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RESUMO

A comercializacdo de sémen bovino criopreservado é realizada em larga escala
mundialmente. Entretanto, a utilizacdo de diluidores com produtos de origem animal tem
limitado a exportacdo de sémen para outros paises devido a possiveis riscos sanitarios.
Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da substituicdo de diluidores
contendo componentes de origem de animal por diluidor a base de lecitina de soja na
criopreservacao de sémen bovino. O sémen foi coletado por eletroejaculacéo a partir de
seis touros Nelore com fertilidade comprovada. Apds determinacdo da concentracdo
espermatica, as amostras de sémen foram adicionadas em diferentes diluidores: diluidor
comercial (Controle), a base de gema de ovo (TRIS-gema) e lecitina de soja (LS). Ap6s
o descongelamento, a cinética espermatica foi avaliada pelo sistema CASA e a
integridade de membrana citoplasmatica e acrossomal foram avaliadas por
epifluorescéncia. Nao foi observada diferenca significativa entre os diluidores TRIS-
gema e LS para todos os parametros de cinética espermaética avaliados (P>0,05). A
avaliacdo de integridade de membrana e acrossoma ap0s o descongelamento revelou
taxas de viabilidade espermatica significativamente superior (P<0,05) ao utilizar o
diluidor comercial (30,80+10,0). No entanto, ndo foi observada diferenca significativa
(P>0,05) entre os diluidores contendo TRIS-gema (18,00+7,1) e LS (14,60+6,5). Em
conclusdo, a criopreservacdo de sémen bovino com diluidor a base de LS apresentou acdo
crioprotetora similar ao diluidor convencional TRIS-gema. Portanto, a lecitina de soja é
uma alternativa que pode ser utilizada com sucesso na criopreservacao de sémen bovino.

Palavras-chave: touro, crioprotetor, lecitina de soja, Nelore, TRIS-gema de ovo.

ABSTRACT

The commercialization of cryopreserved bovine semen is performed on a large scale
worldwide. However, the use of diluents containing animal origin products has limited
the export of semen to other countries due to possible sanitary risks. Therefore, the aim
of this study was to evaluate the effect of replacing diluents containing animal
components by soy lecithin-based diluents in the cryopreservation of bovine semen.
Semen was collected by electroejaculation from six Nelore bulls with proven fertility.
After determining the sperm concentration, the semen samples were added in different
diluents: commercial diluent (Control), egg yolk based (TRIS-gema) and soy lecithin
(LS). After thawing, sperm kinetics were evaluated by the CASA system and cytoplasmic
and acrosomal membrane integrity were assessed by epifluorescence. No significant
difference was observed between TRIS-gema and LS diluents for all sperm Kinetics
parameters evaluated (P>0.05). Evaluation of membrane and acrosome integrity after
thawing revealed significantly higher sperm viability rates (P<0.05) when using the
commercial diluent (30.80+£10.0). However, no significant difference (P>0.05) was
observed between diluents containing TRIS-gem (18.00+7.1) and LS (14.60£6.5). In
conclusion, cryopreservation of bovine semen with LS-based diluent showed similar
cryoprotective action to conventional TRIS-gem diluent. Therefore, soy lecithin is an
alternative that can be successfully used in cryopreservation of bovine semen.
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1 INTRODUCAO

A comercializacdo de sémen bovino criopreservado vem crescendo nos ultimos
anos, principalmente em decorréncia da exportacdo e da utilizacdo da IATF. Assim, é de
grande importancia estudos de agentes crioprotetores que atuem na preservacao da célula
de forma eficiente para se obter melhores resultados, com aumento das taxas de
fertilizacdo, reducéo dos custos para o produtor e por fim, um incremento na rentabilidade
da pecuéria bovina (LEMMA., 2011).

As taxas de fertilizacdo sdo afetadas pelo processo de criopreservacdo dos
espermatozoides, pois hd danos nas células, que podem resultar em um significativo
decréscimo da motilidade e integridade das membranas espermética (CELEGHINI et al.,
2017). Os crioprotetores adicionados aos diluentes tem um papel fundamental na
sobrevivéncia espermatica no processo de congelacdo e descongelamento, uma vez que
o plasma seminal ndo consegue proteger adequadamente as células contra mudancas de
temperatura. A gema de ovo é um agente crioprotetor efetivo e é recomentado pela
excelente protecdo dos espermatozoides. Entretanto, 0 uso de compostos de origem
animal possibilita a transmisséo de doencas, o que restringe a comercializagdo de sémen
para alguns paises. Assim, a utilizacdo de um diluidor bem definido, com auséncia desses
compostos, apresentaria uma valiosa contribuicdo para a industria de tecnologia de
sémen.

