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1. INTRODUCAO

O congelamento seminal permite a preservacdo dos espermatozoides por
periodo indeterminado, porém o processo expde as células a crioinjdrias oriundas
de choque térmico, rompimento de membranas por cristais de gelo,
criocapacitagdo, estresse oxidativo e osmotico (CIPRIANO, 2013).

O Plasma da gema do ovo (PGO) é um eficiente diluente de criopreservacao
seminal (CORCINI et al, 2015), sendo a lipoproteina de baixa densidade (LDL) o
principal agente crioprotetor (VARELA JUNIOR et al., 2008). A LDL protege os
espermatozoides do choque térmico que ocorre durante o processamento
(QUINN & COW, 1980). Ainda, forma complexos com proteinas deletérias do
plasma seminal e promove o influxo de fosfolipideos e colesterol na membrana
plasmatica, aumentando criotolerancia dos espermatozoides (MOUSSA et al.,
2002; PRAPAIWAN et al., 2016).

Na nanotecnologia metodologias empregadas na homogeneizacgéao,
diminuicao, dispersao e emulsificacdo de particulas (KENTISHA et al., 2008) sao
capazes de aumentar a interacao das nanoestruturas com a matriz na qual estao
inseridas (ASSI, 2012) Propriedades fisicas, quimicas de nanoestruturas como a
LDL, influenciam seu comportamento em solucdes (RIGANO, 2016). O potencial
zeta (PZ) € uma medida de magnitude da atracdo ou repulséo eletrostatica entre
as particulas, e as variacdes dos seus valores afetam seus efeitos in vivo
(MOHANRAJ et al., 2006).

Este trabalho tem como objetivo caracterizar o PZ de nanoestruturas de LDL
presentes na PGO e diluentes derivados de seu nanoprocessamento. Além de
verificar a correlacdo desta propriedade quimica com a motilidade e integridade
de membrana de espermatozoides congelados.

2. METODOLOGIA

O diluente PGO 8% de LDL, foi obtido através de trés centrifugacoes
sucessivas (10.000xg por 45min) do meio Tris-glicose, onde os pellets, contendo
granulos minerais e subprodutos da gema de ovo deletérios ao espermatozoide,
foram desprezados a cada centrifugacdo (VARELA JUNIOR et al.,, 2008;
CORCINI et al., 2015). O PGO foi submetido por 30 min a ultrassonicacao, branda
em banho de ultrassom 140A (P-BU) e severa por sonda ultrassonica 50%A (P-
SU) e a homogeneizacéo, em dispersor UltraTurrax (14500 rpm / 2 min) seguida
de 6 ciclos de homogeneizacao de alta presséo a 10.000 PSI (P-HP).



52 SEMANA
INTEGRADA

UFPEL 2019

Foram obtidas 20 amostras seminais, obtidas pelo método de manipulacéo
digital, de 10 caes adultos. A fracdo rica dos ejaculados com motilidade
espermatica igual ou superior a 80 % foram divididas em quatro porcdes de
mesmo volume e diluidas com os diferentes diluentes, acrescidos de 5% de
glicerol para obtencédo de 100 X 108 células / mL. As amostras foram envasadas
em palhetas de 0,25 mL, mantidas por 2 horas a 5°C, submetidas por 10 min. a 5
cm do vapor de nitrogénio liquido, e posteriormente submersas e acondicionadas
em botijdo de armazenamento.

Apo6s o descongelamento lento (37°C por 30 seg.), avaliou-se integridade de
membrana espermatica, através de citometria de fluxo (Attune Acoustic Focusing
Cytometer®). Os parametros de motilidade espermatica total e progressiva foram
analisados pelo sistema automatizado CASA - computer assisted sperm analysis
(Sperm Vision® 3.5, Minitub, Tiefenbach, Germany).

O Pz das particulas dos diferentes diluidores foram obtidos usando
dispersdo de luz, através do Zeta Nano Series (Malver Instruments,
Worcestershire, UK). As analises foram realizadas em triplicata. As medidas do
PZ foram obtidas através da equacdo de Smoluchowski como valores médios da
mobilidade eletroforética.

Os resultados das analises espermaticas foram comparados por anélise de
variancia com comparacao de médias pelo teste LSD All-Pairwise, os valores de
PZ foram correlacionados pelo método de Pearson através do software Statistix®
(2010).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de PZ obtidos pela analise dos meios PGO, P-BU, P-SU e P-HP
foram -4,63 + 0,20, -3,55 * 2,34, -1,15 + 0,41 e -4,93 = 0,25, respectivamente. O
potencial zeta é uma medida de magnitude da repulsdo eletrostéatica e/ou atracéo
entre as particulas, e as variacdes dos seus valores afetam seus efeitos in vivo
(MOHANRAJ et al.,, 2006). O PZ é um parametro fundamental que afeta a
estabilidade de nanoestruturas em solucdo (VERA SILVA, 2017). Os resultados
demonstram que o0s quatro sistemas analisados se constituem-se de
nanoestruturas aniénicas com cargas menores que —5 mV (Tabela 1).

A motilidade espermatica total de P-BU e P-SU foi significativamente
superior (P < 0.05), quando comparado a PGO e P-HP (Fig 1). Da mesma forma,
a motilidade progressiva para P-SU foi melhor (P < 0.05) que para PGO e P-HP
(Fig 1). O percentual de membrana integra foi significativamente maior para P-SU
guando comparado ao controle PGO (P < 0,05) (Fig. 2).

Desta forma, nanoemulsdes processadas por sonda ultrassénica sao
eficientes na homogeneizacdo, emulsificacdo e diminuicdo no diametro das
micelas de LDL, resultando assim em uma maior crioprotecdo dos
espermatozoides, devido a maior disponibilidade das nanoparticulas frente as
membranas espermaticas. Pois, o poder crioprotetor do LDL, é relacionado
principalmente a sua aderéncia na membrana plasmatica dos espermatozoides
(BERGERON, CRETE et al. 2004), e formacéo de interface entre acidos graxos e
agua (ANTON, MARTINET et al. 2003). Além de, promover a entrada de
fosfolipidios e colesterol na membrana celular (BERGERON, CRETE et al. 2004),
formar complexos com proteinas do plasma seminal, evitando a acdo deletéria
destas sobre as membranas (MANJUNATH, NAUC et al. 2002).

O potencial zeta, se correlacionou significativamente com a motilidade
espermatica total (r=0,12) e integridade de membrana (r=0,16). Desta forma, os
gametas criopreservados com nanoestruturas de LDL com menor concentracao
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de ions na superficie, demostraram maior movimentacdo. Adicionalmente esta
configuracdo quimica ibnica da LDL, aumenta suas forcas de atracdo e
consequente protecdo das membranas, resultante da maior interacdo com 0s
espermatozoides.
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Figura 1. Percentuais de motilidade de espermatozoides criopreservados com
diferentes nanoestruturas de LDL.
abcel etras diferentes indicam diferenca estatistica (P < 0,05).
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Figura 1. Percentual de integridade de membrana de espermatozoides
criopreservados com diferentes nanoestruturas de LDL.
abcel etras diferentes indicam diferenca estatistica (P < 0,05).

4, CONCLUSOES

Os resultados demostram que o potencial zeta € um parametro importante
na avaliacdo de nanoestruturas de LDL em diluentes de congelamento seminal.
Ainda, nanoparticulas de LDL submetidas a metodologia de sonda ultrassonica
sao mais eficientes na manutencédo da motilidade e integridade de membrana de
espermatozoides criopreservados.
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