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Resumo

O teste de termo-resisténcia € util na avaliacdo seminal por simular a
capacidade do sémen em sobreviver no trato reprodutivo da fémea. O objetivo
do presente estudo foi avaliar os parametros cinéticos do sémen ovino diluido
em TRIS ou ACP-102 durante teste de termo-resistencia. Sémen de quatro
carneiros da raca Santa inés foi coletado e diluido em TRIS ou ACP-102 e
criopreservado. O sémen foi avaliado para os parametros VCL, VAP, STR, LIN,
ALH e BCF logo ap6s descongelamento, 1h e 2h de incubacéo a 37°C usando
sistema de analise seminal auxiliado por computador (CASA). Houve declinio
nos parametros cinéticos seminais durante incubacdo. Nenhuma diferenca foi
verificada entre os diluidores TRIS e ACP-102 apds descongelamento, mas sim
apos 2h de incubacédo. Estudos complementares sdo necessarios para a
obtencdo de melhores taxas de recuperacdo de espermatozoides durante
criopreservacao utilizando o diluidor ACP-102.

Abstract

Thermal stress test is useful on the seminal evaluation by simulating the semen
capacity to survive in the female reproductive tract. The objective of the present
study was to evaluate kinetics parameters of ovine semen diluted in TRIS or
PCW-102 extender into thermal stress test. Semen from four Santa Inés rams
were collected and diluted in TRIS or PCW-102 extender and cryopreserved.
The semen was evaluated for the parameters VCL, VAP, STR, LIN, ALH and
BCF after thawing, 1h and 2h of incubation at 37°C using computer assisted
sperm analysis (CASA). There was a decline on the kinetics parameters during
incubation. None difference was observed between TRIS and ACP-102 after
thawing, but after 2h of incubation. Complementary studies are necessary to
obtain best sperm recuperation rates during cryopreservation using ACP-102
extender.
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Introducéo

Espermatozéides necessitam de algumas horas apds a inseminacao
artificial para alcancar o sitio de fecundacao, de modo que sua capacidade de
fertilizacdo esta ligada a sua habilidade em sobreviver no trato genital da fémea
(Chemineau et al., 1991). A manutencdo da motilidade e viabilidade do
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espermatozoide por intervalos prolongados ap6s o descongelamento é
avaliado pelo teste de termo-resisténcia, ao estimar a capacidade do
espermatozoide em manter sua fertilidade durante transito no trato reprodutivo
feminino (Bag et al., 2004). O uso de sistemas de analise computadorizada de
sémen (CASA) permite uma avaliacdo objetiva, rapida e precisa de amostras
de sémen podendo ser utilizado em sua avaliagdo em testes de termo-
resisténcia.

Diluidores a base do tampédo TRIS tem sido tradicionalmente utilizados
em centrais de inseminacédo e de pesquisa. Entretanto, o desenvolvimento de
novos diluidores pode abrir perspectivas na melhoria da qualidade do sémen
criopreservado. O produto ACP-102, a base de agua de coco em pd, permite
ndo s6 seu uso como diluidor para sémen, bem como permite novas
oportunidades para o desenvolvimento de toda uma cadeia produtiva com base
num produto regional, tipico do Nordeste brasileiro.

Objetivo

Este trabalho teve como objetivo avaliar os parametros cinéticos do
sémen ovino congelado em diluidores TRIS e ACP-102 em teste de termo-
resisténcia.

Materiais e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Tecnologia do Sémen
Caprino e Ovino da Universidade Estadual do Ceara, no municipio de
Fortaleza, Cear4, com latitude 03°43' Sul e longitude 38°30’° Oeste, com
temperatura média anual de 27°C, durante os meses de Maio a Julho de 2008.
Foram utilizados quatro carneiros da raga Santa Inés, mantidos em baias
individuais, alimentados com feno de tifton (Cynodon sp.) e concentrado
comercial com 18% PB, além de sal mineral e agua a vontade. As coletas de
sémen foram feitas com uso de vagina artificial duas vezes por semana,
totalizando sete coletas por animal. Apéds cada coleta, os ejaculados foram
mantidos em banho-maria a 32°C para avaliagdo do volume, concentracao,
motilidade massal, percentual de espermatozdides maoveis e vigor (Chemineau
et al., 1991). Posteriormente, os ejaculados foram divididos em duas aliquotas
gue foram diluidas em meios TRIS (Tris-frutose-gema de ovo a 20%), ou ACP-
102 (com gema de ovo a 15%), sendo submetidos a resfriamento até 4°C por
120 minutos. Em seguida o sémen foi submetido a glicerolizagdo em trés
etapas com seus respectivos meios adicionados ao glicerol, de modo a obter
concentracdo final de espermatozéides de 400x10° sptz/mL. Os sémen foi
envasado em palhetas de 0,25mL e criopreservado em vapores de nitrogénio
liquido (-100°C), por dez minutos, sendo entdo mergulhados em nitrogénio
liquido e alocados em botijées criogénicos.

