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Introducao

O espermatozdéide € uma composicao de diferentes estruturas que sao necessarias para seu
perfeito funcionamento. Sabe-se que a célula espermatica pode ser mével, mas apresentar lesbes em
diferentes compartimentos estruturais, como membranas do acrossoma, plasmatica e mitocondrial
(SILVA et al., 2009b). Para a avaliagdo da integridade destas membranas, diferentes métodos foram
desenvolvidos visando determinar suas fungdes ou preservacgao estrutural.

Segundo Rodriguez-Martinez et al. (1997), o desenvolvimento de técnicas de coloragao celular
utilizando a fluorescéncia como sondas para DNA, enzimas intracitoplasmaticas, lectinas ou potencial
de membrana tem sido apontado como nova ferramenta para a avaliagdo da funcionalidade do
espermatozoide, apos a pratica de congelagdo-descongelagéo. Celeghini et al. (2007) relatam que as
sondas fluorescentes ou fluoréforos monitoram a funcionalidade e/ou a integridade das estruturas
espermaticas, as quais possuem a capacidade de ligar-se a pontos especificos das células,
permitindo diagndstico pratico e direto. Assim, técnicas de fluorescéncia tém sido utilizadas com
sucesso em diferentes espécies e em diferentes estruturas da célula espermatica, podendo também
ser utilizadas de forma isolada ou em associagbes nas espécies bovina (GARNER et al., 1997),
equina (GRAVANCE et al., 2000), caprina (BATISTA et al., 2009) e ovina ( SILVA et al., 2009b).

Diante do exposto este trabalho visa avaliar a estrutura espermatica, por meio de sondas

fluorescentes, de carneiros das ragas Dorper, Santa Inés e Morada Nova.

Metodologia

O experimento foi realizado no Laboratério de Biotecnologia da Reproduc¢ao Animal do
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui. Foram utilizados 18 animais ovinos,
sendo 6 da raga Morada Nova, 6 Santa Inés e 6 Dorper, com idade média de 24 meses, submetidos a
regime semi-intensivo, com pastejo em capim Tifitton 85 (Cynodon dactylon). O sémen foi obtido por
meio de vagina artificial e avaliado quanto aos aspectos macroscopicos (volume e aspecto) e
microscoépicos (turbilhonamento, motilidade e vigor), sendo retirada uma aliquota de 10ul e diluida em
2 mL de formol salina para posterior avaliagdo morfologia e concentragdo espermatica. O sémen foi
diluido em Tris-Gema, envasado em palhetas de 0,25 mL, congelado em maquina automatizada
(TK3000) e armazenadas em botijdo criogénico (-196 °C). Apds descongelagéo (37°C / 30 segundos)
as amostras foram avaliadas quanto a motilidade e vigor, e, uma vez consideradas viaveis, foram
avaliadas a integridade do acrossomo (sonda florescentes FITC-PNA), membrana plasmatica
(associagao de Diacetato de Carboxifluoresceina e lodeto de Propidio) e fungdo mitocondrial (sonda

JC-1), todas através de sondas sob microscopia de epifluorescéncia.



Resultados e Discussao

Os resultados observados referentes aos aspectos fisicos do sémen fresco estao dispostos na
tabela 1. A raca Morada Nova apresentou volume superior as demais racgas, sendo estatisticamente
diferente somente da raga Dorper, este volume superior as demais racas pode ser explicado pelo fato
do sémen ter sido coletado pelo método de eletroejaculador, proporcionando um maior volume
seminal em decorréncia da estimulagdo mecanica das glandulas anexas.

Tabela 1. Médias e desvios-padrao para volume, turbilhonamento, motilidade e vigor do sémen fresco
de ovinos Dorper, Santa Inés e Morada Nova dos 8 aos 18 meses de idade.

Racgas Volume(mL) Turbilhonamento(0-5) Motilidade0-110%) Vigor(0-5)
Dorper 1,15+0,4° 3,01+0,12 77,65+4,12 3,25+0,12
Santa Inés 1,39+0,1% 3,32+0,42 82,57+3,32 3,46+0,42
Morada Nova 1,4740,3° 2,85+0,1° 73,00£2,9° 3,17+0,1°

*Médias seguidas de mesma letra na coluna n&o diferem entre se pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Como pode ser verificado na tabela 1, o volume espermatico obtido para as trés racas
estudadas, esta dentro dos padrdes indicados por GONCALVES et al (2001), que é de 0,5 a 2mL por
ejaculado. Ja em relagdo ao turbilhonamento os valores apresentados foram inferiores aos 3,6
verificados por SOUZA et al. (2003), em carneiros da raga Santa Inés, com 32 semanas de idade.

A motilidade individual progressiva na raca Morada nova (73,00%) foi inferior as
apresentadas pelas ragas Santa Inés ( 82,57%) e Dorper (77,65%), estas ultimas concordantes com
os indices de 70 e 80% obtidos por GONZALES et al,(2002), para reprodutores ovinos das mesmas
ragas.

Na tabela 2 é possivel observar os valores médios para os pardmetros estruturais de
espermatozoides ovinos das ragas Dorper, Santa Inés e Morada Nova, ao fazer a comparagao entre
as médias € possivel observar que nao existe diferenga estatistica entre as ragas para integridade da
membrana plasmatica, porém ao se comparar as medias para integridade das mitocéndrias e
acrossoma observa-se diferenca estatistica entre as ragas, sendo a raga Dorper com melhor
integridade de mitocondrias (40,38+10,9%) em comparagdo as ragas Santa Inés (39,1918,5%) e
Morada Nova (38,78+7,0%), o mesmo nao foi observado para integridade do acrossoma, sendo a
raga Dorper a apresentar menor valor (18,40+7,8%) em comparagdo as ragas Santa Inés
(24,2045,6%) e Morada Nova (24,80+6,4%).

Tabela 2. Médias e desvios-padrao para integridade da membrana plasmatica, integridade
mitocondrial e integridade do acrossoma pds-descongelamento de espermatozdéides ovinos das ragas
Dorper, Santa Inés e Morada Nova dos 8 aos 18 meses de idade.

Racas
Parametros Dorper Santa Inés Morada nova
Membrana Plasmatica (%) 44,34+8,3° 42,65+6,9° 44,28+8,7°
Mitocondrias (%) 40,38+10,9° 39,1948, 5% 38,78+7,0°
Acrossoma (%) 18,40+7,8° 24,20+5,6° 24,80+6,4°

*Médias seguidas de mesma letra nas linhas nao diferem entre se pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade.

A redugdo da temperatura durante o processo de congelacdo do sémen afeta a bomba de
Na+/K+, provocando despolarizagdes parciais das membranas, tornando-as permeaveis ao calcio.
Isto induz a uma vesiculagdo prematura da membrana acrossomal (Bicudo et al., 2007). Esta

afirmacao foi confirmada por Azevedo (2006) quando ao avaliar o sémen ovino em todas as fases do



processamento, concluiu que a congelagao/descongelagao causa mais danos do que a refrigeracéo
e, constatou ainda haver diferengas entre individuos relacionadas a criorresisténcia e criocapacitagéo
espermatica.

Apoio: Universidade Federal do Piaui - UFPI
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