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Resumo: Esse trabalho teve como objetivo avaliar e correlacionar através de analises in vitro
caracteristicas fisiologicas e estruturais dos espermatozoides frescos e criopreservados em diferentes
meios diluentes. Foram feitas coletas de sémen de oito touros da raca Holandesa (Bos tauros tauros)
atravez do eletroejaculador, apés as coletas o material foi dividido em duas frages, sendo que a
primeira fragcdo foi utilizado fresco para avaliacdo da cinetica espermatica a outra fragcao foi diluida
com os diluientes TRIS-gema e Botu-Bov Egg Free® e em seguida refrigerados a 4 °C por 90 minutos
para testar a viabilidade dos diluentes em comparacdo ao semem a fresco. O sémen fresco
apresentou melhor viabilidade em comparacao ao sémen congelado, e o TRIS-gema apresentou

melhor viabilidade em comparacéo ao Buto-Bov na diluicdo a fresco quanto na congelagem.
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O desenvolvimento de biotecnologias da reproducdo pode contribuir
enormemente com os programas de melhoramento animal (Franco e Melo, 2006).
Dentre estas, a IA é de grande importancia na agroindustria por ser de mais facil
acesso a maioria dos produtores, tendo como principal objetivo reproduzir uma
genética mais valiosa, além de melhorar o desempenho reprodutivo do rebanho,
diminuindo o intervalo entre partos (IEP). Nota-se entdo, a importancia da difusdo
desta e de outras biotecnologias reprodutivas para a regido, visto que o emprego da
IA com sémen de touros provados geneticamente tem o objetivo de melhorar a
eficiéncia reprodutiva, com consequente aumento na producdo de bezerros de
qualidade e na rentabilidade da propriedade.

O aperfeicoamento de andlises espermaticas como uma ferramenta para
predizer a fertilidade de reprodutores e assim poder aumentar a eficiéncia da IA e da
producéo in vitro de embrides, poderiam comprovar os resultados da literatura, ainda
controversos, onde normalmente avaliam a motilidade espermatica associada a

fertiidade. Os testes de inseminacdo artificial (IA) ou fertilizacdo in vitro (FIV)
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representam as técnicas de rﬁaior snibilidade para o aces o potcild |
fertilizacdo das amostras seminais (Crespilho et al., 2009), pois permitem a
avaliacdo simultanea dos requisitos mais importantes da célula esperméatica para o
processo de fertilizacdo (Rodriguez-Martinez, 2005).

Além disto, ha uma grande variacdo na fertilidade entre touros, o que poderia
estar relacionado com a qualidade dos espermatozoides pds congelacdo de cada
animal. Segundo alguns autores (Farrel et al., 1996; Hallap et al., 2004; Cox et al.,
2006) a associacdo de multiplas variaveis de movimento e de caracteristicas
espermaticas mostram maior correlacdo com fertilidade in vivo em relagcdo a
utilizacdo de apenas uma caracteristica avaliada. Entretanto, alguns trabalhos néo
identificaram qualquer caracteristica da fertilidade in vivo com diferentes avaliacbes
espermaticas (Rodriguez-Martinez, 2003). Portanto, a existéncia desta correlacao
ainda é controversa, sendo necessarios mais estudos para confirmar esta hipotese.
Desta forma, a associacao de varios testes espermaticos com diferentes técnicas de
avaliacdo poderia fornecer uma maior confiabilidade entre a correlacdo da fertilidade
in vivo do sémen com diferentes parametros espermaticos.

Este trabalho teve como obijetivo avaliar e correlacionar através de analises in
vitro caracteristicas fisiol6gicas e estruturais dos espermatozoides frescos e
criopreservados em diferentes meios diluentes.