As palhetas foram descongeladas no minimo de 15 dias apds
criopreservacgdo, sendo imersas em banho-maria a 37°C por 30 segundos. O
sémen foi entdo transferido para microtubos de 1,5mL também incubados a
37°C. Uma aliquota de sémen foi rediluida em solucéo citrato-glicose (Evens &
Maxwell, 1992), de modo a obter uma concentracdo 30-50x10° sptz/mL, para
avaliacdo em sistema CASA (Sperm Class Analyser®, Microptic S.L. verséo
3.2.0). O teste de termo-resisténcia seguiu o procedimento preconizado pelo
Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 1998), sendo as avaliagfes
realizadas logo apds o descongelamento (T0), 1h (T1) e 2h de incubacéo (T2).



Foram avaliados os parametros velocidade curvilinear (VCL - um/s), velocidade
média do percurso (VAP - um/s), linearidade (LIN - %), retilinearidade (STR -
%), deslocamento lateral de cabeca (ALH - um) e frequéncia de batimento
cruzado (BCF - Hz). Os resultados, expressos em média + desvio padréo,
foram submetidos a andlise de variancia a 5%, seguido de teste de Tukey para
determinar a significancia entre duas médias.

Resultados

A figura 1(A-F) mostra os resultados obtidos. Foi observado que tanto o
sémen diluido em TRIS como em ACP-102 apresentaram valores semelhantes
logo ap6s o descongelamento para os parametros analisados. Estes valores
sofreram influéncia com o tempo de incubagdo para ambos os diluidores
(exceto para o parametro ALH do diluidor TRIS). Esta influéncia se manifestou
pela queda dos valores médios em relacdo a TO para VCL, VAP, STR e LIN e
aumento para ALH e BCF. Isto pode ser explicado por danos sub-letais sofridos
pelos espermatozdides durante processo de criopreservacdo, perda da
atividade mitocondrial ou a efeitos decorrentes da liberacdo de radicais livres
pela atividade metabdlica dos espermatozdides ativos e da liberacdo de
enzimas toxicas apos lise de células mortas (Bag et al., 2004). Entretanto, tais
resultados estdo em desacordo com Bag et al. (2004) e Joshi et al. (2005), que
nao verificaram mudancas significativas para os mesmos parametros cinéticos
estudados mesmo apds 4h de incubacdo a 37°C. Vale ressaltar, entretanto,
gue os valores obtidos neste trabalho em ambos diluidores foram superiores
aos encontrados por estes autores logo apds o descongelamento.

Apesar de apresentarem valores semelhantes em TO, diferenca
significativa foi observada entre os diluidores para os parametros VCL, VAP,
ALH e BCF apos incubacédo de 2h, devido possivelmente ao fato do diluidor
ACP-102 ter apresentado maior numero de espermatozoides estaticos ao
descongelamento em relacdo ao TRIS (percentual de espermatozdéides moveis
de 62,8% para TRIS e 40,3% para ACP-102), e por isso apresentando 0s
efeitos deletérios por sobre os espermatozodides viaveis citados anteriormente.

Conclusbes

O diluidor ACP-102 apresentou desempenho semelhante ao diluidor
TRIS para os parametros de velocidade estudados ao descongelamento.
Entretanto, as diferencas apresentadas entre ambos diluidores apés periodo de
incubacdo de duas horas sugere a necessidade de estudos complementares
para obtencdo de melhores taxas de recuperacdo de espermatozoides apos
criopreservagao.
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Figura 1 (A-F): Parametros cinéticos (VCL, VAP, STR, LIN, ALH e BCF), do sémen ovino criopreservado em TRIS ou ACP-102
durante teste de termo-resisténcia, logo apds o descongelamento (T0), uma hora (T1) e duas horas (T2) de

incubagéo a 37°C.
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