
37°C para posterior refrigeracdo. Cada uma das amostras de sémen obtidas foi diluida na
proporcdo final de 1 x 10% espermatozoides/100pL, nos trés meios diluidores, sendo
constituidas duas aliquotas para cada tratamento a fim de que uma fosse refrigerada por 24
horas e outra por 48 horas, perfazendo-se entdo seis aliquotas para cada uma das coletas.
Cada aliquota foi colocada em microtubos de fundo cénico de polipropileno de 600uL, de
tal maneira a ocupar a capacidade maxima do microtubo e que nenhum espaco ficasse apds
o seu fechamento, que pudesse conter bolha de ar.

Antes do inicio da refrigeracdo, os microtubos com o sémen diluido foram
mantidos em bloco térmico a 37°C, e de cada aliquota foi tomada uma amostra de 10 uL e
diluida na proporcao 1:20 (v:v) numa solucéo de X-Cell® para realizacdo das andlises das
motilidades (MO).

Refrigeracéo e teste de exaustdo do sémen

Realizadas as analises, as aliquotas foram transferidas a um dispositivo (BICUDO
et al., 1991) com capacidade para 12 microtubos (2 carneiros, 6 amostras cada um), que
havia sido mantido em estufa a 37°C. O conjunto foi entdo levado a geladeira Minitube, ja

previamente resfriada a 5°C, e mantido 1a por 48 horas. As amostras destinadas a analise e
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teste de exaustdo, apds 24 horas de refrigeragdo, foram retiradas todas de uma sé vez,
reduzindo-se assim o tempo de abertura da geladeira e evitando-se o risco de elevacdo da
temperatura interna. Apds 48 horas de refrigeracdo o dispositivo era retirado com as
aliqguotas remanescentes para analise e teste de exaustdo. Foram utilizados
simultaneamente trés dispositivos de refrigeracdo para realizacdo do experimento.

Apls 24 horas, avaliou-se uma aliquota de sémen de cada grupo (M1).
Previamente, as amostras foram transferidas para microtubos de fundo cénico de
polipropileno de 1,5 ml, aquecidas e estabilizadas em bloco térmico a 37°C, sendo
acrescido 30% do meio diluente original & aliquota inicial (PAGANINI FILHO, 1999) em
cada tratamento (GGL, GGpL e GEL). A seguir realizou-se uma dilui¢do de 1:20 (v:v) em
solucdo X-Cell® para proceder-se as analises computadorizada das motilidades.

Os mesmos procedimentos e analises foram realizados ap6s 48 horas de
refrigeracdo (M4) com as aliquotas remanescentes na geladeira Minitube.

Apbs a retirada da geladeira Minitube e das andlises pos-refrigeracdo, as aliquotas
foram submetidas a um teste de exaustdo no bloco térmico a 37°C durante 240 minutos
(PAGANINI FILHO, 1999) sendo repetidas as analises computadorizada das motilidades
aos 120 minutos (M2 e M5) e 240 minutos (M3 e M6) da incubacg&o. Esse teste foi feito
tanto para as aliquotas refrigeradas por 24 horas, quanto as refrigeradas por 48 horas.
Analise computadorizada da cinética espermatica (CASA)

A andlise da cinética espermatica foi realizada utilizando-se Hamilton Thorn
Motility Analyser — HTMA (IVOS 12 — Hamilton Research — Beverly, MA, USA) em
camara de Makler a 37°C. Avaliaram-se em trés campos, o primeiro escolhido pelo
operador e outros dois aleatdrios, os parametros (SOUSA et al., 1999):

e MT - Motilidade total (%);
e MP - Motilidade progressiva (%).
Anélise estatistica

