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Interacdo de diluidores e taxas de congelacdo sobre a qualidade do sémen
criopreservado de carneiros: Resultados parciais
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Resumo - Este trabalho teve como objetivo testar os efeitos da interacdo entre meios diluidores com
diferentes concentrac@es de lecitina de soja e diferentes taxas de congelagao sobre a cinética espermética
no sémen congelado de carneiros. Os ejaculados coletados de 12 carneiros foram diluidos em meios
diluidores com adicédo de 20% de gema de ovo (GO-20) ou com adicédo de 0,5%, 1,0% e 2,0% de lecitina
de soja (LS) em substituicdo a GO no diluidor a base de Glicina-Leite. Estas amostras de sémen diluido
foram submetidas a refrigeracdo e posteriormente a trés taxas de congelagdo: -60, -20 e -10 °C/min.
Apenas as amostras da taxa lenta (-10 °C/min) foram descongeladas (40°C/20 seg.) e submetidas a
andalise computadorizada da cinética espermatica. Estes resultados parciais demonstraram que o GO-20
e LS-2,0% ndo diferiram entre si (P>0,05), obtendo maiores (P<0,05) e consequentemente melhores
médias da maioria dos pardmetros de cinética espermatica. Conclui-se que a adicao de lecitina de soja a
2% é capaz de substituir a gema de ovo na composi¢do do meio diluidor para congelacdo de sémen de
carneiros quando submetido a taxa de congelacédo lenta (-10 °C/min).

Termos para indexagao: ovinos, criopreservacao, cinética espermatica, lecitina de soja.
Introducgéo

A membrana dos espermatozoides dos carneiros tem uma relagéo colesterol:fosfolipidio menor,
com uma proporcao relativamente maior de acidos graxos polinsaturados (PUFA) comparada a outras
espécies, tornando essas células mais sensiveis ao choque de frio e a peroxidagao lipidica (Peris et al.,
2007). Esta relacdo colesterol:fosfolipidio é importante, pois permite e determina a capacidade de
manter a integridade da membrana plasmatica estavel, possibilitando que haja um intercdmbio idnico
adequado e o funcionamento normal da atividade enziméatica que sera necessaria nos processos de
capacitacdo (lamsaard et al., 2011), fertilizacdo (Dey et al., 2019) e no desenvolvimento inicial do
embrido (Simon et al., 2014). Ao sofrerem alteracdes devido a congelacdo, os fosfolipidios, proteinas e
enzimas sdo alterados nas suas estruturas e posicionamento na membra plasmatica (Hinkovska-
Galcheva et al., 1989), diminuindo suas quantidades e funcGes, a exemplo da atividade enzimatica (Marti
et al., 2008), e consequentemente afetando a sobrevivéncia e capacidade de fertilizacdo dos
espermatozoides ap6s a descongelacéo.

Uma das estratégias consideradas para a melhoria da qualidade do sémen congelado de ovinos é
variar a taxa de congelacdo na etapa de criopreservacdo do sémen e adequa-la as condicOes especificas
de cada protocolo, levando em consideragdo que a congelacao deve ser lenta o suficiente para permitir
que a agua saia da célula por osmose, para evitar a formacéo de gelo intracelular, e deve ser rapida o
suficiente para minimizar os danos causados pela exposi¢do a altas concentrac@es de solutos (Watson,
2000).

Uma segunda estratégia tem sido testar diferentes diluidores. A gema de ovo (GO) é utilizada
frequentemente como componente do diluidor fornecendo protecdo aos espermatozoides, reduzindo o
estresse provocado pelo choque térmico nas etapas de congelacdo (Moussa et al., 2002). Porém, por ser
de origem animal, seu uso é limitado, visto que pode ser fonte potencial de doengas e de bactérias que
podem gerar substancias, a exemplo das endotoxinas (Bousseau et al., 1998) que provocam alteracGes
funcionais reduzindo a respiracdo e a motilidade, assim como o incremento da apoptose dos
espermatozoides (Peruma, 2018).

Em substituicdo & GO, podem ser utilizadas substancias de origem vegetal como a lecitina de
soja, j& que possuem lipoproteinas e fosfolipidios como a fosfatidilcolina rica em &cido linoleico (6mega
6) que mostrou ser efetiva na protecdo da membrana plasmatica dos espermatozoides de carneiros
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(Forouzanfar et al., 2010). Entretanto, ndo existe muito conhecimento de como a funcéo e os efeitos da
lecitina de soja adicionada aos diluidores de sémen de carneiros podem ser alterados com as mudancas
de temperatura nas etapas de criopreservacao.

