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1. INTRODUCAO

Muitos trabalhos ja foram realizados na tentativa de congelar o sémen de aves
(Lake & Ravie, 1984; Maeda et al., 1984; Buss, 1993; Tselutin et al., 1995 e 1999;
Wishart, 1997; Donoghue e Wishart, 2000), entretanto ainda n&o existe um protocolo
que proporcione indices de fertilidade pés congelamento adequados para uso
comercial. Melhorar as técnicas de criopreservacdo de sémen de aves ndo sO
otimizaria 0 uso da técnica de inseminacao artificial, como também possibilitaria a
comercializagao de sémen de machos de elite (Bakst & Cecil, 1992; Blesbois &
Grasseau, 1998).

Um dos principais problemas decorrentes do congelamento de sémen é a
ruptura da membrana plasmatica devido a formacdo de cristais de gelo durante o
processo de criopreservacdo. Alguns polimeros sintéticos vém sendo utilizados nos
diluentes para congelamento de embrides equinos (Curcio, 2005) e odécitos suinos
(Macedo Jr et al., 2006), equinos (Leon, 2008), bovinos (Santos, 2008) e de
camundongos (Fahy et al., 2004; Santos, 2008) com a finalidade de bloguear a
formacédo de gelo (Wowk et al., 2000), impedindo que ocorram danos a membrana
plasmatica. A adicdo destes polimeros nos diluentes para criopreservagdo de sémen
de aves ainda nao foi reportada na literatura.

Um componente comumente utilizado em diluentes de sémen é a gema de
ovo, que contém lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (Anton et al., 2003). A
adicdo de LDL aos diluentes para congelamento mostrou-se benéfica para os
espermatozoides de equinos (Martin, 2005) e caninos (Varela Junior, 2005). Em
aves, foi demonstrado que o uso de proteolipossomas contendo principalmente
fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina promove incrementos na motilidade e
integridade de membrana do espermatozéide de galos apés quatro horas de
armazenamento a temperatura ambiente (Bongalhardo & Buhr, 2002), enquanto a
adicéo de lipossomas de LDL ao diluente de resfriamento melhorou a integridade da
membrana espermatica (Marten et al., 2007).



Esta pesquisa teve por objetivo avaliar o efeito da adicdo de bloqueador
sintético da formacédo de gelo e de lipossomas de LDL ao diluente de congelamento
sobre parametros in vitro (motilidade e integridade de membrana) dos
espermatozoides de galos.

2. MATERIAL E METODOS

O sémen de 10 galos foi coletado através de massagem dorso-abdominal.
Apds a coleta, foi feito pool de sémen e o volume foi medido em tubo coletor
graduado. O volume total foi separado em 4 aliquotas e cada uma foi diluida 1:1
(vol:vol) com um do seguintes tratamentos: T1) diluente de Lake (controle), T2)
diluente de Lake + lipossomas de LDL, T3) diluente de Lake + bloqueador de gelo e
T4) diluente de Lake + lipossomas de LDL + bloqueador de gelo. Foram separadas
aliquotas de cada tratamento para avaliacdo de motilidade e integridade de
membrana. A seguir, as amostras foram refrigeradas & 5C por 10 — 30 min.

Para o congelamento seguiu-se o protocolo descrito por Miranda et al. (2007),
que utiliza 6% de dimetilacetamida (DMA) como crioprotetor. Apds 1 min da adicdo
de DMA, o sémen é acondicionado em palhetas, que sdo submetidas ao vapor de
nitrogénio por 1 min antes de serem imersas no nitrogénio liquido.

O LDL foi preparado a 6%, utilizando-se o protocolo simplificado de CORCINI
et al. (2007): adicionou-se 6 ml de gema de ovo fresco em 94 ml de diluente de Lake;
a mistura foi centrifugada a 10000 xg por 45 minutos por trés vezes e 0
sobrenadante foi salvo e sonicado por 30 min para a formacgao de lipossomas.

A motilidade foi observada subjetivamente numa escala de 0 a 100%; 10 pL
de sémen diluido foi colocado numa |amina, coberto com laminula e observado ao
microscopio Otico. A integridade de membrana foi observada em microscopio
fluorescente apds a incubacdo dos espermatozoides com as sondas fluorescentes
SYBR-14 e PI (iodeto de propideo); os espermatozoides corados em verde foram
considerados integros, enquanto os corados em vermelho ou com dupla coloracéo
foram considerados néo-integros.

Os dados de motilidade e integridade de membrana foram submetidos a
ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey. As analises estatisticas
foram conduzidas através do software Statistix 8.0® (2003).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de motilidade e integridade de membrana séo apresentados na
Tabela 1.

Tabela 1. Médias e erros padrao de motilidade e integridade de membrana de sémen
de galo congelado com ou sem lipossomas de LDL e bloqueador sintético da
formacao de gelo.

Tratamento™ Motilidade (%)* Integridade de Membrana (%)~
T1 75+ 43" 6,7+3,3"
T2 9,2+0,8"° 15,0+ 10,4 "
T3 20,0+5,0° 250+5,0°
T4 56,7+ 1,7° 61,7+ 10,1°

1T1: controle, T2: diluente com lipossomas de LDL, T3: diluente com bloqueador sintético,
T4:diluente com lipossomas de LDL e bloqueador sintético
’Média na mesma colunas com letras distintas foram diferentes (Tukey, p < 0,05)



Houve diferenca significativa nas meédias dos tratamentos, sendo que T4,
contendo lipossomas de LDL e bloqueador sintético da formacéo de gelo, foi superior
aos outros tratamentos tanto em motilidade quanto em integridade de membrana (p
< 0,05). A adicdo isolada de lipossomas de LDL ou de bloqueador (T2 e T3,
respectivamente) nao promoveu incrementos nestes parametros quando
comparados com o tratamento controle (T1), sugerindo que a estabilizacdo da
membrana plasmatica promovida pela adicdo de lipossomas de LDL (T2) ndo é
suficiente para proteger a célula espermatica quando ha a formacdo de gelo; da
mesma maneira, o bloqueio da formagdo de gelo promovida pelo bloqueador
sintético (T3) ndo é capaz de impedir os danos na membrana decorrentes do efluxo
de fosfolipidios. Entretanto, os dois juntos (T4) promovem uma maior prote¢cdo do
espermatozoide, diminuindo as injarias sofridas pelo mesmo durante o processo de
criopreservagao.

Embora motilidade e integridade de membrana sejam indicadores in vitro do
potencial de fertilizagdo do sémen, é sabido que outros atributos sdo necessarios
para que ocorra a fertilizagdo (Amann e Hammerstedt, 1993). Entre estes atributos
estdo a habilidade do espermatozoéide de ligar-se ao ovo, sofrer a reacdo acrosomal
e liberar enzimas para hidrolisar a membrana perivitelina interna do ovo. Portanto,
continuando esta pesquisa, testes de penetracdo espermatica estdo atualmente
sendo conduzidos em nosso laboratorio.

4. CONCLUSAO

Podemos concluir que a adicdo de lipossomas de lipoproteinas de baixa
densidade, em conjunto com o bloqueador sintético de gelo, preserva com mais
eficiéncia a motilidade e integridade de membrana dos espermatozoides de galo
submetidos a criopreservagao.
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