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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a cinética e vitalidade espermatica do s€émen
ovino diluido em ACP—102®, acrescido de 5 ou 10 mM de cisteina e conservado a 5 °C
por 48 horas. Foram utilizados cinco reprodutores ovinos da raca Dorper, alocados no
Nucleo Integrado de Biotecnologia da Universidade Estadual do Ceard. As coletas
seminais foram realizadas a cada 48 horas. Os ejaculados obtidos foram agrupados para
constituirem um pool. Sendo em seguida, dividido em trés aliquotas; uma diluida
apenas em ACP-102® (grupo controle), e as outras duas em ACP-102® + 5 ou 10 mM
de cisteina (T1 e T2, respectivamente). As andlises in vitro foram realizadas nos tempos
de 0, 12, 24 e 48 horas de refrigeracdao a 5°C. Quanto a cinética, foram mensurados a
velocidade linear (VSL), a velocidade curvilinear (VCL), a velocidade do percurso
médio (VAP), a linearidade (LIN), a retilinearidade (STR), o deslocamento lateral de
cabeca (ALH), a frequéncia de batimento cruzado (BCF), o indice de oscilagdo (WOB),
a motilidade total (MT) e a motilidade progressiva (MP). Foi realizado o teste de
integridade de membrana utilizando o corante eosina-nigrosina. Os dados foram
submetidos ao teste de normalidade, nos quais os pardmetros que apresentaram
distribuicao normal foram comparados pelo teste de Duncan, e os que ndo apresentaram
foram comparados pelo teste ndo paramétrico de Friedman. De maneira geral, a adi¢dao
do antioxidante ao meio ACP-102° ndo incrementou a qualidade espermética. O grupo
controle manteve a motilidade progressiva por mais tempo que os grupos T1 e T2 (24h,
12h e Oh, respectivamente). J4 com relacdao a motilidade total, o grupo T1 mostrou-se
similar ao controle, mantendo a mesma motilidade inicial até 24h. No que se refere ao
percentual de espermatozoides rapidos, os grupos T1 e T2 foram superiores (p<0,05) ao
grupo controle imediatamente apds a dilui¢do, porém o controle foi melhor que o T2
nos tempos de 24 e 48 horas. Conclui-se entdo que o meio ACP-102° mostrou maior
eficicia quando utilizado sem a adicdo de cisteina, mantendo os parametros de

motilidade vidveis até 48 horas de conservacdo a 5°C.

Palavras-chave: Carneiros, Espermatozoides, Agua de coco em pé. Cisteina.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the kinetics and vitality of ram semen
extended in PCW-102 plus 5 or 10 mM cysteine, and stored at 5 °C for 48 hours. Five
breeding Dorper, allocated at the Biotechnology Integrated Nucleus of the Ceara State
University. The seminal samples were taken each 48 hours. The ejaculates were
grouped to form a pool. And then divided into three aliquots: one diluted only in PCW-
102 (control group), and the other two in PCW-102 + 5 or 10 mM cysteine (T1 and T2,
respectively). The in vitro assays were performed on 0, 12, 24 and 48 hours of
refrigeration. Regarding the kinetics, were taken into consideration: straight/line
velocity (VSL), curvilinear velocity (VCL), average path velocity (VAP), linearity
(LIN), straightness (STR), amplitude of lateral head displacement (ALH), beat/cross
frequency (BCF), wobble (WOB), total motility (TM) and progressive motility (PM).
The membrane integrity test was performed using the staining eosin-nigrosine. Data
were submitted to normality test, where the parameters with normal distribution were
compared by Duncan's test, and those who had not normal distribution were compared
by nonparametric Friedman test. In general, the addition of antioxidant to PCW-102
medium did not promote improvement in sperm quality. The control group maintained
progressive motility longer than T1 and T2 (24h, 12h and Oh, respectively). Related to
the total motility, T1 was found to be similar to control, maintaining the same initial
motility within 24 hours. Respect to the percentage of rapid spermatozoa, T1 and T2
were significantly higher than the control group immediately after dilution, but control
was better than T2 at 24 and 48 hours. Thus, we conclude that the medium PCW-102
showed greater efficacy without the addition of cysteine, maintaining motility

parameters viable up to 48 hours.

Keywords: Ram. Esperma. Powder coconut water. Cisteine.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo e o desenvolvimento de biotécnicas reprodutivas sao
imprescindiveis quando se visa o aumento da eficiéncia produtiva dos rebanhos.
destacando a inseminacdo artificial (IA) como sendo a técnica mais importante ja
idealizada para o melhoramento genético de animais (NUNES, 2002). Esta técnica pode
ser realizada utilizando s€men fresco, resfriado ou congelado.

Em ovinos os primeiros ensaios sobre a inseminacgdo artificial (IA) foram
realizados no inicio do século XX por Ivanov que analisou meios diluentes e a
reprodugdo assistida visando desenvolver um método pratico de inseminacdo nas
fazendas. Depois da Primeira Guerra Mundial, com estudos mais intensivos dirigidos
por Milovanov, a IA com sémen in natura e refrigerado passou a ser usada em larga
escala nos programas reprodutivos dos ovinos (SALAMON e MAXWELL, 2000).

Porém esta tecnologia ainda apresenta alguns entraves, destacando entre estes a
sensibilidade dos espermatozoides as crioinjurias e inerentes as fémeas no qual a
anatomia tortuosa da cervix impede a transposicdo atraumdtica do aplicador, resultando
em baixas taxas de fertilidade quando realizado a inseminacdo cervical superficial com
sémen congelado (MAXWELL E WATSON, 1996; GHALSASI e NIMBKAR,1996;
NAQVI et al.,, 1998 e YOSHIDA, 2000) relataram uma limitacdo na inseminacao
artificial em ovinos com sémen congelado devido a baixa fertilidade com o uso da
técnica intracervical.

Como alternativa para alcancgar taxas de gestacao aceitdveis tem sido utilizado a
inseminacao artificial por laparoscopia. Entretanto, esta € uma técnica invasiva e de alto
custo (EVANS e MAXWELL, 1990). Levando em consideracdo a tendéncia mundial e
o incentivo ao desenvolvimento de biotécnicas que respeitem o bem estar animal, uma
alternativa seria o desenvolvimento de um meio diluidor que confere um maior tempo
de viabilidade aos espermatozoides mantidos sob refrigeracao.