Material e Métodos

O estudo esta sendo realizado no laboratorio da Universidade Estadual de
Goias (UEG-UnU de Sao Luis de Montes Belos) e em propriedades localizadas no
municipio. Serdo utilizados oito touros da raca Holandesa (Bos taurus taurus)
sexualmente maduros. Os ejaculados de cada touro foi coletado utilizando ele por
eletroejaculacéo, utilizando apenas o0s ejaculados com motilidade >70% e
anormalidades morfologicas <30%. Apés a coleta, cada ejaculado foi dividido em
duas fragdes. Uma fracao, a fresco, utilizada para avaliagdo da cinética espermatica.
A outra fracdo foi congelada, sendo diluida 1:1 com a fracdo | (sem glicerol) dos
diluentes TRIS-gema e Botu-Bov Egg Free® (constituido de lecitina de soja), sendo
refrigeradas a 4 °C por 90 min. Para avaliar as diferencas entre os meios diluentes
foi acrescidas nas amostras 50% do volume com as respectivas fracdes Il dos
diluentes (com 13% de glicerol) padronizando a concentracdo final em 30x10°
espermatozodides viaveis (adotando a motilidade espermética como critério),
envasadas em palhetas de 0,5mL devidamente identificados os grupos e Iacradas
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com é&lcool polivinilico. Posteriomentecongeladas em maquina ecngelao T |
4000 compacta (TK, Uberaba, MG, Brasil). Ao final do programa de congelacao,
todas as palhetas foram imersas em nitrogénio liquido. Parte do ejaculado que foi
congelado, sera descongelado posteriormente para producdo de embrides in vitro,
outra parte serd avaliada quanto a cinética espermatica pelo CASA, integridade das
membranas espermaticas, capacitacdo e potencial de membrana mitocondrial por

citometria de fluxo, teste de termo-resisténcia (TTR) e taxa de prenhez na IA.

Resultados e Discussao

Os resultados referentes as andlises gelamento em comum para o Experimento
estdo mostrados na TABELA 1. Houve perda da motilidade progressiva (MP)
verificada imediatamente apdés a colheita e apds congelacdo (P<0,05) Para os
experimentos a adicdo do meio diluente utilizado apds centrifugacdo resultou em
perda da MP, diferindo entre os tratamentos (P<0,05). O vigor n&o foi alterado nos
tratatmentos utilizando os meuios diluentes apés congelacdo, mas sim comparado o
sémen fresco com congelado (P<0,05). Verificou-se queda acentuada no percentual
de células reativas ao teste hiposmético (HO) entre as amostras avaliadas
imediatamente apds a colheita ou refrigeracdo passiva. A reducao do pH foi
acentuada entre os tratamentos, tanto nas amostras processadas imediatamente
apos a colheita quanto aquelas congeladas (P<0,05).

TABELA 1 — Resultados das anélises do sémen utilizando TRIS GEMA e BUTO-BOV

| TT™M | Mot (%) Vigor  [Vivo s (%) | HO (%)| pH
Sémen Fresco 70,7 + 5,92 4:05°  765+7,8% 60,0%14,0° 6,8+0,4
1 66,0£55A 4+05A 6,6+0,5A
2 66,7 £5,8%  4+0,5° 6,0 + 0,08
3 50,0 £8,28  3+0,58 5,5 + 0,58
Sémen congelado 51,8+4,0° 3:05% 766+81° 49,12¢12,2° 6,605
1 533+115! 30,60 6,6 + 0,5
2 50,0 17,31  3+0,6% 6,0 + 0,02
3 40,0 £ 10,02 3+ 0,0% 5,5+ 0,5°

Letras minusculas, mailusculas e nimeros diferentes na mesma coluna indicam
diferencas (P<0,05).
TTM= Tratamento 1(controle), 2 (TRIS GEMA), 3 (BUTO BOV)

Diferentes protocolos de congelamento tém sido utilizados para criopreservar

espermatozoides. No entanto, como existe uma variagdo nos diluentes e nos
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procedimentos utilizados em a protocolo, a comparacéo direa dos resultados
ndo é adequada.

A utilizacdo do sémen congelado tem como fatores limitantes o alto custo com
equipamentos, necessidade de mao-de-obra especializada, bem como locais
apropriados nos haras para manipulacdo do sémen (CROCKETT et al., 2001), tendo
como maior desvantagem em comparacao ao sémen fresco ou refrigerado a reducéo
na viabilidade espermatica (MOORE et al., 2005).

Durante o procedimento de congelamento de sémen dois importantes
processos acontecem, o primeiro € a producdo de espécies reativas de oxigénio
(BAUMBER et al., 2003; 2005) que induzem mudancas na funcdo e estrutura da
membrana (GADEA et al.; 2005).

Considerac0fes Finais

‘

Diante do presente estudo, conclui-se que:

O sémen fresco apresenta melhor viabilidade que o sémen congelado

O TRIS GEMA apresentou melhor viabilidade que o Buto-Bov na diluicdo a fresco

guanto na congelacdo de sémen.
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