Avaliacao de sémen ovino através de dois métodos de selecdo espermatica
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Um dos desafios da producao in vitro (PIV) de embribes ovinos é a selecao espermética para
posterior fecundacéo in vitro (FIV).Este trabalho teve por objetivo avaliar a taxa de sobrevivéncia
do sémen ovino apoés processo de selecdo espermatica com dois métodos diferentes: Swim up e
Mini Optiprep. Foram realizadas trés coletas de sémen de trés machos ovinos mantidos sob o
mesmo manejo em uma area pertencente ao Biotério Central (UFPel — RS), a coleta foi realizada
através de vagina artificial. Imediatamente apdés a coleta o sémen foi diluido em condicdes
isotérmicas (1:1 v/v) com TRIS e gema de ovo, e entdo formado um pool com os trés ejaculados.
A motilidade esperméatica foi determinada como o percentual de células com movimento
progressivo visualizadas no campo do microscépio, com escala entre 0 e 100%, e o calculo da
concentracdo espermatica foi realizada pela contagem na camera Neubauer. Para a selegéo
espermatica foi utilizado sémen fresco diluido. O método Swim up foi realizado com a deposicéo
de 200uL de sémen sob 1mL de TRIS em eppendorf e entdo incubados por 20 minutos em estufa
de CO; a 39°C. Apoés, 500uL do sobrenadante foi retirado e resuspendido em 500uL de meio de
capacitacdo SOF (Synthetic Oviduct Fluid) sem aminoacidos contendo soro de ovelha em cio
(2%), centrifugados a 200 g por cinco minutos. Depois de centrifugado o sobrenadante foi retirado
e o pellet resultante resuspendido em 60uL de meio SOF. Ja 0 método Mini Optiprep foi realizado
com gradientes preparados na concentracdo de 30, 28 e 26%, apds estes gradientes foram
colocados em eppendorf, e sobre estes gradientes foi acrescido 200uL de sémen, e entdo
centrifugados duas vezes. A primeira por 900 g durante quinze minutos, ap6s o sobrenadante foi
removido e o pellet resuspendido em 400uL de meio de capacitacdo e a segunda vez,
centrifugados a 700 g por cinco minutos, onde novamente o sobrenadante foi removido e o pellet
resuspendido em 60uL de SOF. ApGs este processo as amostras foram incubadas a 39°C em
estufa de CO, e avaliadas quanto a motilidade espermética, sendo as avaliacGes feitas a cada
hora. Os resultados encontrados foram de 90% de motilidade espermética pré-selecdo. Pos
selecdo espermética no método Swim up obtivemos 70, 80 e 70% de motilidade espermética e 30,
10 e 15% no método mini Optiprep, nas trés coletas realizadas respectivamente. Uma hora ap6s o
processo de selecdo a motilidade espermatica encontrada nas trés analises foi de 60, 50 e 65%
no método Swim up e de 0% no método Mini Optiprep. Estes resultados prévios mostram um
melhor resultado da utilizacdo do método Swim up quando comparado ao método Mini Optiprep
nas condicBes deste experimento (velocidade de centrifugacdo), porém é um método que pode
ser aperfeigoado.
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