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RESUMO

A inseminacéo artificial com uso do sémen criopreservado é uma ferramenta valiosa em
programas de melhoramento genético e conservacdo de ragas ovinas. Este trabalho teve por
objetivo avaliar o efeito da adi¢cdo da melatonina manipulada em diferentes concentragdes,
no sémen de carneiros da raca Texel diluido em TRIS- Gema de Ovo, analisando apos a
criopreservacdo, se houve mudanga nas caracteristicas qualitativas do sémen. Foram
coletados dois ejaculados de quatro carneiros com idade de 8 meses a 2 anos, por meio de
vagina artificial adaptada para ovinos. Posteriormente, os ejaculados coletados foram
divididos em trés aliquotas iguais e diluidas uma em Tris-Gema de Ovo, e as demais em
solucdo TRIS-Gema de Ovo adicionado de melatonina manipulada 2 mMol e 4 mMol, para
a concentracado final de 100x10° espermatozoides/mL, ap6s mantidos em banho maria a
34°C. Entdo, as amostras foram resfriadas em camara fria a 5°C por uma hora, envasadas
em palhetas de 0,25 mL e lacradas com alcool polivinilico. Logo ap6s, foram
acondicionadas sob vapores do nitrogénio liquido, por 10 minutos, a 8 cm da lamina liquida
e apo6s congeladas com nitrogénio liquido -196°C. Apo6s 40 dias de criopreservacdo as
amostras foram analisadas no programa de software CASA® quanto a motilidade espermatica
e integridade da membrana pelo teste hiposmético, apds o descongelamento. As amostras
controle e dos tratamentos 1 e 2 obtiveram uma grande variabilidade entre valores
explanados no presente trabalho. Demostrando que os resultados preliminares obtidos com
este experimento sdo satisfatorios.

Palavras-Chave: Carneiro. Reproducdo. Congelacao.



ABSTRACT

Artificial insemination with cryopreserved semen is a valuable tool to genetic improvement
programs and ovine breed conservation. The aim of this work was to evaluate the effect of
adding pharmacy melatonin in diferente concentrations, to sémen of Texel rams, previously
diluted in TRIS-Egg yolk, analysing semen parameters after cryopreservation. Two
ejaculates of four rams, aged from 8 months-2 year, with aid of na artificial vagina. These
ejaculates were split into three aliquots, and so diluted: one in Tris-egg yolk, and the others
in TRIS-egg yolk with melatonin at 2mMol and 4 mMol, to a final concentration of
100x10° sptz/mL. Samples were kept on a waterbath at 34°C. Then they were cooled at 5°C
for one hour, filled into 0,25 mL straws. After closing with polyvinylic alcohol, straws were
kept for 10 minutes over liquid nitrogen at 8cm from the liquid, and then frozen with liquid
nitrogen at -196°C. Samples were thawed at least one week after freezing, and analysed with
computerized microscopy through the CASA® system, for: sperm motility, velocity; with
HOST test membrane integrity was verified. There was no difference between control and
treatments 1 and 2. Demonstrating that the preliminary results obtained with this experiment
are satisfactory.

Keywords: Ram. Reproduction. Freezing.
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1 INTRODUCAO

Os ovinos estao distribuidos por todos os continentes do planeta, apresentando uma taxa
de crescimento anual de 1,5% nos ultimos 5 anos. De acordo com dados da FAO 2015, o
rebanho mundial era da ordem de 1,2 bilhdo de animais, apresentando um leve crescimento no
ano de 2016. Dentre os paises com maiores rebanhos destacam-se China, Austrélia, India, Ird e
Nigéria, respectivamente com 17,00%, 6,00%, 5,00% 4,00% e 3,40% da participacdo mundial.
O Brasil concentra o 18° maior rebanho de ovinos (CONAB, 2016).

