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RESUMO

A ovinocultura tem sido considerada como uma alternativa interessante para o
desenvolvimento social, tendo em vista a alta adaptabilidade e fonte proteica de
alimento a populacdes carentes. A Inseminacao artificial intensifica o melhoramento
genético e viabiliza a obtencdo de material genético de reprodutores de outras
regides ou paises, permitindo que o produtor multiplique os genotipos dentro do
rebanho. Independente da espécie, o estudo dos métodos pelo qual o resfriamento e
a criopreservacao seminal podem ser realizados ainda necessita ser explorado com
intuito de proporcionar melhorias nas taxas de prenhez a campo. O objetivo deste
trabalho foi comparar a viabilidade de sémen ovino, submetido a diferentes formas
de refrigeracdo: 1) recipiente plastico embebido de &lcool absoluto; 2) uso de
plastico bolha. Para realizacdo do experimento, ejaculados de dois machos foram
obtidos pelo método da vagina artificial. Apds cada colheita, os ejaculados foram
mantidos em banho-maria a 36 °C e, em seguida, submetidos as avaliacbes
macroscopicas. A amostra de sémen foi diluida e o envase mecanico realizado em
palhetas francesas de 0,25 mL. A temperatura e curva de resfriamento foram
ajustadas para 0,25 °C/ minuto, resfriando-se até a temperatura de 5 °C, em
geladeira comercial, até o tempo de estabilizacdo, sendo entdo aquecidas a 37 °C
para avaliacdo. Ndo houve diferengas para as variaveis comparando-se 0os métodos
avaliados neste experimento (resfriamento das palhetas de sémen envoltas no
plastico bolha x dentro de mamadeira contendo &lcool absoluto).

Palavras-chave : Sémen, criopreservacdo, sémen congelado, Inseminagao,
espermatozoide, ovinos, sémen refrigerado.

ABSTRACT

Sheep breeding has been considered as an interesting alternative for social
development in view of the high adaptability and protein source of food to poor
populations. Artificial insemination enhances the genetic improvement and makes it
possible to obtain genetic material from breeders from other regions or countries,
allowing the producer to multiply the genotypes within the herd. Regardless of the
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species the study of the methods by which cooling and seminal cryopreservation can
be performed still needs to be explored in order to provide improvements in the rates
of pregnancy to field. The objective of this Project was to compare the viability of
sheep semen, submitted to different forms of refrigeration (plastic container soaked
with absolute alcohol x use of bubble wrap). For the experiment, the ejaculates were
obtained by the method of the artificial vagina of two males. After each harvest, the
ejaculates were kept in a water bath at 36°C and then subjected to macroscopic
evaluations. The sémen sample was diluted and the mechanical packaging in French
vatsof 0.25 mL. At the end of the package the vanes were submitted to cooling by
two treatments: 1) wrapped in bubble wrap; 2) comercial plastic container filled with
absolute alcohol. The temperature and cooling curve were adjusted to 0.25 °C /
minute by cooling to 5 °C in a comercial refrigerator until the stabilization time, then
being heated to 37 °C and evaluated.

Keywords: Semen, cryopreservation, frozen semen, insemination, sperm, sheep,
refrigerated semen.

INTRODUCAO

O sémen de carneiros, da mesma maneira que nas demais espécies, pode
ser utilizado para inseminacao artificial na forma fresca, refrigerado ou congelado
(ROJERO et al., 2009).

As taxas de prenhez por inseminacdo artificial com sémen fresco séo
bastante aceitaveis, porém, a curta sobrevida dos espermatozoides (sptz), e o
namero limitado de doses que podem ser adquiridas de um carneiro restringem
bruscamente o uso de um determinado reprodutor. Assim, a opgéo de resfriamento e
congelamento vem sendo bastante estudada, tendo, como principal objetivo e
vantagem, a possibilidade de existir um maior distanciamento espacial e temporal
entre 0 momento da colheita e a inseminacéo artificial. Apesar disso, a qualidade do
esperma apds congelamento-descongelamento € um fator crucial que pode afetar os
resultados da fertilidade apos a IA (MASOUDI et al., 2016).

A fertilidade obtida com o método transcervical depende da penetracdo no
canal cervical. Essa técnica é mais eficaz quando a deposicdo de sémen é mais
profunda do que 4 cm no colo do utero (CASALI et al., 2017). Entre a inseminacao
cervical e a intra-uterina, a deposicdo intra-uterina ainda é mais utilizada devida a
baixa taxa de prenhez pela inseminacdo cervical (SALAMON e MAXWELL, 1995).
Casali et al., (2017) demonstram que maior taxa de prenhez, usando IATF, foi obtida
guando o sémen foi colocado dentro do utero, em ovelhas Corriedale, através de

laparoscopia. Embora a inseminacao artificial transcervical seja mais eficiente que o
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método vaginal quando o sémen congelado-descongelado € utilizado, sua eficiéncia
nao é tao alta em comparacao ao método laparoscopico (MASOUDI et al., 2016).