No tocante as inovagdes biotecnoldgicas, a dgua de coco vem sendo amplamente
utilizada em vdrios segmentos da reproducido animal. Excelentes resultados t€ém sido
obtidos com a utilizacdo da dgua de coco em estudos de preservacdo do s€émen de
animais domésticos como caprinos (SALLES, 1989; ARAUJO, 1990; RODRIGUES et
al., 1994; SALGUEIRO et al., 2003), ovinos (CRUZ, 1994; SOUSA et al., 1994),
suinos (TONIOLLI & MESQUITA, 1990), caninos (MONTEZUMA Jr. et al., 1994;

UCHOA et al., 2002), peixe de dgua doce como o tambaqui (Colossoma macropomum



CUVIER) (FARIAS et al. 1999).

Estudos tem demonstrado uma melhoria da qualidade cinética dos
espermatozoides com o advento da adi¢do de substincias que combatam as espécies
reativas de oxigénio (BUCAK et al. 2007), podendo mostrar resultados diferentes

quando adicionado ao diluente ACP-102°
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Avaliacao da qualidade seminal

A fim de predizer a capacidade fecundante de espermatozoides os ejaculados
deverdo ser analisados quanto: volume, aspecto, turbilhdo ou movimento de massa,
motilidade, vigor, concentracdo, morfologia espermdtica além de ser recomendado
provas de integridade de membrana e teste de termo-resisténcia (MIES FILHO, 1987;
HAFEZ e HAFEZ, 2004).

Rotineiramente, a concentracdo espermdtica € determinada com auxilio de
espectrofotometria ou de microscopia, utilizando-se a camara de Neubauer (SANTOS et
al., 2006). Avalia-se ainda a presencga do turbilhonamento (motilidade massal), que é o
movimento da massa de espermatozoides no plasma seminal (0 — 5) e a motilidade
individual progressiva (MIP; 0-5), (NUNES et al., 2002; HAFEZ e HAFEZ, 2004).
Quanto a avaliacao da porcentagem de espermatozoides méveis e motilidade individual
progressiva, o sémen deve ser diluido, para visualizacdo individualizada dos
espermatozoides (EVANS e MAXWELL, 1990; CHEMINEAU et al., 1991; CBRA,
1998).

A vitalidade espermdtica estd diretamente relacionada a seletividade da
membrana plasmdtica. Esta pode ser avaliada através de coloragdes vitais, Sendo
utilizados corantes como a eosina-nigrosina, azul de tripan (BEARDEN e FUQUAY,
1992) e azul de bromofenol (DERIVAUX, 1980). Nas células as quais a membrana
plasmdtica foi danificada, a auséncia da seletividade permite a passagem do corante, e
conseqiientemente corando os espermatozoides mortos, as células consideradas vivas
ainda possuem a funcionalidade da membrana plasmatica dessa forma ndo sao coradas

(BEARDEN e FUQUAY, 1992).

2.2. Analise do sémen auxiliada por computador

A andlise de sémen auxiliada por computador (CASA) é definida como um
sistema automatizado para digitalizar e analisar imagens sucessivas dos
espermatozoides, fornecendo informagdo acurada, precisa e significativa do movimento
individual de cada espermatozdide e também resumos estatisticos da populacio
espermdtica (AMANN e KATZ, 2004). Permitindo desta forma maior objetividade e
rapidez, uma vez que esta é realizada numa fra¢do do tempo bem menor daquela gasta

na avaliacdo subjetiva (MOTIMER, 1997).
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A andlise computadorizada gera informagdes sobre parametros, como:
velocidade do percurso curvilinear (VCL), velocidade do percurso médio (VAP),
velocidade em linha reta (VSL), retilinearidade (STR), linearidade (LIN), indice de
oscilagdo (WOB), freqiiéncia de batimento cruzado (BCF) e deslocamento lateral da
cabeca (ALH), obtendo desta forma uma andlise mais acurada e precisa sobre da

cinética espermatica (MOTIMER, 1997) como pode ser visualizado no quadro 1.

Quadro 1: Parametros cinéticos obtidos com a andlise computadorizada de sémen.

Velocidade curvilinear VCL wm/s Velocidade ,d.a trajetcria real do
espermatozodide
Velocidade média da Velocidade da trajetoria média
. VAP um /s L
trajetdria do espermatozdéide
Velocidade em fung¢do da linha
Velocidade linear VSL pum /s ret.a es.tabelf:m‘da entre o
primeiro e ultimo ponto da
trajetéria do espermatozdide
Linearidade LIN % Relacao percentual entre VSL e
VCL
Retilinearidade STR % Relacao percentual entre VSL e
VAP
fndice de oscilagio WOB % Relacao percentual entre VAP e
VCL
Amplitude do Deslocamento fl.ledlo da cabeca
do espermatozéide em sua
deslocamento lateral da ALH pum o N
trajetoria real em relagdo a
cabeca PR .
trajetoria média ou linear
Freqiiéncia do batimento Frequencia e a cabeca do
BCF Hz espermatozodide atravessa a
cruzado SR
trajetoria média.

Apesar de se obter varios parametros as VCL, VAP, VSL sdo comumente
utilizadas para descri¢do geral do movimento do espermatozdide, entretanto, para uma
avaliacdo adicional, foram estabelecidos os parametros STR, LIN e WOB, que tratam

das relacdes entre estas velocidades (MOTIMER, 1997).
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2.3. Diluicao seminal

- Diluentes para conservacao seminal

Virios diluentes seminais sdo utilizados na criopreservacdo de células
espermaticas. Além de aumentar o potencial reprodutivo dos machos, a utiliza¢do de um
diluente visa preservar a motilidade espermdtica e a integridade da membrana
plasmatica.

Para tanto, os sistemas tampdes sdo adicionados aos diluidores para neutralizar
os fons de hidrogénio produzidos pelos espermatozoides e assegurar um pH entre 6.8 a
7.1, sendo o citrato de sédio e o TRIS (hidroximetil aminometano) os tampdes mais
utilizados para s€émen ovinos. Para substrato exdgeno de energia sdo utilizados glicose,
frutose, e manose. A fim de controlar a proliferacdo e transmissao de microorganismos
entre animais € acrescentado antibiético ao diluente, sendo mais utilizado as penicilinas
e a estreptomicina (BORGES, 2008).

