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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da utilizacdo de um diluidor & base de lecitina de
soja [1% (LS1), 2% (LS2) e 3% (LS3)] no sémen congelado ovino em diferentes
concentragBes (100 x 10° e 200 x 10°). Para tanto, foram utilizados quatro ovinos em idade
reprodutiva, dos quais o sémen foi obtido com vagina artificial. Apos analise e aprovacgédo do
sémen acima de 70% de motilidade, foi constituido o pool seminal, o qual foi utilizado no
processamento. Cada pool foi submetido a quatro tratamentos, de acordo com diferentes
concentracbes de lecitina e concentracBes espermaticas: Gema de ovo (G100 e G200);
Lecitina de soja a 1% (LS1 100 e LS1 200); Lecitina de Soja a 2% (LS2 100 e LS2 200) e
Lecitina de Soja a 3% (LS3 100 e LS3 200). Para congelacdo, as palhetas (0,25 mL) foram
congeladas em maquina de congelacdo, na curva de congelacdo -0,25 °C/min até atingir
5 °C, seguida por estabilizacdo de 2h e nova curva de congelacdo de -15 °C/min até -120 °C.
Imediatamente apds a congelacdo, as palhetas foram transferidas para o nitrogénio liquido (-
196 °C) e armazenadas em botijdo criobiolégico. Apds descongelagdo, procedeu-se a analise
computadorizada da cinética espermatica (CASA), assim como a avaliacdo da integridade de
membrana plasmética (iMP) e acrossomal (iAC), e do potencial de membrana mitocondrial
(PMM) por meio de microscopia de fluorescéncia, utilizando os fluoréforos diacetato de
carboxifluoresceina e iodeto de propidio, isotiocianato de fluoresceina conjugado a Peanut
agglutinin (FITC-PNA) e JC-1, respectivamente. A analise computadorizada da cinética
espermatica (CASA) e a avaliagdo da integridade de membrana plasmatica (iMP) e
acrossomal (iIAC) e do potencial de membrana mitocondrial (PMM) foram determinadas ap6s
o0 descongelamento das palhetas. Foi observado que o grupo gema apresentou motilidade total
(MT) superior (p<0,05) aos grupos de lecitina numa concentracio espermatica de 100 x 10°.
Com relagdo aos parametros de: motilidade progressiva (MP), linearidade (LIN) e
retilinearidade (STR), tanto na concentragéo de 100 x 10° quanto na de 200 x 10°, o
grupo gema obteve resultados superiores (p<0,05) aos grupos tratados com LS. Com relacéo a
WOB, os grupos LS1 e LS2 apresentaram valores significativa (p<0,05) menores. Na
concentragio de 200 x 10 todos os grupos apresentaram resultados menores, em relagio a
concentragéo de 100 x 10°. Na VCL, os trés grupos tratados com LS foram significativamente
(p<0,05) melhores do que o grupo gema, nas duas concentragdes (100 e 200 x 10°). Os
tratamentos com a gema nao diferiram (p>0,05) dos tratados com LS nos valores de VSL,
VAP e BCF, nas diferentes concentracdes. Ja no ALH o grupo gema foi inferior (p<0,05) aos
tratados com LS, em ambas as concentragcBes espermaticas. Na anélise da integridade das
membranas plasmatica e acrossomal (IMPA) e do potencial de membrana mitocondrial
(PMM), foi observado que no tratamento com LS1 foi significativamente superior (p<0,05) ao
grupo gema na concentracdo de 200 x 10° na IMPA. Também foi observada que o PMM
sofreu influéncia apenas de um tipo de diluidor, a LS1, que foi superior (p<0,05) na
concentragdo do grupo de 200 x 10°. Portanto, pode-se concluir que a lecitina de soja 1%
pode ser utilizada como possivel substituto a gema de ovo na criopreservacdo do sémen
ovino.

Palavras-chave: lecitina de soja, criopreservacao, sémen, ovino.



245

246

247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281

282
283

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of using an extender soy lecithin-based
[1% (LS1), 2% (LS2) and 3% (LS3)] in frozen ram semen in different concentrations (100 x
10°and 200 x 10°). To this end, four rams were used in reproductive age and semen samples
were collected by artificial vagina. Upon review and approval of semen above 70% motility,
it was formed the seminal pool and this used in processing. Each pool was subjected to four
treatments, accordance with different lecithin concentrations and sperm concentration: Egg
yolk (G100 and G200); Soy lecithin 1% (LS1 100 and 200); Lecithin 2% (LS2 100 and 200)
and Soya Lecithin 3% (LS3 100 and 200). For freezing, the straws (0.25 ml) were frozen in
freezing machine and were used the freezing curve of - 0.25 °C/min until reaching 5 °C,
followed by 2h stabilization and freezing new curve - 15 °C/min to -120 °C. Immediately
after freezing, the straws were transferred to liquid nitrogen (-196 °C) and stored. After
thawing, it was proceeded the computerized analysis of sperm kinetics (CASA), as well as
assessment of the plasma membrane integrity (iMP) and acrosome (iAC), and mitochondrial
membrane potential (MMP) by fluorescence microscopy, using the fluorophores
carboxyfluorescein diacetate and propidium iodide, fluorescein isothiocyanate conjugated
Peanut agglutinin (PNA-FITC) and JC-1, respectively. Computer analysis of sperm Kinetics
(CASA) and the evaluation of plasma membrane integrity (iMP) and acrosomal (iAC) and
mitochondrial membrane potential (MMP) were determined after thawing of straws. It has
been observed that the yolk group showed total motility (TM) higher (p<0.05) than lecithin
groups to sperm concentration of 100 x 10°. Regarding parameters: progressive motility (MP),
linearity (LIN) and straightness (STR), both at concentration of 100 x 10° and 200 x 105,
showed superior results obtained with yolk group (p<0.05) than those groups treated with LS.
Regarding the WOB, LS1 and LS2 groups showed significant reduction (p<0.05) of results.
At concentration of 200 x 10°, all groups showed worse results than those with concentration
of 100 x 10°. VCL in the three groups treated with SL were significantly (p<0.05) better than
the yolk group at both concentrations (100 and 200 x 10°). The treatments with egg-yolk did
not differ (p>0.05) to those treated with lecithin in VSL, VAP and BCF values, in different
concentrations. In ALH, yolk group was lower (p<0.05) to those treated with LS, in both
sperm concentrations. In the analysis of the integrity of the plasma and acrosomal membranes
(IMPA) and mitochondrial membrane potential (MMP), it was observed that the treatment
LS1 was significantly higher (p<0.05) in the yolk group at concentration of 200 x 10° in
IMPA. It was also observed that PMM was influenced only by one type of extender, LS1,
which was greater (p<0.05) in concentration of 200 x 10°. Therefore, it was concluded that
soy lecithin 1% can be used as a possible replacement for egg yolk in ram semen
cryopreservation.

Keywords: soy lecithin, cryopreservation, semen, sheep.
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1 INTRODUCAO

A expansdo da ovinocultura no Brasil traz novos desafios na busca de tecnologias que
permitam a obtencdo de melhores resultados na producdo e reproducdo de animais dessa
espécie. Com a tecnificagdo do processo reprodutivo, a Inseminacdo Artificial (I1A) é a
biotécnica de escolha para obten¢do de um maior nimero de fémeas prenhes em tempo
reduzido (CAMARA e GUERRA, 2011).

