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1. INTRODUCAO

A inseminacado artificial (IA) € uma valiosa ferramenta para programas de
melhoramento genético e conservacado de racas em ovinos. No entanto, esta técnica
ndo € tdo difundida nessa espécie, quando comparada a outras espécies
domésticas, ndo somente devido ao fato dos baixos e irregulares indices de
fertilidade, mas também a dificuldade na aplicacdo de melhorias, tais como o uso de
sémen congelado (Anel et al., 2006). Salamon e Maxwell (2000) relataram que a
célula espermatica sofre alteracdes ultra-estruturais, bioquimicas e funcionais apos
passar pelo processo de criopreservacao, o que conduz a queda na motilidade e
perda da sua viabilidade dentro do trato genital. Apesar disto, consideraveis avancos
tém sido obtidos no sentido de minimizar os efeitos do processo de preservacao
sobre a estrutura e funcdo espermatica (Gillan et al., 2004).

Vérias técnicas tém sido propostas para a avaliacdo das caracteristicas
estruturais e funcionais do ejaculado ovino, porém, até agora, nenhuma possui uma
relacdo consistente com a fertilidade in vivo (Meara et al., 2008). No entanto, para
fecundar o odcito, a célula espermatica deve apresentar integridade das membranas
plasmatica e acrossomal.

Os crioprotetores devem ser adicionados ao meio de congelamento para que
haja uma protecdo do espermatozéide durante a criopreservacdo e o0
descongelamento. Eles podem atuar na membrana da célula espermatica, como a
gema de ovo, permitindo a reconstituicdo de sua estrutura e funcdo apos o
descongelamento (Moussa et al., 2002). Ou, entdo, penetrar na membrana celular
agindo intracelularmente, como faz o glicerol (Holt. 2000).

O dissacarideo Trealose tem sido muito utilizado como um crioprotetor para
espermatozoide (Dalimata & Graham, 1997), por ser capaz de resistir a desidratacéo
ou ao congelamento em plantas e animais (Westh & Ramlv, 1991). Segundo
Berlinguer et al. (2007), as propriedades protetoras da trealose foram mais do que
evidenciadas na manutencédo da capacidade de congelamento do espermatozéide in
vitro, que é considerado como um ponto crucial na avaliacdo do procedimento de
congelamento.



O objetivo do presente trabalho foi avaliar a integridade das membranas
plasmatica e acrossomal da célula espermatica ovina, apos sofrer congelamento em
meio diluente contendo trealose.

2. MATERIAL E METODOS

Foram realizadas nove coletas de sémen, em sete machos ovinos SRD (sem
raca definida), durante os meses de maio e junho de 2008. Os animais foram
mantidos em area pertencente ao Biotério Central (UFPel — RS), manejados sob as
mesmas condigcbes ambientais. A coleta era realizada mediante o uso de vagina
artificial previamente aquecida a 42T, utlizando uma fémea imobilizada como
manequim.

Imediatamente apds a coleta, o ejaculado era dividido em duas por¢des iguais
e diluido em condicdes isotérmicas (1:1 v/v) em dois tratamentos: T1, com o diluente
TRIS com incluséo de gema de ovo e glicerol; e T2: TRIS com inclusdo de gema de
ovo e trealose (100 mM). As amostras eram mantidas em tubos Falcon, imersos em
um Becker contendo agua em igual temperatura. A motilidade espermatica foi
determinada como o percentual de células com movimento progressivo visualizadas
no campo do microscopio, com escala entre 0 e 100% (Bearden & Fuquay, 1997).
Foi realizado o calculo da concentracdo de espermatozéides, através de contagem
na camara de Neubauer, até uma concentracdo final de 100 X 10° por palheta de
0,25 mL. ApGs, as amostras eram mantidas a 5C por duas horas (curva de
resfriamento). Passado este periodo, era acrescido glicerol nas amostras de T1, na
concentracédo de 5%. Posteriormente, era feito o envase e fechamento das palhetas.
Entdo, era realizada a curva de congelamento: as palhetas eram mantidas por 10
min no vapor de N,L (-90C) e ap6s eram mergulhadas no N,L e armazenadas no
botijdo. Para as avaliacbes subsequentes, as palhetas foram descongeladas em
banho-maria a 37C durante 30 s (Maxwell, 1995) e, re-suspensas em tubo Falcon
contendo 1,5 mL de solucdo de 2,9 g citrato de sd6dio em 100 mL de agua
deionozada.

