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Resumo. Introdugdo: nos bovinos, o oviduto é fundamental nos processos de matu-
ragdo, fertilizacdo e aquisigao de competéncias para o adequado desenvolvimento do
embrido até blastocisto. Visto que as células do revestimento interno do oviduto pro-
porcionam substincias que afetam positivamente os espermatozoides, a medida que
atravessam o trato genital da fémea, os componentes da superficie séo modificados ou
removidos pelas secrecoes ali presentes; ditas modificacdes podem incluir deplecio
do colesterol na superficie espermatica, alteracao nos glicosaminoglicanos e mudan-
¢as nos ions. Metodologia: Objetivou-se avaliar a adi¢ao de meio de cultura de células
de oviduto bovino sobre parametros espermaticos como motilidade, vigor e integri-
dade de membrana citoplasmatica. Os espermatozoides foram incubados com 164 pl
de Talp-sp-Uso no grupo controle (1¢); 161,5 pul de Talp-sp-Uso, acrescido de 2,5 ul de
heparina (20ug/ml) no tratamento 1 (") e 128 ul de Talp-sp uso, acrescido de 36 ul
de meio de cultivo com secre¢des de células do oviduto bovino no Tratamento 2 (T°).
Foram avaliados no tempo zero (para mostrar que os meios dos tratamentos nao pre-
judicaram os espermatozoides) e apds trés horas de incubagao. Resultados: nao foram
encontradas diferencas significativas na motilidade progressiva, vigor e integridade
de membrana celular entre tratamentos. Entretanto, espermatozoides cultivados com
secregoes de células do oviduto apresentaram maior percentagem de motilidade total
as trés horas de cultivo, em comparagio a espermatozoides cultivados na presenca
de heparina. Conclusdo: as secregoes de células do oviduto ndo afetam a motilidade
progressiva nem o vigor ou a integridade da membrana citoplasmatica dos esperma-
tozoides, porém prolongam a motilidade dessas células.

Palavras-chave: capacitagdo espermatica, células do oviduto, meio condicionado.
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Influencia de las secreciones de células del
oviduto cultivadas in vitro sobre la viabilidad de
espermatozoides bovinos congelados-descongelados

Resumen. Introduccion: en los bovinos, el oviduto es fundamental en los procesos de madu-
racion, fertilizacién y adquisicion de competencias para el adecuado desarrollo del embrién
hasta blastocisto. Una vez que las células del revestimiento interno del oviduto proporcionan
sustancias que afectan positivamente los espermatozoides, a medida que cruzan el trato geni-
tal de la hembra, los componentes de la superficie se modifican o remueven por las secrecio-
nes alli presentes; tales modificaciones pueden incluir deplecion del colesterol en la superficie
espermatica, alteracion en los glicosaminoglicanos y cambio en los iones. Metodologia: el
objetivo fue evaluar la adicién de medio de cultura de células de oviduto bovino sobre para-
metros espermaticos como motilidad, vigor e integridad de membrana citoplasmatica. Los
espermatozoides fueron incubados con 164 ul de Talp-sp-Uso en el grupo de control (T¢);
161,5 ul de Talp-sp-Uso, agregado de 2,5 pl de heparina (20pg/ml) en el tratamiento 1 (1)
y 128 pl de Talp-sp-Uso, agregado de 36 pl de medio de cultivo con secreciones de células del
oviduto bovino en el tratamiento 2 (T°). Se evaluaron en el tiempo cero (para mostrar que
los medios de los tratamientos no perjudicaron los espermatozoides) y luego de tres horas de
incubacién. Resultados: no se encontraron diferencias significativas en la motilidad progre-
siva, vigor e integridad de membrana celular entre tratamientos. Sin embargo, espermatozoi-
des cultivados con secreciones de células del oviduto presentaron porcentaje mas grande de
motilidad total a las tres horas de cultivo, en contraste con los espermatozoides cultivados
en la presencia de heparina. Conclusion: las secreciones de células del oviduto no afectan la
motilidad progresiva ni tampoco el vigor o la integridad de la membrana citoplasmatica de
los espermatozoides, pero prolongan la motilidad de esas células.

Palabras clave: capacitacion espermatica, células del oviduto, medio condicionado.

