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1 INTRODUGCAO

Os ovinos da raga crioula lanada se desenvolveram na regiao sul do Brasil a
partir das racas ovinas trazidas pelos colonizadores. Durante sua evolucdo, o
processo de selecdo zooldgica |he conferiu maior capacidade de tolerar
endoparasitoses do que as ragas ditas especializadas (BRICANELLO et. al., 2004).
As vantagens adaptativas da raga crioula lanada sustentaram sua importante
participacdo no desenvolvimento da pecuaria riograndense até a introducédo de
novas ragas. Apos isso, um processo de cruzamento indiscriminado vem colocando
em risco a manutencido destes animais que representam um importante patriménio
genético e de identidade cultural. Desta forma, é premente a necessidade de
garantir a manutencédo de bancos de material genético da raga crioula lanada para
impedir sua total extingao.

Diferentes estudos ja caracterizaram a sensibilidade dos espermatozodides
ovinos ao processo de criopreservacgao, fato este que determina a necessidade pela
busca de processos que minimizem os danos provocados pelo congelamento,
aumentem as taxas de fertilidade e reduzam os riscos sanitarios.

Durante o processo de criopreservagao, os espermatozoides sao submetidos
a um grande estresse. Dentre os principais pontos a serem afetados, a membrana
citoplasmatica da célula é a primeira a sofrer danos pelo resfriamento. Como
alternativa protetora, identificou-se a lecitina da gema do ovo e a caseina do leite.
Durante muito tempo esses produtos vém sendo utilizados com relativo sucesso,
entretanto atualmente tem sido buscada uma alternativa de origem n&o animal, para
reduzir riscos de transmissdo de possiveis contaminantes. Neste sentido, produtos
de origem vegetal como a lecitina da soja tem se mostrado promissora
(FOROUNZANFAR et. al., 2010).

Além dos protetores externos de membrana, faz-se necessario reduzir danos
provocados por radicais livres. Diferentes antioxidantes ja foram adicionados ao
sémen na busca de reduzir os efeitos oxidativos, entretanto, os resultados nem
sempre sao consistentes pelo fato de tais agentes necessitarem de diferentes tipos
de biotransformacgao para serem ativos. Uma alternativa seria a adicao de agentes
indutores da producdo de antioxidantes intracelulares como a glutationa. O f
mercaptoetanol (BME) ja demonstrou efeito positivo no aumento nos niveis de
glutationa em ovdcitos ovinos (BAI, et.al. 2008), bovinos (de MATOS, et.al. 2000) e
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suinos (ABEYDEERA, et.al. 1998), podendo ser uma alternativa promissora para
criopreservagao dos espermatozoides.

Como nao existem informacdes suficientes a respeito da associagao do BME
em diluentes para criopreservagdo de sémen ovino, este trabalho tem por objetivo
determinar o efeito do uso do BME e da lecitina de soja sobre a viabilidade
espermatica apds o congelamento de sémen de ovinos da raga crioula lanada.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Como doadores de sémen foram utilizados quatro machos ovinos adultos da
raga crioula lanada, alojados nas instalagdes do Biotério Central da Universidade
Federal de Pelotas. Os animais foram submetidos a seis procedimentos de coleta
(duas vezes por semana) no final da estagcdo reprodutiva de 2010 (maio). Os
animais foram coletados com o uso de vagina artificial, sendo procedidas as
primeiras analises seminais no momento da coleta para utilizacdo apenas de
ejaculados com motilidade =70% e vigor =23 (0-5). Apdés a determinagdo da
concentracdo espermatica em camara de Neubauer, procedeu-se a constituicido de
um pool de sémen com contribuicées iguais entre os machos. Desse pool foram
coletadas amostras para determinagdo da Vviabilidade espermatica pré-
congelamento.

Depois de constituido o pool, procedeu-se a diluicdo do sémen nos diluentes
de cada tratamento: Tris-gema sem BME (Trat 1), Tris-gema com BME (Trat 2), Tris-
lecitina da soja sem BME (Trat 3) e Tris-lecitina da soja com BME (Trat 4). As
concentragbes foram ajustadas de modo que cada dose de sémen congelado
possuisse 100 x 10° espermatozoides em cada palheta com 0,25 mL.

As palhetas foram estabilizadas a 5°C durante duas horas antes de serem
congeladas a -80°C em vapor de nitrogénio liquido e serem estocadas em botijao
criogénico a -196°C.