No que se refere ao armazenamento do sémen ovino em estado liquido, o
principal método consiste em submeté-lo a temperaturas reduzidas, promovendo
inibicdo reversivel do metabolismo das células, mediante especificas curvas de
processamento, diluente e taxa de diluicdo. As maiores alteragOes observadas séo a
integridade morfologica, diminuicdo da motilidade e eventos estimulados pelo
acumulo de produtos do metabolismo, que levam a diminuicdo do transporte e
sobrevivéncia dos sptz no trato genital feminino (SALAMON e MAXWELL, 2000;
AISEN et al., 2005).

Em situacdes exclusivas, o uso de sémen refrigerado a 5 °C pode ser
empregado até trés dias apds a colheita e processamento, entretanto, ha reducéo
radical na taxa de prenhez, devido a qualidade (O'HARA et al., 2010).

Em alguns estudos, observou-se que a refrigeragdo do sémen, antes da
inseminacao artificial cervical, fez com que a migracdo através da cérvice e a
proporcdo dos sptz moéveis com deslocamento linear em direcdo a juncdo Uutero-
tubéarica, bem como transito no limen da tuba uterina, fosse reduzida (DRUART et
al., 2009).

O processamento do sémen, que inclui diluicdo, incubacédo, resfriamento,
congelamento e reaquecimento, leva a uma drastica reducdo da viabilidade
espermatica em virtude de alteracBes ultraestruturas, bioquimicas e funcionais
(WATSON et al., 2000).

Para resfriamento e criopreservagdo do sémen de ovino podem ser utilizados
diversos tempos de reducdo de temperatura e equilibrio, sendo, tais tempos,
delimitados pelo intervalo entre a adicdo de diluente utilizado e o resfriamento e
posterior congelamento de células espermaticas. Esse periodo permite um equilibrio
osmotico mais interessante apos a interacdo da célula espermética com o
crioprotetor, também sendo muito importante nos momentos de colheita e
processamento do sémen a campo, o0 cuidado principalmente quanto ao tempo
necessario para conclusdo dos procedimentos pré-criopreservacdo (FOOTE e
KAPROTH, 2002).

A curva de resfriamento e o tempo de equilibrio (tempo no qual o sptz

permanece a temperatura de 4-5 °C antes do congelamento) sado considerados os
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principais entraves do processo de criopreservacdo seminal. A deciséo acerca do
uso de curvas de resfriamento rapidas (queda maior que 1 °C por minuto), ou lentas
(queda menor que 0,5 °C por minuto), atreladas ao tempo de equilibrio, configuram
possiveis respostas em relacéo a alteragcdes morfologicas e funcionais do sptz, em
decorréncia de mudancas irreversiveis na atividade metabdlica da membrana
plasmatica desta estrutura.

Embora os diluentes, tipo de resfriamento e a taxa de queda de temperatura
sejam amplamente descritos na literatura, as metodologias pelas quais 0 processo
de resfriamento é realizado englobam o uso de maquinas automatizadas que
permitem controle eficiente do processo. Alternativamente, 0os usos de uma série de
artificios rudimentares, de menor custo, apresentam resultados duvidosos ou,
mesmo, ainda ndo foram descritos na literatura. Podem ser citados nesse processo
0 uso de recipiente plastico envolto por alcool absoluto (FURST, 2002), (OLIVEIRA,
2013) e ainda o uso de plastico bolha para envolver as palhetas de sémen durante o
periodo resfriamento. Este ultimo processo ndo foi encontrado na literatura
consultada, existindo davida acerca da manutencao da viabilidade seminal.

Diante do descrito acima, o objetivo deste trabalho, foi avaliar a viabilidade e
integridade de sptz ovinos, submetidos a diferentes formas de refrigeracéo, seja
utilizando-se recipiente plastico embebido de alcool absoluto ou uso de plastico
bolha.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi aprovado pela Comissédo de ética no uso de animais do
Centro Universitario do Espirito Santo (UNESC), sob o parecer de numero
277575/2017. Previamente ao inicio das colheitas de sémen destinadas a
resfriamento, os animais foram submetidos a um periodo de adaptacdo e
condicionamento a monta em vagina artificial, e a exames clinico-androldgicos.