Influence of oviduct cell secretions cultured in vitro on
the viability of frozen-thawed bovine sperm cells

Abstract. Introduction: in cattle, the oviduct is essential in the process of maturation, fertiliza-
tion and acquisition of competence for proper development of an embryo until the blastocyst
stage. Once the cells in the internal lining of the oviduct provide substances that positively
affect sperm as it crosses the female genital tract, the surface components are modified or
removed by secretions present therein. Such modifications may include cholesterol depletion
on sperm surface, altered glycosaminoglycans, and change in ions. Methodology: the objective
was to evaluate the influence of adding cell culture medium of bovine oviduct cells on sperm
parameters such as motility, vigor, and integrity of cytoplasmic membrane. The sperm cells
were incubated with 164 pl of Talp-sp-Uso in the control group (1¢); 161.5 ul of Talp-sp-Uso,
in addition to 2.5 ul of heparin (20 ug/ml) in treatment 1 (") and 128 pl of Talp-sp-Uso,
along with 36 ul of culture medium with secretions of bovine oviduct cells in treatment 2
(1%). Tests were performed at zero time (to show that the medium of treatments did not
hurt the sperm cells) and after three hours of incubation. Results: no significant differences
in progressive motility, vigor and integrity of cell membrane between treatments were found.
However, sperm cells cultured with oviduct cell secretions showed a greater percentage of
total motility after three hours of culturing, in contrast to sperm cultured in the presence of
heparin. Conclusion: oviduct cell secretions do not affect progressive motility, vigor or integ-
rity of the cytoplasmic membrane of sperm cells; however, they prolong sperm motility.

Keywords: sperm capacitation, oviduct cells, conditioned medium.



Influéncia das secre¢oes de células do oviduto cultivadas in vitro sobre a viabilidade de espermatozoides bovinos congelados-descongelados 39

Introducao

O oviduto de mamiferos tem papel fundamental no
processo de reproducéo por ser o local onde ocorre
a fertilizagdo, além de proporcionar um lugar favo-
ravel para o desenvolvimento inicial do embrido até
que este seja transportado ao interior do utero. O
microambiente produzido pela secreao das células
da mucosa do oviduto atua positivamente sobre a
motilidade espermatica, reagdo acrossdmica e habi-
lidade para fertilizar o ovécito [1, 2].

Diferencas histologicas regionais proporcio-
nam mudangas na composi¢ado do fluido do oviduto,
as quais podem refletir diferentes fungdes de seus
segmentos como a maturag¢do final do ovdcito no
infundibulo, a capacitagido dos espermatozoides no
istmo e a fertilizagdo na ampola. Tem sido sugerido
que proteinas do oviduto podem estar envolvidas
na modulagdo da fungdo espermatica, capacidade
fertilizante e desenvolvimento embriondrio inicial.
No entanto, o conhecimento preciso do ambiente
do oviduto ainda néo foi atingido, o que dificulta
a plena aplicagdo de técnicas que melhorem o pro-
cesso de fertilizacdo em condigdes in vitro [3].

Os espermatozoides de mamiferos, logo apds
a ejaculacdo, nio tém a capacidade de fecundar os
ovocitos, mesmo apresentando motilidade e apa-
rente normalidade morfoldgica. Essa capacidade é
adquirida no trato genital feminino em um processo
tempo-dependente, que promove mudangas fisiol6-
gicas e bioquimicas da membrana plasmatica, que,
por sua vez, possibilitam a fecundagio [4].

Tem sido sugerido que a adi¢do de secregoes
do meio de cultivo de células de oviduto bovino as
células espermaticas, em sistemas de produgio in
vitro de embrides, poderia contribuir para melho-
rias na fertilizagdo in vitro e aumentar as taxas de
clivagem e a produgéo de blastocistos [5].

Ante o exposto, o presente trabalho tem o obje-
tivo de avaliar a influéncia da adi¢io de meio de cul-
tura de células de oviduto bovino sobre os pardmetros
fisicos de motilidade, vigor e integridade de mem-
brana citoplasmatica de espermatozoides de tou-
ros congelados-descongelados. Dessa forma, poderia
contribuir ao melhoramento das condigées de capaci-
tacdo espermatica para otimizar o processo de fertili-
Zagao in vitro.

Referencial tedrico

Os ovidutos, também denominados de tubas uterinas
ou trompas de Faldpio, sdao 6rgaos do sistema repro-
dutor feminino de formato sinusoide, que se esten-
dem desde a extremidade dos cornos uterinos até a
proximidade dos ovérios. Eles sdo divididos em trés
regides: infundibulo, ampola e istmo (figura 1) [6].