Para avaliacdo, as palhetas de cada tratamento foram descongeladas em
banho-maria a 37°C por 30 segundos. Apos 10 minutos de estabilizagdo, foram
avaliados a motilidade e vigor espermatico e recolhidas amostras para determinagao
dos parametros de viabilidade e realizagdo das coloragdes especiais. As amostras
foram mantidas em banho-maria a 37°C para avaliagao da integridade metabdlica
dos espermatozoides. A integridade de membrana e de acrossoma mediante uso de
sondas fluorescentes segundo Harrison e Vickers (1990) e Kawamoto et al. (1999),
respectivamente. Sob microscopia de epifluorescéncia (Olympus BX 51, América
INC), os espermatozoides (100/tratamento) foram classificados de acordo com sua
coloragédo para determinacao da integridade de membrana (integros = corados em
verde; ou lesados = corados em vermelho) e integridade de acrossoma (integro =
corado em verde sem deformag&o do contorno).

Adicionalmente, foi realizada a determinacdo da integridade funcional de
membrana através de teste hiposmoético segundo (Bucak et. al., 2007).

O experimento configura um fatorial 2 x 2, sendo a avaliagdo da motilidade
espermatica e choque hiposmdético entre os tratamentos foi feita através da analise
de variancia de Kruskal-Wallis para dados nao paramétricos, e integridade de
membrana e acrossoma foi realizada analise de variancia ANOVA usando software
Statistix® (2009).



. X1 X LN I
2010

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Imediatamente apds o descongelamento, foi observado que as amostras dos
tratamentos em que foi utilizada gema de ovo apresentaram uma tendéncia de
melhor motilidade. Entretanto, neste momento as taxas de motilidade foram
semelhantes (P>0,05) entre todos os tratamentos (Tabela 1). Ja no segundo
momento de avaliagédo (1 h), as amostras em que foi utilizada a gema associada ao
BME apresentaram uma maior (P<0,05) motilidade do que os tratamentos a base de
lecitina com e sem BME (Tabela 1). No momento 2 h, os tratamentos a base de
gema demonstraram uma leve reducdo na motilidade em relagcdo ao momento 1 h.
Entretanto, nestes tratamentos nao foi evidenciado efeito da adicao do antioxidante
BME. Ja nos tratamentos a base de lecitina da soja, observou-se um maior
comprometimento da motilidade das amostras no momento 2 h em relacdo ao
momento 1 h. Nos dois tratamentos a base de lecitina observou-se uma tendéncia
de maior comprometimento da motilidade no tratamento em que foi adicionado o
BME (Tabela 1).

Tabela 1. Resultados (médias e desvio padrao) de atividade metabdlica (motilidade)
apos incubacado das amostras dos diferentes tratamentos nos momentos 0, 1 e 2
horas pos-descongelamento.

Motilidade pés-descongelamento
Tratamento BME

Oh 1h 2h
Gema + 450+ 13,82 36,7 +150%® 333+13,7 2
Gema - 38,3+14,7% 36,7+ 10,32 31,7+11,7%®

Lecitina + 20,0+ 0,0° 117 + 75° 1,7 + 41°

Lecitina - 26,7 +13,7 % 13,3 + 82°° 50 + 84°°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (P<0,05).

Os resultados obtidos com o uso da lecitina da soja neste estudo contrastam
com os resultados observados por outros pesquisadores (Aires et. al., 2003;
Forounzanfar et al., 2010) que obtiveram melhores resultados pés-descongelamento
com lecitina da soja do que com gema de ovo.

Nas avaliagbes morfolégicas observou-se um importante comprometimento
da viabilidade espermatica pré e pos-congelamento.

Nas avaliagdes de integridade de membrana, de acrossoma e de integridade
funcional da membrana no teste hiposmotico pods-congelamento ndo foram
observadas diferengas entre os tratamentos.

4 CONCLUSOES

O uso do antioxidante B-mercaptoetanol ndo demonstrou interferéncia na
qualidade do sémen congelado com gema de ovo. Entretanto, o uso do [-
mercaptoetanol associado a lecitina da soja comprometeu a viabilidade espermatica
em relagdo aos tratamentos com gema de ovo, ndo sendo recomendada essa
associacao para criopreservagao de sémen de ovinos da raga crioula lanada.
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