Como havia interesse em se comparar 0s tratamentos e 0os momentos (Teste de
Exaustdo), os dados foram analisados em um delineamento de blocos ao acaso, com trés
tratamentos (GGL, GGpL e GEL), 7 momentos (momento 0, momento 1, momento 2,
momento 3, momento 4, momento 5 e momento 6) e 5 blocos (carneiros). Para a analise
dos dados utilizaram-se as médias dos valores obtidos das quatro amostras. Como as

variaveis apresentaram distribuicdo normal e homogeneidade de variancias, foi utilizada a
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analise de variancia (ANOVA), seguido do teste de Tukey. O nivel de significancia
utilizado foi de 5% (FISHER & BELLE, 1993). Foi utilizado o programa SPSS 16.0 para
software Windons® (Statistical Package for Social Sciences, Inc., Chicago, IL, EUA).
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios e respectivos desvios padrdo das motilidades total (MT) e
progressiva (MP) apds as diluicdes nos meios Glicina Gema Leite (GGL), Glicina Gema
purificada Leite (GGpL) e Glicina Extrato Leite (GEL), apos a refrigeracdo e teste de
exaustdo em todos os momentos, sdo apresentados na Tabela 1.

A gema de ovo € um componente comum na composi¢do da maioria dos meios
diluidores, protegendo as células espermaticas contra o choque térmico e osmético durante
0 processo de criopreservacdo (MAXWELL & SALAMON, 1993; MAXWELL &
WATSON, 1996; SALAMON & MAXWELL, 2000; BARBAS & MASCARENHAS,
2009).

Numerosos estudos tém demonstrado que existe uma grande variacdo na
composicdo da gema de ovo quanto aos niveis de acidos graxos, fosfolipidios e colesterol,
devido a linhagem das galinhas, idade do ovo e nutri¢do das aves, resultando em diferencas
na criopreservacao (SU et al., 2008; SILVA et al., 2008).

A gema de ovo atua na superficie da membrana plasmatica, restaurando a perda de
fosfolipidios e, aparentemente, induzindo alteracdo transitoria de sua composicao,
prevenindo a ruptura da membrana plasmatica (FARSTARD, 1996). Os fosfolipidios que
compde a fracdo das lipoproteinas de baixa densidade (LBD) da gema de ovo protegem o
sémen, especificamente durante o processo de refrigeracdo a 5 °C (MEDEIROS et al.,
2002; MOUSSA et al., 2002).

No presente estudo os vinte ejaculados obtidos dos cinco carneiros apresentaram
volume médio de 1,41 + 0,26 ml e uma concentracdo média de 4,71 + 1,08 x 10°
espermatozoides/ml. O sémen utilizado para as avaliagbes encontrava-se dentro dos
padrdes esperados para a espécie, pois segundo Henry & Neves (1996) e Karagiannidis et
al., (2000), o volume meédio do ejaculado ovino € de aproximadamente 0,7 a 2 ml e para
Boundy (1993) o sémen ovino de boa qualidade contem aproximadamente de 3,5 a 6,0 x
10° espermatozoides/ml.

O procedimento de diluicdo na solucdo de X-Cell® fez-se necessario pela alta

concentracdo espermatica das amostras, que inviabiliza as analises computadorizada,
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devido ao cruzamento das trajetdrias dos espermatozoides, e para facilitar a analise de
integridade das membranas espermaticas, ratificando observacdes feitas em equinos por
Varner et al., (1991), Malmgren (1997) e Ferreira (2000).

Comparando-se os tratamentos (GGL, GGpL e GEL), a media da motilidade total
(MT) néo houve diferenca significativa (P>0,05) em nenhum dos momentos. Na
comparacdo das medias de motilidade progressiva (MP) houveram 2 momentos onde
houve uma diferenca significativa (P<0,05) entre os tratamentos. No M2 (momento 2; teste
de exaustdo com 120 minutos) a media do tratamento GGpL (39,7%) foi superior ao
tratamento controle GGL (21,5%) e igual ao tratamento GEL (28,9%). No M4 (momento
4) pos 48 horas de refrigeracdo a media do tratamento GEL (49,2%) foi superior a do
tratamento GGL (31,2%) e igual a do tratamento GGpL (41%).