H4 uma diversidade de eventos cronologica-
mente controlados que ocorrem no oviduto pouco
tempo depois da copula: estoque de espermatozoides,
capacitagdo espermatica no istmo, liberagio e trans-
porte de espermatozoides, capta¢do dos ovdcitos,
maturac¢io final dos ovdcitos no infundibulo, ferti-
lizagdo na ampola, desenvolvimento embrionario
inicial e transporte dos embrides até o utero. Esses
eventos sequenciais requerem um sistema de suporte
dindmico e bem sincronizado pelo oviduto para atin-
gir o sucesso no processo de fertilizacdo [4]. Varias
interagdes estimulo-resposta (gameta-tuba, tuba-
gameta, gameta-gameta) fazem parte de um meca-
nismo que controla a fisiologia do oviduto [7].

Tém sido demonstradas alteragdes na concen-
tracdo de proteinas, colesterol e carboidratos entre
as regides do oviduto, o que pode refletir diferentes
fungoes desses segmentos, tais como a maturagao
final do ovdcito no infundibulo, a capacitagdo no
istmo e a fertilizagdo na ampola [8].

Durante o periodo de ovulagdo, o oviduto
exibe um papel ativo, em que o limen fornece um
ambiente adequado para a fertilizacdo e o estrato
muscular se contrai ritmicamente para movimentar
o ovdcito. O fluido do oviduto é capaz de promover
um ambiente 6timo para a maturagdo final do ovo-
cito, para a fusdo do ovdcito com o espermatozoide
e para o inicio do desenvolvimento embrionario,
além de servir como reservatorio de espermatozoi-
des apds a copula [9-11].

O fluido do oviduto apresenta ainda um efeito
direto sobre o processo de capacitagdo espermatica,
motilidade espermatica e reagdo acrossdmica, even-
tos necessarios para a fertilizagdo. Tem sido demos-
trado que o fluido de oviduto bovino obtido das
fases litea e nao lutea, da regido da ampola e istmo,
tem diferentes efeitos sobre a motilidade, reagdo
acrossdmica e fertilidade dos espermatozoides de
bovinos [12, 13].

Observou-se que espermatozoides pré-incubados
em fluido obtido da regido do istmo apresentaram
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Figura 1. Oviduto bovino dissecado
Fonte: elaboragao propria

maior capacidade de ligagdo a zona peltcida de ovo-
citos do que aqueles pré-incubados em fluido da
regido da ampola. Entretanto, os espermatozoides
incubados em fluido da ampola obtido na fase nao
latea do ciclo estral resultaram em maiores taxas de
fertilizacdo do que espermatozoides pré-incubados
com fluido do istmo [13].

Grippo et al. [14] verificaram que o fluido da
tuba de bovinos nao contém niveis fisiologicamente
ativos de monossacarideos livres (fucose, galactose,
glicosamina, manose e xilose); por isso, a fucose pode
ser polimerizada ou ligada a proteinas de membrana
ou lipideos das células epiteliais do oviduto [7].

As células do oviduto podem ainda partici-
par da regulacdo da tensdo de oxigénio e impedir,
assim, os danos oxidativos, uma vez que a redugdo
da tensdo de oxigénio foi observada em meios apds
a cultura de células de epitélio do oviduto bovino.
Além disso, enzimas antioxidantes, tais como a glu-
tationa-peroxidase, superoxido-dismutase-Cu-Zn
e catalase foram descritas em secrecdes de ovidu-
tos de vacas®.

Composigao do fluido do oviduto

O fluxo das secregdes, a batida ciliar e as contra-
¢des do mesossalpinge tém um papel fundamental
na formagdo e na mistura do liquido intraluminal
do fluido do oviduto (FDO) em que os gametas se

encontram. Esse FDO se origina das secregdes espe-
cificas do epitélio e pelo transudado seletivo do
sangue com a lamina proépria (na maior parte no
segmento da ampola) que estabelece, assim, dife-
rengas regionais na composi¢do que pode se rela-
cionar com o processo da preparagdo do gameta
para a fertilizagdo. O Fpo difere do plasma sangui-
neo nos termos da composigdo idnica, pH, osmola-
ridade e indice macromolecular [10].