Na América do Sul, a populacdo de ovinos é cerca de 87 milhdes de cabecas, sendo
cerca de 55 milhdes nos paises do MERCOSUL, quantidade que equivale a 64% e 5% da
populacdo ovina da América do Sul e mundial, respectivamente (MUELLER, 1998). O efetivo
de ovinos foi de 18,41 milhdes em 2015, uma variagdo de 4,5% sobre 2014, de acordo com
a Pesquisa da Pecuaria Municipal (PPM) 2015, divulgada pelo IBGE em setembro de 2016. A
regido Nordeste concentrou 60,5% do rebanho nacional em 2015. A regido Sul apareceu em
seguida, representando 26,5% do efetivo da espécie, seguida pelas regides Centro-Oeste (5,6%),
Sudeste (3,8%) e Norte (3,6%). Bahia (17,2%), Pernambuco (13,1%) e Ceara (12,5%) sdo 0s
estados em destaque na criacdo de ovinos do Nordeste do Brasil, porém o Rio Grande do Sul é
0 estado com o maior nimero de animais, representando 21,5% do total nacional. Santana do
Livramento (RS), Casa Nova (BA) e Alegrete (RS) foram os municipios com 0s maiores
efetivos de ovinos em 2015, mantendo a colocagéo do ano anterior (IBGE, 2016).

Atualmente, ovinos sdo explorados em variados sistemas de producdo. Independente
do sistema, a eficiéncia reprodutiva € um dos principais aferidores de eficiéncia produtiva e do
sucesso da atividade como um todo. Para cada sistema, uma ou mais técnicas de reproducao
podem ou devem ser aplicadas. A escolha deve ser cautelosa e levada a risca a partir de um
detalhado diagndstico e estudo das relagbes entre animais, bioma, instalagdes e manejo em geral
onde a atividade é desenvolvida (FONSECA, 2011).

Além do acompanhamento do rebanho, algumas biotecnologias tém sido desenvolvidas
objetivando 0 aumento dos indices produtivos e reprodutivos da espécie ovina, e
consequentemente a sua rentabilidade. Dentre estas pode-se citar a Criopreservacdo de Sémen,
a Inseminacdo Artificial (1A), a Producdo in vitro (PIV) e a Transferéncia de Embrides (TE).
(COX; ALFARO, 2007; SIMPLICIO et al., 2007).

O sucesso da criopreservacdo € parcial, uma vez que o0 processo de
congelacdo/descongelacdo danifica cerca de 50% das células. Isso ocorre porque 0sS

espermatozoides ovinos apresentam alta sensibilidade ao estresse oxidativo em funcéo
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das espécies reativas de oxigénio (EROs) geradas durante o processo de criopreservacao,
devido a baixa quantidade de antioxidantes e a alta concentracdo de &cidos graxos poli-
insaturados na membrana plasmatica (BUCAK et al. 2007). Os &cidos graxos sao
essenciais para a manutencéo funcional das células espermaticas Henkel (2005), mas as altas
taxas de EROs podem afetar as fungdes mitocondriais e, consequentemente a motilidade
espermatica (DU, 2009).

A adicdo ao sémen, de antioxidante, seja ele lipossolivel ou hidrossoluvel, aumenta a
tolerancia espermatica ao dano oxidativo, apds descongelacdo. Além disso, os antioxidantes
ainda possuem a capacidade de neutralizar os radicais livres que causam a peroxidacgéo
lipidica da membrana plasmatica dos espermatozoides (BAUMBER et al., 2000). Sabe-
se que 0s espermatozodides e o plasma seminal possuem enzimas e antioxidantes
responsaveis pela remocédo de quelante dos radicais livres. No entanto, isto ndo € suficiente
para a protecédo celular (SMITH et al., 1996).

A melatonina é um antioxidante terminal, ndo enziméatico e ndo pré-oxidativo
Tan et al. (2002), que possui a capacidade de detoxificacdo de radicais livres em con-
centracg0es fisioldgicas e farmacoldgicas, sendo utilizada para prevenir as EROs (REITER
et al., 2007). A eficiéncia da funcdo antioxidante da melatonina pode ser devido a sua
capacidade quelante de radicais livres, ao estimulo sobre enzimas antioxidantes, a funcéo
da glutationa, que reduz a perda de elétrons de cadeia de transporte mitocondrial, e,
finalmente, a acdo sinérgica a outros antioxidantes (REITER et al., 2007).

