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RESUMO

Neste estudo, 67 ejaculados foram avaliados, antes e depois da técnica de swim-up, em relacdo a qualidade
seminal e a presenca do CAEV. Das 67 amostras testadas por PCRn, antes do swim-up, 47 (70,15%) foram
positivas para o DNA pro-viral. No entanto, quatro amostras adicionais foram positivas ao RT-nested PCR
apos o0 swim-up, 0 que permite dizer que, pelo menos, 76,12% (51/67) delas estavam infectadas antes da
lavagem. Todavia, em 23,88% (16/67) das amostras ndo foi detectada a presenga do CAEV. Apos a aplicacdo
da técnica de swim-up, constatou-se, pela PCRn e RT-nested PCR, que houve uma redugdo significativa (y2=
9,078; p<0,001) da presenga do CAEV nas amostras seminais, pois 28 de 51 amostras positivas resultaram
livres do virus (54,90%), tanto para DNA pro-viral quanto para o virus livre. Em relacdo a motilidade
individual progressiva (MIP) e vigor espermético obtidos antes e depois da técnica de swim-up, observou-se
uma diminuicéo significativa em suas médias, sendo o MIP de 86,42% para 71,49%, j& o vigor espermatico de
4,16 para 3,93. Conclui-se que a eliminagcdo do CAEV no sémen é de carater intermitente, e que a associagdo
da PCRn e RT-nested PCR € uma opcéo segura para a certificacdo sanitaria individual das amostras seminais
quanto & presenca ou auséncia do CAEV. Finalmente, a técnica de swim-up promove uma redugdo na
infectividade de amostras de sémen contaminadas, e, além disso, é possivel promover a recuperacdo de
espermatozoides viaveis.
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ABSTRACT

In this study, 67 ejaculates were assessed before and after the swim-up technique in relation to semen quality
and presence of CAEV. Of the 67 samples tested by Nested PCR, before swim-up 47 (70.15%) were positive for
viral DNA. Furthermore, four additional samples were positive for RT-nested PCR after swim-up, which allows
us to affirm that at least 76.12% (51/67) were infected before washing. However, 23.88% (16/67) of the
samples did not detect the presence of CAEV. After application of the swim-up technique it was found, by
Nested PCR and RT-nested PCR, that there was a significant decrease (> = 9.078, p <0.001) in the presence
of CAEV in semen samples, once 28 of 51 positive samples were free from the virus (54.90%) for both proviral
DNA and the free form of the virus. Regarding individual progressive motility (IPM) and spermatic vigor
obtained before and after the swim-up technique, a significant decrease was observed in the average, being
86.42% of the IPM to 71.49% and the spermatic vigor from 4.16 for the 3.93. It is concluded that the removal
of CAEV in semen has an intermittent character, and the combination of PCR and RT-nested PCR is a safe
option for health certification of individual semen samples for the presence or absence of CAEV. Finally, the
swim-up technique promotes a reduction in the infectivity of contaminated semen samples, and it is possible to
promote the recovery of high individual progressive motility sperm and sperm vigor.
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INTRODUCAO

A inseminacdo artificial (IA) torna possivel o
intercdmbio de sémen no &mbito nacional e
internacional, o que acelera os programas de
melhoramento genético. No entanto, a IA
também tem alto potencial de disseminagéo de
patdgenos que podem ser encontrados no sémen
em associacdo com células  sanguineas
infectadas, aderidos a superficie  dos
espermatozoides ou mesmo livres no plasma
seminal (Hare, 1985).

A Artrite Encefalite Caprina (CAE) é uma
enfermidade infectocontagiosa crénica, que tem
como agente etiolégico um virus pertencente a
familia Retroviridae, subfamilia Lentivirinae e
ao género Lentivirus, que esta presente no sémen
de animais infectados (Andrioli et al., 2006), € o
sistema reprodutor feminino é porta de entrada
desse virus (Souza et al., 2013).