Diversos produtos de origem vegetal tém sido adicionados em diluidores de sémen
visando testar seu possivel efeito crioprotetor (BITTENCOURT et al., 2013;
CAVALCANTE et al., 2014; CAMARA et al., 2018; SOUSA et al., 2020,). Dentre esses
produtos, destaca-se a lecitina de soja, um subproduto resultante da extracdo do 6leo de
soja, que possui em sua composi¢do quimica fosfolipideos, triglicerideos e glicolipideos
além de carboidratos e carotenoides (SCHUCK, 2004). Entretanto, sua principal
caracteristica quimica é o poder emulsificante (SOARES, 2004). Portanto, o objetivo
deste estudo foi avaliar o efeito da substituicdo de diluidores contendo componentes de
origem de animal por diluidor a base de lecitina de soja na criopreservacdo de sémen

bovino.
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2 MATERIAL E METODOS

Seis touros adultos da raga Nelore, com idade entre trés a cinco anos, foram
selecionados por exame androlégico. Durante o0 experimento coletou-se por
eletroejaculacdo um touro por dia. Apds a colheita, o sémen foi imediatamente levado ao
laboratdrio, determinado o volume do ejaculado em tubo graduado, mantendo-o em
banho-maria a 37°C até seu processamento final. A motilidade e o vigor foram analisados
subjetivamente, em microscopio de contraste de fase (Nikon Biophot) com aumentos de
100 e 400x. Atribuiu-se a motilidade valores de 0-100%. O vigor foi classificado em uma
escala de 0-5, sendo o escore 1 0 mais lento e o escore 5 correspondendo ao mais rapido
movimento. A concentragéo foi avaliada coletando-se uma amostra do sémen e diluindo-
a na proporcao 1:200, em solucdo de formol-salina tamponada. A contagem espermatica
foi realizada em camara de Neubauer em microscopio de contraste de fase com aumento
de 400x. Para a avaliacdo da morfologia espermatica uma aliquota de sémen foi diluida
em solucdo formol-salina tamponada, previamente aquecida (37°C), para fixacdo e
posterior avaliaco.

Amostras de sémen foram adicionadas em diferentes diluidores visando avaliar a
qualidade espermatica ap0Os criopreservacdo. Trés diluidores, com glicerol, foram
testados: diluidor comercial (Controle), a base de gema de ovo (TRIS-gema) e lecitina de
soja (LS). Apés adicdo do sémen em cada diluidor, foi realizado o envase em palhetas de
0,5ml, com concentragio espermatica final de 20x10° de espermatozoides por palheta.
Apbs o envase as palhetas foram resfriadas e congeladas utilizado um sistema
programavel de criopreservacao de sémen portatil (modelo TK-3000). Incialmente, as
palhetas foram alocadas em porta-palhetas, o qual foi adicionado ao tubo de resfriamento,
permanecendo até alcancar 5°C. O equipamento de congelacdo foi programado para
realizar o resfriamento a partir da temperatura ambiente, seguindo uma curva de
resfriamento de 0,25°C/min. até 5°C, com duragdo em torno de 1h e 30 min. e com tempo
de equilibrio de 2 horas. Ao final do tempo de equilibrio, o porta-palhetas foi removido
para a caixa térmica contendo nitrogénio liquido (nivel de 7 cm), na qual realizou-se a
curva de congelacdo com uma taxa de -20°C/min. de 5°C até -120°C. Ap0s atingir a
temperatura de -120°C, as palhetas foram removidas do porta-palhetas e imersas em
nitrogénio liquido. Por fim, as palhetas foram acondicionadas em “racks” e entdo
armazenadas em nitrogénio liquido (-196°C).