Maia et al. (2009) descreve que a adicdo de antioxidantes no meio de congelacdo
protege 0s espermatozoides contra os danos causados pelos radicais livres, mas ha poucos
estudos que relatam o uso de melatonina no sémen ovino. Este trabalho teve por objetivo
analisar o efeito da adicdo de melatonina manipulada no sémen diluido de carneiros da raca

Texel submetidos a criopreservacao.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a viabilidade dos espermatozoides de ovinos da raca Texel, submetidos a

criopreservacgdo com adicdo de melatonina manipulada no TRIS Gema de Ovo.
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1.1.2 Objetivos especificos

Determinar se com o uso do diluente Tris-Gema de Ovo, acrescido de Melatonina
manipulada, acrescenta uma melhora na motilidade e vigor dos espermatozoides ovinos apos a

criopreservacao.

1.2 Justificativa

Apesar dos avancos observados nos Ultimos anos, a taxa de prenhez apos inseminagdo
cervical com sémen criopreservado tem apresentado resultados insatisfatorios em ovinos.
Devido as alteraces fisicas e osmaticas inerentes a criopreservacao, este estudo visa avaliar a
adicéo de antioxidante ao meio diluente com o objetivo final de manter a viabilidade maior do

sémen apos o descongelamento, para 0 uso em inseminacdo artificial.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Panorama da ovinocultura

Viana (2008) relata que uma das primeiras espécies de animais domesticadas pelo
homem foram os ovinos, serviam como alimento, carne e leite, protecdo pelo uso da 13, e abrigo
com o uso da fibra contra intempéries do ambiente.

A ovinocultura esta presente em praticamente todos o0s continentes, a ampla difusdo da
espécie se deve principalmente a seu poder de adaptacdo a diferentes climas, relevos e
vegetacdes. A criacdo ovina esta destinada tanto a exploracdo econémica como a subsisténcia
das familias de zonas rurais (VIANA, 2008).

A expansao da atividade de ovinocultura nos Gltimos anos se deve a diferentes fatos:
mercado, manejo, melhoramento genético dentre outros. Apesar de 0 consumo permanecer
timido, consumo capita/ano de carne ovina no Brasil é de cerca de 0,7 Kg/ 1,0 kg, em 2013 o
Brasil importou 7 mil toneladas de carne uruguaia para abastecer o mercado interno (SEBRAE,
2013). Mesmo com um rebanho de 17,5 milhdes de cabecas - segundo o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica IBGE (2013) — hd demanda de carne suficiente para que o mercado
brasileiro dependa de importacdes de diferentes paises.

Programas de melhoramento genético de ovinos na América do Sul tém sido
implementado principalmente no Brasil, Uruguai e Argentina. E o uso de Biotecnias Aplicadas
a Reproducdo tem contribuido muito para o sucesso do mesmo. Esta expansdo do melhoramento
de ovino no Brasil se deve, principalmente, a necessidade de aumento da producdo de carne
ovina no pais Rezende & Perez, 2002.

O grande desafio da ovinocultura esta em elevar o consumo do produto, principalmente
em grandes centros, 0 que acarretard na maior demanda por carne no mercado. Qualquer
incremento de consumo beneficiara os paises produtores de carne de qualidade, inclusive o

Brasil.

2.2 Ragas Ovinas- TEXEL

Raca é caracterizada pela semelhanga transmitida por hereditariedade entre individuos.
Os caracteres desejados sdo morfologicos, fisioldgicos e econdmicos. O Brasil possui 26 ragas
de registro genealdgico, cruzamentos e variedades adaptadas aos diferentes ecossistemas

brasileiros. (VAZ, 2007). Dentre as quais possuem aptiddes leiteiras, carniceiras, laneiras,



20

mistas ou de dupla aptiddo. As principais racas em criacdo, com bom nivel de adaptacéo, no
Brasil, sdo as produtoras de |& fina Merino Australiano e Ideal; animais de dupla aptiddo, como
Corriedale, Romney Marsh e Border Leicester; e as produtoras de carne Suffolk, Hampshire
Down, lle de France, Texel, Poll Dorset, Santa Inés, Morada Nova e leiteiras, encontramos a
Bergamacia, Lacaune e Milchschaf.