O processo de criopreservacdo pode ser dividido basicamente em duas etapas: a
refrigeracé@o, que consiste na reducao da temperatura seminal a partir da temperatura ambiente
a valores acima de 0 °C; e a congelacdo, que consiste na reducdo da temperatura seminal a
valores negativos a partir de 0 °C (CRESPILHO, 2007). No entanto, a conservagao pelo frio,
principalmente a congelacdo, pode provocar danos ultraestruturais, bioquimicos e funcionais
nas células espermaticas (LEBOEUF, 2000).

Bittencour et al. (2013) ja alertaram que tais alteracdes propostas devem contemplar as
caracteristicas inerentes do sémen de cada espécie e o conhecimento da variabilidade
individual entre animais. Por isso, para que sejam maximizados os indices de fertilidade do
sémen ovino congelado, é importante destacar um adequado processo de criopreservacao do

sémen e a conducéo de todas as etapas de forma integrada.

Purdy (2006) destacou a importancia do conhecimento da fisiologia espermatica nas
diferentes espécies, para a obtencdo de resultados satisfatérios no processo da
criopreservacao. Além disso, € preciso ter o conhecimento da interacdo de componentes no
processo da criopreservacdo e os ganhos obtidos pelos mesmos na reproducdo do macho
(CAMARA e GUERRA, 2011).

Um dos principais componentes dos diluentes para armazenamento e criopreservagao
de sémen de ovinos é a gema de ovo (SALAMON e MAXWELL, 2000). Entretanto, a grande
variabilidade na sua composicédo, o risco de contaminagdo microbioldgica e a transmissdo de
doencas sdo desvantagens importantes a serem levadas em considera¢do na utilizacdo da
gema de ovo, como constituinte de um diluente (AIRES et al., 2003). Rota et al. (1999)

estudaram a inclusdo de emulsificantes, com fungdo de aumentar a disponibilidade dos
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fosfolipidios da gema de ovo, dando mais condi¢fes a membrana plasmatica de proteger os

espermatozoides contra as alteragdes promovidas pelo processo de criopreservacao.

Uma alternativa viavel poderia ser a utilizacdo de um diluidor sem a adicdo de
produtos de origem animal (GIL et al., 2003a) e com componentes quimicamente definidos
(ZHAO et al., 2009). A lecitina de soja (LS), um fosfolipidio natural composto de uma fracdo
fosfatada da gema de ovo ou de gréos de soja, e livre de patdgenos de origem animal, pode ser
incluida na composicdo do diluidor, sendo uma alternativa segura para a substituicdo dos
componentes de origem animal nos diluentes de refrigeracdo de sémen (PAZ et al., 2010;
VIDAL et al., 2013). Khalifa et al. (2013) estudaram a fertilidade na espécie ovina do sémen
congelado e refrigerado utilizando dois diluidores comerciais & base de lecitina de soja

(Bioexcell® x Andromed®) e constataram que ambos podem substituir a gema de ovo.

Outros fatores importantes da criopreservacdo do sémen ovino e de demais espécies
sdo0 a concentracdo espermatica da dose inseminante, diluidores e protocolos de congelagédo
(SALAMON e MAXWELL, 2000; TEKIN et al., 2006). Mas ndo menos importante, as taxas
de concentracdo espermatica, também devem ser levadas em consideracdo e nas diferentes
espécies, seja em caninos (PENA e LINDE-FORSBERG, 2000), equinos (NASCIMENTO et
al., 2008) e em ovinos (ALVAREZ et al., 2012; REKHA et al., 2016).

Com base no que foi apresentado, se faz necessaria a realizacdo de estudos que
esclarecam os efeitos da utilizacédo da lecitina de soja na criopreservagdo do sémen ovino sob

diferentes concentragdes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Criopreservacao do sémen

A congelacdo seminal permite a conservacdo do material genético do macho por
longos periodos de tempo (YOSHIDA, 2000), uma vez que cessa a atividade metabdlica do
espermatozoide. No entanto, esse procedimento € muito estressante para a célula espermatica,
resultando em mortalidade de 40-50% das células congeladas (WATSON, 2000).

As taxas de fertilidade baixas com a utilizacdo de sémen congelado sdo originadas
devido as alteracbes que ocorrem nos espermatozoides durante 0 processo de
congelacao/descongelacdo, responsaveis por maiores dificuldades no transito espermatico,
diminuicdo da capacidade fertilizante e aumento da mortalidade embrionaria (ALVAREZ et
al., 2012).

O choque térmico ocorre durante a refrigeracdo, quando 0s espermatozoides sdo
submetidos a uma rapida reducdo na temperatura para valores proximos a 0 °C. Os efeitos
deletérios do choque térmico sdo decorrentes dos danos as membranas espermaéticas, e tais
danos provavelmente estdo relacionados a fase de transi¢do lipidica da membrana do
espermatozoide (HOLT, 2000a; WATSON, 2000). De acordo com Holt (2000b), Salamon e
Maxwell (2000), o choque térmico pode ser minimizado pela utilizagdo de curvas lentas de
refrigeracdo. Deste modo, é comum que o sémen submetido a refrigeracdo possa apresentar
fertilidade inferior a do sémen in natura (MURGAS et al., 2002), em virtude das injurias

ocorridas, principalmente durante a criopreservacdo (SILVA e GUERRA, 2011).

Por este motivo, 0 conhecimento e dominio de técnicas que permitam uma anélise
mais aprofundada da célula espermatica in vitro sdo de extrema importancia, principalmente
para aumentar o conhecimento da fisiologia espermatica, que sofre interferéncia direta de
varios aspectos, evitando, assim, insucessos nos programas de IA (BERGSTEIN, 2014). Tal
conhecimento permitira a avaliacdo das lesdes espermaticas geradas durante o processo de
criopreservacao, que podem ser atribuidas a mudancas de temperatura, formacgéo de grandes
cristais de gelo, danos oxidativos, alteracbes na membrana ou DNA, toxicidade do

crioprotetor e estresse osmotico (MELO, 2003). Silva e Guerra (2011) destacaram a
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padronizacdo de protocolos para a congelacdo, com o objetivo de minimizar os efeitos

deletérios durante o processo de criopreservacao.

Durante a criopreservacdo, a membrana plasmética do espermatozoide é considerada o
local primario de danos celulares (WATSON, 1995). Crioinjurias ocasionadas pelo
procedimento de criopreservacao interferem diretamente no transporte e na sobrevivéncia
espermatica no trato genital da fémea (SALAMON e MAXWELL, 1995). Por isso, estas
membranas estdo diretamente relacionadas com os indices de fertilidade espermatica
(SCHMITT, 2002; SANTQOS, 2005), pois a integridade das membranas plasmatica e
acrossomal sdo fundamentais para o funcionamento da célula espermatica, sendo essenciais
aos processos de capacitacdo (WATSON, 1995; ORTEGA et al., 2003; ALVES et al., 2005),
reacao acrossomal, ligacdo a zona pellcida e fusdo dos gametas, responsaveis pelo processo
de fertilizaco (ALVES et al., 2005).