Os ejaculados foram obtidos pelo método da vagina artificial de modelo curto
(MIES FILHO, 1987) (figura 1A), utilizando uma fémea como manequim (figura 1B),
dois machos (Santa Inés - figuralC - e Dorper - figura 1D), perfazendo 15 coletas.
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Figura 1, A: vagina artificial de modelo curto; B: utilizacdo de uma fémea como manequim; C:
reprodutor da raca Santa Inés; D: Reprodutor da raca Dorper.
Fonte: O autor

A vagina artificial foi aquecida em temperatura média de 40°C, tendo como
revestimento uma mucosa de borracha. Um tubo coletor de vidro graduado foi
encaixado na vagina em sua extremidade mais fina. Esse mesmo tubo foi revestido
externamente com papel aluminio, para evitar mudancas bruscas na temperatura do
sémen pelo meio ambiente e também a incidéncia de raios solares. Em seguida,
apos a colheita do sémen, as amostras foram analisadas e processadas.

Apés cada colheita, os ejaculados foram mantidos em banho-maria a 36 °C e,
em seguida, submetidos as avaliagbes macroscépicas (volume (mL), aspecto
(aquoso, leitoso e cremoso) e cor, e microscopicas (turbilhdo (0 a 5), motilidade (0-
100%), vigor (0-5) e concentracdo (n° sptz/ml) (CBRA, 2013), em laminas e
laminulas dispostas em placa aquecedora e preaquecidas a 37°. Somente foram
utilizados os ejaculados com volume = 0.75 ml e que tinham concentracao
espermatica superior a 2.5 bilhdes de sptz/ml e 70% de motilidade.

Foram feitas avaliacbes de motilidade e vigor em microscopia de campo claro.
AplOs a determinacdo da concentracdo espermatica foi realizado o calculo do
rendimento do numero de doses do ejaculado, assim como 0s volumes totais,
necessarios para proceder-se a diluicdo, levando em consideragdo que cada dose

do sémen deveria possuir uma concentracdo de 100 x 10° sptz. Apés o célculo do
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volume final, o sémen in natura foi diluido no meio, Botu-Bov® (BiotechLtda -
Botucatu/SP). Em seguida, foi realizado o envase mecéanico em palhetas francesas
de 0,25 mL, que foram lacradas com alcool polivinilico. Durante as etapas de
diluicdo e envase do sémen, as amostras e 0os meios diluentes foram mantidos em
banho-maria a 36 °C.

Ao término do envase as palhetas foram submetidas ao resfriamento por dois
tratamentos: 1) enroladas em plastico bolha (figura 2A); 2) recipiente plastico
comercial preenchido por alcool absoluto (figura 2B). A temperatura da curva de
resfriamento foi ajustada para decréscimo a 0,25 °C/ minuto resfriando-se até a
temperatura de 5 °C, em geladeira comercial. Decorrido o periodo de estabilizagéo,
as palhetas foram preaquecidas a 37 °C e, em seguida, observadas no microscépico

Optico para avaliacdo das variaveis previamente observadas.

Figura 2 - A: Palhetas e plastico bolha abaixo; B: Recipiente plastico comercial (mamadeira),
preenchido por alcool absoluto, com as palhetas ja em seu interior.
Fonte: O autor

Para evidenciar possiveis diferencas entre os tratamentos, os dados obtidos
para as caracteristicas estudadas foram submetidos ao teste de normalidade.
Posteriormente, varidveis paramétricas foram submetidas a andlise de variancia
(ANOVA). Variaveis ndo paramétricas foram avaliadas pelo teste de Kruskal Wallis,
considerando-se 5% de probabilidade. As andlises foram todas realizadas por meio

do programa estatistico SAS University Edition 2017.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve diferenca para as variaveis comparando-se os métodos avaliados
neste experimento (resfriamento das palhetas de sémen envoltas no plastico bolha x
dentro de mamadeira contendo alcool absoluto).

Amostras vidveis foram produzidas com a utilizacdo dos métodos descritos. A
tabela abaixo (tabela 1) demonstra os resultados derivados do processo de coleta de
sémen a fresco e resfriamento pelos métodos do plastico bolha e mamadeira

contendo alcool absoluto no seu interior.

Tabela 1: Analises obtidas de sémen ovino fresco e apos refrigeracdo e posterior aquecimento em
banho-maria a 37 °C.

N° Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento
Observagdes (in natura) (Bolha) 3
(Mamadeira)
Concentracdo (10 °/ml) 15 7730 - -
Turbilhdo (1 -5) 15 4 - -
Motilidade (0 — 100%) 43 82+4,14" 71+8,6"° 74+513°
Vigor (0 — 5) 43 3,8+0,41" 3,14+0,66"° 3,28+0,61°
DME (0 — 20%) 43 1,86+2,87 1,5+£1,99 1,71+2,30
DMA (0 — 10%) 43 5,06+1,90 4,64+1,69 4,35+ 1,82

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si (P<0,05) pelo
teste SNK.

Legenda: ME - Defeitos menores; DMA - Defeitos maiores.

Fonte: O autor

A meédia do volume dos ejaculados foi de 1,4 ml. A coloracdo variou do tom
amarelo a amarelo-marfim, e odor “sui generis”. Normalmente o sémen ovino tem
uma coloragdo mais amarelada e consisténcia mais densa, isso é indicativo de uma
maior concentracao esperméatica (HAFEZ, 2004).

O armazenamento do sémen ovino, em estado liquido, consiste em submeté-
lo a temperaturas reduzidas, o que causa uma inibicdo reversivel do metabolismo
das células, sendo que, independente da temperatura de armazenamento, diluente e
taxa de diluicdo, hd uma maior redugcéo na qualidade do sémen, combinado a maior
tempo de incubacdo. Assim, decréscimos na motilidade e vigor sdo inerentes a
técnica.

O’'Hara et al. (2010) incubaram o sémen a °C e observaram que a viabilidade
permaneceu relativamente constante, enquanto o sémen incubado a 15°C teve

resultado negativo significante na motilidade espermatica e viabilidade,
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independente do diluente utilizado, sendo que ambas as amostras foram
refrigeradas por até 72 horas.

Alguns trabalhos (PAULENZ et al. (2002)), também alcancaram resultados
préximos ao compararem as temperaturas de 5 °C e 20 °C para preservacio da
efetividade do sémen ovino em diluentes distintos. Notou-se que a temperatura
interatuou com o diluente somente na motilidade espermatica, ndo mostrando
desigualdade quanto a integridade de membrana e de acrossoma, do mesmo modo
que no teste hiposmoético e na capacitacdo. Todavia, todos o0s parametros
abrangeram perda no decorrer do periodo de incubacédo, independente do diluente
ou temperatura utilizada, verificando-se efeito prejudicial menor apés elaboragédo do
sémen a 5 °C, em relacdo a temperatura de 20 °C. Os resultados argumentados
comprovam com as informac¢des de Menchaca et al. (2005), que, apos IA cervical
em tempo fixo com contemplacao de estro, interpretaram que a utilizacdo do sémen
ovino refrigerado durante 12 horas alcancou resultado equivalente ao obtido com
sémen fresco; contudo, apos 24 horas de refrigeracdo, houve reducéo significante
na taxa de prenhez.

Embora alguns autores exibam que o0 processo de resfriamento de
espermatozoides armazenados a 5 °C nao ocasiona diminui¢ao significativa na taxa
de motilidade e nem na taxa de fertilizagdo. Ja outros, dizem que o congelamento
dos espermatozoides leva a diminuicAo da permeabilidade da membrana
plasmatica, prejudica o metabolismo e altera gradientes id6nicos (DELBARCO-
TRILLO E ROLDAN, 2014). Fang et al., (2016) demonstraram que 0 processo de
congelamento reduz significativamente a fluidez, o potencial e a permeabilidade da
membrana plasmatica dos espermatozoides. Neste trabalho foi observado um
declinio na motilidade espermatica, indo de acordo com os resultados encontrados
por outros autores.

Fang et al., (2016) sugerem que mudancas na composicao e distribuicdo dos
fosfolipidios congelados por muito tempo pode ser responsavel pela maior perda de
funcdes dos espermatozoides.

No trabalho de Oliveira et al. (2007), eles constataram que a motilidade foi
reduzindo conforme o0 tempo de armazenamento foi aumentando,
independentemente de serem diluidos ou ndo. Quanto aos resultados apds o

resfriamento, foram obtidos distintos valores de motilidade, referentes ao diluente
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utiizado e tempo de armazenamento. Em amostras diluidas em BTS® foram
observadas motilidade espermatica acima de 80% por um periodo de até trés dias,
nao havendo diferenca entre os periodos de resfriamento. Mesmo sendo este
trabalho realizado em outra espécie, indica que as caracteristicas de sémen
resfriado sdo avaliadas pelos mesmo critérios, levando em conta materiais e
métodos utilizados para analise e processamento do mesmo.