Durante o resfriamento € necessario a utilizacdo de crioprotetores que reduzem o
choque térmico. Estes, podem ser classificados como crioprotetores intracelulares
(pequenas moléculas como: glicerol, etilenoglicol, acetamida, dimetilsulféxido) ou
extracelulares (proteinas do leite, gema de ovo, lactose, rafinose, trealose,
metilcelulose), A gema de ovo € o crioprotetor externo mais utilizado no processo de
resfriamento e congelamento de sémen. Seus fosfolipidios, como a fosfatidilcolina
(lecitina), interagem com a membrana espermdtica ocupando partes especificas dos

lipidios de membrana (BORGES, 2008).

- Diluentes a base de agua de coco

A 4gua de coco € uma solucdo 4cida, natural e estéril, composta de sais,
proteinas, acucares, vitaminas, gorduras neutras (NUNES et al. 1996), além de
indutores da divisdo celular e eletrdlitos diversos, que conferem densidade e pH
compativeis com o plasma sangiiineo, proporcionando, os nutrientes necessarios para
manter a sobrevivéncia e viabilidade de gametas masculinos e femininos
criopreservados (BLUME e MARQUES Jr., 1994).

Nunes et al. (1997) observaram que o fruto ideal recomendado para a formacao
do diluidor deve ter seis meses de idade. Entretanto, nesta idade a dgua apresenta pH

acido (4.5) e osmolaridade elevada (500 mOsm/Kg) o que dificultaria a sobrevivéncia

celular. Logo, tornou-se necessdrio a estabilizacdo desta solugdo, que foi obtida apds a
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adi¢do de dgua destilada e citrato de sédio a 5%, constituindo assim o diluente dgua de
COCO in natura.

Diluentes de s€émen a base de dgua de coco apresentam como vantagens o baixo
custo, facil preparo, além do fato do coco ser abundante no Nordeste Brasileiro.
Entretanto, a dgua de coco apresenta dificuldades quando a conservagdo por longos
periodos apds sua extracdo do fruto, limitagdes na disponibilidade do fruto em regides
onde hd a caréncia do vegetal, além de variacdes na constituicdo bioquimica da dgua de
coco entre diferentes frutos, o que incentivou o desenvolvimento do produto dgua de
coco em pé (ACP), onde os constituintes nutricionais da dgua de coco sdo obtidos em
sistema de desidratacdo a alto vidcuo. O ACP caracteriza-se por possuir composi¢ao
padronizada, obtida a partir de frutos oriundos de plantacdes organicas certificadas,

além de possuir caracteristicas bioquimicas similares as da dgua de coco in natura. Para

a conservacdo do sémen ovino, a formulacio ACP-102®° foi desenvolvida.

Quadro 2: Composicdo do diluidor a base de dgua de coco in natura

Sacarose 8,9
Glicose 2,46
Frutose 2,51

Vitaminas

mg/mL

Aminoacidos

Acido Nicotinico 0,64
Acido Pantoténico 0,52
Biotina 0,02
Riboflavina 0,01
Acido Félico 0,003
Tiamina e Piridoxina Tragos
Potassio 312,0
Cloro 183,0
Sédio 105,0
Fésforo 37,0
Magnésio 30,0
Enxofre 24,0
Ferro 0,1
Cobre 0,04
Célcio Tragos

pg/mL

Acido Aspirtico 54

Acido Glutimico 78,7
Serina 65,8
Glicina 13,9
Asparagina 104
Treonina 26,3
Alanina 177,1
Glutamina 13,4
Lisina 22,5
Arginina 16,8
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Prolina 21,6
Valina 15,1
Leucina 31,6
Fenilalanina 10,2
Tirosina 3,1
Acido Aminobutirico 168,8
Homoserina 5,2
Histina, Metionina e Hidroxiprolina Tragos

Fonte: Nunes et al.(1996)

2.4. Radicais livres e Antioxidantes

Durante o periodo de estocagem do sémen, a producdo de radicais livres tem
sido apontada como a principal causa da diminuicdo de motilidade e integridade
espermadtica (VISWANATH e SHANNON, 1997) e declinio do metabolismo energético
(BAUMBER et al., 2000). Estudos tem demonstrado uma melhoria da qualidade
cinética dos espermatozoides com adicdo de substidncias que combatam as espécies
reativas de oxigénio, no meio diluente sendo utilizado diversas substancias como:
vitaminas E e C, trolox, catalase, super6xido dismutase, cisteamina, cisteina, selénio,
etc., que possivelmente atuam como antioxidantes combatendo os radicais livres
(BUCAK et al. 2007).

Os radicais livres sdo substancias que apresentam nimero impar de elétrons
sendo altamente energéticos e instdveis, dessa forma, podem causar injurias oxidativas
em membranas lipidicas, danificando &4cidos nucléicos e despolimerizando &cidos
hialur6nicos. Quanto maior o grau de insaturacdo, maior serd a suscetibilidade a
oxidagdo, o que torna a membrana espermatica rica em acidos graxos poliinsaturados
altamente sensivel as espécies reativas de oxigénio (OCHSENDOREF, 1999).

Os danos espermdticos promovidos pelas espécies reativas de oxigénio (ROS)
normalmente ocorrem quando hd uma pertubagcdo no equilibrio entre a quantidade de
ROS produzidas e a quantidade removida pelo sistema antioxidante, sendo que
pequenas quantidades de ROS sdo necessdrias para o funcionamento normal das células,
durante a capacitacdo espermdtica e durante o processo de fecundacio (MAIA e
BICUDO, 2009).

Os antioxidantes atuam fornecendo hidrogénio para o radical livre estabilizando-
0. Assim o antioxidante torna-se um radical livre, porém o mesmo possui a propriedade
de poder se reajustar em um conjunto estavel. Naturalmente as células possuem um

sistema de defesa antioxidante enzimdtico (superéxido dismutase, catalase, glutationa
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peroxidase, glutationa redutase, etc.) e ndo enzimatico (vitamina C, vitamina E, selénio,
ubiquinonas, dcidos trico e dcido lipéico) (NORDBERG e ARNER, 2001).

