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Resumo: Algumas técnicas de lavagem de sémen que envolvem etapas de centrifugacao
extra, ttm sido criticadas devido ao aumento da possibilidade de danos que podem
ocorrer aos espermatozoides. Nesse contexto, a presente proposta objetivou o estudo da
técnica de Swim-up, para aplicacdo em sémen de reprodutores caprinos, para determinar
sua influéncia sobre o vigor e motilidade individual progressiva dos espermatozdides.
Para tanto, foram avaliados 30 amostras espermaticas oriundas de cinco reprodutores
caprinos. Os resultados foram obtidos pela avaliacdo do MIP e vigor esperméatico em
microscopio Optico antes e depois do procedimento de Swim-up revelou que houve uma
diminuicdo significativa (p<0,05) desses parametros. Conclui-se com estes resultados
que a técnica de Swim-up possibilita a recuperacdo de espermatozdides para 0 uso em

inseminacdo intrauterina e fertilizagdo in vitro.

Palavras chave: caprino, lavagem espermatica, sémen.

Introducéo
Com o passar dos anos varias técnicas de “lavagem de sémen” para humanos e
animais, tem sido desenvolvidas, com o intuito de controlar a disseminacdo de
microorganismos (Ferraz, 2009), além de melhorar a qualidade das amostras por meio da
selecdo dos espermatozoides moveis e morfologicamente normais de células imaturas e

defeituosas. Estes procedimentos consistem basicamente, na separacdo de
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espermatozoéides que sdo retirados do plasma seminal e ressuspendidos em meio de
cultura (Marti et al., 2006).

Técnicas de filtracdo, procedimentos de centrifugacdo em gradiente de densidade,
migracao dos espermatozdides para um meio de cultura (Swim-up), dentre outras técnicas
de reproducdo assistida, sdo comumente utilizadas em programas que utilizam
fertilizacdo in vitro (Cisale et al., 2001 e Marti et al., 2006). Para a avaliacdo do sémen, o
Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal (CBRA, 1998), preconiza a andlise de alguns
parametros espermaticos como motilidade, vigor, concentracdo e morfologia para que 0s
espermatozdides presentes no ejaculado tenham viabilidade de fertilizacao.

De acordo com Jameel (2008), a técnica de Swin-up é a mais antiga, mais simples, e
de baixo custo, sendo comumente utilizada em casos de normozoospermia e
subfertilidade feminina. A eficiéncia desse procedimento baseia-se na motilidade dos
espermatozdides presentes no ejaculado (Wainer et al., 2004 e Jameel, 2008), mas
também sobre a forca adicional de uma centrifugacdo suave para isolar espermatozoides
de maior motilidade de outras amostras de células (Tucker e Jasen, 2002).

Algumas técnicas de lavagem de sémen que envolvem etapas de centrifugacdo
extra, ttm sido criticadas devido ao aumento da possibilidade de danos que podem
ocorrer aos espermatozoides (Drobnis et al., 1991; Tucker e Jasen, 2002). No entanto,
alguns autores relatam ser possivel a obtengdo, acima de 90%, de espermatozéides
maveis e morfologicamente normais, por meio da técnica de Swim-up. Nesse contexto, a
presente proposta abrangera o estudo da técnica de Swim-up, para aplicacdo em sémen de
reprodutores caprinos, para determinar sua influéncia sobre o vigor e motilidade

individual progressiva dos espermatozoides.

Material e Métodos
O presente experimento ocorreu nos meses de junho de 2012 a julho de 2012, nas
dependéncias da Embrapa Caprinos e Ovinos, situada em Sobral, Ceara (latitude
3°45°0,5’ sul, longitude 40° 20°45,8”” oeste, 11 metros de altitude).
Foram utilizados cinco reprodutores caprinos da ragca Moxoto, Canindé e Anglo
Nubiano, os quais foram alojados em baias e mantidos em um sistema semi-intensivo de
criagdo com acesso a area de pastejo. O sistema de alimentacdo consistia no recebimento

de racdo balanceada de feno de Leucena (Leucaena Leucocephala) e capim Elefante
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picado (Pennisetum Purpureum schun), sal mineral a 3% a vontade, concentrado 300
g/animal/dia, uma vez ao dia e 4gua ad libitum.

Semanalmente os machos eram submetidos a avaliagdes seminais totalizando 30
amostras. Para as coletas de sémen utilizava-se 0 método da vagina artificial (Mies Filho,
1987; CBRA, 1998), tendo como manequim uma fémea, ovarectomizada, em estro
induzido pela aplicacdo de 1,0mg de benzonato de estradiol.

Apos coleta de sémen esses eram imediatamente encaminhados para o laboratorio
de biotecnologia de sémen, onde permaneciam em banho maria a 37°C. Em seguida,
eram realizadas avaliacbes da motilidade individual progressiva (MIP) e vigor
espermatico.