De acordo com Piccolomini (2010), diversas
técnicas de lavagem do sémen, como o gradiente
descontinuo de Percoll® e o swim-up foram
desenvolvidas com o intuito de separar 0s
espermatozoides de alta mobilidade para uso em
biotécnicas reprodutivas, aléem de reduzir
contaminantes microbianos associados ao sémen.
Entretanto, esses procedimentos de lavagem
podem reduzir a viabilidade espermatica
(Drobnis et al., 1991).

O uso de procedimentos de lavagem de sémen
associados a teste de biologia molecular de alta
sensibilidade, como a Rea¢do em Cadeia de
Polimerase nested (PCRn) e a PCRn, precedida
pela transcricio reversa (RT-PCRn) para
diagnostico do virus da Artrite Encefalite
Caprina (CAEV) nesse material, pode apresentar
um impacto significativo na prevencdo da
transmissdo da CAE pela via reprodutiva. As
técnicas moleculares de PCRn e a RT-nested
PCR detectam, respectivamente, o DNA pro-
viral e RNA gendmico livre do CAEV, e podem
ser utilizadas para o diagndstico precoce do virus
(Sider et al., 2010).

A técnica de lavagem de sémen por swim-up é
simples e de baixo custo (Jameel, 2008); no
entanto, pouco se sabe sobre a eficicia dessa
técnica na remocdo do CAEV. Dessa forma, no
presente estudo visou-se determinar a influéncia
da técnica de swim-up sobre a viabilidade
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espermatica e sua eficiéncia na remocdo do
CAEV de amostras de sémen oriundas de
reprodutores infectados.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido 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), nos
meses de marco a dezembro de 2012.

Para tanto, foram selecionados cinco
reprodutores caprinos, naturalmente infectados
pelo CAEV, das racas Moxotd, Canindé e Anglo
Nubiano, com idade entre dois a seis anos, que
foram doadores de 67 ejaculados. Para
comprovagdo da infeccdo pelo CAEV dos
machos, foi coletado sangue e realizado o
diagndstico por Western Blot (WB), segundo
metodologia de Rodrigues et al. (2009) adaptada
de Pinheiro (2001).

As coletas de sémen foram semanais e utilizou-
se o método da vagina artificial (Mies Filho,
1962), tendo como manequim uma fémea
ovarectomizada, com estro induzido pela
aplicacdo de 1,0mg de benzoato de estradiol.

Imediatamente apds a coleta, 0o sémen era
encaminhado para o laboratdrio de biotecnologia
de sémen, mantido em banho-maria a 37°C e
registrados o volume, a concentragdo
espermatica, a motilidade individual progressiva
(MIP) e o vigor espermatico, conforme manual
do Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal —
CBRA (Colégio..., 1997).

Foi retirada uma aliquota de 100uL de cada
sémen coletado para a realizagdo da PCRn, antes
de ser submetido a técnica swim-up, para
verificar a presenca ou auséncia do DNA pro-
viral do CAEV.

Antes da PCRn, as aliquotas de sémen foram
previamente filtradas em coluna de Sephacryl S-
400 segundo técnica de Santurde et al. (1996),
para retirada das impurezas. Apds a filtragem,
3uL das amostras foram transferidas para um
tubo tipo eppendorf® e adicionado 200uL de
solucéo de Chelex 100 a 5%, 2uL de proteinase
K (10pg/uL) e 7uL de Dithiothreitol a 1M,
sendo entdo incubadas em banho-maria, a 56°C,
por 60 minutos. Logo ap6s as amostras foram
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submetidas ao vortex por 10 segundos, seguindo-
se banho de &gua fervente por 8 minutos, para
inativacdo da proteinase K. Por fim foram
centrifugadas por trés minutos a 13.000xg e
acondicionadas em freezer, -20°C, até sua
utilizacéo.