A raca Texel, conhecida por ter tripla finalidade: Prolificidade com excelente producéo
de carne em regime de pasto e velocidade de crescimento das crias; Producéo de 14, entre 3,5 e
4 kg/ano; Producdo média de leite entre 155 e 207L por lactacdo (VAZ. 2007).

A raga Texel tem sua origem na ilha do mesmo nome, localizada ao norte da Holanda.
Inicialmente, foram feitos cruzamentos da ovelha dos "polder" holandés com vérias racas
inglesas como a Leicester, Wensleydale e o Lincoln. Posteriormente, alguns criadores
insatisfeitos com a cruza dai proveniente passaram a criar seus préprios ovinos, resultando um
animal grande, precoce e com |& de boa qualidade. Apds diversas geracdes de eficiente sele¢éo,
o0 Texel surge hoje, como uma raga de ovino tipo carne, de excelente qualidade e baixo teor de
gordura. No Brasil, a raca foi introduzida em 1972, pelos criadores Halley Marques e Ligia
Vargas Souto que importaram da Holanda 18 fémeas e 2 machos para suas fazendas, no
municipio de Itaqui/RS (ARCO, 2017).

O Texel possui tamanho médio, com tendéncias para grande. Sua massa muscular é
forte, de formato arredondado, evidenciando todo o seu vigor e vivacidade. Devido a sua
aptiddo para a producdo de carne magra, macia e suculenta; 1a de boa qualidade; precocidade
sexual de ganho de peso; alta fertilidade; rusticidade e carcaca melhorada, essa raca € usada em
diversos cruzamentos de rebanhos, no intuito de produzir maior quantidade e qualidade de carne
nobre. Trata-se da raca mais reprodutiva do mundo, ja que a curto prazo os ovinos Texel podem
se multiplicar em ritmico genético e gemelaridade de 90%, indice jamais alcancado por

qualquer outra raca de ovinos (SANTOS, 2002).

2.3 Sémen ovino e suas caracteristicas

Segundo Maia (2010) o sémen é constituido pelo plasma seminal e pelos
espermatozoides, e sua composicdo varia entre as espécies. O plasma seminal é a mistura de
fluidos produzidos nos testiculos, epididimos, canal deferente e pelas glandulas sexuais,
principalmente pela vesicula seminal. E um fluido isotdnico e neutro, rico em numerosas

substancias, entre elas: frutose, acido ascoérbico, acido citrico, &cido glutamico, inositol, sédio,
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potéssio, célcio, fosfolipidios, prostaglandinas, proteinas e serve para proteger e nutrir o
espermatozoide.

O volume e a concentracdo de espermatozoides no ejaculado variam com a anatomia
(tamanho do testiculo) e a atividade reprodutiva ou frequéncia de coletas. Além das variacoes
individuais, fatores como idade, condi¢Bes climéticas, nutricdo, uso de medicamentos e
frequéncia de ejaculacdo podem afetar a quantidade e qualidade do sémen. No ovino, o volume
é relativamente baixo e a concentracgéo € alta. Durante a copula, a ejaculacao € espontanea, dura

somente alguns segundos e 0 sémen é depositado na porc¢do anterior da vagina.

Tabela 1 - As caracteristicas do sémen de caprinos e ovinos.

Caracteristica seminal Carneiro Bode
Volume (mL) 0,8-2,5(1,0) 0,5-1,5(0,8)
Cor Pérola ou marfim Amarela
Aspecto Leitoso a cremoso Leitoso a cremoso
Total espermatozoide/

ejaculado (bilhdes) 2a9(3) 1a75(2)
pH 59a73 6a7
M.otllldade (%) 75 80
Vigor (0 ab)

Espermatozoides 3 3
normais (%) 80a 85 80a90
Viaveis (pos-vital) 80 80

Fonte: Maia, 2010.

2.4 Avaliacao do sémen

Segundo Hafez (1995) ndo existe prova especifica que seja concludente da fertilidade
dos ejaculados individuais, mas a combinagdo de avaliacdo bioquimica e espermograma
constitui a melhor opc¢éo disponivel para determinar a capacidade fecundante do macho. Os
testes utilizados na rotina de analise do sémen consistem, basicamente, na avaliacdo da
concentracdo, morfologia e motilidade espermética recomendado pelo Colégio Brasileiro de
Reprodugdo Animal (CBRA, 1998).