O FDO varia também no volume e na compo-
sicdo entre espécies e com o estdgio do ciclo estral,
sob influéncia hormonal [10]. O Fp0O dos bovinos
e suinos contém também glicosaminoglicanos sul-
fatados (sulfato de condroitina, dermatan sulfato,
queratan sulfato, heparan sulfato e heparina) ou
nao sulfatados (hialuronan) [16].

As proteinas encontradas no FDO estdo na
concentrac¢do de 10-15 % em relagdo a concentragao
encontrada no soro [17] e se dividem em dois gru-
pos: aquelas que sio sintetizadas continuamente
durante o ciclo estral e as que sdo sintetizadas de
forma ciclica e compdem a maior parte das protei-
nas do oviduto [18].

Capacitagao espermatica

A capacitagdo espermadtica esta relacionada com
as mudangas fisiologicas e bioquimicas da mem-
brana plasmatica dos espermatozoides para que



Influéncia das secre¢oes de células do oviduto cultivadas in vitro sobre a viabilidade de espermatozoides bovinos congelados-descongelados 41

ocorram interacdes entre estes e os ovocitos. Entre
0s processos envolvidos, podem-se verificar modi-
ficagdes na fluidez da membrana, no fluxo de ions,
entre outros [19-24].

Os componentes da superficie dos espermato-
zoides sdo modificados ou removidos pelas secre-
¢oes do trato genital, o que desestabiliza abicamada
fosfolipidica [25]. As modificagdes podem incluir
deplecdo do colesterol na superficie espermatica,
alteragdo nos glicosaminoglicanos e mudangas nos
ions a medida que os espermatozoides atravessam
o trato genital [26].

A capacitagdo espermatica leva as modificagdes
do acrossoma necessarias para a penetragio esper-
matica da zona pelucida [27]. A verdadeira reagdo
do acrossoma envolve a fusdo da membrana plas-
matica do espermatozoide com a membrana externa
do acrossoma, seguida por uma extensa vesiculagio
sobre o segmento anterior do acrossoma. Isso difere
da “falsa” reagao do acrossoma, que ocorre durante a
senescéncia ou degradagdo dos espermatozoides [27].
A fusio e a vesiculagio do acrossoma liberam enzimas
hidroliticas, por exemplo, hialuronidase e acrosina,
que estdo implicadas na penetragdo do ovdcito [26].

Material e métodos

Todos os reagentes utilizados foram da Sigma (Saint
Louis, EUA), exceto aqueles especificados no texto. O
trabalho foi realizado no Laboratério de Reprodugéo e
Melhoramento Genético Animal (LRMGA) do Centro
de Ciéncias e Tecnologias Agropecudrias (ccTa) da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF), em Campos dos Goytacazes, Rio de
Janeiro, Brasil.

Obtencéo das células de oviduto

Os ovidutos utilizados neste experimento foram obti-
dos de uteros provenientes de abatedouro locais, sem
considerar a idade, raca, etapa do ciclo estral nem sta-
tus nutricional ou clinico das vacas.

O Itimen de cada oviduto, depois de dissecado,
foi lavado com 3,0 ml de tampao fosfato salina livre
de célcio (Ca2+) e magnésio (Mg2+), pH 7,2, suple-
mentado com 5 % de soro fetal bovino (sFB), 100 U/
ml de nistatina e 50 ug/ml de gentamicina.

Os ovidutos foram massageados para despren-
dimento das células da parede, lavados com 3,0 ml de
PBs e recolhidos em tubo de centrifuga conico, gra-
duado, de 15 ml para isolamento das células epiteliais
por processo de decantacdo natural. O precipitado
de células foi transferido para outro tubo de centri-
fuga que continha 5,0 ml de pBs para lavagem pelo
mesmo sistema. Esse procedimento de lavagem foi
repetido por quatro vezes para diminuir a contami-
nag¢do microbiana e eliminar as células mortas. Apos
a ultima lavagem, o precipitado foi transferido para
garrafas de cultivo celular de 25 cm? que continham
5,0 ml de meio Tcm 199 sem Hepes suplementado
com 100 U/ml de nistatina, 50 pg/ml de gentamicina,
100 U/ml de penicilina G, 100 pg/ml de estreptomi-
cina e com 10% de sFB. Foram mantidas em estufa
incubadora a 5% de co?, umidade saturada e tempe-
ratura de 38,5°C por um periodo de cinco dias.

