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RESUMO

Este estudo foi conduzido para determinar os efeitos da redugéo na proporcéo da gema de ovo
no meio diluidor Glicina-Gema-Leite (GGL), utilizando-se quatro reprodutores da raca Santa
Inés e quatro da raca Dorper. Quatro ejaculados por reprodutor foram colhidos com vagina
artificial. Apds as avaliacdes macro e microscopicas, o sémen foi mantido a 32°C e diluido
para atingir-se concentragdo de 400 x 10° espermatozdides/mL nos meios contendo 20 %
(GGL20), 15 % (GGL15), 10 % (GGL10) ou 5 % (GGL5) (v/v) de gema de ovo, e entdo
envasado em palhetas de 0,25 mL (IMV, France), refrigerado e congelado em sistema com
controle automatizado. A descongelacgdo foi feita em banho-maria a 40°C/20 segundos. A
cinética espermaética foi determinada em sistema computadorizado de analise de sémen
(CASA). A morfologia espermatica avaliada em microscopia de contraste de fase por meio de
preparacfes Umidas e a integridade de membranas espermaticas verificada pela combinacdo
dos fluorocromos diacetato de carboxifluoresceina (DIC) e iodeto de propidio (IP), em
microscopia de epifluorescéncia. As motilidades espermaéticas total (MT) e progressiva (MP)
nos tratamentos GGL10 e GGL5 foram maiores (P<0,05) do que no GGL20. O sémen
criopreservado nos meios GGL10 e GGL5 apresentou maior percentual de espermatozoides
com membranas integras do que no meio GGL20 (P<0,05). Em concluséo, é possivel reduzir
a proporcdo de gema de ovo do meio diluidor Glicina-Gema-Leite para até 5% (v/v), sem
alterar parametros qualiquantitativos do sémen ovino criopreservado.
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IMPLICATIONS OF REDUCTION IN CONCENTRATION OF EGG YOLK IN THE
EXTENDER GLYCINE-YOLK-MILK ON THE KINETICS, MORPHOLOGY AND
SPERMATOZOA MEMBRANES INTEGRITY IN SEMEN CRYOPRESERVED
OVINE

ABSTRACT

This study was conducted to determine the effects of reduction in the proportion of egg yolk
in the extender Glycine-yolk-milk (GGL), using four Santa Ines rams and four Dorper rams.
Four ejaculates per ram were obtained by artificial vagina. After the macro and microscopic
evaluation the semen was kept at 32°C and diluted to achieve concentrations up to 400 x 10°
spermatozoa/mL in the extender containing 20 % (GGL20), 15 % (GGL15), 10 % (GGL10)
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or 5 % (GGLD5) (v/v) of egg yolk, and packaged in 0.25 mL straws (IMV, France), cooled and
frozen in automated control system. Thawing was performed in a water bath at 40°C/20
seconds. Sperm Kkinetics was determined in computer-assisted semen analysis (CASA).
Morphology of spermatozoa were observed using a wet preparation examined under phase-
contrast microscopy and the integrity of sperm membranes was verified by the combination
of the probes fluorochromes carboxyfluorescein diacetate (DIC) and propidium iodide (IP),
under fluorescence microscopy. The total sperm motility (MT) and progressive motility (MP)
in treatments, GGL10 and GGL5 were higher (P<0.05) than in GGL20. Semen cryopreserved
in both extender, GGL10 and GGL5 had the highest percentage of sperm with intact
membranes than in GGL20 (P<0.05). In conclusion, it is possible to reduce the proportion of
egg yolk in extender Glycine-yolk-milk up to 5 % (v/v) without alteration on the qualitative
and quantitative parameters of cryopreserved ovine semen.

Key words: cryopreservation; extender; egg yolk; ovine semen.

IMPLICACIONES DE LA REDUCCION DE LA CONCENTRACION DE YEMA DE
HUEVO EN EL MEDIO GLICINA-YEMA-LECHE SOBRE LA CINETICA,
MORFOLOGIA E INTEGRIDAD DE MEMBRANAS ESPERMATICAS EN SEMEN
OVINO CRIOPRESERVADO.