A avaliagdo da integridade funcional da membrana plasmatica do espermatozdide,
através do teste Hiposmdtico, é considerada como um indicador de fertilidade por ser um

requisito bésico para a fertilizacdo (MELO, 1999).
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2.4.1 Motilidade do espermatozéide

A avaliacdo da motilidade € feita de duas maneiras: a motilidade massal ou
turbilhonamento e a porcentagem de espermatozdides progressivamente méveis. A avaliacdo
de motilidade massal s6 é realizada no sémen fresco. Quando o sémen é diluido ou
descongelado, faz-se apenas a avaliagdo da porcentagem de espermatozoides madveis e o vigor
do movimento. Uma amostra devera apresentar no minimo 60% de motilidade para ser
utilizada imediatamente ou criopreservada (GONCALVES et al., 2008).

2.5.2 Motilidade massal ou turbilhonamento

E o tipo de movimento resultante da interacio entre o movimento individual e a
concentracdo espermaética; os espermatozoOides se deslocam com movimentos vigorosos
formando ondas. Pessoas com visdo acurada podem observar 0 movimento das ondas através
do tubo de coleta, mas uma avaliacao precisa s6 pode ser realizada com o uso de microscopio.

Uma gota de sémen puro é colocada sobre uma lamina de vidro limpa e aquecida
(37°C), e examinada sob microscopio Optico no aumento de 100x (objetiva de 10). A
temperatura da ldmina deve ser mantida durante a avaliacdo usando-se uma platina aquecedora
no microscépio (MAIA, 2010).

A determinacdo do valor da motilidade é feita usando notas numa escala de 0 (auséncia

de movimentos) a 5 (méximo movimento de onda) como descrito na Tabela 2.

Tabela 2 - Determinacao da motilidade massal

Nota Descri¢cdo do movimento das ondas

0 Totalmente sem movimento.

1 Apenas movimento individual de poucos espermatozoides. £ 10% de
espermatozdides vivos.

2 Observam-se 0os movimentos espermaticos, mas ndo forma ondas. 20-
40% de espermatozdides ativos.

3 Ondas de baixa amplitude e movimento lento. 45-65% de
espermatozdides ativos.

4 Ondas rapidas e vigorosas, ndo forma redemoinho. 70 a 85% de
espermatozdides ativos.
Ondas muito rapidas e densas que se juntam formando um redemoinho

5 (dificil determinar ondas isoladas). 90% ou mais de espermatozdéides
VIVO0S.

Fonte: Evans e Maxwell, (1987); Chemineau et al. (1991).
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2.5 Avaliacao da concentracdo com base na consisténcia do sémen

Segundo Maia (2010) a consisténcia do sémen depende da proporcdo entre
espermatozdides e plasma seminal. O sémen de consisténcia espessa contém mais
espermatozdides que aquele fino ou aquoso. Assim, a avaliacao da consisténcia do sémen é uma
maneira simples e rapida de estimar a concentracdo espermatica. Na Tabela 3 sdo apresentados
os valores de concentragdo do sémen de bodes e carneiros de acordo com a sua consisténcia.
Para elaboracdo da tabela, 0 nimero de espermatozdides foi determinado usando camara de

Neubauer. Sémen opaco e aquoso ndo deve ser usado em inseminacdo artificial.

Tabela 3 -Concentracdo do sémen de carneiro e bode de acordo com a consisténcia do sémen.

NUmero de espermatozoides (x10°/ml)

Consisténcia Meédia Variagéo
Cremoso espesso 5,0 4,5-6,0
Cremoso 4,0 3,5-4,5
Cremoso fino 3,0 2,5-3,5
Leitoso 2,0 1,0-2,5
Opaco 0,7 0,3-1,0
AQguoso insignificante

Fonte: Evans e Maxwell (1987).

2.6 Provas de integridade da membrana

A integridade da membrana plasmatica do espermatozéide é um fator importante no
estudo da qualidade seminal em razdo da inabilidade dos espermatozdides de restaura-la. A
membrana interfere tanto no metabolismo celular como na capacitacdo do espermatozdéide, na
unido do espermatozoéide com o évulo, (DE LEEUW et al., 1991).