A proporcdo de diluicho do sémen ovino condicionado sob refrigeracéo
também é capaz de intervir na propriedade espermatica. Posterior a manutencao do
sémen ovino a 4 °C perdurante oito dias, Kasimanickam et al. (2007) descreveram
que a concentracdo de 50 milhdes de sptz/ml sucedeu em um indice maior de
fragmentacdo de DNA apos quatro dias de resfriamento, reducdo do percentual de
células com alto potencial de membrana mitocondrial a comecar do primeiro dia,
com membrana intacta a partir do sexto dia de refrigeragdo e com motilidade
progressiva a contar o primeiro dia, quando comparada a concentracdo de 200
milhdes de sptz/ml. Entretanto, a maior concentracdo espermatica estabeleceu
pequena interferéncia nos parametros da cinética, como VCL, ALH, STR e LIN, sem
intervir nos parametros de VAP, VSL.

Outros autores (SALAMON e MAXWELL, 2000; AISEN et al., 2005) afirmam
que as maiores alteracdes decorrentes das metodologias de resfriamento e
criopreservacdo observadas sdo a integridade morfologica, eventos estimulados
pelo acumulo de produtos do metabolismo, diminuicdo da motilidade, e, uma das
mais prejudiciais, alteracdo no ROS que leva a diminuicdo do transporte e
sobrevivéncia dos espermatozoides no trato genital feminino. Embora andlises mais
robustas ndo tenham sido realizadas, acredita-se que reducdes nos parametros de
motilidade encontrados neste trabalho devam-se a estes fatores. Estes podem ser
minimizados, mas n&o abolidos.

A diferenga constatada de motilidade, vigor, DME e DM entre os tratamentos
avaliados (in natura x resfriamento - envolvido em plastico bolha e mamadeira
contendo alcool absoluto), sdo decorrentes do processo de preservagcao, que
consiste em reduzir a temperatura do sémen.

O resfriamento de sémen, especialmente no estado congelado, causa, na
maioria das vezes, danos bioquimicos, funcionais, e ultra estruturais aos

espermatozoides, consequentemente, ha reducdo da viabilidade, dificultando o
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transporte no trato reprodutivo feminino, resultando em prejuizos a fertilidade
(LEBOEUF et al., 2000).

A diferenca de valores de motilidade, vigor, DME e DM, obtidos entre distintos
meétodos de resfriamento (plastico bolha x mamadeira contendo alcool absoluto),
como observado na tabela 1, ndo foi de importancia significativa, de forma que nao
houve a reducao da viabilidade do sémen em nenhum de ambos tratamentos. Todas
as caracteristicas dos espermatozoides tiveram seus valores mantidos dentro do
aceitavel para permitir seu transporte no trato reprodutivo feminino e posterior
fertilizac&o.

Os ejaculados submetidos aos métodos de resfriamento e posterior avaliacéo,
repetidas vezes, foram considerados viaveis para inseminacao artificial. A motilidade
espermatica no método do plastico bolha foi de 71%, enquanto na mamadeira foi de
74%, sendo que, seguindo a referéncia, o ideal é que seja igual ou acima de 60%. O
vigor avaliado no plastico bolha foi de 3,14, enquanto na mamadeira 3,28, sendo que
na referéncia utilizada preconiza-se um vigor igual ou maior que 3. Ja os defeitos
maiores devem ser 10% ou menos, sendo que foram detectados no método do
plastico bolha apenas 4,64%, e no método da mamadeira 4,35% (Referéncias do
Manual para exame andrologico e avaliacdo de sémen animal, 2013).

Nao houve diferenca significativa entre os métodos avaliados neste
experimento (resfriamento das palhetas de sémen envoltas no plastico bolha x
dentro de mamadeira contendo alcool absoluto). N&do foi observada vantagem no
uso de um desses métodos em relagdo as outras formas de resfriamento de sémen
mais frequentemente utilizadas para esse fim.

No entanto, se faz necessaria a realizacdo de mais estudos e novos
experimentos, com a utilizacdo de maior nimero de testes, utilizando exames e
técnicas mais acurados da viabilidade espermatica, como também, buscar realizar a
concluséo da preservagdo do sémen, no caso, a criopreservacado em si, jA que neste
trabalho so6 foi possivel realiza-la em duas coletas, para verificar a fidedignidade da
viabilidade do sémen ovino ap6s o processo de resfriamento, congelamento e

descongelacao.
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CONCLUSAO

Ndo foram observadas diferencas na viabilidade e integridade de
espermatozoides ovinos, submetidos a refrigeracdo por meio do plastico bolha ou

mamadeira contendo alcool 70%.
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