RESUMEN

Este estudio se realizé para determinar los efectos de la reduccién del porcentage de yema de
huevo en el diluyente Glicina-Yema-Leche (GYL), con cuatro carneros de la raza Santa Inés
y cuatro de la raza Dorper. Cuatro eyaculados de cada carnero fueron colectados por la vagina
artificial. Después de evaluaciones macro y microscépicas, el semen fue mantenidoa32°Cy
diluido hasta alcanzar la concentracion de 400 x 10° espermatozoides/mL en diluyentes
conteniendo 20 % (GYL 20), 15 % (GYL 15), 10 % (GYL 10) 0 5 % (GYL 5) (v/v) de yema
de huevo, y embotellado en pajuelas de 0,25 mL (IMV, Francia), refrigerados y congelados en
el sistema con control automatizado. La descongelacion fue hecha en bafio maria a 40°C/20
segundos. La cinética espermatica fue determinada en el sistema computarizado de analisis de
semen (CASA). La morfologia espermética se evalu6é en microscopio de contraste de fase por
medio de preparacion himeda y la integridad de las membranas espermaticas observada por
la combinacién de fluorocromos diacetato de carboxifluoresceina (DIC) y yoduro de propidio
(YP), en la microscopia de fluorescencia. Las motilidades espermaéticas total (MT) y
progresiva (MP) en los tratamientos GYL10 y GYL5 fueron mayores (P<0,05) de que en
GYL20. ElI semen criopreservado en los diluyentes GYL10 y GYL5 presentdé mayor
porcentaje de espermatozoides con membranas intactas que en el diluyente GYL20 (P<0,05).
En conclusion, es posible reducir la proporcion de la yema de huevo del diluyente de Glicina-
Yema-Leche hasta en 5 % (v/v) sin cambiar los parametros cualitativos y cuantitativos del
semen ovino criopreservado.

Palabras Clave: criopreservacion; diluyente; yema de huevo; semen ovino.
INTRODUCAO
O processo de criopreservagdo é extremamente complexo e varios sdo os fatores que

podem influenciar seus resultados, havendo sempre uma subpopulacdo de espermatozoéides
ndo adaptados a tal processo (1).
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O diluidor exerce importante papel no processo da criopreservacao e a variagdo em sua
composicdo  influencia as taxas de  sobrevivéncia  espermatica apds a
congelacao/descongelacdo. Nas Ultimas décadas, dezenas de formulacdes de meios diluidores
tém sido propostas e varios tipos de substancias crioprotetoras foram incorporados em suas
composicdes. Os componentes com reconhecida acgao crioprotetora atualmente mais utilizados
sdo a gema de ovo (GO) e o glicerol (1, 2).

Devido a seu efeito benéfico sobre a conservacdo de espermatozdides, a incorporacéo
de GO (1,5 a 50 %) ao diluidor em associacdo a outros ingredientes previnem o choque
térmico, preserva a motilidade e a integridade das membranas plasmatica e acrossomal (3). A
gema de ovo atua também, como protetor osmotico, conferindo maior tolerdncia aos
espermatozdides a solucBes hipo e hiperosmoticas. A protecdo que exerce durante a
congelagdo se deve a sua adesdo & membrana plasmatica, especialmente dada pela fracéo
lipoprotéica de baixa densidade (LDL) (4,5).

Porém, nos ultimos anos a utilizacdo de GO tem sido questionada devido a variabilidade
em sua composicdo e o risco sanitario em veicular agentes microbioldgicos especificos para
regides isenta desses agentes, aliada a deficiente rastreabilidade de sua origem. H& também
um constante risco potencial de contaminacdo por micro-organismos como bactérias e
micoplasmas, que podem acarretar geragao de endotoxinas deletérias & capacidade fertilizante
do espermatozoéide (6). A uniformidade na preparacdo dos diluidores de sémen contendo GO
é dificil de ser atingida devido as suas caracteristicas individuais, momento de sua utilizacéo
em relacdo ao da postura, espécie (7) e da alimentagdo das aves.