Esses parametros foram observados atraves de uma gota de sémen colocada entre
lamina e laminula, com leitura feita em microscopio 6ptico com aumento de 400x. A
classificacdo do MIP foi de acordo com o movimento dos espermatozoOides que
progridem de forma mais ou menos retilinea no campo do microscopio, sendo que 0s
espermatozéides que giram sobre si mesmo podem estar indicando que sofreram um
choque térmico ou que 0 meio ndo € isotdnico com o sémen, recebendo nota de 0 a 100%.
Ja o vigor foi avaliado conforme a velocidade que os espermatozdides se deslocam no
campo do microscépio, sendo estes classificados numa escala de 0 a 5 pontos onde 0s
valores mais elevados indicam sémen de melhor qualidade (CBRA, 1998; Ax et al.,
2004).

Para a técnica de Swim-up foi utilizada uma peguena amostra de sémen fresco
(100pl), o qual foi depositado ao fundo de um tubo falcon ®, seguido pela deposic¢éo, por
cima do sémen, de um meio de cultura Talp sp, sendo essas fragdes ndo homogeneizadas.
Ap0s o procedimento descrito, os tubos foram inclinados a um angulo de 45° em estufa
5% de CO? com temperatura de 37°C, durante uma hora, para que haja a migracéo dos
espermatozdéides para 0 meio de cultura.

Apobs a técnica de Swim-up, foi retirado 600ul do sobrenadante contendo os
espermatozoéides, onde foram encaminhados para centrifuga com temperatura de 37°C
por 10 minutos a 2.000xg. Apds esse procedimento o sobrenadante foi descartado e o
pellete espermatico foi ressuspendidos em 200ul de Talp sp e encaminhado para nova

avaliacdo do MIP e vigor espermatico.
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Para a comparacdo dos resultados obtidos antes e depois do Swim-up, foi usado o
teste de Wilcoxon para dados ndo paramétricos, com nivel de significancia adotado de
5%, onde 0 Tcaiculado < Teritico INdica que houve diferenca significativa.

Resultados e discusséo

A andlise da ordenacdo das diferencas das respostas obtidas antes e depois da
técnica de Swim-up sobre o MIP e vigor esperméatico no sémen caprino (Tabela 1),
revelou que houve uma diminuicdo significativa (p<0,05) ap6s aplicacdo do
procedimento de lavagem para ambas as variaveis estudadas, sendo o valor do Tcalculado
de 6,5 para MIP e Tcalculado de 42 para o vigor inferiores ao valor do Tcritico de 136.
Segundo Drobnis et al (1991), os procedimentos de sele¢do espermatica podem afetar os
espermatozéides durante o desenvolvimento do processo, reduzindo o vigor ou
motilidade espermatica. Desta forma a provavelmente a diminuicdo observada para esses
parametros estaria relacionada com o procedimento de centrifugacdo ao qual as amostras
foram submetidas. Além do que segundo Correa e Zavos (1996), o estresse relacionado
ao tempo necessario para recuperacao dos espermatozéides também pode contribuir para
a elevada taxa de mortalidade e perda de capacitacdo dos espermatozoides.

Apesar da diminuicdo significativa os resultados de MIP e vigor pds swim-up, dos
espermatozdides, esses sdo satisfatorios e compativeis para utilizacdo em inseminacéao
intra-uterina e fertilizacdo in vitro, uma vez que o percentual de células moveis esta
relacionado com o percentual de células vivas ou viaveis, além do que a técnica permite a
recuperacdo dos melhores espermatozoides.

Segundo Arruda et al (2011), a motilidade e vigor espermatico sdo estimados de
forma subjetiva e utilizados rotineiramente em laboratorios. No entanto, continuam tendo
grande valor, principalmente para diferenciar sémen de baixa e alta qualidade, além de ter
relevancia na determinacdo do potencial de fertilidade dos espermatozoides (Verstegen et
al., 2002, Matos et al., 2008), entretanto, ndo é o melhor indicador de fertilidade
(Januskauskas e Zilinskas, 2002).

Tabela 1. Valores individuais das avaliagdes da Motilidade individual progressiva (MIP)

e vigor espermatico dos reprodutores caprinos, antes e depois do Swim-up.

Motilidade Vigor
Antes Depois Antes Depois

Amostras

1 90% 75% 4 4
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2 90% 35% 5 3,5
3 90% 90% 5 4
4 90% 75% 4 4
5 90% 40% 4 3
6 80% 90% 3 4
7 90% 70% 4 4
8 90% 65% 4 4
9 90% 80% 5 4
10 90% 55% 5 4
11 90% 70% 4 4
12 90% 80% 4 4
13 70% 20% 3 2
14 80% 30% 4 2,5
15 90% 35% 4 2
16 90% 45% 4 3,5
17 90% 50% 4 4
18 90% 85% 4 4
19 80% 40% 4 2,5
20 80% 45% 4 3,5
21 90% 65% 4 3
22 90% 50% 4 3
23 90% 45% 4 3
24 90% 55% 4 3,5
25 90% 75% 4 4
26 90% 70% 5 4.4
27 80% 70% 4 5
28 90% 55% 4 3
29 90% 85% 4 4
30 90% 90% 5 45
Conclusao

A técnica de Swim-up possibilita a recuperacdo de espermatozoides para 0 uso em
inseminacdo intrauterina e fertilizag&o in vitro. No entanto, futuras pesquisas devem ser
realizadas para avaliar a capacidade fertilizante dos espermatozdides recuperados, apos o

método de Swim-up.
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