A cisteina € um aminodcido de baixo peso molecular contendo tiol, trata-se de
um antioxidante ndo enzimatico que previne a peroxidacao lipidica (BILODEAU et al.,
2001). Estudos avaliando a adi¢do de diferentes concentragdes de cisteina ao diluidor
Tris empregado para a congelagdo de sémen ovino, demonstraram que a concentragao
de 10 mM teve efeito positivo sobre a manutencdo das caracteristicas espermaéticas
(UYSAL e BUCAK 2007) e as concentragdes de 5 e 10 mM promoveram um aumento
na taxa de motilidade pdés descongelacdo, porém, ndo apresentaram diferencas
significativas nos outros parametros como: viabilidade, % de anomalias acrossOmicas e
integridade de membrana (BUCAK et al. 2007).

Ja em caprinos a inclusdo de cisteina 5, 10 e 15mM nao promoveu melhoria na
motilidade espermética quando comparado com grupo controle, no entanto 15 mM teve
a motilidade significativamente superior que 5 mM (ATESSAHIN et al. 2008). Em
suinos, a adi¢do de cisteina (2,5; 5,0; 10,0 e 20,0 mM) ao diluente BTS nio promoveu
efeitos significativos sobre a viabilidade de espermatozoides suinos resfriados
(SEVERO, 2009).

A incubagdo aerdbica, a contaminacdo por leucdcitos e o excesso de residuo
citoplasmatico do espermatozéide levam a formacdo de ROS que provocam efeitos
deletérios as membranas espermadticas, diminuicao da motilidade e eventualmente queda
do potencial de fertilidade (AITKEN e BAKER, 2004; ALVAREZ et al., 1987).

A cisteina é precursora da biossintese da glutationa e aumenta os niveis de
glutationa reduzida (GSH) (BILODEAU et al., 2001), que é capaz de agir diretamente
em muitas ROS (MEISTER, 1994), além de ser um co-fator para a glutationa
peroxidase (GPx) que catalisa a reducao do peréxido de hidrogénio e hidroper6xidos. A
forma oxidada da glutationa (GSSG) € regenerada in vivo pela glutationa redutase (GR)
e NADPH (BILODEAU et al., 2001). A glutationa peroxidase é uma selenocisteina
contendo uma enzima antioxidante, que além de auxiliar na eliminacdo de peroxidos,

também age na desintoxicacao de lipidios reativos (FRIDOVICH, 1983).

2.5. Inseminacao Artificial (IA)
A inseminacdo artificial é uma biotécnica amplamente utilizada na reprodugao

animal. Consiste em introduzir, por meios instrumentais, o0 s€men nas vias genitais da
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fémea em condi¢des tais que permitam aos espermatozoides encontrar o 6vulo e
fecunda-lo (SANTOS et al.,, 2006). Pode ser realizada por via transcervical, por
laparotomia ou laparoscopia, utilizando-se s€émen fresco, resfriado ou congelado.

A praticidade aliada ao importante papel exercido pelos reprodutores na
dissemina¢ao de material genético dentro dos rebanhos, consagrou esta biotécnica como
uma das mais importantes ferramentas dentro de um programa de melhoramento
genético (NUNES et al., 2002; HAFEZ e HAFEZ, 2004).

Segundo a lenda, a inseminacdo teve inicio com drabes em 1332 em eqiiinos.
Porém, cientificamente, s6 teve inicio em 1779, com o monge italiano Lazaro
Spallanzani que demonstrou ser possivel a fecundacdo de uma fémea sem o contato
direto com o macho, colheu sémen de um cachorro através de excitagdo mecanica e o
aplicou em uma cadela em cio, a qual veio a parir trés filhotes (MIES FILHO, 1987).

Dentre vérios pontos positivos da inseminagdo artificial pode-se destacar a
possibilidade de utilizagdo do sémen de animais de alto valor zootécnicos em vérios
lugares a0 mesmo tempo, possibilidade de cruzamentos entre ragas usando ragas
altamente especializadas e outra ja aclimatada, controle de doencas venéreas, elimina a
necessidade de um grande numero de reprodutores situados em uma mesma
propriedade, facilita o manejo dos animais, por possuirem um controle zootécnico,
permite a utilizacdo de animais com incapacidade de monta (adquirida) e mesmo de
animais que ja morreram (MIES FILHO, 1987; HAFEZ e HAFEZ, 2004).

No Brasil insemina-se aproximadamente 5% das fémeas bovinas, obtendo taxas
aceitdveis de gestacdo (ASBIA, 1980). J4 a aplicabilidade da IA em ovinos ainda possui
entraves, um deles é a disposi¢do tortuosa dos anéis cervicais que impossibilita a
transposicdo atraumatica do aplicador, obtendo-se desta forma baixas taxas de gestacdo
com a utilizacdo de sémen congelado, sendo necessario técnica mais laboriosa, como a
inseminacdo por laparoscopia, para se obter taxas aceitiveis, ou ainda utilizar a
inseminagiio com o sémen fresco ou refrigerado (SODERQUIST et al., 1999).

Segundo Evans e Maxwell (1990), o periodo maximo de conservagdo do s€émen
a 5°C, para obtencdo de um grau aceitdvel de fertilidade através da inseminagdo
artificial, é de 24 horas para ovinos e de 48 horas para caprinos em diluentes a base de

leite desnatado.
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3. JUSTIFICATIVA

O rebanho ovino nordestino, em sua maioria, € composto por animais sem
padrdo racial definido e de baixa produtividade. Sendo assim, a inseminagdo artificial
poderd contribuir de maneira significativa incrementando e auxiliando ponderal e
numericamente o ganho genético dos ovinos. Para tal a conservagdo seminal por
resfriamento ou congelacdo ainda é um entrave no melhoramento desta biotécnica.

Trabalhos t€m demonstrado que as adicdes de algumas substancias
antioxidantes aos diluidores reduzem a peroxidacao lipidica e os efeitos toxicos das
reacoes oxigé€nio espécie-especificas, melhorando parametros de motilidade do sémen in
vitro (BUCAK et al.2007).

