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A criopreservacdo de sémen bovino se tornou uma técnica recorrente para sua utilizacdo em
biotecnologias reprodutivas, de forma que o congelamento € uma das etapas para garantir a
viabilidade e fertilidade do sémen pés descongelamento, necessitando de um crioprotetor para
alcancar esses objetivos, de forma que o crioprotetor devera garantir prote¢do contra os choques
térmicos e osmdéticos que ocorrem durante o processo de congelamento e descongelamento. A
qualidade espermatica do sémen bovino criopreservado com dois diluentes diferentes no pés
descongelamento em 38° por 90 minutos pode ocorrer de forma distinta. O sémen foi avaliado em
dois meios de criopreservacdo, sendo eles lecitina de soja (Tolera-D) e gema de ovo (Botubov), e
submetidos ao teste de termoresisténcia modificada, nas avaliagbes quanto as caracteristicas que
influéncia na fertilidade o sémen que possuiu o crioprotetor de origem animal apresentou bom
desempenho, os resultados relacionados a cinética espermética como motilidade total e progressiva
foi melhor, ja 0 sémen com lecitina nas caracteristicas de trajeto, movimento linear, curvilineo, largura
da cabeca, amplitude de deslocamento lateral da cabeca, frequéncia de batimentos e linearidade foi
melhor.
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Introducgéo

O sémen bovino é um dos principais produtos a ser comercializado na
utilizacdo de biotecnologias reprodutivas como a Inseminacao Artificial (IA) e
Inseminacéo Artificial em Tempo Fixo (IATF), sendo submetido a um longo processo
gue consiste da coleta, preparo, avaliacbes, congelamento até ser descongelado
para ser utilizado (ASBIA,2017).

Nesse longo processo cujo o qual o sémen é submetido todas as fases sao
fundamentais, deve ser feita as avaliagbes de qualidade para estimar a fertilidade
antes do congelamento, sendo que a fase com maior risco se encontra nos
processos de resfriamento, congelamento e descongelamento, podendo prejudicar a
integridade da célula espermatica, afetando a viabilidade espermatica, motilidade e
sobrevivéncia (LEITE et al., 2011).

Desta forma para garantir o sucesso da criopreservacdo do sémen com o0

REALIZACAO

PRE
de

PrérRe:tor:gﬁg Prn~§g_iturl_<z e . Prg -Re de z Universidade e
Graduagao P(')s—Gr;?gllJJ;iéﬁg Aséﬁl?;gas)guﬁs:udarélé Estadual de Goias




C V Congresso de Ensino,
Pesquisa e Extensao da UEG

congelamento, é necessario que o diluente do crioprotetor utilizado garanta protecao

contra os choques térmicos e osmoéticos que ocorrem durante o processo de
congelamento e descongelamento. Sendo que o estudo dos diluidores pode ser uma
alternativa para garantir a melhoria efetiva nos indices de congelabilidade dos
ejaculados para saber qual o meio diluidor que apresenta melhores resultados pés
criopreservacédo, garantindo maior fertilidade do sémen depois de processado e
evitando desperdicios (WATSON, 2000).

Os diluentes alternativos como os de origem vegetal (extrato de soja) e animal
(gema de ovo) podem ser uma alternativa viavel para melhorar a fertilidade apés o

descongelamento.

O objetivo deste experimento foi comparar a acdo de dois meios diluidores
submetendo o sémen ao teste de termoresisténcia modificada, e apos analisadas no
aparelho (CASA — Computer Assisted Semen Analyses) (AMANN; KATZ, 2014).

Material e Métodos

O experimento foi efetuado na Universidade Estadual de Goias, no Centro de
Biotecnologia em Reproducdo Animal. Foi efetuada a coleta de sémen com auxilio
de um eletroejaculador, para o experimento foram utilizados 21 mL de sémen.

O sémen coletado foi analisado com um microscoépio, utilizando uma parcela
representativa, com o intuito de através de uma analise subjetiva determinar a
viabilidade do congelamento, apresentando 85 % de motilidade, 5 de
turbilhonamento e 4 de vigor.