Atribui-se a GO presente no diluidor de sémen de bodes efeito de redu¢do no numero de
espermatozdides com integridade acrossomal (8), e em altas concentracbes (50%) reduz a
viabilidade espermaética pds-descongelacdo em carneiros (9,10), cachacos e bovinos (10).

Vishwanath & Sannon (11), apontaram a GO como uma importante fonte de
aminoacidos aromaticos para a formacao de radicais livres, principalmente de H,O,, e a taxa
de formacdo de ROS teria relacdo direta com a da concentracdo de GO no meio diluente.
Entretanto, ao reduzirem a concentragcdo deste componente de 20 % para 5 % em meio de
congelacdo, ndo constataram interferéncia sobre os indices de fertilidade.

O objetivo deste estudo foi testar as implicagfes da reducdo na proporcéo de gema de
ovo do diluidor Glicina-Gema-Leite (GGL) sobre a cinética, morfologia e integridade de
membranas espermaticas no sémen ovino criopreservado.

MATERIAL E METODOS
Colheita do sémen

Foram utilizados quatro reprodutores da raga Santa Inés e quatro da raca Dorper, com
idade de 10 a 84 meses e pesos entre 60 e 110 kg. O sémen foi colhido com vagina artificial a
temperatura de 42°C com copo coletor graduado pré-aquecido a 37°C. De cada reprodutor
foram colhidos quatro ejaculados.

Apos cada colheita o sémen foi avaliado quanto ao aspecto e o volume pela graduagéo
do copo coletor e mantido em banho-maria a 32°C. A concentragdo espermatica foi realizada
em camara de Neubauer, com taxa de diluicdo 1:400.

Analise computadorizada da cinética espermatica (CASA)

Para a avaliacdo a fresco e pos-descongelacéo, uma aliquota do sémen foi diluida em X-
Cell® (IMV, France), mantendo uma concentracdo final de aproximadamente 48 x 10°
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espermatozéides/mL (12). Em seguida seis microlitros (uL) do sémen diluido foram
transferidos para camara de Makler (Makler Counting Chamber — Sefi-Medical, Haifa, Israel)
aquecida a 37°C e submetida a CASA (Hamilton Thorn Motility Analyser - HTMA — IVOS
12 — Hamilton Research — Beverly, MA, USA). Em trés campos definidos randomicamente
foram avaliados os seguintes parametros: motilidade total (MT, %), motilidade progressiva
(MP, %), velocidade de trajeto (VAP, um/s), velocidade progressiva (VSL, um/s), velocidade
curvilinear (VCL, um/s), amplitude de deslocamento lateral de cabec¢a (ALH, um), frequéncia
de batimentos do flagelo (BCF, Hz), retilinearidade (STR, %) e linearidade (LIN, %).

Os padrdes utilizados para o ajuste do equipamento de analise foram: frame per second:
60; frame acquire: 30; minimum contrast: 60; minimum cell size: 5pix; cell size: 5 pix; cell
intensity: 55; path velocity (VAP): 75 us; straightness (STR): 80.0 %; slow cells: static; VAP
cut off: 21.9 gis; VSL cut off: 6.0 zds.

Analise da Morfologia Espermética

Para a analise da morfologia espermética, 10 uL de sémen foram diluidos em 500 pL de
solucdo de Glutaraldeido a 0,2 % (13). A leitura foi realizada em microscopia de contraste de
fase (Olympus BX-40, Tokyo, Japan) em aumento de 1000x sob imersdo em preparacdes
Umidas, colocando-se uma gota entre Iamina e laminula e classificando-se 100 células por
preparacdo, de acordo com Blom (14). Nas analises dos dados, enfocaram-se o percentual de
espermatozéides com integridade de acrossomo (ACROS) e aqueles com cauda dobrada
(CAUDA).