Ap0s a criopreservacdo foram avaliadas a cinética de movimento pelo sistema

computadorizado (CASA), e a integridade das membranas plasmatica e acrossomal por
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microscopia de epifluorescéncia (AxiophotZeiss). A analise computadorizada da
motilidade (CASA) foi realizada nas amostras apds o descongelamento em banho maria
a 37°C/ 30 segundos. Em seguida, o material foi transferido para um microtubo de 1,5 ml
que foi mantido na mesma temperatura para posteriores avaliacdes. Retirou-se 2uL da
amostra que foi colocada na lamina de leitura (Makler) previamente aquecida a 37°C.
Utilizou-se o aparelno modelo lvos-Ultimate 12 da Hamilton Thorne Biosciences,
previamente ajustado para andlise de sémen bovino. As caracteristicas de movimento
espermatico analisadas foram: Motilidade Total (MT, %), Motilidade progressiva (MP,
%), velocidade do trajeto (VAP um/s), velocidade progressiva (VSL pum/s), velocidade
curvilinear (VCL pm/s), deslocamento lateral da cabe¢a (ALH pm), frequéncia de
batimento (BCF, Hz), retilinearidade (STR, %) e linearidade (LIN, %).

Para avaliacdo da integridade da membrana plasmatica utilizou-se o diacetato de
6-carboxifluoresceina (C-FDA) e iodeto de Propidio (IP) conforme descricdo de
HARRISON & VICKERS (1990). Uma amostra de sémen (10pl) foi adicionada a 40 pl
de solugéo de corante e incubadas por 10 minutos em microtubos protegidos da luz. Uma
aliquota de 7 pl de solugdo corante com o sémen foi adicionada sobre 1dmina e coberta
por uma laminula e observada em microscopio de epifluorescéncia (AxiophotZeiss: filtro
com comprimento de onda de 395/420 nm de excitacdo/emissdo). Foram contadas 200
células espermaticas, sendo classificadas de acordo com a coloragdo das células em:
Membrana integra (coloracdo verde) e membrana danificada (as células com coloracéao
vermelha, bem como as que se apresentaram coradas em verde e vermelho).

Para avaliacdo da integridade do acrossoma utilizou-se uma conjugacao de
isotiocianato de Fluoresceina — FITC (sonda fluorescente) com lecitina de amendoim
(peanutaglutinin — PNA) e IP, como descrito por KLINC & RATH (2007). Amostra de
sémen (10uL) foi diluida em uma solucdo de corante (30 uL) e incubada por 10 minutos.
Uma aliquota de 7 pl de solugdo corante com o sémen foi colocada em uma lamina e
coberta por uma laminula e observada em microscopio de epifluorescéncia
(AxiophotZeiss: filtro com comprimento de onda de 494/517 nm de excitacdo/emissao).
Foram contadas 200 células espermaticas, sendo classificados em duas categorias:
espermatozoides invidveis (morto com acrossoma integro - coloracdo vermelha na cabega
e auséncia de coloracdo no acrossoma; morto com acrossoma reagido - coloragéo
vermelha na cabeca e verde na regido acrossomal); vivo com acrossoma reagido -

auséncia de coloragdo na cabeca e presenca de coloragdo verde na regido acrossomal) e
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espermatozoides viaveis (vivo com acrossoma integro - auséncia de coloracdo na cabeca
e acrossoma).

Os dados foram analisados em delineamento de blocos ao acaso, com trés
tratamentos e cinco blocos (bovinos). A analise estatistica foi realizada utilizando o
programa Bio Estat versdo 5.0. O efeito dos tratamentos sobre os parametros de
motilidade espermaética, integridade de membranas plasméatica e acrossomal foram
avaliados por meio da andlise de variancia (ANOVA) e a comparacdo de médias pelo

