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Resumo

Um dos problemas da técnica de inseminacao artificial cervical (IAC) é o
refluxo que ocorre durante este procedimento causando uma diminuicao
de sémen e consequentemente dos espermatozoides disponiveis para

a fertilizacdo. A centrifugacdo do sémen é uma alternativa para se
depositar um elevado nidmero de espermatozoides viaveis em pequenos
volumes e que pode diminuir ou evitar o refluxo da dose inseminante na
IAC. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da centrifugacao da
dose inseminante apdés a descongelacao sobre a viabilidade espermatica,
capacitacao e reacdo acrossomal dos espermatozoides a fim de estudar
este estratégia de reducdo do volume da dose inseminante. Amostras de
sémen de cinco carneiros Santa Inés foram coletadas através de vagina
artificial, diluidas em meio glicina-gema-leite, envasadas em palhetas de
0,25mL com concentracdo espermatica de 400x10%/mL e, congeladas
de forma automatizada (refrigeracéo a 0,5°C/min até 5°C, estabilizacdo
por 90 minutos, congelacdao a 15°C/min de 5 a -80°C e 10°C/min de -80
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a-140°C e, imersdao em nitrogénio liquido a -196°C). As palhetas foram
descongeladas a 37°C/30s e divididas em um grupo nao centrifugado (NC) e
trés grupos centrifugados durante 10 minutos em trés diferentes velocidades:
C800, C1000 e C1200 rpm correspondendo respectivamente a 96, 150 e

217 g. Utilizando-se um microscoépio de epifluorescéncia, foram mensurados,
logo apds a descongelacdo e incubacdo (37°C) por 2 e 4h, a integridade das
membranas plasmatica (IMP), pela combinacdo dos fluorocromos SYBRgreen e
iodeto de propidio e, o status de capacitacédo e reacdo acrossomal dos
espermatozoides pela clortetraciclina (CTC). Os percentuais de IMP obtidos

nos grupos centrifugados a 800 e 1000 rpm nao diferiram (p>0,05) do

grupo controle ndo centrifugado em todos os momentos. Por outro lado, a
centrifugacao a 1200 rpm aumentou (p<0,05) o nimero de células lesadas em
todos os tempos de incubacdo. De um modo geral, a centrifugacdo provocou
uma diminuicdo (p<0,05) de células nado capacitadas e sem reacdo acrossomal.
Conclui-se que os espermatozoides submetidos a centrifugacdo apds a
descongelacdo mantém a sua viabilidade numa forca centrifuga de 96 e 150

g, porém, até 217 g tém sua capacitacao e reacdo acrossomal induzidas com
maior frequéncia.

Palavras-chave: criopreservacéao, integridade de membrana plasmatica, ovinos.

Introducéo

A inseminacdo artificial (IA) € uma técnica que permite o melhoramento de
racas, ja que o patrimoénio genético dos reprodutores é utilizado de forma

mais eficiente, podendo ser difundida para maior nimero de fémeas. Nessa
pratica, a utilizacdo do material congelado proporciona maior facilidade de
manutencao por tempo indeterminado e do transporte e uso de germoplasma
de referéncia para melhoria do rebanho. Por outro lado, a diminuicdo da taxa de
fertilidade é observada apdés o processo de congelamento e descongelamento

e esta relacionada principalmente, aos danos causados ao funcionamento e as
estruturas das membranas dos espermatozoides (PARKS; GRAHAM, 1992).

Em ovinos, a IA cervical (IAC) é uma opcdo menos onerosa que ndo exige
mao-de-obra tao especializada quanto a |A laparoscépica (IAPL), entretanto
apresenta baixa fertilidade devido, dentre outras coisas, a perda parcial da
dose inseminante por refluxo, ocasionado pela capacidade volumétrica limitada
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da cérvix da ovelha. A centrifugacédo é uma alternativa para reduzir o volume
dessa dose, concentrando os espermatozoides que sao depositados na cérvix
da ovelha. Porém, a centrifugacao pode causar danos as células espermaticas
(URREGO, 2008) interferindo nos resultados de fertilidade.

Esse trabalho objetivou testar a centrifugacdo do sémen congelado na palheta
ap6s a descongelacdo, como método de reconcentracao espermatica e reducéo
do volume da dose inseminante, avaliando-se o seu efeito sobre a viabilidade,
reacdo e capacitacao acrossomal dos espermatozoides.

Material e Métodos

As atividades de colheita e a criopreservacdo do sémen foram realizadas no
Campo Experimental Pedro Arle, propriedade da Embrapa Tabuleiros Costeiros
localizado no agreste sergipano (Latitude: 10°36°13.73''Sul e Longitude:
37°38'5.97"'Oeste). As anélises seminais foram conduzidas no Laboratério de
Biotecnologia da Reproducdo Animal (LABRA) da mesma instituicdo.