Em situacdes onde ha a refrigeracdo rapida até a temperatura de 0 °C, 0s
espermatozoides de mamiferos domesticos ndo sobrevivem, determinando choque térmico e
resultando em perda da permeabilidade seletiva da membrana plasmatica ao calcio,
promovendo aumento excessivo do nivel intracelular, reducdo da motilidade e determinagédo
de necrose celular (ROBERTSON et al., 1990; BAILEY e BUHR, 1994). Oliveira (2002)
relatou que a integridade estrutural da membrana plasmatica é determinada pela temperatura e
pela solugdo na qual ela se encontra, sendo fluida na temperatura corporal, decorrente da

ampla mobilidade lateral dos fosfolipidios.

Da mesma forma, a susceptibilidade a baixa temperatura parece também estar
vinculada a alta relacdo entre acidos graxos saturados e insaturados presentes na membrana
plasmatica. Segundo White (1993), espermatozoides bovinos, ovinos e suinos, considerados
sensiveis & criopreservagdo, possuem maior taxa de acidos graxos saturados e insaturados,

quando comparados com as espécies canina e humana.

A utilizacdo de um meio diluente a base de lecitina de soja apresenta grande interesse
comercial, visando aumentar o percentual de células espermaticas viaveis apds a
descongelacédo, além de livres de fontes de contaminacgdo; vislumbrando-se, assim, 0 acesso
ao potencial genético de animais de alto valor zootécnico pelos criadores, o que contribuira

para a melhoria das condic¢des socioecondmicas da Regido Nordeste, bem como para abertura



402
403

404
405
406
407
408

409
410
411
412
413
414
415
416
417

418
419
420
421
422
423
424
425

426

16

e ampliacdo de novos mercados internacionais para comercializacdo de germoplasma
criopreservado (GIL et al., 2003a; VIDAL et al., 2013).

A composicdo da LS, a base de fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilinositol e acido fosfatidico (DALMAZZO, 2012), bem como acidos graxos estearico,
oleico e palmitico, conferem estabilidade a estrutura das membranas biologicas (CRESPILHO

et al., 2012), sendo um fator positivo na congelacdo do sémen ovino (DEL VALLE, 2012).

2.2 Diluidor do sémen ovino

A utilizacdo de diluidores seminais é de extrema importancia no sucesso da
conservacao do sémen, visando a inseminacdo artificial (SALAMON e MAXWELL, 2000).
Seu uso inadequado pode ocasionar choque osmético, possibilitando manifestacdo de
alteracdes morfoldgicas e diminuicio da resisténcia dos espermatozoides (ABRAHAO et al.,
2004). Vérias substancias vém sendo estudadas e testadas para o aperfeicoamento da técnica
de criopreservacdo seminal, com a finalidade de melhorar a viabilidade, a qualidade e a
longevidade do sémen congelado de ovinos (BITTENCOURT et al., 2013).

Por isso, para 0 sucesso da IA € necessario 0 uso de um bom diluente que contenha
nutrientes como reserva de energia; apresente um sistema tampédo para evitar alteracdes de
pH; mantenha a pressdo osmotica e a concentracdo de eletrolitos dentro dos padrdes
fisiologicos do sémen; previna o crescimento bacteriano; proteja a célula do choque térmico
durante o processo de refrigeragédo; e possua crioprotetores penetrantes que reduzam os danos
as células espermaticas durante a congelacao e posterior descongelacédo (SILVA et al., 2000;
FUTINO, 2008), além de ser de facil preparo e baixo custo (CONCANNON e BATISTA,
1989; PURDY, 2006).



427
428
429
430
431
432
433
434

435
436
437
438
439
440
441
442
443
444
445

446
447
448
449
450
451
452

453
454
455
456
457

17

2.2.1 Crioprotetor

Os crioprotetores sdo substancias que, quando adicionadas ao diluidor seminal,
protegem os espermatozoides dos danos ocasionados durante o processo de criopreservacao
(CASTELO, 2008; MELO, 2010; DALMAZZO, 2012). Quando exercem sua acdo
crioprotetora dentro da célula, essas substancias sdao chamadas de penetrantes, ja quando sua
atividade de crioprotecdo ocorre fora da célula ou na superficie dela, sdo chamadas de nao
penetrantes (BITTENCOURT et al., 2013).

Entre os crioprotetores espermaticos penetrantes, o glicerol (GL) é o mais utilizado
devido a sua eficacia (SMITH e POLGE et al., 1950), com acédo tanto intracelular quanto
extracelular na protecdo das estruturas celulares. O seu efeito crioprotetor é atribuido a sua
propriedade coligativa ou de ligagdo com a agua (SALOMON e MAXWELL, 1995),
reduzindo a temperatura de congelacdo do meio intracelular (HAMMERSTEDT et al., 1990)
e prevenindo a formagdo de cristais de gelo. No entanto, o glicerol aumenta o volume de
canais de solventes descongelados, dilui as concentragdes elevadas de sais (SQUIRES et al.,
1999) e diminui a pressdo osmatica do meio refrigerado (SALAMON e MAXWELL, 1995).
Essas mudancas sdo deletérias aos espermatozoides, por influenciar a permeabilidade da
membrana plasmatica, decorrente da desorganizagdo de sua composicao lipidica (WATSON,
2000).

Os crioprotetores ndo penetrantes tém sua acdo extracelular, uma vez que nao
conseguem atravessar a membrana plasmatica da célula, atuando como um soluto e reduzindo
a temperatura de congelacdo do meio (BEZERRA, 2010). Como o0s aglcares e as
lipoproteinas encontradas na gema do ovo e no leite, estes agem apenas no compartimento
extracelular. Os agucares favorecem a desidratacdo dos espermatozoides, reduzindo a
probabilidade de formacgdo de grandes cristais de gelo dentro das células (SQUIRES et al.,
1999).

A gema de ovo € usada como crioprotetor da membrana plasmatica dos
espermatozoides em diversas espécies (BITTENCOURT et al., 2013). Os lipidios presentes
na gema de ovo sdo 0s principais responsaveis pela acdo protetora sobre a membrana
espermatica. O componente essencial de sua acdo € a interacdo desses lipidios da gema do

ovo com a membrana espermatica, tornando-a mais resistente durante o processo de
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refrigeracdo (WATSON, 1995). Porém, a grande variagdo na composicdo, 0 risco de
contaminacdo microbioldgica pela possivel presenca de bactérias e fungos, e a transmissao de
doengas sdo desvantagens importantes a serem levadas em considera¢do na utilizagdo da
gema de ovo no diluente (BITTENCOURT et al., 2008). De acordo com Farstad (2009), a
gema ndo é questionada quanto ao seu efeito crioprotetor, mas quanto a sua origem, que pode

veicular possiveis micro-organismos.