Para a amplificacdo por Nested PCR, do DNA,
foram utilizados dois pares de iniciadores
derivados de sequéncias das regides gag da
amostra padrdo CAEV-Cork (Saltarelli et al.,
1990), sendo os iniciadores externos Pl (5'-
CAAGC AGCAGGAGGGAGAAGCTG-3,
nucleotideos 953 a 975) e P2 (5'TCCTACCCCC
ATAATTTGATCCAC-3', nucleotideos 1249 a
1226), descritos por Barlough et al. (1994),
resultando na amplificagdo de um fragmento de
DNA de 297pb. O produto dessa amplificacdo
foi entdo submetido a uma segunda rodada de
amplificagdo com os iniciadores internos
direcionados para 0 mesmo gene, P3
(5'GTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAAT
G-3', nucleotideos 997 al024) e P4
(5'ACCTTTCTGCTTCTTCATTTAATTTCCC-
3', nucleotideos 1181 a 1154), resultando em um
fragmento final de 187pb (Rimstad et al., 1993).

As reacBes de amplificagdo foram realizadas em
termociclador, constituindo-se de um passo
inicial para desnaturar as fitas de DNA, de 94°C
por 5 minutos; seguido de 35 ciclos: 94°C - 1
minuto, 56°C - 1 minuto, 72°C - 45 segundos; e
extensdo final a 72°C por 7 minutos; 4°C - até a
coleta da amostra.

As amostras amplificadas e o0s controles
positivos e negativos, juntamente com o
marcador de peso molecular (DNA ladder),
foram submetidos & eletroforese em gel de
agarose 1% em TBE (Tris, borato e EDTA 0,5X)
corado com brometo de etidio adicionado ao gel
(0,5ug/mL). Cada amostra (10uL), juntamente
com 2ulL de tampdo de corrida, foi submetida a
eletroforese em cuba horizontal, com TBE
(0,5X), por 40 minutos (2A e 90 volts). A
visualizacdo das bandas de DNA foi realizada
em transiluminador de Iluz ultravioleta e
registrada fotograficamente.

Para realizagdo da técnica de swim-up, 100uL de
sémen fresco foram colocados ao fundo de um
tubo falcon® de 15mL, seguido da deposi¢cdo
lenta pela parede do tubo de 2mL de meio de
cultura para gametas, Sp-TALP, e mantidos com
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inclinacdo de 45° a temperatura de 37°C, em
estufa de CO. a 5% por 60 minutos.

Apés o tempo de incubagdo, 600uL do
sobrenadante de cada amostra contendo o0s
espermatozoides foram retirados e divididos
igualmente em dois eppendorfs para serem
submetidos & PCRn e a RT-nested PCR. Em
seguida, esses foram centrifugados a 200xg por
10 minutos a temperatura de 37°C.

Ap6s a centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e o pélete espermatico, formado apos
centrifugacdo, ressuspendido em 200uL de nova
solugdo de sp-TALP, que também era mantida a
temperatura de 37°C para evitar a morte dos
espermatozoides por choque térmico. Em
seguida, uma gota da amostra, contendo 0s
espermatozoides, foi submetida a avaliacdo da
MIP e vigor espermatico (Colégio..., 1997).

Os eppendorfs contendo as amostras seminais de
cada animal, apds o swim-up, foram submetidos
a extracdo de DNA e de RNA, sendo que, antes
da extracdo propriamente dita, foi removido o
meio de cultura através de duas centrifugacfes a
13.000 xg (4°C, por 10 minutos) e ressuspensao
dos péletes esperméticos em 200uL de PBS 1X
estéril.

Para a extragio de DNA, o procedimento
transcorreu conforme metodologia descrita
anteriormente. J4 para a extracdo de RNA, foi
utilizado o protocolo do fabricante do kit baseado
em coluna de silica (NucleoSpin® RNA Il -
Marcherey-Nagel), o qual foi adaptado ao
procedimento de extracdo de RNA das amostras
de sémen e aplicado aquelas oriundas do
procedimento de swim-up (Sider et al., 2010). A
partir do RNA extraido, foi sintetizado o DNA
complementar (cDNA) com o kit Improm 1™
Reverse  Transcription System  (Promega),
segundo as instrucdes do fabricante.