Baseado em estudos que utilizaram a dgua de coco como meio diluente seminal
para varias espécies animais como: caprinos (NUNES, 1998; CAMPOS et al., 2003),
cides (MONTEZUMA Jr. et al., 1994; CARDOSO et al., 2006), equinos (SOBREIRA
NETO, 2008), peixes (CARVALHO et al., 2002; VIVEIROS et al., 2008), suinos
(TONIOLLI e MESQUITA, 1990) e para ovinos (ARAUJO, 1990; FIGUEREDO et al.,
2001) juntamente com a falta de estudos que acrescem estas substancias antioxidantes a
este diluente tentando melhorar os parametros cinéticos dos espermatozoides diluidos e
resfriados por 48 horas, ja que estas possiveis caracteristicas avaliadas in vitro poderao

mostrar evidencias de incremento da fertilidade das fémeas ovinas.
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4. HIPOTESE CIENTIFICA

A adicdo de antioxidantes como a cisteina ao meio diluente a base de dgua de
‘ ® ! . A N
coco em p6 (ACP-102®") promoverd uma melhoria dos parametros cinéticos e

viabilidade do s€émen ovino mantido sob refrigeracao a 5°C por até 48 horas.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito da adicdo da cisteina ao diluente ACP-102®® sobre os
parametros cinéticos e integridade da membrana plasmatica dos espermatozoides ovinos

refrigerado e conservado a 5°C por 48 horas.
5.2. Objetivos especificos
v' Avaliar os parAmetros cinéticos do sémen fresco e resfriado a 5°C por 0,12, 24 ¢
48 horas, utilizando diluente ACP-102®® acrescido com 5 ou 10 mM de
cisteina, por meio da andlise computadorizada.
v' Predizer a integridade da membrana plasmadtica dos espermatozoides por meio

da coloracdo vital (eosina-nigrosina) durante os diferentes periodos de

armazenamento (0,12, 24 e 48 horas).
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6. CAPITULO 1

Efeito da adicao de cisteina ao sémen ovino diluido em meio a base de agua

de coco em pé (ACP-102®) e conservado a 5°C por 48 horas

Effect of cysteine addition to ram semen extended in media based on powder coconut

water (PCW-102%) and preserved at 5 °C for 48 hours

Periddico: Ciéncia Rural (submetido em: junho de 2011)
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Efeito da adicao de cisteina ao sémen ovino diluido em meio a base de agua

de coco em pé (ACP-102®) e conservado a 5 °C por 48 horas

Effect of cysteine addition to ram semen extended in media based on

powder coconut water (PCW-102) and preserved at 5 °C for 48 hours

Eudes Vieira Castro' José Ferreira Nunes' Cristiane Clemente de Mello Salgueiro”

"'Nicleo Integrado de Biotecnologia (NIB), Faculdade de Veterinaria, Universidade

Estadual do Ceara (UECE), Fortaleza, CE, Brasil." ACP Biotecnologia.

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a cinética e vitalidade espermaética
do sémen ovino diluido em ACP—102®, acrescido de 5 ou 10 mM de cisteina, e
conservados a 5 °C por 48 horas. Foram utilizados cinco reprodutores ovinos da raca
Dorper, alocados no Nucleo Integrado de Biotecnologia da Universidade Estadual do
Ceard. As coletas seminais foram realizadas a cada 48 horas. Os ejaculados obtidos
foram agrupados para constituir um pool. E, em seguida, dividido em trés aliquotas:
uma diluida apenas em ACP-102® (grupo controle), e as outras duas em ACP-102° + 5
ou 10 mM de cisteina (T1 e T2, respectivamente). As andlises in vitro foram realizadas
nos tempos de 0, 12, 24 e 48 horas de refrigeracdo. Quanto a cinética, foram levadas em
consideragdo: a velocidade linear (VSL), a velocidade curvilinear (VCL), a velocidade
do percurso médio (VAP), a linearidade (LIN), a retilinearidade (STR), o deslocamento
lateral de cabeca (ALH), a frequéncia de batimento cruzado (BCF), o indice de

oscilagdo (WOB), a motilidade total (MT) e a motilidade progressiva (MP). Foi
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realizado o teste de integridade de membrana utilizado o corante eosina-nigrosina. Os
dados foram submetidos ao teste de normalidade, nos quais os parametros que
apresentaram distribuicdo normal foram comparados pelo teste de Duncan, e os que ndo
apresentaram comparados pelo teste ndo paramétrico de Friedman. De maneira geral, a
adicao do antioxidante ao meio ACP-102® niao incrementou a qualidade espermatica. O
grupo controle manteve a motilidade progressiva por mais tempo que os grupos T1 e T2
(24h, 12h e Oh, respectivamente). J4 com relacdo a motilidade total, o grupo T1
mostrou-se similar ao controle, mantendo a mesma motilidade inicial até 24h. No que se
refere ao percentual de espermatozoides rapidos, os grupos T1 e T2 foram superiores ao
grupo controle imediatamente apds a diluicdo, porém o controle foi melhor que o T2
nos tempos de 24 e 48 horas. Desta forma, conclui-se que o meio ACP-102® mostrou
maior eficicia quando utilizado sem a adicdo de cisteina, mantendo os parametros de

motilidade viaveis até 48 horas.

Palavras-chave: ovinos, sémen, dgua de coco em po, antioxidantes.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the kinetics and vitality of ram semen
extended in PCW-102 plus 5 or 10 mM cysteine, and stored at 5 °C for 48 hours. Five
breeding Dorper, allocated at the Biotechnology Integrated Nucleus of the Ceara State
University. The seminal samples were taken each 48 hours. The ejaculates were
grouped to form a pool. And then divided into three aliquots: one diluted only in PCW-
102 (control group), and the other two in PCW-102 + 5 or 10 mM cysteine (T1 and T2,
respectively). The in vitro assays were performed on 0, 12, 24 and 48 hours of
refrigeration. Regarding the kinetics, were taken into consideration: straight/line

velocity (VSL), curvilinear velocity (VCL), average path velocity (VAP), linearity
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(LIN), straightness (STR), amplitude of lateral head displacement (ALH), beat/cross
frequency (BCF), wobble (WOB), total motility (TM) and progressive motility (PM).
The membrane integrity test was performed using the staining eosin-nigrosine. Data
were submitted to normality test, where the parameters with normal distribution were
compared by Duncan's test, and those who had not normal distribution were compared
by nonparametric Friedman test. In general, the addition of antioxidant to PCW-102
medium did not promote improvement in sperm quality. The control group maintained
progressive motility longer than T1 and T2 (24h, 12h and Oh, respectively). Related to
the total motility, T1 was found to be similar to control, maintaining the same initial
motility within 24 hours. Respect to the percentage of rapid spermatozoa, T1 and T2
were significantly higher than the control group immediately after dilution, but control
was better than T2 at 24 and 48 hours. Thus, we conclude that the medium PCW-102
showed greater efficacy without the addition of cysteine, maintaining motility
parameters viable up to 48 hours.