2.2.2 Sistema tampao e osmolaridade

O aumento da concentragdo do ion hidrogénio é resultado da atividade metabdlica dos
espermatozoides. Desta forma, o pH do diluente é reduzido se ndo houver um mecanismo de
remocdo desse ion, que diminui a longevidade e a fertilidade espermatica (ENGLAND,
1993). O pH o6timo para um diluente de sémen deve estar proximo a neutralidade (entre 6,0 e
8,0), enquanto a osmolaridade ideal deve ser igual a de um meio hiperténico (SALAMON e
MAXWELL, 2000; JOHNSTON et al., 2001; BEZERRA, 2010).

O Tris é o sistema tampao bastante utilizado nos diluentes de sémen ovino. Ele € uma
substancia hidrossoluvel e que, comercialmente, esta disponivel na forma de cristais e em alto
grau de pureza, podendo permanecer estavel por varios meses em temperatura ambiente,
agindo como tampdo iénico bipolar em pH entre 7,0 e 9,0 (MCPHAIL e GOODMAN, 1984;
CHOE et al., 2006; DORADO et al., 2007a).

Outros sistemas tampdes para diferentes espécies tém sido utilizadas nos diluentes
seminais, tais como Tris (tris-hidroxilaminometano), Tes [N-Tris (hidroximetil) metil-2-
aminoetanosulfénico], Test (Tes titulado com Tris), Hepes (acido etanosulfénico 4-2
hidroxietil piperazina-1), Bes [4cido N,N-bis (2-hidroxietil)-2-aminoetanosulfonico] ou Pipes
(piperazina-1,4-bis2-acido etanosulfénico) (FUTINO, 2008). Outra substancia que entra na
composicdo de alguns diluentes é o Acido Citrico (acido 2-hidroxi-1,2,3-
propanotricarboxilico), pois possui acdo antioxidante e tem sido empregado como um
conservante natural (GUIMARAES, 2010). Aguiar et al. (2007) destacaram, ainda, a
utilizacdo do PBS (Solugdo Fosfato Tamponada) como solucdo tampdo dentro dos padrbes
recomendados para a dilui¢cdo do sémen de algumas espécies.
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Para a diluicdo de sémen ovino, pode ser utilizado o diluente TRIS-Gema de Ovo, pois
produz elevadas taxas de fertilidade p6s-descongelacdo (AZEREDO et al., 2001). Todavia,
para Salviano (2008), na diluicdo utilizando Tris-Gema de Ovo, devem ser adicionados
inibidores do crescimento microbiano, fontes nutritivas, estabilizadoras e tamponantes para a
manutencdo das células espermaticas. A adicdo de frutose, lactose e gema de ovo tém a
funcdo de nutrir os espermatozoides (GUIMARAES, 2010).

2.2.3 Acgucares

Os acucares também sdo adicionados ao meio diluente por fornecer o substrato
energético aos espermatozoides, manter a pressdao osmdtica do diluente e promover acao
crioprotetora (YILDIZ et al., 2000; RIGAU et al., 2002). Ha& relatos dos efeitos benéficos de
acucares como a frutose, glicose, rafinose, trealose, sucrose e metil-celulose na motilidade de
espermatozoides congelados e descongelados de diversas espécies (DE LEEUW, 1993;
HOLT, 2000; YILDIZ et al., 2000; AISEN et al., 2002).

O efeito da suplementacdo de acucar no diluente sobre a qualidade das células
espermaticas criopreservadas vem sendo estudado por muitos pesquisadores. Salamon e
Visser (1972) sugeriram que a glicose seria 0 agucar mais adequado para adi¢do aos diluentes
do sémen ovino a base de Tris, se comparada a frutose, lactose ou rafinose. Todavia, a adi¢do
de dez tipos de agUcares ao diluente Test ndo melhorou significativamente a sobrevivéncia das
células espermaticas de carneiros, mas foi observada melhor motilidade espermaética, pos-
descongelacgéo, ao se utilizar maltose (ABDELHAKEAM et al., 1991; NAING et al., 2010).
Molinia et al. (1994) afirmaram que ndo havia diferenca na motilidade, p6s-descongelacgéo, de
espermatozoides ovinos ao adicionarem agucares como frutose, glicose, lactose, sacarose ou
trealose. Em contrapartida, Yildiz et al. (2000) observaram aumento significativo na taxa de
células espermaticas ativas em amostras congeladas e descongeladas de sémen de céo, quando
utilizaram trealose, xilose ou frutose, em comparacdo a outros agucares (glicose, lactose,

galactose, sacarose, rafinose e maltose).

Os acgUcares, tais como a glicose, trealose, sacarose, e a rafinose provem um substrato
energético, possibilitam a manutencdo da pressdo osmotica do diluidor e atuam como
crioprotetores (HIGASHIYAMA, 2002; YAMASHIRO et al., 2007). Tal escolha deve ser

baseada na sua funcionalidade e nas propriedades quimicas (PURDY, 2006).
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2.2.4 Antibioticos

Vaérias bactérias sdo identificadas nas amostras de sémen ovino e algumas podem
apresentar efeitos negativos na sua qualidade. Os principais crioprotetores ndo penetrantes
(gema de ovo e/ou leite) utilizados na criopreservacdo do sémen apresentam grande
susceptibilidade a contaminagdo bacteriana, com consequente comprometimento da qualidade
espermatica (BITTENCOURT et al., 2013).

Para controlar o crescimento microbiano, Salamon e Maxwell (2000) indicaram a
utilizacdo dos antibioticos penicilina e estreptomicina aos diluidores seminais. Yéniz et al.
(2010) relataram contaminacdo do sémen ovino refrigerado a 15 °C por enterobactérias, que
apenas foram sensiveis a gentamicina e ao ceftiofur. Apesar de Bousseau et al. (1998) terem
observado que em amostras de diluidores comerciais acrescidos de gema de ovo, associada ou
ndo ao leite, foram encontradas amostras com contaminagdo moderada, mesmo na presenca

de antibidticos de largo espectro de acao.

Diante disso, alguns autores defendem a padronizacdo desses aditivos, evitando
variagdo nas suas composi¢des, estimulando o desenvolvimento de diluidores comerciais a
base de LS como uma alternativa a substituicdo da gema de ovo e do leite, na criopreservacao
do sémen ovino (GIL et al., 2003b; FOROUZANFAR et al., 2010).

2.3 Métodos de avaliacao espermatica

2.3.1 Sistema Computadorizado de Anélise Espermatica (CASA)

Para avaliacdo da motilidade espermatica, principalmente a campo, 0 método mais
utilizado é a determinacdo subjetiva (percentagem de células mdveis), com uso de
microscopia Optica. Esse método pode apresentar grande variabilidade e é uma forma indireta
de avaliacdo, apesar de ser considerado simples e de baixo custo (MALMGREN, 1997;

VERSTEGEN et al., 2002). E por este motivo que a analise computadorizada da célula
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espermatica (computer-assisted semen analysis - CASA) foi desenvolvida, permitindo a
avaliacdo mais exata e objetiva da motilidade, bem como o fornecimento de informacdes
precisas da cinética da célula espermatica (MORTIMER, 1997; COX et al., 2006).