As amostras oriundas do processamento de
extracdo de DNA e RNA foram submetidas a
reacdo de amplificacdo por PCRn e visualizadas
as bandas de DNA por eletroforese, conforme
descrito anteriormente.

Para comparacdo dos resultados obtidos para os
valores de MIP e vigor espermatico antes e
depois da técnica de swim-up, os dados foram
submetidos ao teste de Wilcoxon, a fim de
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verificar se houve ou ndo alteracdo dos
pardmetros espermaticos, considerando-se 0
nivel de significAncia de 5%. O software
estatistico utilizado para as analises foi 0 SAS
9.2. Para comparar os dados referentes a
presenga ou auséncia do virus antes e depois da
técnica de swim-up, foi utilizado o teste de Fisher
com o nivel de significancia adotado de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 67 amostras avaliadas por PCRn antes do
swim-up (Tab. 1), 47 (70,15%) foram positivas
para a presenca do DNA pré-viral. Além disso,
observou-se que quatro amostras adicionais,
negativas ao PCRn pré swim-up, foram positivas
ao RT-nested PCR ap6s o swim-up, o0 que
permite dizer que no minimo 76,12% (51/67) das
amostras de sémen coletadas estavam infectadas
pelo CAEV. Esses resultados estdo acima dos
relatados por Andrioli et al. (2006) e Paula et al.
(2009), que também detectaram a presenca de
particulas virais no sémen in natura de
reprodutores caprinos infectados pelo CAEV, em
35,7% e 10,98% das amostras, respectivamente.

Em 23,88% (16/67) das amostras de sémen, nao
foi detectada a presenca do material genético do
CAEV, embora os animais fossem portadores do
virus, o que indica que a frequéncia de
eliminacdo de células infectadas no sémen pode
ter carater intermitente, uma vez que todos os
animais apresentaram, durante o experimento,
amostras negativas e positivas a PCRn, o que
também foi observado por outros autores
(Andrioli et al., 2006; Paula et al., 2009; Cruz,
2009), todavia ndo se descarta a possibilidade da
presenca do virus em sua forma livre, uma vez
gue a técnica utilizada pré swim-up, PCRn,
detectava apenas a presenca de DNA pro-viral.

Segundo Andrioli et al. (2006), a frequéncia de
aparecimento do CAEV no sémen pode ser mais
elevada em animais que sofreram algum trauma
testicular, 0 que desencadearia,
consequentemente, um maior fluxo de células
inflamatorias do sistema monocitico-fagocitario
para o trato genital. Além disso, Peterson et al.
(2008) constataram a presenca de DNA pré-viral
em amostras teciduais oriundas dos testiculos,
epididimo e glandulas sexuais acessorias,
indicando que varios 6rgéos sexuais masculinos
podem  contribuir  diretamente para o
derramamento do CAEV no ejaculado caprino.
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Outro fator que pode ter contribuido para o
grande nimero de amostras infectadas seria o
estresse térmico durante a estacdo reprodutiva,
pois o periodo do experimento, segundo o
Instituto Nacional de Meteorologia (Instituto...,
2012), correspondeu a um periodo de pouca
precipitacdo pluviométrica, média de 37,44mL
no ano, e com altas temperaturas, média de
35,6°C no ano, indicando que 0s animais podem
ter sofrido estresse térmico. De acordo com
Peterson et al. (2008) e Paula et al. (2009), o
estresse pode reativar a multiplicacdo viral e
subsequente excrecdo.