Analise de Integridade das membranas espermaticas

Para a analise de integridade das membranas espermaticas (IMB) do sémen a fresco e
pos-descongelacdo, foi preparada uma solucdo de trabalho utilizando os fluorocromos
diacetato de carboxifluoresceina (DIC) e iodeto de propidio (IP), descrito por Harrison &
Vickers (15). Para realizar a analise, 50 uL da solucdo de trabalho foi depositado em
microtubos de fundo conico de polipropileno com capacidade para 1,5 mL, e em seguida
acrescida uma aliquota de sémen, resultando na concentracio final de 10’
espermatozéides/mL. Dessa suspensdo 5 uL foi avaliada entre Iamina e laminula em aumento
de 400x em microscopio de epifluorescéncia (Leica DM LB, Germany) com filtro de
excitacdo (BP) 450-490 nm, espelho dicroméatico 510 nm e filtro de supressao (LP) 515 nm.

Foram avaliadas 100 células/lamina e distribuidas percentualmente (%) em duas
categorias: Integros — espermatozoides com acumulo de DIC (fluorescéncia verde) ao longo
da cabeca e flagelo, sem acumulo de IP (fluorescéncia vermelha), e Lesados -
espermatozéides com acumulo de IP ao longo da cabeca e flagelo, sem acimulo de DIC;
acumulo de DIC na peca intermediaria, acimulo de IP na cabeca unicamente e acumulo de
fluorescéncia amarelada na regido acrossomal; acimulo de IP na cabeca e de DIC na peca
intermediaria.

Criopreservacgdo do sémen

Apos as avaliacBes do ejaculado, as amostras do sémen foram divididas em quatro
tratamentos tendo como base e controle o diluidor GGL (16) com 20 % (v/v) de GO (GGL20,
Osmolaridade: 277 mOsm e pH: 7,01); 15 % (v/v) de GO (GGL15, Osmolaridade: 287 mOsm
e pH: 7,01); 10 % (v/v) de GO (GGL10, Osmolaridade: 279 mOsm e pH: 7,11) e 5 % (v/v) de
GO (GGL5, Osmolaridade: 288 mOsm e pH: 7,20) (Tabela 1).
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As diluicdes foram feitas em duas etapas em temperatura de 32°C: primeiramente a
fracdo | ndo glicerolizada e em seguida a fracdo Il glicerolizada. O sémen diluido foi
envasado em palhetas (IMV, France) de 0,25 mL na concentragdo final de 400 x 10°
espermatozéides/mL e colocadas no sistema automatizado de refrigeracdo e congelagdo (TK
3000°, TK Congelacdes, Brasil). A refrigeracdo de 32°C a 5°C ocorreu a uma taxa de
descenso de 0,5°C/min. Apos um periodo de 90 minutos, realizava-se a curva de congelacéo
em duas etapas, a primeira na razdo de 15°C/min (de 5°C a -80°C), e a segunda na razdo de
10°C/min (de -80°C a -120°C), sendo entdo as palhetas submersas em nitrogénio liquido,
acondicionadas em raques e armazenadas em botijao criogénico a -196°C.

Tabela 1. Composicdo dos diluidores Glicina-Gema-Leite com 20 % (GGL20), 15 %
(GGL15), 10 % (GGL10) ou 5 % (GGL5) de gema de ovo.

MEIO DILUIDOR

COMPONENTE GGL20 GGL15 GGL10 GGL5
FRACAO |
Solucdo A+B em partes iguais (mL) 60 65 70 75
Gema de ovo (mL) 20 15 10 5
Orvus Es Paste - OEP — Procter & Gambler (mL) 0,4 0,4 0,4 0,4
Leite desnatado 11% - La Serenissima (mL) 15 15 15 15
Agua destilada (mL) 4.6 4.6 4.6 4,6
FRACAO II
Solucdo A+B em partes iguais (mL) 54 59 64 69
Gema de ovo (mL) 20 15 10 5
Orvus Es Paste — OEP (mL) 0,4 0,4 0,4 0,4
Leite desnatado 11% (mL) 15 15 15 15
Glicerol — Sigma, G2025 (mL) 10 10 10 10
SOLUCAO A
Glicina - Sigma, G7126 149
citrato de sddio — Sigma, S4641 2979
Agua destilada 100 mL
SOLUCAOB
Frutose — Sigma, F3510 300
Amicacina 0,049
Agua destilada 100 mL

A descongelacdo foi realizada em banho-maria a 40°C por 20 segundos. O sémen foi
depositado em um microtubo e mantido aquecido a 37°C para realizar a CASA, anélise da
Morfologia Espermatica e IMB.