Obtenc¢ao do meio de cultivo
de células do oviduto

O meio de cultivo foi trocado nas primeiras 24 horas
mantido por um periodo de cinco dias nos quais
se observou a forma¢io de uma monocamada de
células epiteliais de oviduto bovino com 70 a 80%
de confluéncia (figura 2). Em seguida, realizou-se
a troca do meio de cultura por 5,0 ml de meio TcM
199 sem Hepes suplementado com 100 U/ml de nis-
tatina, 50 pg/ml de gentamicina, 100 U/ml de peni-
cilina G, 100 ug/ml de estreptomicina e sem SFB. As
células foram mantidas nesse meio por um periodo
de seis horas [28], a 38,5°C, 5% de co? e umidade
saturada. Apos esse tempo, o meio de cultura foi
recolhido para um tubo conico de 15 ml e centrifu-
gado a 700X g durante 30 minutos. Posteriormente,
o sobrenadante foi recolhido e congelado a - 20°C.
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Figura 2. Cultura de células de oviduto (400X)
Fonte: elaboragédo propria

Concentra¢ao do meio de cultivo
de células de oviduto

Inicialmente, o meio de cultivo foi centrifugado
por duas vezes, a 50.000X g cada, em ultracen-
trifuga (Himac cp 75 B, HITACHI). Em seguida, o
sobrenadante foi concentrado dez vezes com o
concentrador proteico da AmIcon utilizando uma
membrana filtrante AMIcoN 10.000, pressdo de trés
bar de nitrogénio, para reter proteinas com massa
molecular superior a 10 kDa. Durante todo o pro-
cesso, as amostras foram mantidas em temperatura
de 5°C. Apds o procedimento, o material retido na
membrana foi aliquotado e armazenado a -20°C.

Obtencao e analise do sémen

Foi utilizado sémen comercial congelado de touros
sexualmente maduros da raca Nelore. As palhetas de
sémen foram descongeladas em banho-maria (Temp
Therm BM. 6), a 37°C por 30 seg e, em seguida, avalia-
das quanto a motilidade total, motilidade progressiva,
vigor e integridade de membrana. Foram utilizados
os padroes do Manual de Exame Androldgico do
Colégio Brasileiro de Reprodugiao Animal (CBRraA,
1998) para avaliacdo de sémen congelado de touros.

Selegdo espermdtica

A selegdo espermatica foi realizada pelo gra-
diente descontinuo de Percoll 90-45% (figura 3);
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utilizou-se uma palheta de sémen para um gra-
diente de 2000 pl.

Inicialmente, foi realizada a centrifugacio a
600X g por oito minutos. O sobrenadante foi descar-
tado e o precipitado ressuspenso em 5ml de Talp-sp-
Lavagem (meio Talp acrescido de 0,2 mM de piruvato
de sodio, 100 ur/ml de penicilina G, 100 pg/ml de
estreptomicina e 0,01 g de PvA, previamente estabi-
lizado por trés horas em estufa incubadora a 5% de
c0?, 38,5°C e umidade saturada). Em seguida, foi rea-
lizada uma centrifugagdo a 150 X g por trés minutos.
A fragdo enriquecida de espermatozoides moveis foi
ressuspensa em Talp-sp-Uso (meio Talp suplemen-
tado com 0,2 mM de piruvato de sédio, 100 ur/ml de
penicilina G, 100 pg/ml de estreptomicina e 0,6 %
de Bsa fragdo V), de modo a apresentar uma concen-
tragdo final de 50x10° espermatozoides/ml.

Figura 3. Gradiente de Percoll para selegao dos
espermatozoides
Fonte: elaboragdo propria

Tratamentos

A suspensido obtida, logo apds a selecdo esperma-
tica, foi dividida em volumes iguais para serem
incubados durante trés horas a 5% de co?, tempe-
ratura de 38,5°C e umidade saturada nas condigoes
descritas abaixo.
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o Grupo Controle (1)= 164 pl de Talp-sp-Uso,
acrescido de 36 ul de suspensio espermatica.

o Tratamento 1 (1"?) = 161,5 pl de Talp-sp-Uso,
acrescido de 2,5 pl de heparina (20pg/mL) e de
36 pl de suspensao espermatica. Como grupo
controle com indugdo da capacitagio esperma-
tica [29].

o Tratamento 2 (1) = 128 ul de Talp-sp uso,
acrescido de 36 pl de meio de cultivo com se-
cregoes de células do oviduto bovino e 36 pl de
suspensdo espermatica.