O sistema CASA captura e analisa, por meio de um computador, as consecutivas fotos
dos espermatozoides, que, quando unidas, formam um filme com o trajeto de cada célula,
possibilitando a obtencdo de informacGes mais exatas do movimento individual dos
espermatozoides. Tais imagens capturadas sdo digitalizadas e um software forma um video
(AMANN e KARTZ, 2004). Este qualifica a amostra ndo somente quanto a percentagem de
células mobveis, mas também quantifica as caracteristicas especificas do movimento
espermatico (GARNER, 1997). Embora seja o flagelo a parte do espermatozoide que
propulsiona 0 movimento, os sistemas automaticos avaliam o movimento da cabeca, porque é
tecnicamente mais facil acompanhar esse movimento do espermatozoide (MORTIMER,
2015).

O uso do sistema CASA pode proporcionar uma melhora clinica relevante da
avaliacdo do sémen, atraves da integracdo automatizada dos parametros funcionais dos
espermatozoides (MORTIMER, 2015).

Mortimer e Maxwell (1999) relataram a categorizacao das células esperméticas quanto
ao seu movimento, as quais sdo classificadas como: mdvel ndo progressivo, linear lento,

linear rapido e imovel. Em 2000, Mortimer destacou 0s seguintes parametros:

e VAP — velocidade de trajeto (um/s); velocidade curvilinea sobre um trajeto uniforme,
desprezando-se o deslocamento lateral da célula esperméatica. E a velocidade da trajetoria

média do espermatozoide;

e VSL — velocidade progressiva (um/s). E a distancia considerando-se uma linha reta entre o

ponto inicial e o final da trajetéria dividida pelo tempo decorrido;

e VCL — velocidade curvilinear (um/s). E a distancia total entre cada posi¢ido do centro da

célula durante a captura da imagem. E a velocidade da trajetdria real do espermatozoide;

e ALH — amplitude de deslocamento lateral de cabeca (um). Corresponde a largura média da

oscilacdo da cabeca do espermatozoide durante seu deslocamento. A mensuragdo desse
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parametro esta relacionada com a capacidade de penetragdo do espermatozoide na zona

pellcida do 6vulo. Assim, a ALH é um dos parametros que tem efeito sobre a fertilizacéo;

e BCF — frequéncia de batimentos do flagelo (Hz). E determinada pela medida da frequéncia

com que a linha da cabega espermaética atravessa a trajetoria celular em qualquer dire¢éo;

e STR — retilinearidade (%). E a medida do afastamento médio da trajetoria da célula
espermatica, considerando-se uma linha reta. E calculada pela relagio entre VSL/VAP*100

e estima a proximidade do percurso da célula a uma linha reta;

e LIN — linearidade (%). E a medida do afastamento da célula espermatica, considerando-se

a trajetéria em uma linha reta. E a razao entre VSL/VCL*100.

2.3.2 Analise espermatica por Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo (CF) tem sido amplamente utilizada para estudar o
espermatozoide de mamiferos em diversas areas, sejam elas na andrologia veterinaria (para
avaliar o potencial de fertilidade individual), na ciéncia veterinaria (classificando o0s
cromossomos e pré-selecionando o sexo da prole) ou até mesmo estudando e avaliando certas
patologias reprodutivas e as causas que podem estar interferindo naquele determinado
problema (CORDELLI et al., 2005).

Larsen et al. (2000) destacam outros aspectos que tem sido amplamente discutidos na
andrologia veterinaria, que sdo as técnicas de avaliacdo, dedicando esforcos para encontrar
métodos automatizados de alta preciséo e sensibilidade, reduzindo a variabilidade do operador
e, a0 mesmo tempo, visando encontrar um equipamento que tenha maior capacidade de

avaliar com precisdo os defeitos que ndo sdo detectaveis na microscopia convencional.

A CF nada mais é que uma abordagem automatizada, capaz de medir a qualidade de
um ou mais marcadores fluorescentes, associados com a célula de uma forma imparcial, com
precisdo, sensibilidade, rapidez e varios parametros, sendo analisados em um numero
significativo de células (HOSSAIN et al., 2011).
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Na aplicacdo desta técnica sdo inimeras as andlises realizadas. Cordelli et al. (2005)
destacaram algumas: contagem espermaética, por meio de técnica que consiste em misturar as
amostras de sémen com uma suspensdo de particulas florescentes de concentracéo
determinada (EVENSON et al., 1993); viabilidade espermatica, por meio de marcadores
disponiveis que podem estar agindo sozinho ou em associacdo com outros corantes para
avaliar diferentes propriedades funcionais dos espermatozoides viaveis, que podem ser
distinguidos pela coloracdo com iodeto de propidio (IP), sozinho ou em associa¢cdo com 0
marcador de A&cido nucleico penetrante de membrana, o SYBR14 (RODRIGUEZ-
MARTINEZ, 2003); motilidade espermética, que é realizada por ensaios utilizando rodamina
123, laranja de acridina e JC-1 para analisar o potencial de membrana mitocondrial
(MARCHETTI et al., 2002); reacdo espermatica acrossomal, detectada utilizando uma
variedade de lecitinas fluorescentes que se ligam especificamente aos seus receptores
(D’CRUZ, 1996) ou aos marcadores especificos por fluorescéncia CD46 (CARVER-WARD,
1997).

Para avaliar a funcionalidade espermatica, as altera¢des induzidas durante o processo
de capacitacdo sdo um importante fendmeno que o espermatozoide sofre antes de fertilizar o
oocito (HOSSAIN et al., 2011). Os estagios iniciais de capacitacdo espermatica podem ser
medidos pelos espermatozoides corados com a Merocianina 540 (HARRISON e GADELLA,
2005). A fluorescéncia observada pelo CF é dependente do grau de disturbio lipidico
(RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2001). A Merocianina 540 é um corante hidr6fobo que,
quando combinada com 0 YO-PRO-1 e Hoechst 33342, tem a capacidade de monitorizar a

integridade de membrana, especialmente os arranjos de fosfolipidios (HOSSAIN, 2011).

Marcadores de apoptose tém sido detectados em espermatozoides de muitas espécies,
mas o papel destes marcadores provavelmente ainda ndo é completamente elucidado
(MORAN, 2008). Alteracbes na permeabilidade da membrana espermaética tém sido
consideradas como um acontecimento tipico de apoptose em diversos estudos. Por isso,
marcadores apoptoticos podem ser boas ferramentas para a previsdo de congelabilidade e a
ocorréncia de dano celular durante a criopreservacdo, embora ndo necessariamente a apoptose
realmente ocorra (ORTEGA-FERRUSOLA et al., 2009).

Hossain et al. (2011) destacaram o ensaio de TUNEL para a determinacdo da

fragmentacdo de DNA, sendo considerado mais eficaz do que o Anexina/Pl em
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espermatozoides de touros. O ensaio de TUNEL mede alteracdes na fase posterior, enquanto a

anexina/Pl mede o inicio de mudancas espermaticas provocadas pela apoptose.