Na refrigeracdo, o0s espermatozoides submetidos a variagdo de temperatura,
principalmente entre 30 e 0°C, sofrem uma perda prematura da motilidade e reducdo da
producdo de energia (WATSON, 2000; MEDEIROS et al., 2002).

Gil et al. (2003), comparando o efeito sobre os parametros espermaticos durante a
refrigeracdo a 5°C, entre um meio a base de leite contendo 5% (M5), 10% (M10), 15%
(M15) e 20% (M20) de gema de ovo, glicerolizado a 15°C com um meio comercial
(Bioexcell® - IMV, L’Aigle, Franga), observaram que nio houve diferenga significativa no
aumento da concentracdo de gema de ovo acima de 10%, nas motilidades total/progressiva
(M5 — 82/66%, M10 — 81/62%, M15 — 84/61% e M20 — 82/61%).

Moussa et al. (2002) ao desenvolverem o método de extracdo, utilizado como base
deste experimento, fez 2 experimentos com sémen bovino comparando dois meios
diluentes, Triladyl® (Minitube, Tiefenbach, Alemanha) a base de gema de ovo e
Biociphos® (IMV, L’Aigle, Franga). No primeiro experimento utilizaram diferentes
concentragdes do extrato de LBD (2,5, 5, 10, 15 e 20%) no meio em comparagdo aos meios
Triladyl® e Biociphos®. Obtiveram resultados significativamente superiores para 0s
parametros de motilidade para os meios Biociphos® e o meio com 10% de LBD em
comparacdo ao meio Triladyl®. No segundo experimento compararam as concentracdes
entre 5 e 10% de LBD com os meios Triladyl® e Biociphos®. Chegaram & conclusdo que a
concentracédo ideal de LBD no meio é de 8% onde teve diferencas significativas (P<0,05)
para os parametros de motilidade em comparacdo ao meio Triladyl®. Quando comparado

a0 meio Biociphos® ndo houve diferenca significativa (P>0,05) nos parametros estudados.
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Corcine et al. (2004) estudando sémen canino resfriado a 5°C obtiveram melhores
resultados de motilidade com a utilizacdo das LBD. No experimento utilizou como base o
meio diluente Tris-Glucose (TG) com diferentes concentracfes de LBD (6, 8 e 10%)
comparado ao controle com 20% de gema de ovo. Os pardmetros de motilidade foram
avaliados com 24, 48, 72 e 96 horas e em todos os momentos a diferenca foi significativa
(P<0,01) do controle em comparagdo com 0s meios com LBD.

Hu et al. (2011) estudaram os parametros pos-descongelacdo do sémen bovino com
meios a base de Tris contendo LBD (7, 8, 9% e 20% controle). Obteve diferenca
significativa (P<0,05) superior para o parametro de motilidade o meio com 8% de LBD.

Com relacdo a Motilidade Total (MT) ndo houve diferenca significativa (P>0,05)
entre 0 MO (momento 0), M1 e M4 (momentos 1 e 4; pds-refrigeracdo 24 e 48 horas) para
todos os tratamentos. Entretanto, observou-se diferenga significativa (P<0,05) nos valores
da motilidade total (MT) no teste de exaustdo em relacdo aos momentos iniciais. Para
Maxwell & Salamon (1993), a reducdo da motilidade e da integridade morfologica dos
espermatozoides foram as mudancas mais observadas na refrigeracdo do sémen ao longo
do tempo. Sousa (2002), avaliando o desempenho do container Equitainer® (Hamilton-
Thorne Research, Beverly, MA, USA), sistema de refrigeracdo e transporte, no sémen de
ovino utilizando o meio GGL com 20 % de gema de ovo, obteve diferenca significativa
(P<0,05) para o parametro de motilidade total (MT) entre os momentos pds-refrigeracao e
teste de exaustdo condizendo com os resultados obtidos neste experimento.