No tempo zero e depois de trés horas de incu-
bacdo, as analises dos pardmetros fisicos da qua-
lidade espermatica foram realizadas na forma
descrita a seguir.

Avaliagdo da motilidade espermatica

A motilidade espermdtica (motilidade total e
motilidade progressiva) e o vigor foram avaliados
subjetivamente em microscopio 6ptico com obje-
tivo de 10X a 40X, uma gota de 10 ul de sémen foi
utilizada sobre uma lamina coberta por laminula,
previamente aquecida e mantida a 37°C durante
a avaliacdo. A motilidade foi a média dos valores
achados por dois observadores e expressou-se em
porcentagem [30].

Avaliagdo do vigor

O vigor avalia a velocidade do deslocamento dos
espermatozoides no campo e é classificado em uma
escala de zero a cinco, na qual zero significa ausén-
cia de movimento progressivo com deslocamento
de cauda fraco e inexpressivo, e cinco, movimento
vigoroso e veloz dos espermatozoides. O vigor
espermatico foi avaliado no mesmo equipamento
utilizado para avaliagdo da motilidade.

Avaliagdo da integridade de membrana
citoplasmatica

A integridade da membrana citoplasmatica dos esper-
matozoides foi avaliada mediante o teste hiposmético.
Para isso, uma aliquota de 10 pl de espermatozoides
foi adicionada a 300 pl de uma solugio de 100 mOsm
que continha 9 g de frutose e 4,9 g citrato de sédio/
litro e mantida por 30 minutos a temperatura de 37°C.
Para cada amostra, foi contado um total de 200 células
e foram consideradas as células com cauda enrolada
como as que tinham membrana plasmatica integra

[31] e as células com cauda linear, como lesadas. A
avaliagao foi feita com auxilio de um microscépio de
contraste de fase e os resultados expressos em percen-
tagem de células com membrana plasmatica integra.

Andlise estatistica dos dados

A andlise dos dados foi realizada por analise de
variancia (ANOVA). Posteriormente, foi feita analise
de significAncia pelo teste de Tukey, para compara-
¢do entre tratamentos e pelo teste -t LSD para com-
paragdes entre tempos. Todas as andlises foram
realizadas pelo software SISVAR 4.0 UFLA, com
nivel de significdncia de 5 %.

Resultados e discussiao

Os valores médios de motilidade total (MT), moti-
lidade progressiva (Mp) e vigor (V) imediatamente
apos a selecdo em gradientes de Percoll, foram
de 91,4%, 80,7% e 4,0, respectivamente, o que
demonstra a eficiéncia desse método de selegdo
espermatica visto que a motilidade total do sémen
descongelado variou de 50 a 60 %.

O Percoll é um gradiente de densidade para
separagdo de células e particulas subcelulares por
centrifugacdo que consiste de particulas de silica
coloidal cobertas com polivinilpirrolidona (pve). O
coloide tem se mostrado atdxico para um grande
numero de células e organelas [32].

Zuccari et al. [33] encontraram resultados
semelhantes aos do presente trabalho ao observa-
rem que a motilidade aumentou significativamente
aposapassagem do sémen pelo gradiente de Percoll.
Além da motilidade, observaram um aumento sig-
nificativo de espermatozoides vivos, determinados
pelo método de coloragdo com eosina-nigrosina e
azul tripan-giemsa.

O tempo de incubagéo de trés horas nio alte-
rou significativamente a motilidade progressiva e o
vigor das amostras testadas; no entanto, promoveu
uma reducdo na motilidade total das amostras de
todos os tratamentos (tabela 1).

A avaliacdo dos pardmetros fisicos seminais
imediatamente ap0s (tempo zero) e as trés horas de
incubagao dos espermatozoides nos meios dos dife-
rentes tratamentos estd representada na tabela 1.

No tempo zero, ndo foram observadas dife-
ren¢as entre os tratamentos para os parametros
fisicos (MT, MP e v) avaliados. As avaliagdes nesse
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Tabela 1. Parametros fisicos do sémen bovino apds descongelamento e incubagdo sem heparina, com heparina ou

com secregoes de células de oviduto, a 0 e as 3 horas de cultivo

Spei Domus / Volumen 11, Ntimero 22 / enero-junio 2015

Tratamentos
Tt THep ™

Oh 85,0+11,24 80,0+10,44° 86,4+4,84
MT

3h 65,4+13,048 52,9+18,9% 75,0£5,04°

Oh 65,7+23,24 58,6+19,34° 69,3+13,74
MP

3h 40,9+21,6 36,4+23,94 48,6+22,54

Oh 4,0+0* 4,0+0* 4,0+0*
v

3h 3,1+0,90* 3,3+0,8% 3,4+0,8*

Valores indicam média+pp de sete repetigdes. T = apenas o Talp-sp (controle); T = adi¢do de heparina (20ug/mL); T°" = adigdo
de meio de cultura de células de oviduto bovino. mT= motilidade total; Mp = motilidade progressiva; v = vigor.