A disponibilidade de equipamentos e de marcadores versateis para o estudo das células
tem permitido uma melhor avaliacdo dos espermatozoides, possibilitando aumentar nossa
capacidade de classificar espermatozoides quanto ao potencial de capacidade de fertilizacéo.
Por isso, a citometria de fluxo é considerada uma metodologia reconhecida dentro da
espermatologia animal e deixou de ser uma ferramenta de pesquisa para tornar-se rotina na

avaliacdo de sémen de animais destinados a reproducdo (HOSSAIN et al., 2011).
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos de diferentes concentracdes de lecitina de soja,
adicionadas ao diluidor Tris para criopreservacdo de sémen ovino, sobre a cinética e a
integridade das membranas plasmatica e acrossomal. Apos colheita, cada pool de sémen foi
dividido em quatro partes, as quais foram diluidas em Tris-Gema de ovo (TG) ou Tris-
Lecitina de Soja nas concentracdes de 1% (LS1), 2% (LS2) e 3% (LS3). A seguir, as amostras
foram envasadas em palhetas (0,25 mL; 200x10° sptz/mL), identificadas, submetidas a
criopreservacdo e armazenadas em botijdo criobiolégico até andlise. Apds descongelacdo
(“37°C/30”), as amostras foram submetidas a analise de cinética espermatica no sistema
computadorizado de analise espermatica (CASA) e avaliacdo da integridade das membranas
plasmatica e acrossomal (iMPA) por citometria de fluxo. Maiores porcentagens de motilidade
(total e progressiva) foram observadas no grupo TG quando comparadas aos grupos LS. As
analises da cinética revelaram que as variaveis espermaticas de linearidade (LIN),
retilinearidade (STR) e WOB foram menores nos grupos diluidos em LS, do que no TG. Os
resultados de velocidade curvilinear (VCL) e amplitude de deslocamento lateral de cabeca
(ALH) foram maiores nos grupos LS quando comparados ao grupo TG, mas ndo houve
diferenca entre os grupos LS. O grupo TG ndo diferiu dos grupos LS, nas diferentes
concentragOes, para as varidveis de velocidade progressiva (VSL), velocidade média do
trajeto (VAP) e frequéncia de batimentos do flagelo (BCF). Em concluséo, pode-se inferir que
o diluidor contendo lecitina de soja 1% confere protecdo as membranas plasmaética e

acrossomal do sémen congelado-descongelado de carneiros.

Palavras-chave: acrossoma, carneiro, cinética espermatica, citometria de fluxo
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ABSTRACT

The aim of this study was evaluate the effects of different soybean lecithin concentrations
added to Tris extender for ram semen cryopreservation on the kinetics and the integrity of
plasma and acrossomal membranes. Following collection, each pool semen was divided into
four groups, diluted in Tris-egg yolk (EY) or Tris-soybean lecithin at concentrations 1%
(SL1), 2% (SL2) and 3% (SL3). Then, samples were packaged in identified straws of 0.25 ml
(200 x 10° sperm/mL), cryopreserved and stored (-196 °C) until analysis. After thawing, the
samples were subjected to kinetic sperm analysis in the sperm computerized analysis (CASA)
and evaluation of the integrity of the plasma membrane (IPM) and acrosomal membrane
(1IAC) by flow cytometry. Superior percentage motility (total and progressive) was observed
in the TG group, which were higher (p<0.05) than the SL groups. Linearity (LIN),
straightness (STR) and WOB were lower (p<0.05) in SL groups than EY. Curvilinear velocity
(VCL) and amplitude of lateral displacement head (ALH) were higher (p<0.05) in the SL
groups when compared to the EY group, but there was no difference among the SL groups.
The EY group did not differ (p>0.05) of the SL groups for progressive velocity (VSL), path
velocity (VAP) and beat cross frequency (BCF). In conclusion, the extender composed of
soybean lecithin at 1% provides protection to the plasma and acrosome membranes of frozen-
thawed ram semen.

Keywords: acrossome, flow cytometry, ram, sperm Kkinetics
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1. INTRODUCAO

A Inseminacdo Artificial (IA) mudou a indlstria dos pequenos ruminantes, por
permitir o melhoramento genético, controle de doencas sexualmente transmissiveis,
disseminacdo de genética valiosa e preservacdo de genética de racas ameacadas de extingao
(Cseh et al., 2012).

Diluidores a base de gema de ovo sdo conhecidos por preservar espermatozoides
ovinos contra as crioinjarias ocorridas durante os processos de congelacdo-descongelacdo
(Salamon e Maxwell, 2000; Paulenz et al., 2002). Apesar disso, a grande variabilidade na
composicdo da gema de ovo, que dificulta a padronizacdo na preparacdo dos diluidores, € 0
risco de contaminacdo microbiana, que pode levar a producdo de endotoxinas, reduzindo a
capacidade fertilizante dos espermatozoides e aumentando o risco de transmissdo de doencas,
tem impulsionado a procura por um substituto a gema de ovo que atenda as necessidades da
célula espermatica durante o processo de criopreservacdo (Aires et al., 2003; Gil et al., 2003;
Zhao et al., 2009).

A lecitina de soja (LS) tem sido utilizada com sucesso para suplementar meios de
criopreservacao de sémen em varias espécies, tais como bovina (Aires et al., 2003; Crespilho
et al., 2012), equina (Papa et al., 2011), ovina (Paz et al., 2010) e caprina (Vidal et al., 2013).
Entretanto, os resultados sdo variaveis entre os estudos e seus efeitos sobre as propriedades
funcionais dos espermatozoides precisam ser conhecidos.

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes concentragcdes de
lecitina de soja, adicionadas ao diluidor Tris para criopreservacdo de sémen ovino, sobre as

variaveis de cinética espermatica e integridade das membranas plasmatica e acrossomal.
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2. MATERIAL E METODOS

Reagentes
Exceto os especificados, todos os reagentes utilizados neste estudo foram adquiridos
da Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). A Lecitina de soja utilizada apresenta as seguintes

caracteristicas: P5638 (L-a-Phosphatidylcholine, Tipo I1-S, 14-23% Choline).

Animais, colheita e avaliacdo do sémen fresco

Todos os procedimentos envolvendo animais foram realizados apos aprovacao pela
Comisséo de Etica para Uso de Animais da Universidade Federal Rural de Pernambuco, sob
licenca n° 046/2015 CEUA/UFRPE.

Quatro machos ovinos da raca Santa Inés (dois anos de idade) e com histérico de
fertilidade foram utilizados. Os animais foram mantidos, durante todo o periodo experimental,
em regime intensivo, alimentados com feno de tifton e racdo comercial concentrada
(400g/dia), além de sal mineral e agua ad libitum.

O sémen foi colhido duas vezes por semana durante quatro semanas, pelo método de
vagina artificial utilizando uma fémea como manequim. Apds colheita, as amostras de sémen
foram avaliadas subjetivamente, por meio de microscopia Optica de contraste de fase
(Olympus Optical Co., Ltd., Tokyo, Japan) quanto ao movimento de massa e motilidade
espermatica. Cada ejaculado foi avaliado separadamente e ap0s aprovado (turbilhonamento >
3 e motilidade > 70%, (CBRA, 2013) foi realizada a formagao do pool (n = 8) dos ejaculados.