Key words: ram, semen, powder coconut water, antioxidants.

INTRODUCAO

A grande capacidade dos ovinos em adaptar-se aos modernos sistemas de
exploragdo, uma maior produg¢do de carne por hectare/ano, além da facilidade de
manejo, faz com que a ovinocultura propicie uma maior produtividade em relacio as
criacdes tradicionais como a bovinocultura, tornando a criacdo de ovinos ideal para
pequenos produtores e da agricultura familiar, perfil fundidrio predominante no
Nordeste (IBGE, 2007).

Os indices reprodutivos influenciam o nivel produtivo de um rebanho. O

uso do sémen diluido criopreservado se destaca entre as técnicas aplicadas por
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conservar a capacidade fecundante dos espermatozoides por prolongados periodos em
refrigeragao.

No tocante as inovagdes biotecnoldgicas, a 4gua de coco em p6 tem sido
amplamente utilizada em varios segmentos da reprodu¢do animal com resultados
bastante satisfatorios em estudos de conservacdo seminal de animais domésticos,
preservando a motilidade espermédtica em caprinos (SALGUEIRO et al., 2003), ovinos
(CRUZ, 1994), suinos (TONIOLLI & MESQUITA, 1990), caninos (UCHOA et al.,
2002) e em peixe de dgua doce como o Tambaqui (Colossoma macropomum, CUVIER
1818) (FARIAS et al., 1999).

Durante o periodo de estocagem do s€men, a producao de radicais livres tem
sido apontada como a principal causa de diminuicdo da motilidade e integridade
espermdtica (VISWANATH & SHANNON, 1997) e declinio do metabolismo
energético (BAUMBER et al., 2000). Estudos t€ém demonstrado uma melhoria da
qualidade cinética dos espermatozoides com adicdo de substiancias que combatem as
espécies reativas de oxigénio (ROS) no meio diluente (BUCAK et al., 2007). Dentre os
agentes estudados, a cisteina, um aminodcido de baixo peso molecular, considerado
antioxidante ndo enzimatico, precursor da biossintese de glutationa (BILODEAU et al.,
2001), tem sido adicionada com sucesso ao diluente TRIS na criopreservagdo de s€men
ovino (BUCAK et al., 2007). Entretanto, nao hd informacdes disponiveis na literatura a
cerca da adicao de antioxidantes ao meio a base de dgua de coco em p6 (ACP-102°) na
conservacdo seminal. Neste contexto, o presente estudo foi realizado no intuito de
avaliar a cinética e viabilidade espermdtica do sémen ovino diluido em ACP-102°

acrescido de cisteina e conservado em refrigeracdo a 5°C por 48 horas.

MATERIAL E METODOS
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O experimento foi conduzido durante o0 més de junho de 2010, no Nucleo
Integrado de Biotecnologia (NIB) da Universidade Estadual do Ceard, na cidade de
Fortaleza, localizado a 3°47°35,60°" latitude sul, 38°33°30,09”’ longitude oeste, a 28
metros acima do nivel do mar, com pluviosidade anual aproximada de 1600 mm,
temperatura média de 27 °C e umidade relativa média do ar de 77%, sendo considerada
uma cidade de clima tropical quente e seco.

Foram utilizados cinco carneiros da raga Dorper de fertilidade comprovada,
com 2-5 anos de idade. Durante todo o periodo experimental os animais foram mantidos
em sistema de manejo intensivo, sendo alimentados com 400g de concentrado
comercial (20% de proteina bruta), feno de Tifton (Cynodon sp.), sal mineral e dgua ad
libitum. As coletas foram realizadas a cada 48 horas com auxilio de uma vagina
artificial e os ejaculados agrupados constituindo um pool, totalizando oito pools com
intuito de eliminar as diferencas individuais entre animais.

Imediatamente apds as coletas, cada pool foi avaliado quanto a concentragao
espermdtica (camera hematimétrica), motilidade massal (microscopia Optica),
integridade de membrana (coloragdo vital eosina-nigrosina) e parametros cinéticos
(andlise computadorizada): percentual de espermatozoides méveis (MT-%); percentual
de espermatozoides com movimento progressivo (MP-%); velocidade curvilinear
(VCL-um/s); velocidade linear (VSL- um/s); velocidade média do percurso (VAP-
pm/s); linearidade (LIN-%); retilinearidade (STR-%); indice de oscilagdo (WOB-%);
deslocamento lateral de cabeca (ALH-um); e frequéncia de batimento cruzado (BCF-
Hz).

O meio ACP-102° (3,77g; pH 7.0; 300 mOsm/kg H,0) foi diluido em 50
mL de dgua destilada, conforme recomendacio do fabricante (ACP Biotecnologia) e

acrescido de 0,4 mg/mL de gentamicina. Em seguida, foi dividido em trés aliquotas:
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uma sem adi¢do de antioxidante (grupo controle), uma adicionada de 5 mM de cisteina
(T1), e outra de 10 mM de cisteina (T2). O sémen foi diluido, em cada uma das
aliquotas, até alcancar uma concentragdo final de 1x10° espermatozoides/mL, sendo
entdo refrigerado de 32 a 5 °C em 100 minutos (0,27 °C/min.). As amostras foram
mantidas a 5 °C em um refrigerador, sendo realizadas avaliacdes de integridade de
membrana e cinética as 0,12, 24 e 48 horas de conservacgao.

Para avaliacdo da viabilidade espermdtica, amostras contendo 5 pL de
sémen rediluido em ACP-102° (concentracao 40 x 10° sptz/mL) e 5 pLL do corante vital
eosina-nigrosina foram depositados sobre uma lamina pré-aquecida a 37 °C e preparado
o esfregaco, em seguida avaliadas em microscopia de luz. Foram contados 200
espermatozoides por amostra e calculado o percentual de células vivas, considerando

vidveis ou invidveis as células coradas ou ndo coradas, respectivamente (Figura 1).