Andlise estatistica

Os dados foram analisados em um delineamento de blocos ao acaso, com quatro
tratamentos e oito blocos (reprodutores). Para a analise dos dados utilizaram-se as médias dos
valores obtidos das quatro amostras de cada reprodutor. As varidveis apresentaram
distribuicdo normal e homogeneidade de variancias, sendo utilizado como métodos
estatisticos ANOVA e teste de Tukey empregando-se o programa Biostat® versdo 5.0. O nivel
de significancia utilizado foi de 5 % (17).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das analises computadorizadas da cinética espermatica, da Morfologia
Espermética, e de Integridade das membranas espermaéticas pds-descongelagdo, estdo
apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Médias * erro padrdo dos parametros da cinética espermatica avaliada no sistema
computadorizado, morfologia e integridade das membranas espermaticas pos-descongelacao
do sémen ovino congelado nos diluidores Glicina-Gema-Leite com 20 % (GGL20), 15 %
(GGL15), 10 % (GGL10) ou 5 % (GGL5) de gema de ovo.

PARAMETROS GGL20 GG ngl LUIDOREE?G L10 GGL5
MT (%) 40,5+3,0°° 47,7+2,3% 52,242,9% 58,5+2,3™
MP (%) 23,9+2,6°° 30,7+2,2°° 35,0+3,0%° 40,9+2,3"
VAP (um/s) 105,7+5,45° 113,2+5,0° 115,045,172 117,7+4,8%
VSL (um/s) 91,945,2° 99,6+4,8% 99,9+4,8% 102,2+4,6™
VCL (um/s) 156,5+7,85° 171,8+8,85° 191,3+10,1° 200,7+8,6™
ALH (um) 5,4%0,2°° 5,4+0,25 6,2+0,2"% 6,3+0,2"
BCF (Hz) 41,0+0,7¢° 43,3+0,85"° 44,7+0,8°8¢ 46,5+0,6™
STR (%) 82,8+1,2 83,0+1,1 82,9+0,7 83,0+0,8
LIN (%) 58,5+1,4" 56,9+1,6"" 52,141,185 50,2+1,0°°
ACROS (%) 87,6+0,5" 86,9+0,4%° 88,1+0,4%° 88,4+0,4°
CAUDA (%) 6,9+0,6 6,2+0,4 5,1+0,2 5,0+0,2
IMB (%) 34,6+1,7° 40,6+1,8% 41,9+2,1° 42,5+2,1°
g/lé_lqiaks seguidas de letras diferentes na mesma linha (maitsculas, P< 0,01 e minusculas, P< 0,05) diferem entre si pelo teste
e Tukey.

Analise computadorizada (CASA) — MT — Motilidade total; MP — Motilidade progressiva; VAP — Velocidade de trajeto;
VSL — Velocidade progressiva; VCL — Velocidade curvilinear; ALH — Amplitude lateral da cabega; BCF — Frequéncia de
batimento; STR — Retilinearidade; LIN — Linearidade.

Morfologia espermatica em preparacéo Umida - Acros — acrossomos integros e Cauda — caudas dobradas.

IMB —Integridade das membranas espermaticas em microscopia epifluorescente.

Apos a descongelacdo a MT e MP nos tratamentos com 10 % (52,2 e 35,0 %) e 5 %
(58,5 e 40,9 %) foram superiores ao meio com 20 % (40,5 e 23,9 %) de GO (Tabela 2,
P<0,05). Em experimento realizado por Marco-Jimenez et al. (18), utilizando GO em po ou in
natura na proporc¢édo de 10 %, 15 % ou 20 % em meio TRIS, constatou-se diferenca na MT
entre GO em po (69 %) e in natura (60 %), porem as porcentagens de MT foram semelhantes
entre as concentragdes 10 % (65 %), 15 % (62 %) e 20 % (65 %) de GO tanto em pd quanto
in natura. No presente estudo concentragfes de 10 % ou 5 % de GO no diluente GGL,
também ndo interferiram negativamente na MT. Devido ao lauril sulfato de sédio (Orvus Es
Paste — OEP) ter propriedade detergente, sua acdo é exercida sobre a solubilizacdo dos
fosfolipidios da GO e aumento da permeabilidade das membranas espermaticas (19). A
diminuicdo na proporcdo de GO, no presente experimento, propiciou um aumento na relacao
OEP/GO. Conforme sugerido por El-Alamy & Foote (19) os efeitos na reducdo da GO pode
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ter ocorrido pela interacdo entre a maior proporcao relativa do OEP com o glicerol, levando a
uma reducdo no estresse osmatico decorrente do processo de congelagdo/descongelacéo.