Foram utilizados ovinos da raca Santa Inés criados em regime semi-intensivo
com acesso a sal mineral e 4gua ad /ibitum todos em bom estado clinico e
nutricional e sem histérico de problemas reprodutivos e sanitarios. Cinco
carneiros (n=5) com idade (36,5 + 0,3 meses) e peso vivo (82,4 + 5,9 kg)
uniformes foram selecionados como doadores de sémen a partir de exames
androlégicos prévios.

As colheitas de sémen foram feitas com vagina artificial a temperatura de
42°C usando-se fémeas em estro. Os ejaculados (trés por carneiro) foram
mantidos em banho-maria &8 32°C sendo selecionadas amostras com os
parametros espermaticos minimos de 70% de motilidade e 3 de vigor avaliados
subjetivamente, 60% de viabilidade (coloracdo de eosina-nigrosina) e no
maximo de 20% de alteracdes morfoldgicas (camara imida — Tampao Fosfato-
Salina - Phophate Buffered Saline - PBS + 0,2% de glutaraldeido), semelhante
ao preconizado pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 2013).

Para a congelacao cada ejaculado colhido foi diluido em meio Glicina-Gema-
Leite, segundo Gonzalez (1996) com modificacOes realizadas por Bandeira
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(2011) e Rodello et al. (2011), sendo envasados a temperatura ambiente
(+27°C) em palhetas de 0,25mL com concentracdo de 400x10%/mL e
submetidos a congelacdo automatizada (refrigeracédo a 0,5°C/min até 5°C,
estabilizacdo por 90 minutos, congelacdo a 15°C/min até -80°C e a 10°C/min
até -140°C e, imersao no nitrogénio liquido a -196°C).

Foram avaliadas trés palhetas de cada ejaculado (n=3) por carneiro (n=5),
totalizando 45 amostras. Essas amostras contidas nas palhetas foram
descongeladas a 37°C/30s sendo divididas em grupos: controle (ndo
centrifugado-NC) e tratamentos (centrifugados-C). O grupo NC foi formado
pela retirada de uma aliquota de sémen de todas as palhetas antes da
centrifugacao. Os grupos tratamento (C) foram representados por amostras
de sémen removidas apés a centrifugacao das palhetas durante 10 minutos
em uma centrifuga (Centribio® — Mod. 80 2B, Centribio Co., LTDA, China)
adaptada, aplicando-se trés diferentes velocidades 800, 1000 e 1200 rpm
correspondendo a respectivamente 96, 150 e 217 g.

Para avaliar a viabilidade espermatica foi analisada a integridade da membrana
plasmatica (IMP) utilizando-se a combinacéo dos fluorocromos SYBR® Green e
iodeto de propidio (Kit 1-7011 LIVE/DEAD, Molecular Probes Inc., Eugene, OR,
USA), com metodologia adaptada aquela descrita por Garner e Johnson (1995).
Foram retirados 50uL da amostra seminal diluida a uma concentracdo de 15 x
10° espermatozoides/mL em solucdo de avaliacdo, sendo adicionados 2,5uL (10
uM) de SYBR® para a incubacéo (37°C/5min). Depois disso foram adicionados
2,5 puL (120 pM) de iodeto de propidio e 2,0 uL de glutaraldeido a 1% em
solucdo Tampao Fosfato-Salina (Phophate Buffered Saline - PBS), sem célcio
(BARTH; OKO, 1989), e feita a leitura apds a incubacdo (37°C/5min). Foram
analisadas 200 células por amostra em microscoépio de epifluorescéncia (Carl
Zeiss Axio Imager A2, Alemanha) sob magnitude de 1000x, usando-se filtro

de excitacdo de 450-490nm e de emissdo de 515 nm. Foram considerados
como viaveis aqueles espermatozoides portadores de membranas plasmaticas
integras (cabeca corada somente de verde) e invidveis aqueles com membranas
plasméaticas lesadas (cabeca com qualquer proporcao de vermelho).

Para avaliar a capacitacao e reacdo acrossomal dos espermatozoides, foi
utilizado o teste da clortetraciclina (CTC) segundo metodologia descrita por
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Gillan et al. (1997) e adaptada por Azevedo (2006). Apés a diluicdo em 1000
ML de solucdo pré-aquecida (37°C) de PBS sem célcio (BARTH; OKO, 1989), as
amostras do grupo NC contendo 20 x 10° espermatozoides foram submetidas

a etapa de centrifugacao (400 g/4min) para a remocao do sobrenadante e
utilizacao do pellet. Os grupos submetidos a centrifugacéo (C), ndo passaram
por essa etapa a fim de ndo sofrerem uma centrifugacdo adicional. Amostras de
buL contendo espermatozoides ressuspendidos (NC) ou ndo (C) foram mantidas
em 150 pL de PBS em um microtubo ao qual foram adicionados 20 pL de
solucdo de 1 mM de CTC. A mistura foi homogeneizada e nela adicionada 2 pL
de solucdo de glutaraldeido a 1% para fixar os espermatozoides.