=)
=)

Figura 1 — Coloragdo vital de eosina-nigrosina em espermatozoide ovino diluido em

meio a base de dgua de coco em pé (ACP-102®) conservado a 5 °C por 48
horas; espermatozoide vivo sem coloragdo e morto com coloracdo

avermelhada.
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As andlises cinéticas foram realizadas em sistema CASA com uso do
software Sperm Class Analyzer (SCA®, Microptics S.L, Barcelona, Espanha).
utilizando os seguintes parametros do programa: 25 quadros/s; nimero de quadros:
25/campo; velocidade limite para espermatozoides lentos: 30um/s; limite para
velocidade média: 60 um/s. Para esta andlise, o s€men foi rediluido em ACP-102® até
alcancar uma concentracdo de 40 x 10° sptz/mL, e 10 uL desta suspensdo foram
colocados entre ldmina e laminula a 37 °C e avaliado um minimo de 200
espermatozoides por amostra, usando microscopio de contraste de fase com objetiva de
10x. Os seguintes parametros foram avaliados: MT, MP, VCL, VAP, LIN, STR, ALH,
WOB e BCF.

As varidveis estudadas foram submetidas aos testes de normalidade de
Shapiro-Wilk e de Assimetria e Curtose, por meio do procedimento UNIVARIATE,
com as opcoes NORMAL e PLOT do SAS (SAS, 2002). Varidveis que se encontraram
fora da curva normal de distribuicio foram submetidas a procedimentos de
transformacgdo. Os dados percentuais foram submetidos a transformac¢do angular [arco-
seno (\/(X/ 100)] e os dados ndo percentuais transformados logaritmicamente [log
(X+1)] para aproximé-los da distribuicdo normal e, posteriormente, as andlises foram
realizadas utilizando o PROC MIXED do pacote estatistico SAS. Os dados
transformados que ndo se enquadraram na curva normal, mesmo apds a transformacao,
foram considerados ndo paramétricos. Desta forma, as varidveis ndo normalizadas
foram comparadas pelo teste ndo paramétrico de Friedman, onde, inicialmente, foi
realizado o ordenamento das observagdes por meio do PROC RANK do SAS e, em
seguida, a andlise dos ordenamentos pelo PROC MIXED. Adicionalmente, para avaliar
a manutencdo dos parametros espermaticos ao longo do tempo foi realizada uma

avaliacdo individual para cada tratamento ao longo do periodo de conservagao,
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utilizando o teste de Duncan por meio do procedimento GLM do SAS. Foi utilizado um

nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste experimento ndo foi visualizado diferenca significativa no porcentual
de espermatozoides com membranas integras (vivos) entre os tratamentos € nem entre
os tempos de armazenamento.

Ao comparar a motilidade total entre os diferentes tratamentos nos diversos
tempos, o T1 e controle foram similares, mantendo a motilidade até 24h, ja o T2,
apresentou uma reducdo significativa apds 12h de conservagdao quando comparado com
os demais tratamentos. T2 apresentou 63,97% de motilidade total com 24h de
conservacao resultado este inferior ao controle 79,41%, ndo diferindo apds 48h (Tabela
D).

Quanto ao percentual de espermatozoides com motilidade progressiva, os
grupos controle e T1 foram significativamente superiores a T2 com 12h de conservagdo
(50,9%; 62,58%; e 47,42%, respectivamente) e ambos os tratamentos foram
significativamente inferiores ao controle com 24h, ndo havendo diferenga ao término do
periodo de 48h. Avaliando os diferentes tempos de conservacdo dentro do mesmo
tratamento, verificou-se que o grupo controle manteve a motilidade progressiva similar
ao sémen fresco por até 24h, enquanto o T1 manteve similar até 12h e T2 reduziu
significativamente a motilidade progressiva, independente do tempo de conservagao,

quando comparado ao s€men fresco — Oh (Tabela 1).
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Tabela 1 — Sémen ovino diluido em meio a base de dgua de coco em p6 (ACP-102®) (controle),
adicionado de 5 mM (T1) ou 10 mM de cisteina (T2), conservado a 5 °C por até 48 horas,
quanto aos pardmetros de espermatozoides moveis totais (MT), motilidade progressiva (MP) e

espermatozoides rdpidos (ER), em percentual

Tempo Parametro Controle T1 T2
MT 79,50 + 5,7842 84,55 + 9,03 83,27 + 3,64
Oh MP 62,16 + 526" 72,46 + 6,10 62,94 + 3,18
ER 66,64 + 6,68 58,94 + 2,748 47,04 + 6,345
MT 80,87 + 2,887 85,80 + 2,947 76,96 + 5,52°®
12h MP 50,90 + 5,638 62,58 + 3,46™ 47,42 +4.475°
ER 59,73 + 4,384 45,00 + 4,74"° 38,66 + 7,765
MT 79,41 + 4,394 70,37 + 5,52°8%® 63,97 + 5,75
24h MP 58,50 + 3,494 44,47 + 4,57°° 38,73 + 3,155
ER 38,70 + 4,90"B° 32,65 + 3,755 50,54 + 3,16
MT 57,10 + 6,29"° 62,63 +7,70"° 47,28 +6,58"
48h MP 33,86 + 5,03"° 36,91 + 6,77*° 27,25 + 4,43%¢
ER 29,35 + 5,534B° 24,37 + 4,095 36,85 £ 5,114

Letras maidsculas distintas na mesma linha indicam diferenca estatistica entre tratamentos e minudsculas distintas na

mesma coluna indicam diferenca estatistica entre os tempos de conservacdo a 5°C (p<0,05).

Apés 12horas de resfriamento, nota-se um aumento significativo no
percentual de espermatozoides rdpidos no T1 (66,6% - 59,7%) (p<0,05) quando
comparado ao controle (47,0% - 38,6%), nao diferindo a partir de 24h. O T2 foi similar
ao controle e Tl antes da refrigeracdo e ndo diferiu de Tl com 24 ou 48h de
conservacdo. Avaliando os diferentes tempos de refrigeracdo dentro do mesmo
tratamento, o grupo controle manteve o percentual de espermatozoides rapidos
semelhante ao s€émen fresco até 48h. Jd o T1 apresentou uma reducao significativa apos

24h e o T2 ap6s 12h (Tabela 1).
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Os danos espermdticos promovidos pelas ROS normalmente ocorrem
quando h4 uma perturbacdo no equilibrio entre a quantidade de ROS produzidas e a
quantidade removida pelo sistema antioxidante, sendo que pequenas quantidades de
ROS sdo necessdrias para o funcionamento normal das células (MAIA & BICUDO,
2009). Neste presente trabalho a adicdo de cisteina nas concentragdes de 5 ou 10 mM
ndo promoveu nenhum efeito positivo sobre a cinética e viabilidade de espermatozoides
ovinos diluidos em ACP-102° e conservados a 5 °C por 48h. De maneira geral os
trabalhos com antioxidantes apresentam resultados varidveis e isso é esperado diante
das inumeras varidveis que influenciam o resultado final como constitui¢do natural de
antioxidantes no plasma seminal, pressdo de oxigénio no interior dos tubos durante o
resfriamento, tamanho de tubos, volume de s€émen diluido armazenado.