A avaliagdo da integridade da membrana espermatica foi realizada através das
sondas fluorescentes Diacetato de Carboxifluoresceina (CFDA) e lodeto de Propidio
(IP), conforme descrito por Harrison & Vickers (1990). A avaliagao foi feita sob
aumento de 400 x em microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX 51, América
INC, Sao Paulo — Brasil), com a contagem de 100 células por lamina. As células que
apresentavam fluorescéncia verde foram consideradas integras, enquanto as células
apresentando fluorescéncia vermelha foram consideradas danificadas.

A avaliacdo da integridade do acrossoma foi baseada na técnica descrita por
Kawamoto et al. (1999), com modifica¢cdes subsequientes. Inicialmente, as amostras
(20 pl) foram centrifugadas a 16000 x g por 10 min e o sobrenadante desprezado.
Apos, o pellet era re-suspenso em 80 ul de PBS (Phosphate Buffer Saline), sendo a
amostra agitada e centrifugada novamente a 16000 x g por 10 min. O sobrenadante
era novamente desprezado e o pellet resultante re-suspenso em 20 pyL de PBS a
1%. A partir dessas amostras, foram confeccionados esfregacos em laminas. Depois
de secas, as laminas foram submersas em alcool etilico absoluto 95,55% por 5 min
e depois novamente lavadas em PBS. Em uma sala escura, adicionaram-se as
amostras, por 10 minutos, 20 pyL de Lectin from Arachis hypogaea FITC Conjugate
(20 mg/mL). Posteriormente, as laminas foram lavadas em agua deionizada e
drenadas. Apds esse procedimento, adicionaram-se 10 uyL de solucdo de Glicerol
com PBS (9:1 viv). As laminas foram avaliadas sob aumento de 1000 x em



microscopio de epifluorescéncia. Apdés a contagem de 100 espermatozdéides por
lamina, foram consideradas células com acrossoma integro (fluorescéncia verde no
acrossoma). Quando toda a célula ndo era corada ou a coloracdo verde ndo era
aparente, o acrossoma foi considerado intacto.

A integridade das membranas plasmatica e acrossomal foram comparadas
entre os tratamentos através de analise de varidancia com medidas repetidas,
considerando também os efeitos do dia da coleta de sémen, da interacdo entre
coleta e tratamento e o efeito individual dos machos, agrupado no efeito do
tratamento. Como estas duas respostas ndo seguiam distribuicdo normal, estas
variaveis sofreram transformagdo arco-seno. As comparagfes entre médias foram
feitas pelo método LSD (Statistix 8.0).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
A tabela 1 mostra a média dos resultados de integridade de membrana pré-
congelamento e pés-descongelamento e integridade de acrossoma pos-

descongelamento.

Tabela 1: Média dos resultados de integridade de membrana pré-congelamento e
pds-descongelamento e integridade de acrossoma pos-descongelamento.

Tratamento | Integridade de membrana | Integridade de membrana Integridade de acrossoma
pré-congelamento % pos-descongelamento % pos-descongelamento %

T1 51.730 13.984 21.667

T2 48.032 14.968 20.778

Segundo Salamon & Maxwell (2000), apenas 20 — 30% dos espermatozoéides
permanecem biologicamente ndo danificados apds o processo de congelamento e
descongelamento. O dano ultraestrutural durante esse processo € acompanhado por
mudancas bioquimicas ou diminuicdo do seu conteudo vital. Assim, os dados de
integridade de acrossoma pés-descongelamento tanto com a utilizacdo de T1 quanto
com a de T2 (21,6% e 20,7%, respectivamente) estdo dentro dos parametros
esperados.

A sobrevivéncia espermartica é afetada pelo glicerol durante o processo de
criopreservacdo (Anel et al., 2003). Em diluentes sem glicerol, a motilidade
espermética de carneiro foi maior na presenca de trealose do que na de glicose,
indicando um efeito crioprotetor do dissacarideo (Molinia et al., 1994).

A substituicdo do glicerol pela trealose como crioprotetor para congelamento
de sémen ovino obteve resultados similares (ndo diferindo estatisticamente) na
avaliagdo da integridade das membranas plasmatica e acrossomal da célula
espermatica.

4. CONCLUSOES

A utilizacdo de trealose como crioprotetor para congelamento de sémen ovino
manteve a qualidade seminal apés o descongelamento, conservando a integridade
das membranas plasmatica e acrossomal dentro de parametros comparaveis com o0s



obtidos com o glicerol, podendo entéo, ser utilizada para congelamento de sémen
ovino.
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