A concentracdo espermatica do pool foi obtida usando a Camara de Neubauer e as
patologias espermaticas foram avaliadas por meio da técnica de caAmara umida (Mies Filho,
1987). Apenas pools de ejaculados que apresentaram concentracio espermatica > 1 x 10°

espermatozoides/mL e patologia espermatica < 20% foram destinados a criopreservagao.
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Preparacao dos diluidores

O tampdo Tris (375 mM Tris, 124 mM Acido Citrico, 41,6 mM Frutose) foi utilizado
para preparacdo dos diluidores. O diluidor a base de gema de ovo (Tris + 20% de gema de
ovo) foi utilizado como grupo controle (TG). Os grupos tratamentos consistiram da adicdo de
1%, 2% ou 3% (p/v) de Lecitina de Soja (LS), ao tampd&o Tris, constituindo, respectivamente,
0s grupos LS1, LS2 e LS3. Em todos os diluidores, a concentracdo final de glicerol foi 5%.

Apés a adicdo da LS ao Tris, os diluentes foram mantidos em hidratacdo por 1 hora a
temperatura ambiente (25 °C). Em seguida, as suspensfes foram homogeneizadas em
misturador magnético até a formacdo de uma solu¢cdo homogénea. Posteriormente, as
solucgdes foram clarificadas e os debris celulares foram removidos por centrifugacdo (2200 g/
30 min), sequido por dupla filtracdo; inicialmente em filtro 3 pum (Cellulose Ester Filter,
SSWP04700, Merck-Millipore, USA) e em sequéncia a 0,45 pm (Chromafil® Xtra PVDF-
45/25, Marcherey-Nagel GmbH & Co., Germany). Apoés finalizado este processo, foram
adicionados 100 Ul de Penicilina e 50 mg de Estreptomicina; a osmolaridade e o pH foram

ajustados para 340 mOsm/Kg e 6,8, respectivamente.

Criopreservacgao

Cada pool de ejaculado foi dividido em quatro partes, as quais foram diluidas em TG
(controle), LS1, LS2 e LS3 para concentracdo final de 200 x 10° espermatozoides/mL,
envasadas em palhetas identificadas (0,25 mL) e submetidas a criopreservacdo em sistema
automatizado (TK 3000, TK tecnologia em Congelagcdo Ltda, Uberaba, Brasil), utilizando
curva de congelacdo de -0,25 °C/min até atingir 5 °C; seguida por periodo de estabiliza¢do a
5°C por 2 h, e finalmente congeladas com taxa de -15 °C/min até -120 °C. Imediatamente
apo6s congelacdo, as palhetas foram transferidas para o nitrogénio liquido (-196 °C) e

armazenadas em botijao criobioldgico.
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Descongelacdo e avaliagdo do sémen criopreservado

Para cada grupo experimental, duas palhetas foram descongeladas (37 °C por 30
segundos) e agrupadas. Para realizar as analises, aliquotas (10 pL) de cada grupo foram
diluidas no diluidor utilizado para congelacédo, sem glicerol, de forma a atingir a concentracédo
final de 50 x 10° espermatozoides/mL. Entdo, as amostras foram submetidas & analise da
cinética espermatica, usando o sistema computadorizado de analise espermaética (CASA), e
avaliacdo da integridade das membranas plasmatica e acrossomal (iMPA), por meio de

citometria de fluxo.

Cinética espermatica

A avaliacdo da cinética espermatica foi realizada utilizando-se o sistema CASA
(SCA™: Microptics, S.L., Version 5.1, Barcelona, Spain). Uma aliquota (2,5 pL) de cada
amostra foi colocada sobre ldamina, coberta por laminula, pré-aquecidas a 37 °C, avaliada por
microscopia de contraste de fase (Eclipse 50i, Nikon, Japan) e as imagens foram captadas por
uma camara de video (Basler Vision Technologies, A312FC, Ahrensburg, Germany). As
avaliacBes de motilidade espermética foram realizadas em cinco campos aleatérios e ndo
consecutivos para cada amostra, pelo mesmo operador utilizando o0s seguintes settings:
temperatura de 37 °C; magnificacdo, 100 x; numero de quadros, 25; imagens por segundo, 25;
area de cabeca, 20 a 70 um?, VAP: lentos 10 um/s < médios 45 pum/s < rapidos 75 pum/s;

progressividade, 80% STR; circular, 50% LIN.

Integridade das membranas plasmatica e acrossomal
Para andlise da integridade das membranas plasmatica e acrossomal os seguintes
procedimentos foram realizados: uma aliquota de 40 pL de sémen, de cada grupo

experimental, foi diluida em 1 mL de PBS (Fosfato Salino Tamponado, Dulbecco’s, livre de
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Ca*? e Mg*) e centrifugada (600 g/10 min) para remoc&o do diluidor e debris celulares. Em
seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 40 uL de PBS.
Posteriormente, as amostras foram coradas com 1,0 puL de FITC-conjugada ao Peanut
aglutinin (FITC-PNA; 200 pug/mL, em PBS) e 2,0 pL de iodeto de propidio (IP; 0,5 mg/mL
em PBS), incubadas por 10 min a temperatura ambiente e avaliadas.

A avaliacdo foi realizada utilizando o citbmetro de fluxo Amnis ImageStream Mark 11
(EMD Millipore Corp.), equipado com microscopio com objetiva de 60x, com uma taxa de
imagem de 5000 células/seg. O tamanho das células e a velocidade do fluxo foi de 7,0 um e
44 mm/segundo, respectivamente. As amostras foram analisadas utilizando-se um laser de
488 nm com intensidade definida para 55.0 mV. Aproximadamente 5000 eventos foram
coletados por amostra. A aquisicdo das imagens brutas foi obtida usando o software
INSPIRE®. As imagens do campo claro foram coletadas no canal 1 apds iluminagdo com luz
branca, o FITC-PNA foi coletado no canal 2 (505-560 nm) e o IP no canal 5 (640-745 nm).
As analises das imagens brutas foram realizadas usando o software IDEAS® (versio 6.0).

As células foram classificadas como: células com membranas plasmatica e acrossomal
integras (ndo marcadas), células com membrana acrossomal lesionada e plasmatica integra
(marcadas apenas pelo FITC-PNA), células com membrana acrossomal integra e plasmatica
lesionada (marcadas apenas por IP) e as células com membranas acrossomal e plasmatica

lesionadas (duplamente marcadas).

Anélise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. As varidveis expressas
em porcentagem foram transformadas pelo método de arco-seno (arco seno VP/100). Os dados
foram entdo testados para normalidade pelo teste Kolmogorov-Smirnov. Quando necessario,

transformacao radicial [RQ (X+1/2)] ou logaritmica [log(X+1)] foram realizadas. Em seguida,
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os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA one-way) e quando a
variabilidade foi observada, o teste de comparagdes multiplas de Tukey-Kramer foi realizado.
A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad InStat versdo 3.10, 2009.

Para todas as analises, o nivel de significancia foi de 5%.

3. RESULTADOS

Os efeitos das diferentes concentracfes de lecitina de soja (LS) em comparacdo a
gema de ovo (TG) sobre as varidveis de cinética espermatica foram apresentados na Tabela 1.
Para as variaveis motilidade (total e progressiva) houve diferenca (p<0,05) entre o grupo TG e
0s grupos LS1, LS2 e LS3. N&o houve diferenca (p>0,05) entre os grupos com LS.