A porcentagem de espermatozéides que possuem acrossoma intacto e sao capazes de
sofrer reacdo acrossdmica € considerada como uma caracteristica seminal importante,
(WOELDERS, 1990).

A congelacdo e a descongelacdo do sémen, além de afetar a motilidade dos
espermatozoides, podem lesionar seus acrossomos (MAXWELL & EVANS, 1990). Uma das
maneiras de avaliar a integridade da membrana consiste em submeter 0s espermatozoides a um
meio hipotonico, fazendo com que a 4gua atravesse a membrana plasmética em dire¢do ao meio

intracelular na intencéo de alcancar o equilibrio osmético, (DREVIUS, 1966).
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A entrada de &gua se traduz no aumento do volume celular (swelling) que cessa ao se
igualar as concentragcdes em ambos os lados da membrana e depois de haver produzido uma
série de modificacdes morfoldgicas. Durante a reacdo endosm@tica, o “aparelho motor” se volta
bruscamente, podendo variar sua morfologia a desde reta a ligeiramente curvada ou totalmente

sinuosa, mas absolutamente afuncional em todos os casos, DREVIUS (1972).

2.7 Teste Hiposmdtico (HOST)

O teste se baseia no comportamento da célula espermética frente a um meio
hiposmético. Na tentativa de equilibrar o meio extra e intracelular, ocorrendo um influxo de
agua através da membrana, gerando assim um aumento do volume celular (edema). Com o
edema, a cauda se “enrola” e esta alteracdo é facilmente visualizada em microscopia éptica
(FONSECA et al., 2005)

Jeyendran et al. (1984) propuseram o uso do teste hiposmatico (HOST) por ser
considerado um método simples e acessivel, capaz de detectar alteracGes intensas na
funcionalidade espermatica em amostras que ndo seriam descartadas se somente 0s
resultados de motilidade e morfologia espermaticas fossem considerados. Este teste se
caracteriza pelo influxo de fluidos para o interior da célula espermatica, sob condicGes
hiposmdticas, até que o equilibrio entre os compartimentos seja alcancado, sendo um
indicativo de que o transporte de dgua atraveés da membrana esta ocorrendo (INAMASSU et
al., 1999).

O teste hiposmético avalia a habilidade da membrana do espermatozoide ao atravessar
os diferentes gradientes de concentracdo ao qual ele é exposto. Caso 0 HOST seja negativo, a
membrana é quimicamente inativa, e ndo tem funcéo no processo de fertilizacdo. A membrana
é importante ndo apenas na motilidade do espermatozéide, mas também na reagdo acrossomica
(entrada do espermatozoide no 6vulo)

No HOST séo incubados espermatozéides sob condi¢Ges hiposméticas. O transporte
de 4gua para a célula ird ocorrer quando a membrana for funcional, mostrando a cauda em
forma de anel (inchago). Isso ocorre porque a membrana ao redor da cauda é bastante
permedavel, permitindo entdo a entrada de dgua que ird causar distensdo (ballooning) desta
membrana de acordo com a figura 1- TESTE HIPOSMOTICO.
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Figura 1- Teste Hiposma@tico.

Fonte: Zootecnista Paola Tristdo, 2017.

2.8 Analise Seminal Computadorizada (Computer-Assisted Semen Analysis — CASA) ®

O Computer Assisted Sperm Analysis (CASA) ® € um sistema automatico (hardware
e software) utilizado para visualizar, digitalizar e analisar imagens sucessivas, fornecendo
informacdes acuradas, precisas e significativas do movimento individual de cada célula bem
como de subpopulagdes de células espermaticas (AMANN e KATZ, 2004).

A analise da motilidade e morfologia espermatica tém sido apontadas por muitos
autores como importante ferramenta na selecdo de um ejaculado, sendo a determinacdo da
porcentagem de espermatozdides moveis, o teste mais utilizado para predizer a qualidade
seminal (VERSTEGEN et al., 2002). Tradicionalmente, a quantificacdo da qualidade
espermatica tem sido baseada na avaliacdo subjetiva, usando estimativa visual de parametros
como motilidade massal e individual, contudo, estudos relatam existir uma variacéo de 30 a
60% na estimativa desses parametros devido a limitagdo do ser humano em quantificar as
diferentes subpopulaces espermaticas na amostra (AMANN e HAMMERSTEDT, 1980;
VERSTEGEN et al., 2002).