Sendo efetuado também o calculo da concentracdo espermatica, os 21 ml de
sémen foram divididos em duas partes, na proporc¢ado 1:1 utilizando desta forma 10,5
ml de sémen e 10,5 ml do diluente gema de ovo, 0 mesmo com o0 restante mas
utilizando a lecitina de soja.

O sémen apos diluido foi acondicionado no refrigerador por um periodo de
duas horas a 5°C, durante o periodo que o sémen ficou no processo de

arrefecimento foi feito a concentracdo espermatica, utilizando microscopia Optica
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convencional com a camara hematocitométrica de Neubauer resultando em um
média de 14 células por quadrante, sendo fixada em 500.000000
espermatozoides/ml.

Ambos os sémens que foram separados e diluidos na proporcdo 1:1 com o
diluidor foram divididos em quatro fraces com concentracdes diferentes, sendo: O
1° utilizou 5 ml de sémen com 4,5 ml de diluidor a base de gema de ovo ou lecitina
de soja ( T1-Tratamento 1) e assim com os demais s6 modificando o volume de
sémen e diluidor, 0 2° 4ml de sémen + 2,38 ml (T2- Tratamento 2), 3° 5ml+ 1,10 ml
(T3- Tratamento 3) e a 4° 5 ml+ 0,2 ml (T4- Tratamento 4).

O sémen foi envasado em palhetas francesas de 0,5 ml, o envase ocorreu
ainda na maquina de refrigeracdo (WORKSEMEN- TK). Enquanto o sémen estava
sendo envasado a maquina de congelamento estava fazendo o processo de
estabilizacdo da temperatura com o nitrogénio para evitar o choque térmico apoés a
retirada da refrigeracao.

A curva de estabilizagdo permite o sémen atingir temperaturas superiores de
forma gradual, ap0s a estabilizacdo as amostras foram colocadas em uma caixa
auxiliar de isopor por 10 minutos, promovendo o congelamento total e uniforme da
palheta e para facilitar o ragueamento. Apdés o congelamento as raques foram
colocadas nas “canecas” no botijdo criobiolégico, para armazenar o sémen em
nitrogénio.

As palhetas eram retiradas do nitrogénio e submetidas ao banho maria por 90
minutos o0 que consiste no teste de termoresisténcia modificado, mantendo a
amostra em uma temperatura constante de 38°C. Apds o descongelamento no teste
de termoresisténcia modificado, as amostras foram retiradas gradativamente de
acordo com o tratamento, iniciando do menor para o maior, o conteudo de cada
palheta era transferido para eppendorfs e com o auxilio de uma pipetadora digital
uma pequena parte do tratamento ia ser avaliado no CASA.

O aparelho utilizado para avaliar o sémen foi o CASA (Computer Assisted
Semen Analyses), que permite uma avaliacdo objetiva do sémen, permitindo

predizer a viabilidade e fertilidade do sémen criopreservado.
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As andlises efetuadas avaliaram o sémen quanto motilidade total (MT %) ou

seja a movimentagdo dos espermatozoides, a motilidade progressiva (MP%) que
corresponde aos movimentos progressivos das células, além da movimentacdo
foram analisadas carateristica que correspondem ao sentido do trajeto e velocidade.

A velocidade de trajeto (VAP pm/s) é a velocidade média ininterrupta do
espermatozoide, a velocidade progressiva (VSL pm/s) corresponde a velocidade em
sentido linear entre pontos distintos percorridos pelo espermatozoide.

A velocidade curvilinear (VCL pm/s) é a velocidade média mensurada de
ponto a ponto do trajeto, a amplitude do deslocamento lateral de cabecas (AHL um)
€ a largura média mensurada das oscilacdes da cabeca do espermatozoide, a
frequéncia de batimentos (BCF, Hz) e a constancia que a cabeca do espermatozoide
se move para frente e para tras em um trajeto. E por fim a linearidade (LIN %) que &
o valor médio entre as caracteristicas de VSL/ VCL x 100.