O presente trabalho teve como objetivo testar os efeitos da interacdo entre meios diluidores
suplementados com diferentes concentracdes de lecitina de soja e diferentes taxas de congelacdo sobre
as caracteristicas cinéticas dos espermatozoides no processo de criopreservacdo do sémen de carneiros.

Material e métodos

Foram utilizados 12 carneiros da raga Santa Inés, com idade entre 10 e 58 meses, previamente
selecionados a partir de critérios para exame androlégico, segundo normas do Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal (CBRA - Henry et al., 2013). Os carneiros foram submetidos a colheita de sémen
por vagina artificial, sendo formados quatro pools de sémen a partir da mistura de trés ejaculados de trés
carneiros cada. A concentracdo espermatica de cada pool foi mensurada adicionando-se uma aliquota
de sémen (10 pL) a 4gua destilada na proporcao de (1:400), para em seguida realizar-se a contagem dos
espermatozoides em camara de Neubauer, em microscopio 6tico com aumento de 400x. Os quatro pools
foram fracionados e diluidos para uma concentragdo espermatica de 600 x 10° espermatozoides/mL em
meios diluidores padrdes & base de Glicina-Leite com gema de ovo (GO) e com a adi¢do de doses
crescentes de lecitina de soja (LS), formando 4 tratamentos referentes ao Fator 1: diluidor controle com
adigéo de 20% de GO (GO-20); e diluidores com adicdo de 0,5% (LS-0,5), 1,0% (LS-1,0) e 2,0% (LS-
2,0) de LS, que corresponderam as quantidades de 0,54 g; 1,08 g e 2,16 g (W/V) para corrigir a
concentragao de 90% (Lecitina, 90%, Alfa Aesar, india).

As amostras de sémen diluidas foram envasadas em palhetas francesas (0,25 mL), refrigeradas
(5°C) por 1,5 h e submetidas a trés diferentes taxas de congelacdo (Fator 2: -60, -20 e -10 °C/min)
configuradas a partir do posicionamento das palhetas por 11 minutos a trés diferentes alturas (1,5; 4,5 e
7,5 cm respectivamente), acima da superficie do nitrogénio liquido (N2L) disposto em cubas de aco inox
até sua total imersdo e armazenamento em botijdes criobioldgicos.

As amostras de sémen congeladas foram submetidas a andlise computadorizada da cinética
espermatica (CASA), apos descongelacdo em banho-maria a 40°C por 20 segundos. Aliquotas de 5 puL.
de sémen descongelado foram diluidas em 150 puL. de uma solugdo avaliadora a base de X-Cell pré—
aquecida a 37°C por 5 minutos. Em seguida, aliquotas de 2 uLL desta mistura foram pipetadas na cimara
de Makler® (Sefi-Medical Instruments, Haifa, Israel) pré-aquecida (37°C) para a captura e analise de
imagens, por meio de uma camera de video conectada a um microscopio com contraste de fase (Nikon®
50i, Japdo), sob aumento de 100 vezes. As imagens capturadas foram analisadas pelo Sperm Class
Analyzer (Microptics, Espanha) tendo como padrdo o setup de fabrica para a espécie ovina.

Foram analisados os parametros cinéticos motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP),
velocidade curvilinea (VCL), velocidade em linha reta (VSL), velocidade do percurso médio (VAP),
linearidade (LIN), retilinearidade (STR), amplitude do deslocamento lateral da cabeca (ALH),
frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF), indice de oscilacdo (WOB) e espermatozoides com
hiperatividade (HYPER).

Para as andlises dos dados, foram utilizados o programa computacional SAS® (SAS Institute Inc.
2018) e o software R. Os dados destinados a estatistica paramétrica foram previamente submetidos a
verificacdo dos pressupostos de heterogeneidade de variancia e normalidade pelos testes de Hartley (Hc
>H) e Shapiro-Wilk (P>0.05), respectivamente. Dados que ndo cumpriram 0s pressupostos foram
transformados pelo arco seno da raiz quadrada. Aqueles dados que mesmo assim ndo cumpriram as
suposicdes da estatistica paramétrica foram analisados usando estatistica ndo paramétrica, por meio de
transformacdo de postos alinhados de cada varidvel pelo pacote ARTool, e posteriormente foram
submetidos a andlise de variancia (ANAVA) para determinar a significAncia dos fatores pelo teste F. As
diferencas entre os grupos experimentais foram determinadas pelo teste de Tukey (HSD) a 95% de
confianca.