As velocidades espermaticas aferidas pela CASA estdo apresentadas na Tabela 2. A
VAP dos espermatozoides criopreservados em GGL15 (113,2 um/s), GGL10 (115,0 um/s) e
GGL5 (117,7 um/s) foi significativamente maior (P<0,05) que no GGL20 (105,7 um/s). Para
a VSL, o GGL5 (102,2 um/s) foi superior (P<0,01) ao GGL20 (91,9 um/s). A VCL nos
diluidores GGL10 (191,3 um/s) e GGL5 (200,7 um/s) foi maior do que no GGL20 (156,5
um/s) e GGL15 (171,8 um/s) (P<0,01).

De uma maneira geral a redugdo na concentragdo de GO propiciou um incremento nas
velocidades de deslocamento dos espermatozoides. Segundo Aisen et al. (20), a glicina é
sintetizada a partir da serina e fornece uma maior quantidade de substrato energético para a
movimentacao espermatica, podendo ser degradada a piruvato, gerando dois ATP. No preparo
dos meios, devido a reducdo na concentracdo da GO, foi necessario modificar as proporcoes
dos outros componentes, resultando em aumento na quantidade final de glicina e frutose
(Tabela 1).

O ALH foi maior (P<0,05) nos espermatozoides criopreservados com 0S meios
diluidores GGL10 (6,2 um) e GGL5 (6,3 um), do que com GGL20 (5,4 um) e GGL15 (5,4
um) (Tabela 2). O ALH corresponde a largura média da oscilacdo da cabeca do
espermatozdide durante o seu deslocamento, e é utilizada como um reflexo do batimento
flagelar (21). Com o refinamento dos estudos de cinética espermatica pela CASA, tornou-se
possivel evidenciar parametros indicativos da hiperativacdo espermatica. Mortimer &
Maxwell (22), utilizando a cinética individualizada de espermatozéides ovinos determinaram
que as celulas hiperativadas sdo caracterizadas por altos valores de ALH (> 9,0 um) e VCL (>
250,0 um/s) e baixos da VSL (< 100,0 um/s) e LIN (< 30 %). No presente experimento os
resultados sdo representados pelas medias (+ erro padrdo) de uma populacdo celular,
impossibilitando deduzir-se sobre a presenca de hiperativacdo espermatica nas amostras
analisadas.

A frequéncia de batimento flagelar (BCF) nos espermatozdides criopreservados em
GGL5 (46,5 Hz) foi maior (P<0,05) do que nos congelados em GGL20 (41,0 Hz), GGL15
(43,3 Hz) e GGL10 (44,7 Hz), sendo nestes iguais entre si (Tabela 2). A BCF determina a
medida da frequéncia com a linha da cabeca espermatica atravessa a trajetoria retilinea em
qualquer direcdo (23). A linearidade (LIN) foi significativamente maior (P<0,05) nos
espermatozéides processados nos meios GGL20 (58,4 %) e GGL15 (56,9 %) do que naqueles
criopreservados no GGL10 (52,1 %) e GGL5 (50,2 %) (Tabela 2). Trajetorias circulares sdo
caracterizadas por uma baixa LIN, o caminho curvilineo é muito maior do que o espago
ganho. Alta LIN na trajetdria indica que o espermatozdide tem o seu movimento mais
proximo de uma reta (19). No presente estudo, os espermatozoéides congelados nos diluidores
GGL10 e GGL5 foram menos lineares em seu percurso comparado com 0s criopreservados
em GGL20 e GGL15, porém sem comprometimento do percentual das células com MP.