A associacdo de duas técnicas moleculares,
Nested PCR e RT-nested PCR, possibilitou
constatar que, ap6s a aplicacdo da técnica de
swim-up, houve uma reducdo significativa (=
9,078; p< 0,001) da presenca do CAEV nas
amostras seminais, em que 28 de 51 (54,90%)
amostras anteriormente positivas resultaram
livres do virus. Porém, esses achados foram
inferiores aos encontrados por Ricarte et al.
(2010), que ndo detectaram, por meio de imuno-
histoquimica, amostras de sémen positivas para o
CAEV apés teste de swim-up de animais
naturalmente infectados. Contudo, no mesmo
trabalho, os autores observaram uma amostra
positiva ap6s o0 swim-up de animais
experimentalmente infectados pelo CAEV. Os
resultados encontrados pelos autores podem ter
sido influenciados pelo baixo ndmero de
amostras positivas, para 0 CAEV, antes de terem
sido submetidas a técnica de swim-up.

Embora os programas voltados para a area de
reproducdo humana tenham obtido sucesso nos
protocolos de lavagem para remog¢&o do virus do
HIV (Queiroz et al., 2008), em caprinos esses
procedimentos ainda precisam ser otimizados.
Andrioli et al. (2006), ao compararem amostras
de sémen antes e ap6s procedimento de lavagem
seminal, observaram que 35,7% das amostras
ndo lavadas eram positivas e apds lavagem
constataram que houve diminuicdo, néo
significativa, das amostras positivas para 7,1%.
Os mesmos autores observaram que, apds causar
injaria testicular, a porcentagem de amostras
positivas submetidas a lavagem seminal
diminuiu significativamente, de 71,4% para
28,6%.
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Tabela 1. Resultados do diagnéstico por Nested PCR e RT-nested PCR em amostras de sémen de
reprodutores caprinos soropositivos para 0 CAEV

Animal / Detec¢do do CAEV em amostras de sémen (n=67) de reprodutores positivos por WB
amostra PCRn antes do swim-up PCRn ap6s swim-up RT-nested PCR apds swim-up
1/1 Positivo positivo Positivo
1/ 2 Negativo negativo Negativo
1/ 3 Negativo negativo Negativo
1/ 4 Positivo negativo Negativo
1/5 Negativo negativo Negativo
1/6 Positivo negativo Negativo
1/7 Negativo negativo Negativo
1/8 Positivo negativo Negativo
1/9 Positivo positivo Negativo
1/10 Negativo negativo Negativo
1/11 Positivo positivo Negativo
1/12 Negativo negativo Positivo
2/1 Positivo positivo Negativo
2/ 2 Positivo negativo Positivo
2/ 3 Negativo negativo Positivo
2/ 4 Positivo positivo Negativo
215 Positivo negativo Negativo
2/ 6 Positivo negativo Negativo
217 Negativo negativo Negativo
2/ 8 Positivo negativo Negativo
2/ 9 Negativo negativo Negativo
2/10 Positivo negativo Negativo
2/11 Positivo negativo Negativo
2112 Positivo positivo Negativo
2/13 Positivo negativo Negativo
2/14 Positivo positivo Negativo
3/1 Positivo positivo Negativo
3/ 2 Negativo negativo Negativo
3/3 Positivo positivo Negativo
3/ 4 Positivo negativo Negativo
3/5 Positivo negativo Negativo
3/6 Negativo negativo Negativo
317 Negativo negativo Negativo
3/8 Positivo negativo Negativo
379 Positivo negativo Negativo
3/10 Positivo negativo Negativo
3/11 Positivo positivo Negativo
3/12 Positivo negativo Negativo
3/13 Positivo positivo Negativo
3/14 Positivo negativo Negativo
4/ 1 Positivo positivo Negativo
4/ 2 Negativo negativo Positivo
4/ 3 Positivo negativo Negativo
4] 4 Positivo negativo Negativo
4/ 5 Negativo negativo Positivo
4/ 6 Positivo negativo Negativo
417 Positivo negativo Negativo
4/ 8 Positivo negativo Negativo
4/ 9 Positivo negativo Positivo
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Animal / Detec¢do do CAEV em amostras de sémen (n=67) de reprodutores positivos por WB
amostra PCRn antes do swim-up PCRn ap6s swim-up RT-nested PCR apds swim-up
4/10 Positivo negativo Negativo
4/11 Positivo negativo Negativo
4712 Positivo positivo Negativo
4/13 Positivo positivo Negativo
4/14 Positivo positivo Positivo
5/1 Negativo negativo Negativo
5/2 Positivo negativo Negativo
5/3 Positivo positivo Negativo
5/ 4 Positivo positivo Positivo
5/5 Positivo negativo Negativo
5/6 Negativo negativo Negativo
5/7 Positivo negativo Negativo
5/ 8 Negativo negativo Negativo
5/ 9 Negativo negativo Negativo
5/10 Negativo negativo Negativo
5/11 Positivo negativo Negativo
5/12 Negativo negativo Negativo
5/13 Positivo negativo Negativo