Como no trabalho de Sousa (2002) ao final das 4 horas do teste de exaustdo, o
sémen refrigerado por 24 horas mostrou-se superior ao refrigerado por 48 horas para 0s
parametros de MT e MP. Apesar de ndo avaliado, este fato pode ser atribuido por hipotese
ao maior consumo energético durante o periodo de refrigeracdo, com consequente posterior
reducdo do metabolismo e morte celular ou a lesdes morfofuncionais dos espermatozoides.
CONCLUSAO

A gema de ovo “purificada” e o extrato de lipoproteinas de baixa densidade podem
substituir a gema de ovo in natura no meio diluente Glicina Gema Leite, sem alterar o0s

parametros de motilidade do sémen ovino refrigerado.

Projeto de pesquisa aprovado no CEEA numero: 200/2008.
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1 IMPLICACOES DA UTILIZACAO DO EXNTRATO DE LIPOPROTEINAS DE
2 BAIXA DENSIDADE EM SUBSTITUICAO AAGEMA DE OVO, SOBRE A
3 MOTILIDADE TOTAL E PROGRESSIVA DO SEMEN OVINO REFRIGERADO
4 POR 24 E 48 HORAS
5
6
7 TABELA 1: Médias + desvio padrdo dos pardmetros de cinética espermatica (motilidades)
8 avaliados no sistema computadorizado do sémen ovino pré-refrigeracéo (MO0), pos-refrigeracio 24
9 (M1) e 48 (M4) horas, teste de exaustdao 24 horas 120 (M2) e 240 (M3) minutos e 48 horas 120
10  (M5) e 240 (M6) minutos nos grupos GGL, GGpL e GEL.
Refrigeracéao (h)
Meios 24 48
MO
M1 M2 M3 M4 M5 M6
MT (Motilidade total - %)
GGL 91,8 87,4%* 490"  8,9° 71,7  235° 5,1°
4,2 +14,4 +25,1 +14,3 +27,7 +18,7 19,2
GGoL 90,4* 90,5* 66,8 14,0™ 74,3%  288° 4,4°
P +6,0 +6,9 +23,1 +22,0 +20,0 +23,0 +7,8
GEL 90,52 90,6° 49,6" 6,9¢ 83,42 39,72 10,6°
5,4 +4,6 +37,5 +14,4 +18,8 +37,1 +27,8
MP (Motilidade progressiva - %)
GGL 62,1> 51,1 2158 32¢ 312" 6,1 0,9
+8,0 +14.4 +16,8 +7,0 +17,3 +6,3 +2,8
GGoL 64,6° 61,8% 397"  6,9° 41,08 11,3° 1,3°
P 5,2 +10,2 +19,8 +13,7 +17,7 +14,3 +3,7
GEL 66,4 56,9 28,98  24° 492" 21,0 57%
+4,6 +14,2 +23,9 +6,3 +18,9 +22,7 +15,9
11 Médias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma linha diferem entre si a P< 0,05 pelo teste de Tukey.
12 Para o mesmo parametro, médias seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem entre si a P< 0,05
13 pelo teste de Tukey.
14 - GGL - Meio Glicina Gema Leite;
15 - GGpL - Meio Glicina Gema purificada Leite;

16 - GEL - Meio Glicina Extrato Leite.
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11. ANEXO |

11.1. MEIO PARA REFRIGERACAO DO SEMEN

MEIO DILUIDOR

INGREDIENTE
— GGL GGpL GEL
Solucéo A
Glicina - Botica ao veado d’ouro 0,429 0,429 0,42¢g
Citrato de sédio 0,899 0,899 0,899
Agua destilada 30mL 20mL 30mL
Solucédo B
Frutose 0,99 0,99 0,99
Agua destilada 30mL 20mL 30mL
Solucao A+B
Aminacina 0,012g 0,012g 0,012g
MEIO |
Solucdo A+B 60mL 40mL 60mL
Gema de ovo 20mL 40mL 20mL
Orvus es Paste - OEP — Procter & Gambler 0,4mL 0,4mL -
Leite desnatado 11% - La Serenissima 15mL 15mL 15mL

Agua destilada 4,6mL 4,6mL 5mL
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11.2. SOLUCAO DE X-CELL® (IMV Thechnologies (IMV), Franca).