A retilinearidade (STR) nédo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos. A
STR é deduzida matematicamente pela comparacdo percentual da linha reta com a media das
trajetorias realizada pelo espermatozoide e fornece uma indicacdo da relagdo entre o espaco
ganho e a trajetdria geral percorrida (23). Deduz-se, portanto que a despeito da maior MP
representada pelos espermatozoides criopreservados em meio com menor propor¢éo de GO, a
eficiéncia da progressividade avaliada pelo STR foi idéntica em todos 0s meios diluidores.

Parametros observados pela CASA tém sido associados com eventos ligados a
fertilidade. Em humanos, um padréo de cinética com alta motilidade progressiva aliado ao
movimento lateral de cabeca aumentado, tem sido correlacionado com a habilidade do
espermatozéide em penetrar no muco cervical (24). Para Verstegen et al. (25), a VCL e a
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VAP predizem resultados no processo de fertilizagéo, visto que ambos estdo aumentados apos
a capacitacdo espermética. Os padrGes de hiperativacdo dos espermatozdides tém sido
investigados em varias espécies, inclusive na ovina, em busca de se estabelecer comparagéo
do comportamento da cinética espermatica in vivo e in vitro (23). Em muitos casos, 0s
parametros mensurados pela CASA, sdo subutilizados para estabelecer-se uma relagdo entre
os efeitos in vivo e in vitro na avaliagdo qualitativa do sémen.

Com respeito a morfologia espermatica, as porcentagens de caudas dobradas nos
tratamentos ndo apresentaram diferenca significativa (P>0,05). Embora Marco-Jimenez et al.
(18) ndo tenham constatado que a variacdo na concentracdo de GO produza efeito sobre a
integridade do acrossomo, no presente estudo o GGL5 apresentou maior proporcéo (P<0,05)
de espermatozdides com acrossomos integros (88,4 %) do que o GGL20 (87,6 %). A
integridade de acrossomo representa um dos melhores indicadores da funcionalidade celular
sob o ponto de vista da fertilidade (26).

O percentual de espermatozdides com membranas integra foi maior (P<0,05) no sémen
criopreservado com diluidores GGL10 (41,9 %) e GGL5 (42,5 %) do que com GGL20
(34,6%) (Tabela 2). Oliveira et al. (27), alcancaram maior porcentagem de acrossomos
normais com a adicéo de 0,5 % de OEP (76,4 %), comparado com o OEP+Amilase (72,9 %),
Amilase (54,6 %) e controle sem estes componentes (66,7 %). Maia et al. (28), obtiveram
efeitos benéficos sobre a integridade de membranas plasmaticas na analise com fluorocromos
DIC e IP em sémen de ovino criopreservado acrescentando 0,5 % (28,8 %) e 1 % (32,4 %) de
OEP ao meio TRIS (13,8 %). A forma pela qual esse detergente atua preservando a
integridade das membranas plasmaticas de espermatozoides ainda ndo estd completamente
esclarecida. Por hipotese, no presente experimento, o melhor desempenho dos diluidores
GGL10 e GGL5 quanto a integridade das membranas espermaticas, pode ser atribuido a
maior proporcdo relativa de OEP nos referidos meios. Com isto, confere-se maior
solubilidade aos fosfolipidios da GO e melhoria na permeabilidade celular, minimizando as
alteracbes nas proporcdes colesterol:fosfolipidios e fosfolipidios:proteinas das membranas
espermaticas, contribuindo para a prevencao do estresse osmotico (29-31).

CONCLUSAO

A proporc¢do da gema de ovo na formulacdo do meio diluidor Glicina-Gema-Leite pode
ser reduzida até a concentracdo de 5 %, sem implicar em prejuizo dos pardmetros
qualiquantitativo do sémen ovino criopreservado.

Projeto de pesquisa aprovado pela Camara de Etica em Experimentacdo Animal
da FMVZ-UNESP, em 21 de setembro de 2006, protocolo n° 90/2006-CEEA.
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