Quando avaliada individualmente, o resultado da
PCRn demonstrou que o procedimento de swim-
up conseguiu remover, significativamente (y2=
0,1965; p<0,002), grande parte das células
infectadas, uma vez que 30 amostras, de um total
de 47 (63,83%) positivas para a presenca de
DNA proé-viral, obtiveram resultado negativo
apos lavagem espermatica. O grande nimero de
amostras  negativas  provavelmente  estd
relacionado com a concentragdo das células ndo
espermaticas, infectadas pelo CAEV, que
permaneceram ao fundo do tubo em que foram
incubadas.  Segundo  Jameel (2008), o
procedimento de swim-up € baseado no
movimento dos espermatozoides que migram
para um meio de cultura sobreposto ao sémen,
deixando para tras espermatozoides imaturos,
aqueles sem velocidade de progresséo direcional,
além de células ndo reprodutivas e redugdo de
agentes microbianos.

Hanabusa et al. (2000), ao avaliarem duas etapas
do procedimento de lavagem espermatica,
centrifugacdo em gradiente de Percoll e swim-up,
visando a eliminagdo do RNA e DNA pro6-viral
do HIV, observaram que a centrifugacdo em
gradiente de Percoll deixou detectaveis a
presenca de RNA e DNA pré-viral do HIV em
uma das 12 amostras (8%) de pacientes com
infecgdo. J& apos a utilizagdo do procedimento de
migracdo ascendente, esses foram diminuidos
para niveis ndo detectiveis. Portanto, o swim-up
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serve como complemento para eliminagdo do
virus existente nas amostras de sémen.

Jé& avaliando os resultados da RT-nested PCR, foi
possivel constatar que nove amostras ainda
continham o virus em sua forma livre, sendo que
quatro destas eram negativas quanto & presenca
de DNA pro-viral antes do swim-up. Esses
resultados sugerem que amostras seminais
negativas para a presenca de células infectadas
podem ndo estar livres da presenca do virus.
Portanto, caracterizam um risco na disseminacao
da enfermidade se utilizadas. Dessa forma,
conclui-se que o procedimento de lavagem nao
foi suficiente para promover a desinfeccdo
completa das amostras.

Estudos realizados com homens portadores do
virus HIV tém demonstrado que a retirada do
plasma seminal por gradiente de densidade, antes
do swim-up, possibilita a eliminacdo de
particulas virais do sémen, porém ndo separa 0s
espermatozoides dos outros tipos celulares
(Oliveira et al., 2012). Além disso, a associa¢ao
de pelo menos duas técnicas de processamento
seminal e 0 uso de terapia antirretroviral potente
apresentam excelentes resultados na eliminacgdo
das fontes ativas de transmissdo do virus e
obtencdo de gametas seguros (Queiroz et al.,
2008). Essas informacdes estdo de acordo com
Canto et al. (2006), que ndo detectaram o RNA
do HIV em nenhuma das fraces seminais
analisadas apdés a associagdo das mesmas

99



Avila et al.

técnicas  descritas  anteriormente para 0
processamento seminal.

O fato de a técnica de swim-up néo ter alcancado
100% de desinfeccdo almejada se deve
provavelmente a utilizagdo de apenas uma
técnica de processamento seminal, além da falta
de tratamento dos reprodutores com drogas
antivirais para reduzir a carga viral. Todavia,
devido ao risco comprovado de infeccdo por
inseminacao artificial (Souza et al., 2013), faz-se
necessario um controle rigoroso nas centrais de
comercializagdo de germoplasma, por meio da
utilizagdo de testes moleculares de alta
sensibilidade.