Desta forma a adi¢do de antioxidante ao ACP-102°, que ja possui em sua
composi¢cdo natural antioxidantes ndo enzimaticos como a vitamina C, juntamente com
um certo ambiente de anaerobiose durante o resfriamento (As aliquotas resfriadas em
tubos ependorfs cheios) pode ter interferido no equilibrio entre radicais livres e
antioxidantes, reduzindo a produgdo de radicais livres juntamente com aumento de
substancias com propriedade antioxidantes, o que pode ter ocasionado a redugdo da
motilidade progressiva no T2 e T1 antes das 24 horas, sendo que essa redu¢do no grupo
controle s foi visualizada apds 24h.

Quanto aos parametros VCL, VSL, LIN, VAP, STR, WOB, BCF,
percentagem de espermatozoides com velocidade lenta e média ndo houve diferenca

significativa entre os trés grupos avaliados (Tabela 2).
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Tabela 2 — Média e erro padrdo dos pardmetros cinéticos de velocidades espermdticas e
vitalidade em sémen ovino diluido em meio a base de dgua de coco em pé (ACP-102®)

(controle), adicionado de 5 mM (T1) ou 10 mM de cisteina (T2), conservado a 5 °C por até 48

horas.

Parametro Controle T1 T2
VAP (um/s) 78,61 + 5,87 78,91 +7,13 75,38 +7,70
VSL (um/s) 63,95 +7,21 62,12 +£7,49 63,06 + 7,40
VCL (um/s) 96,79 + 4,16 97,23 3,41 92,39 + 4,03
LIN (%) 65,43 +5,91 65,30 £ 7,37 66,87 + 8,02
STR (%) 81,09 £2,40 81,20 £ 2,06 82,47 £ 1,93
WOB (%) 80,43 +3,22 80,29 +2,59 80,67 + 3,20
ALH (um) 2,99 +0,52 3,03 +0,58 2,99 +0,56
BCF (Hz) 8,91 +445 8,98 +4,77 8,85 +4,77
MEDIOS (%) 10,36 £ 1,96 10,30 £2,07 10,13 £2,51
LENTOS (%) 15,59 £ 2,72 14,43 £2,03 17,97 £ 2,61
VIVOS (%) 67,45+0,18 68,86 £ 0,13 60,18 + 0,15

(p>0,05). VAP = velocidade do percurso médio, VSL = velocidade linear, VCL = velocidade curvilinear, LIN =
linearidade, STR = retilinearidade, WOB = index de oscilacdo, ALH = deslocamento lateral de cabeca, BCF =
frequéncia de batimento cruzado, MEDIOS = porcentagem espermatozoides com velocidade média, LENTOS =
porcentagem espermatozoides com velocidade lenta, VIVOS = porcentagem de espermatozoides ndo corados pela

coloragdo vital de eosina-nigrosina.

Estudos avaliando a adi¢ao de diferentes concentragdes de cisteina ao
diluente TRIS empregado para a congelacdo de sémen ovino demonstraram que a
concentracdo de 10 mM teve efeito positivo sobre a manutencdo das caracteristicas
espermaticas (UYSAL & BUCAK, 2007) e as concentragdes de 5 e 10 mM
promoveram um aumento na taxa de motilidade pés-descongelacdo (BUCAK et al.,
2007). J4 em caprinos, a inclusdo de cisteina a 5, 10 e 15 mM nao promoveu melhoria

na motilidade espermdtica quando comparado com grupo controle, no entanto, o
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tratamento com 15 mM teve a motilidade significativamente superior a 5 mM
(ATESSAHIN et al., 2008). Em suinos, a adi¢do de cisteina (2,5; 5,0; 10,0 e 20,0 mM)
ao diluente BTS ndo promoveu efeitos significativos sobre a viabilidade de
espermatozoides refrigerados (SEVERO, 2009).

Apesar de que o percentual de espermatozoides rapidos do grupo controle
ter sido inferior imediatamente apds a diluicdo que em T1 e T2, o mesmo manteve a

mesma qualidade até 48h.

CONCLUSAO

A adicdo da cisteina nas concentragdes de 5 e 10 mM ao diluidor ACP — 102
promoveu uma redu¢do nos percentuais de motilidade progressiva, sugerindo que a
utilizacdo do ACP-102° sem o acréscimo deste antioxidante é mais apropriado para o

resfriamento do sémen ovino a 5 °C.
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7. CONCLUSOES

A adi¢do de antioxidantes aos diluidores apresentam uma grande variacdo nos
resultados devido a uma gama de fatores que influenciam no equilibrio entre radicais
livres produzidos e removidos pelos sistemas antioxidantes e neste trabalho a adi¢do de
cisteina nas concentra¢des de 5 e 10 mM ao diluidor ACP-102° promoveu uma reducdo
nos percentuais de progressiva em relacdo ao grupo controle, € ndo promoveu nenhum
efeito positivo sob os demais parametros avaliados sugerindo que a utilizagao do ACP-
102® sem o acréscimo deste antioxidante é mais apropriado para o resfriamento do

sémen ovino a 5 °C.
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8. PERSPECTIVAS

Este trabalho tem como perspectiva, uma melhoria das técnicas usuais de
processamento de sémen ovino de forma torna-las mais aplicdveis, especialmente em
futuro trabalho de mensuracio da fertilidade do sémen resfriado por longo periodo de
conservagdo, ja que o sémen congelado desta espécie ndo apresenta resultados
favoraveis de fertilidade quando se utiliza métodos de inseminagdo tradicional, ou seja
via cervical- normal nas condi¢des de criacdo ovina no Brasil, principalmente na regidao

Nordeste.
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