teste de Tukey com nivel de significancia p>0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das avaliagdes realizadas pelo sistema CASA estéo apresentados na
Tabela 1. Nao houve efeito do diluidor (p>0,05) sobre os parametros de motilidade total,
motilidade progressiva, velocidade do trajeto, velocidade curvilinear, deslocamento
lateral da cabeca, frequéncia de batimento e retilinearidade. No entanto, a velocidade
progressiva de espermatozoides criopreservados utilizando diluidor a base de TRIS-gema
(50,98+7,2) foi inferior (p<0,05) em comparagdo ao diluidor comercial (64,50£7,1),
porém similar em relacdo ao diluidor a base de LS (53,98+4,5). Além disso, foi verificado
que a linearidade de espermatozoides criopreservados com LS (41,20+5,0) foi inferior
(p<0,05) em comparacdo ao diluidor comercial (53,40+8,1), porém ndo diferiu do
diluidor a base de TRIS-gema (45,00+6,4). Estes achados demonstram que a adicdo de
LS no diluidor de sémen bovino apresentou efeito similar sobre a cinética espermatica
em comparacdo ao diluidor contendo TRIS-gema, bem como ao diluidor comercial para
a maioria dos parametros avaliados. Resultados similares tem sido relatados em estudos
prévios comparando diluidores de origem animal e vegetal (CAVALCANTE et al. 2014;
MURPHY et al., 2018; ADEYANJU et al., 2018).
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Tabela 1. Avaliacdo da cinética espermatica de sémen bovino criopreservado com diluidor comercial,
TRIS-gema e Lecitina de soja (LS).

Variavel DILUIDOR
Comercial TRIS-gema LS
MT (%) 61,40+17,10¢ 53,80£1,79¢ 52,60+18,58¢
MP (%) 40,60+15,392 24,80+15,39¢ 25,2049,200
VAP (um/s) 73,48+5,83¢ 67,36+8,892 71,404+6,992
VSL (um/s) 64,50+7,10 50,98+7,230 53,98+4,5]ab
VCL (um/s) 127,32+17,312 121,28+15,48: 134,86+19,37
ALH (um) 5,38+1,26° 5,960,722 6,361,022
BCF (Hz) 33,0446,81¢ 26,12+3,77 30,18+5,45
STR (%) 84,00+5,66 77,20+6,50 75,20+4,972
LIN (%) 53,40+8,142 45,006,442 41,20+£5,07°

Letras diferentes na mesma linha indica diferenga significativa (p<0,05).
MT = motilidade total; MP = motilidade progressiva; VAP = velocidade do trajeto; VSL = velocidade
progressiva; VCL = velocidade curvilinear; ALH = deslocamento lateral da cabega; BCF = frequéncia de
batimento; SRT = retilinearidade; LIN = linearidade

Os resultados da integridade de membrana plasmatica e integridade do acrossoma
dos espermatozoides marcados pela técnica de microscopia de epifluorescéncia estdo
apresentados na Tabela 2. Apo6s o descongelamento, a taxas de viabilidade espermatica
foi significativamente superior (p<0,05) ao utilizar o diluidor comercial (30,80+10,0). No
entanto, ndo foi observada diferenca significativa (P>0,05) entre os diluidores contendo
TRIS-gema (18,00+7,1) e LS (14,60+6,5). Estes resultados indicam que o diluidor
comercial ofereceu melhor protecdo contra possiveis danos inerentes ao processo de
criopreservacao espermatica em relacdo ao TRIS-gema e LS. Resultados semelhantes
foram descritos previamente por (ADEYANJU, et al., 2018). Possivelmente, a
integridade da membrana plasmaética e acrossomal foi melhor preservada no diluidor
comercial por conter maior concentracdo de componentes quimicos benéficos a
estabilizacdo das membranas espermatica. Portanto, ainda existe a necessidade de
adequacao da concentracdo ou proporcdo de compostos de origem vegetal na preparagédo
de diluentes a fim de conferir protecdo na membrana espermatica durante o processo de
criopreservacao. Acredita-se que a facilidade de armazenamento da matéria prima de
origem vegetal poderd facilitar a padronizacdo de diluidores de sémen e eliminar

possiveis riscos de transmissdo de patdgenos.

Tabela 2 - Avaliacéo da integridade de membrana e acrossoma de espermatozoides bovinos apds o
descongelamento.

Pardmetro DILUIDOR
Comercial TRIS-gema LS
Viabilidade 30,80+10,082 18,00+7,14% 14,60+6,58°

LS: Lecitina de Soja. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05).
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4 CONCLUSAO

Os resultados encontrados no presente estudo demonstraram que o diluidor a base
de LS apresentou acdo crioprotetora para espermatozoides bovino similar ao diluidor
convencional TRIS-gema. Entretanto ha necessidade de futuros estudos visando otimizar

a concentracao ou proporc¢ao desta base de origem vegetal na preparacédo de diluidores.
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