Em relagdo a média dos pardmetros espermaticos
verificados pré swim-up, tais como volume
seminal (0,89mL), concentragdo espermaética
(3,97x10° sptz/mL), MIP (86,42%) e vigor
(4,16), foram considerados normais e de boa
qualidade para a espécie caprina (Colégio...,
1997). Essas informacdes corroboram os achados
de Rodriguéz et al. (2005), em que foi observado

que reprodutores caprinos portadores do CAEV
ndo tiveram sua qualidade seminal afetada pela
enfermidade.

De acordo com Siqueira et al. (2007), a
motilidade espermatica e a velocidade com que
se deslocam s8o fundamentais para que o0s
espermatozoides alcancem o ambiente uterino e
0 local de fertilizacdo. Além disso, sdo o0s
critérios mais usados na avaliacdo de sémen
antes e depois do processamento em laboratério.

A analise das respostas obtidas, antes e depois da
técnica de swim-up, sobre a MIP e o vigor
espermatico no sémen caprino (Tab. 2), revelou
que houve uma diminuicdo significativa na
média das variaveis estudadas, MIP e vigor.
Esses resultados foram semelhantes aos relatados
por Jameel (2008), que obteve valores médios,
apo6s swim-up, para a MIP, de 72% e vigor, de
3,7. Entretanto, valores superiores foram
encontrados por Ng et al. (1992), que obtiveram
uma recuperacdo de espermatozoides com
motilidade média 89%.

Tabela 2. Movimento individual progressivo (MIP) e vigor de espermatozoides caprinos antes e depois da

técnica de swim-up

Amostras seminais analisadas (n=67)

Caracteristicas seminais Antes da técnica de

Ap0s a técnica de swim-

Valor da diferenca

swim-up up obtida
MIP % (0-100) 86,42 71,49%* -14.93
Vigor (0-5) 4,16 3,93* -0,24

*Valores marcados com apenas um asterisco diferem-se estatisticamente (P<0,05), antes e depois da técnica de swim-

up, pelo teste de Wilcoxon.

**Valores marcados com dois asteriscos diferem-se estatisticamente (P<0,001), antes e depois da técnica de swim-up,

pelo teste de Wilcoxon.

A diminuicdo observada para esses parametros,
provavelmente, estaria relacionada com o
procedimento de centrifugacdo a que as amostras
foram submetidas. Além disso, segundo Correa
et al., (1997), o estresse relacionado ao tempo
necessario para recuperacdo dos espermatozoides
também pode contribuir para a elevada taxa de
mortalidade e perda de capacitacdo dos mesmaos.

Apesar da diminui¢do significativa encontrada
neste estudo, os valores obtidos ainda s&o
satisfatorios e compativeis para utilizacdo em
inseminacdo intrauterina e fertilizagdo in vitro,
demonstrando que o método swim-up permite a
recuperacdo de espermatozoides viaveis. Além
disso, diversos autores relatam que a técnica de
swim-up promove a recuperagdo e selecdo dos
melhores espermatozoides, ja que apenas 0s mais

100

capacitados se movimentam para a parte superior
do tubo (Ng et al., 1992; Jameel, 2008).

CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, pode-se
concluir que a eliminagdo do CAEV no sémen
possui carater intermitente e que a associacdo da
PCRn e da RT-nested PCR é uma opgdo mais
segura para a certificacdo sanitaria das partidas
seminais quanto a presenca ou auséncia do
CAEV, pois amostras negativas quanto a
presenca de DNA pro-viral podem conter o virus
em sua forma livre, RNA viral. Além disso, a
técnica de swim-up reduz o risco de veiculagdo
do CAEV no sémen de reprodutores infectados e
possibilita a obtencdo de espermatozoides
vidveis.
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