As variaveis LIN, STR e WOB apresentaram valores menores (p<0,05) para as
amostras diluidas em LS, quando comparados ao TG. Nenhuma diferenca foi observada entre
0s grupos LS (p>0,05).

Os resultados de VCL e ALH foram maiores (p < 0,05) para os grupos LS, quando
comparados ao grupo TG, mas ndo houve diferenca (p>0,05) entre os grupos LS. O grupo TG
ndo diferiu (p>0,05) dos grupos LS para as variaveis de VSL, VAP e BCF.

Os resultados da integridade das membranas plasmatica e acrossomal apo6s a
descongelacdo foram apresentados na Figura 1. A proporcdo de espermatozoides com
membranas plasmatica e acrossomal integras foi maior (p < 0,05) nas amostras do grupo LS1
(42,83£0,96) que no grupo TG (30,82+5,44). Entretanto, nenhuma diferenca (p > 0,05) foi

observada entre os grupos LS1 (42,83+0,96), LS2 (39,42+2,76) e LS3 (39,11+6,21).
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4. DISCUSSAO

O processo de criopreservagdo pode ter um efeito prejudicial sobre a morfologia das
células espermaticas (Nur et al., 2010), uma vez que tem sido relatada ocorréncia de lesGes na
membrana plasmatica dos espermatozoides (Alvarez et al.,2012; Silva et al., 2013; Pelufo et
al., 2015) e na integridade acrossomal (Nur et al., 2010).

Nossos resultados demonstram que as concentracOes de lecitina de soja testadas
apresentaram efeito negativo sobre as variaveis de cinética espermatica, ap0s os processos de
congelacao-descongelacédo. Resultados similares tem sido reportados por outros pesquisadores
(Paz et al., 2010; Forouzanfar et al., 2010; Ustuner et al., 2014) os quais argumentaram que a
reducdo na motilidade espermatica provavelmente ocorreu devido a elevada viscosidade e a
presenca de particulas de debris nos diluidores a base de lecitina de soja, sendo tdxico para a
célula espermaética (Forouzanfar et al., 2010).

Em contraste, resultados de estudos prévios revelaram que a substituicdo da gema de
ovo por 1% e 1,5% de lecitina de soja resultou em melhores caracteristicas de cinética,
quando comparados ao diluidor a base de gema de ovo (Sharafi et al., 2009; Emamverdi et al.
2013; Salmani et al., 2014). Estudos sobre criopreservacdo de sémen ovino ou caprino ndo
relataram diferencas nas taxas de viabilidade e motilidade entre os grupos gema de ovo e
diluidores a base de lecitina (Forouzafar et al., 2010; Salmani et al., 2014). Estas divergéncias
nos resultados provavelmente estdo relacionadas as diferencas no tipo e na concentracdo de
lecitina de soja utilizada, assim como nos métodos de preparacdo usados nos diferentes
estudos, tendo em vista que a manipulacdo poderia alterar as caracteristicas fisicas da lecitina
de soja (van Wagtendonk-de Leeuw et al., 2000; Badens et al., 2001; Paz et al., 2010).

Os resultados deste estudo evidenciaram que o percentual de espermatozoides com

membranas plasmatica e acrossomal integras no grupo LS1 foi maior quando comparado ao
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diluidor a base de gema de ovo. Nossos resultados corroboram com os apresentados por
Forouzanfar et al. (2010) e Emamverdi et al. (2013), os quais reportaram que diluidores a
base de lecitina 1% e 1,5 %, respectivamente, apresentaram maior propor¢ao de membrana e
acrossoma integros do que diluidores a base de gema de ovo (Moussa et al., 2002),
possivelmente pela acdo protetora da lecitina de soja aos fosfolipidios de membrana dos
espermatozoides, aumentando a tolerancia ao processo de criopreservacao.

Por outro lado, nenhuma diferenca na integridade das membranas plasmatica e
acrossomal foram observadas entre as diferentes concentragdes de lecitina de soja. Resultados
similares foram relatados por Paz et al. (2010), para diluidores contendo 2% ou 3,5% de
lecitina para armazenamento de sémen a 15 e 5 °C, preparado da mesma maneira que neste
experimento.

Os processos de congelagdo e descongelacdo podem levar a deterioragdo das
membranas devido a mudancas de fase de transicdo que ocorrem nas diferentes regiGes da
membrana espermatica altamente especializada (Maxwell e Watson, 1996). Tem sido
sugerido que a lecitina de soja protege os fosfolipidios da membrana espermatica pela
ocupacdo de sitios da membrana plasméatica, aumentando a tolerdncia ao processo de
congelacdo (Chelucci et al., 2015). Estes eventos podem permitir que a membrana dos
espermatozoides resista a danos durante a congelacdo (Blanco et al., 2011). Esta melhoria da
integridade e funcionalidade da membrana resultaria em melhor prote¢céo para a funcdo do

espermatozoide, tais como o que foi observado neste estudo.

5. CONCLUSAO

A capacidade de protecao da lecitina de soja nas concentragdes de 1, 2 e 3% mostra-se

limitada durante a criopreservacdo de sémen ovino, resultando em prejuizos nas variaveis de
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cinética espermatica pos-descongelacao. Por outro lado, o diluidor contendo lecitina de soja 1%
confere maior protecdo as membranas plasmatica e acrossomal, quando comparado ao diluidor
a base de gema de ovo. Neste sentido, destacamos a importancia da realizacdo de estudos in

vivo para avaliar o impacto destes resultados sobre a fertilidade.
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Tabela 1. Caracteristicas cinéticas do sémen ovino congelado-descongelado em diluidor & base de Tris gema de ovo ou diferentes concentragdes de lecitina de soja

erupes MT (%) MP (%) LIN(%)  STR(%) WOB (%) VCL (um/s) VSL (um/s) VAP (um/s) ALH (um) BCF (Hz)
TG 56,17+5,16° 31,72+¢570° 63,79+7,34% 8316+3,18° 76,51+6,15°  86,92+9,22° 55094+11,77 66,94+1202 2,52+0,25° 11,83+1,27
Ls1 38,33+7,73"  8,41#2,51° 40,034532° 61,28+6,00° 65,21+4,22° 111,32+12,66° 44,94+9.87 72,78+11,13 3,67#0,42° 11,20+1,45
LS2 37,3940,04°  10,16+4,00° 41,69+4,65° 63,30+7,33° 67,33+1,95° 111,62+8,63* 49,33+10,38 77,28+828 3,58+0,43% 11,72+0,42
LS3 37,81+12,65° 10,53%5,50° 44,20+2,56"° 63,41+5,69° 67,07+4,42° 107,64+14,44% 49,02+566 72,48+12,38 3,69+0,19° 11,62+0,72

a, b: Diferentes letras na mesma coluna representam diferencas (p < 0,05) entre tratamentos.
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Figura 1. Integridade das membranas plasmatica e acrossomal do sémen ovino congelado-
descongelado em diluidor a base de Tris gema de ovo ou diferentes concentracdes de lecitina
de soja.
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