A anadlise foi feita em 200 espermatozédides em microscoépio de epifluorescéncia
(Carl Zeiss Axio 210 Imager A2, Alemanha) sob magnitude de 1000x,
excitacdo de 450-490 nm e de emissdo de 515nnm, classificando-os como

F (ndo capacitados com acrossomo intacto), B (capacitados com acrossomo
intacto) ou AR (com acrossomo reagido).

Resultados

Os resultados de avaliacdo da integridade de membrana plasmatica estao
expostos na Tabela 1. Foi possivel observar que as palhetas submetidas a
1200rpm apresentaram menor (p<0,05) proporcdo de espermatozoides com
membrana plasmatica integra no TO, T2 e T4h em relacdo aos demais grupos
que ndo apresentaram diferencas significativas entre si (p>0,05).
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Tabela 1. Efeito da forca centrifuga (C) aplicadas a palheta de sémen de
carneiros imediatamente ap6s a descongelacdo (TOh) e incubacéo (T2h e T4h)
sobre o parametro de integridade de membrana plasmatica (média + desvio
padrao).

Grupos experimentais

Parametro Tempo NC C800 Cc1000 (o 2L0]0)

Oh 29,9+9,7a 31,1+10,6a 28,3+11,0a 22,6+8,9b

IMP (%) 2h 9,4+8,1a 10,0+7,3a 13,5+8,5a 0,20+0,56b

4h 4,1+5,1a 5,1+7,1a 5,1+5,3a 0,9+2,6b

NC - grupo controle ndo centrifugado; C800, 1000 e 1200 — grupos centrifugados a 800,
1000 e 1200 rpm (96, 150 e 217 g respectivamente); IMP - integridade de membrana
plasmética. Teste de Scott-knott p<0,05 para médias seguidas de letras diferentes na

mesma linha.

Os resultados da avaliacdo da capacitacdo e reacdo acrossomal estdo expostos
na Figura 1. Nos momentos O e 2h, a porcentagem de espermatozoides da
populacdo F foi superior (p<0,05) no grupo controle em relacdo aos demais.
Apéds 4h de incubacdo o grupo C800 apresentou a menor média (p<0,05) de F
quando comparado aos demais grupos que nao tiveram diferenca significativa
(p>0,05) entre si. O percentual de espermatozoides capacitados (B) nao
diferiu entre os grupos testados (p>0,05) no TOh e T2h, ndo obstante, péde-
se observar no T4h uma menor proporcdo de B para o grupo C800, enquanto
os demais nao apresentaram diferenca significativa entre si. Em comparacao
com o controle, o nimero de espermatozoides da populacdo AR foi superior
(p>0,05) para todos os grupos submetidos a centrifugacédo independentemente
da forca centrifuga aplicada e do tempo de incubacao.



V Seminério de Iniciacdo Cientifica e Pds-Graduacdo da Embrapa Tabuleiros Costeiros

123

100%
90%

80%

MNC CE00 C1000 C1200 NC C800 C1l000 C1200 NC CE00 C1000 C1200
(Toh) (T2h) (T4ah)

OF BB mAR

Figura 1. Representacdo grafica da distribuicdo de espermatozoides ndo capacitados com
acrossomo intacto (F), capacitados com acrossomo intacto (B) e com acrossomo reagido
(AR) nas diferentes forcas de centrifugacdo (NC - grupo controle ndo centrifugado,
C800, 1000 e 1200 - grupos centrifugados a 800, 1000 e 1200 rpm 96, 150 e

217 g respectivamente) da palheta de sémen de carneiros imediatamente apds a
descongelacdo (TOh) e incubacdo (T2h e T4h). Teste de Scott-knott p<0,05 para médias

seguidas de letras diferentes no mesmo grupo de colunas.

Conclusoes

A estratégia de centrifugar as palhetas com sémen congelado apds a
descongelacdo para reconcentrar os espermatozoides e diminuir o volume da
dose inseminante ndo ocasiona prejuizos quanto a viabilidade espermatica
quando forcas centrifugas de 96 e 150 g sdo utilizadas. Entretanto,
centrifugacdes entre 96 e 217 g promovem um aumento da proporcao de
espermatozoides capacitados e principalmente com reacdo acrossomal o que
pode diminuir seu tempo de vida util.
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