FORMULA DO X-CELL®

Glucose Anidra 76,69
Citrato de Sdédio Bi-hidratado 14,39
Bicarbonato de Sodio 2,69
EDTA 8,69

Cloreto de Potassio 2,5¢
Sulfato de Gentamicina 0,49

SOLUCAO DE X-CELL®
X-Cell® 43,4q
Agua Mili Q (gsp) 1000mL

Obs.: - pH e Osmolaridade da em torno de 6,89 e 274 mOsm/Kg respectivamente;
- armazenar a 5°C.
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11.3. SONDAS FLUORESCENTES DIACETATO DE
CARBOXIFLUORESCEINA E IODETO DE PROPIDIO (HARRISON e VICKERS,

1990).

SOLUCAO ESTOQUE

SOLUCAO DE FORMALDEIDO (2,5mg/ml)
Formaldeido a 37% 10uL
Agua destilada 1500uL
Armazenar entre 4 a 8°C por no maximo 4 dias

SOLUCAO DE DIACETATO DE CARBOXIFLUORESCEINA (DIC)

Diacetato de carboxifluoresceina 0,46mg
DMSO ImL
ApOs o preparo armazenar protegido da luz a -20°C

SOLUCAO DE IODETO DE PROPIDIO (IP)
lodeto de propidio 0,5mg
Solucéo salina isotonica 1mL
ApOs o preparo armazenar protegido da luz a -20°C

SOLUCAO DE TRABALHO

Solucédo Salina 1mL
Solugéo de formaldeido 20pL
Solucéo de DIC 20uL

Solugao de IP 10uL
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11.4. SOLUCAO DE PBS E SOLUCAO DE GLUTARALDEIDO a 0,2% (BARTH

e OKO, 1989).
Solucéo estoque de NaH,PO4
NaH,PO, (Sigma — S5011) 0,89
Agua destilada g.s.p. 100mL
Solucéo estoque de Na;HPO4
Na,HPO, 0,947¢g
Agua destilada g.s.p. 100mL
Solucéo final de PBS
Solucéo estoque de NaH,PO, 30,0mL
Solucéo estoque de Na;HPO, 70,0mL
NaCl (JT-Baker — 3624-19) 0,45¢g

Solucéo de Glutaraldeido a 0,2%

Solucéo de Glutaraldeido a 50% (Vetec —
0,4mL
S0805)

PBS (q.s.p.) 100,0mL

Armazenar a 5°C



11.5. “HAMILTON THORNE SETUP FOR IVOS-12”

ANALYSIS SETUP - RAM
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IMAGE CAPTURE

Frames Per Sec. 60Hz
No. of Frames 30
CELL DETECTION
Minimum Contrast 60
Minimum Cell Size 5pix
DEFAULTS (if <5 Motile Cells)
Cell Size 5pix
Cell Intensity 55
PROGRESSIVE CELLS
Path Velocity (VAP) 75 p/s
Straightness (STR) 80,0%
SLOW CELLS
Slow Cells Static
VAP Cutoff 21,9 y/s
VSL Cutoff 6,0 w's
STATIC GATES (on QC Plots)

MINIMUM MAXIMUM
0.25 Static intensity gates 1,50
0.60 Static size gates 8,00

0 Static elongation gates 95
CALIBRATION
Magnification 1,95
VIDEO SOURCE
Frequency | 60Hz
Field Dark
ILUMINATION
Intensity
Low 73
Photometer High 125
ANALYSIS CHAMBER
Chamber type Makler
Chamber depth 10.0pm
Stage position 14.3mm
Field selection Automatic

Set stage temperature 37°C
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