As avaliagbes em sistema computadorizado diminuem as chances de erro nas
avaliacdes, permitindo identificar qual meio diluidor apresenta maior ou melhor
desempenho, de forma que com informacBes sobre a cinética espermatica permite

tracar uma concluséo sobre as observacdes (GIL et al., 2000).

Resultados e Discussao

No que se refere a qualidade espermatica pds teste de termoresisténcia
modificado, nas caracteristicas de motilidade total dos tratamentos e motilidade
progressiva 0 sémen com a presenca de diluidor a base de gema de ovo
apresentou-se melhor, como demostrado na tabela 1.

Nas demais caracteristicas observadas o sémen diluido com o diluidor a base
de extrato de soja se apresentou melhor em todas as outras caracteristicas. Alguns
experimentos ja testaram e compararam a cinética espermatica apoés
descongelamento e fertilidade do sémen utilizado em bovinos.

Segundo Hinsch et al., (1997) o sémen diluido em gema de ovo ou extrato de
soja ndo apresentava diferenca significativa para caracteristicas como motilidade,

vigor, e movimentos, e quando analisaram as taxa de prenhez ndo apresentava
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diferenca em nenhum dos casos, nao influenciando na repeticéo de cio apds com 60
e 90 dias, evidenciando que ambos os tém potencial para criopreservacao.

Em experimento semelhante Gil et al., (2000) observou que mesmo alterando
a composicdo do diluente (gema de ovo ou lecitina de soja) os resultados na
fertilidade do sémen ndo se diferenciavam significativamente, os sémens com
solugcéo a base de gema de ovo apresentavam fertilidade de 69,1% e o a base de
lecitina de soja 69,2%. Ressaltando que ambos tém viabilidade para utilizacdo em
condicbes adequadas de preparo, mas em condi¢cbes desfavoraveis pode ocorrer
dos desempenhos serem distintos.

Ja Dell” Aqua Juanior et al., (2007) em experimento comparando as duas
solugbes como meio de diluicho o meio livre de produtos de origem animal
apresentou melhores resultados nos parametros de motilidade progressiva (gema de
ovo 45%, lecitina 65%). Celeghini et al., (2008) em analises computadorizadas
encontrou resultados distintos, as amostras que apresentavam meio diluidor a base
de gema de ovo para todas as caracteristicas, principalmente nas que dizem
respeito a integridade celular, se sobressaiu, permitindo a célula manter suas
funcbes mesmo apds condicdes extremas, devido a capacidade de proteger a
membrana plasmatica mantendo a intacta.

Tabela 1. Valores médios da cinética esperméatica avaliadas em
concentracdes diferentes.

Gema Lecitina
Caracteristica — \EDIA MEDIA Média Geral
MT (%) 7+3 2+1 44
MP (%) 2+1 01 1+1
VAP (um/s) 45+ 3 61 + 21 53+ 11
VSL (um/s) 37+3 48 + 23 42 +8
VCL (um/s) 77+7 100 +12 89 + 17
ALH (um) 540 26 + 40 16 + 15
BCF (Hz) 20+ 4 21+ 5 20+ 1
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LIN (%) 49+5 48 + 17 48 + 1

MOT: Motilidade Total; MP: Motilidade Progressiva; VAP:Velocidade de Trajeto; VSL:
Velocidade Progressiva; VCL:Velocidade Curvilinear; ALH: Amplitude do Deslocamento
Lateral da Cabeca Espermética; BCF: Frequencia de Batimentos; LIN: Linearidade.

Consideraces Finais

Os resultados encontrados podem ter sofrido influéncia do meio onde estao
acondicionados, jA que ambos os diluidores apresentavam a capacidade de
fertiidade antes e ap0s o processo mesmo que reduzida consideravelmente,
ressaltando a capacidade dos crioprotetores de fazerem a preservacdo da

integridade fisica do espermatozoide.
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