Letras maitsculas diferentes na mesma linha indicam diferenga entre os tratamentos (p<0,05). Letras minusculas diferentes na
mesma coluna de cada avaliagdo indicam diferenga entre os tempos (p<0,05).

Fonte: elaboragdo propria

momento tiveram como objetivo determinar os
valores de MT, MP e V para serem posteriormente
comparadas com as medidas tomadas as trés horas
de incubagéo, além de servirem para demonstrar
que os meios dos diferentes tratamentos ndo impu-
seram efeitos prejudiciais aos espermatozoides.

As medidas dos pardmetros fisicos tomadas as
trés horas de incubagdo mostraram que ndo houve
diferenca significativa de MP e v entre os diferentes
tratamentos, porém os espermatozoides incubados
em meio com secrecoes de células de oviduto apre-
sentaram maiores percentuais de motilidade total que
aqueles incubados em meio com heparina. Resultados
semelhantes foram descritos por Kumaresan et al.
[34] que observaram um aumento da viabilidade de
espermatozoides de bufalos incubados com proteinas
de oviduto. Yao et al. [35] também descreveram um
aumento da motilidade de espermatozoides humanos
cocultivados com células epiteliais de oviduto ou incu-
bados com seu meio condicionado.

Esses resultados diferem daqueles descritos por
Boquest et al. [36], que ndo observaram diferencas
na percentagem de espermatozoides moveis apds
incubagdo com proteinas de meio condicionado de
células de oviduto ou de extrato de fluido de oviduto.

Tal diferenca pode dever-se aos diferentes tempos
de incubagdo utilizados nos trabalhos (uma e trés
horas). Além disso, tem sido descrito que o fluido do
oviduto afeta a fungdo espermatica dependendo da
regido do oviduto e do estagio do ciclo estral no qual
o fluido ou as células sdo obtidas [12, 34].

Além da avaliagdo dos parametros fisicos semi-
nais, foi realizada a avaliagdo da funcionalidade da
membrana plasmatica dos espermatozoides subme-
tidos aos diferentes tratamentos pelo teste hipos-
motico. No tempo zero de incubagdo, todos os
tratamentos apresentaram valores médios de células
integras de aproximadamente 70 % e nao houve dife-
renga entre eles (tabela 2).

Apos trés horas de incubagéo, as porcentagens
médias de células integras detectadas pelo teste
hiposmético foi de aproximadamente 65% para
todos os tratamentos (tabela 2).

Resultados diferentes foram descritos por
Iman et al. [37], que observaram uma maior pro-
porgdo de espermatozoides descongelados de bufa-
los com membrana plasmatica integra, revelada
pelo teste hiposmético, no grupo incubado com
proteinas de oviduto em fase nao lutea (32,6 %) que
no grupo controle (27,0 %).
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Tabela 2. Integridade de membrana de células espermaticas incubadas com heparina, sem heparina ou com

secregoes de células de oviduto, avaliada pelo teste hiposmdtico a 0 e as 3 horas de cultivo

Tratamentos
TC( THep ’I‘bv
Células integras oh 71,93+15,94 70,93 +7,93 66,72+20,83
(%) 3h 64,28+8,96 65,07+14,74 64,43+16,33

Valores indicam média+Dp de sete repetigdes. T = apenas o Talp-sp (controle); T = adi¢do de heparina (20ug/mL); T°" = adigdo

de meio de cultura de células de oviduto bovino

Fonte: elaboragdo prépria

Conclusao

As células espermaticas incubadas com meio con-
dicionado de secre¢des de células de oviduto ndo
sofreram alteragdes nos pardmetros fisicos (motili-
dade e vigor) nem na funcionalidade da membrana
plasmatica (teste hiposmético). Comparado com a
heparina, as secre¢des de células de oviduto prolon-
garam a motilidade total dos espermatozoides.
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