Resultados e discussao

Diante da impossibilidade de concluir as anélises por consequéncia da pandemia de Covid-19,
estdo apresentados aqui resultados parciais referentes as analises espermaéticas feitas nas amostras de
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sémen diluido nos quatro diluidores (Fator 1) submetidas a apenas uma taxa de congelacao (Fator 2)
com velocidade de -10 °C/min.

Observando-se a tabela 1, pode-se verificar que os diluidores a base de lecitina de sojaa 2% e a
base de gema de ovo (controle) ndo diferiram entre si (P>0,05) e apresentaram as maiores médias
(P<0,05) da maioria dos pardmetros cinéticos (MT, MP, VCL, VAP, VSL, STR, LIN, WOB e BCF).
Em contrapartida, as menores médias (P<0,05) destes mesmos pardmetros foram observadas nos
diluidores a base de lecitina de soja a 0,5% e 1,0% que também ndo apresentaram diferencas entre si
(P>0,05). Os diluidores nédo diferiram quanto aos parametros ALH e HYPER (P>0,05).

Tabela 1. Caracteristicas cinéticas dos espermatozoides (Média * erro padréo) apds a descongelacao do
sémen de carneiros Santa Inés previamente submetido a diluicdo em diferentes meios diluidores e a
criopreservacdo com uma taxa de congelacéo lenta (-10 °C/min).

Meios Diluidores

Parametros
Espermaticos LS-0,5 LS-1,0 LS-2,0 GO-20
MP (%) 10,18 + 2,90" 13,58 +1,79" 24,44 +4,33% 25,28 +2,43%
MT (%) 1,49 +£0,70° 1,20+0,33° 10,46 + 2,072 12,47 +0,65°
VCL (um/s) 140,11 + 40,95 89,27 +14,40° 191,02+ 1,49° 187,51 +3,32%
VAP (um/s) 73,49 + 36,66 ° 42,73+581° 134,10+3,162 142,82+ 5,512
VSL (um/s) 66,33 + 33,07 ° 28,33+7,18° 128,17 +4,292 135,32 + 6,062
STR (%) 59,42 + 29,66 ° 34,86 +9,48° 95,32+0,90° 94,30+0,81°
LIN (%) 34,81 +17,31° 34,43+10,57° 69,15+1,26° 72,78 +2,33%
WOB (%) 17,54 £ 17,41°" 24,05+ 1,57° 71,02+ 2,032 77,02+ 3,762
BCF (Hz) 10,32 +10,19° 9,49+340° 31,82+0,34° 29,93+1,40°
ALH (um/s) 166+1,412 2,20+0,50% 2,75+0,04% 2,64+0,09°
HYPER (%) 0,54 +£0,27% 0,41+0,11% 0,42+0,25% 0,94 +£0,37%

MT = motilidade total; MP = motilidade progressiva; VCL = velocidade curvilinear; VAP =
velocidade do percurso médio; VSL = velocidade em linha reta; STR = retilinearidade; LIN =
linearidade; WOB = indice de oscilacdo ou wobble; BCF = frequéncia de batimento flagelar cruzado;
ALH = amplitude do deslocamento lateral da cabega; Hyper= espermatozoides com hiperatividade.
Valores seguidos de letras diferentes na horizontal diferem significativamente (P < 0,05).

Um estudo realizado por Forouzanfar et al. (2010) em carneiros da raga Bakhtiari apresentou
melhores valores de motilidade total dos espermatozoides no sémen descongelado, quando diluido em
diluidores a base de lecitina de soja a 1%, em comparacdo com a 2%. Por outro lado, Emamverdi et al.
(2013), em estudos com carneiros da raca Zandi, obtiveram maiores valores de motilidade total dos
espermatozoides descongelados, quando o sémen antes de ser criopreservado foi diluido em diluidor a
base de lecitina a 1,5%, em comparacdo com a 1 e 2%. As divergéncias entre nossos resultados e dos
autores citados podem ter sido em consequéncia das diferencas entre as concentracdes espermaticas,
assim como das taxas de congelacdo utilizadas, ndo sendo descartado também o fator genético
representado pelas diferentes ragas utilizadas. O comportamento destes diluidores & base de lecitina de
soja podera ser diferente em outras taxas de congelacdo e considerando outras caracteristicas
espermaticas, o que podera ser testado até a continuidade e conclusdo deste estudo.

Conclusoes
A lecitina de soja a 2% € capaz de substituir a gema de ovo a 20% na composicao do diluidor para

congelacdo de sémen de carneiros da raca Santa Inés submetido a taxa de congelacéo lenta (-10 °C/min),
por apresentar valores de cinética espermatica semelhantes.
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