Os diferentes instrumentos CASA® tém demonstrado altos niveis de precisdo e
confianca usando diferentes metodologias de classificacdo que fornecem uma grande
ferramenta para melhorar nosso conhecimento e habilidade para analisar espermatozéides
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(VERSTEGEN et al., 2002) tornando-se essencial a pesquisa, ao treinamento de pessoal e a
padronizacéo entre laboratorios (AMANN e HAMMERSTEDT, 1980).

Este exame tem o objetivo de tornar a analise dos parametros espermaticos automatizada
e padronizada. Permite determinar a concentracdo e a motilidade dos espermatozoéides, além
das caracteristicas do movimento exibido pelas células. O computador digitaliza as imagens
dos espermatozoides e reconstrdi a sua trajetoria ao longo do tempo, o que permite o célculo de
diversos parametros que, manualmente, ndo é possivel, como: a velocidade linear (VL), a
velocidade curvilinea (VCL), aamplitude do deslocamento lateral da cabeca do espermatozoéide
(ADL), a linearidade (LIN) e a velocidade da trajetoria média (VTM). Alguns desses
parametros apresentam correlagdo com sua capacidade de penetragdo no muco cervical e taxas
de fertilizacdo. Alguns sistemas de analise computadorizada vém equipados com programas
gue permitem a avaliacdo da morfologia espermética (KRAEMER et al., 1998; IGUER-
OUADA e VERSTEGEN, 2001).

O sistema é adequado para quantificar um grande nimero de células com padrdo de
motilidade heterogéneo em um curto periodo de tempo Mack et al. (1988); Farrel et al., (1996)
fornecendo dados de concentracdo de espermatozoides/mL, morfologia, motilidade e
velocidade, detectando mudancas sutis nos pardmetros sob vérias condi¢fes experimentais
(KRAEMER et al., 1998).

Além da execucdo do exame, o sistema permite a catalogacdo de pacientes num banco
de dados, assim como, o armazenamento de informacdes relevantes, criando um ambiente de
trabalho caracterizado pela confiabilidade, versatilidade, facilidade de manuseio e de
configuracdo. As avaliagbes sdo rapidamente executadas, e os resultados sdo facilmente
catalogados, permitindo que seja atingido alto nivel de automacgdo em laboratdrios, clinicas,
empresas e universidades (VERSTEGEN et al., 2002).

Embora o sistema tenha muitas vantagens, ele apresenta algumas desvantagens que
tornam seu uso limitado Verstegen et al. (2002) o elevado custo do equipamento e a necessidade
de validacéo, o controle de qualidade e a padronizacdo das avaliagOes realizadas (DAVIS &
KATZ, 1993).

2.9 Inseminagéo Artificial

A inseminacdo artificial (IA) é uma biotecnologia de reproducdo em que o sémen é

obtido de um macho e depositado no sistema genital da fémea, por meio de instrumentos
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apropriados e no momento em que 0s espermatozéides possam encontrar o 6vulo e fecundé-lo
(MAIA, 2010).

Com ainseminacao é possivel multiplicar o numero de coberturas feitas por um carneiro
de alto valor genético, em uma Unica estacdo de monta, mais de 15 vezes o que seria conseguido
através de monta natural. Podendo assim acelerar o melhoramento genético do rebanho,
otimizando o manejo reprodutivo. Desta forma, a IA permite a multiplicacdo de gendtipos sem
multiplicar o nimero de reprodutores no rebanho ou mesmo eliminando-os, reduzindo os custos
com a sua manutencao (EVANS e MAXWELL, 1990).

Segundo Valentim et al. (2016) a 1A, quando associada a programas de melhoramento,
permite acelerar o progresso genético através da testagem dos jovens machos sobre a sua
descendéncia, ou pela introducdo da selecdo assistida por marcadores moleculares
proporcionando a difusdo dos melhores animais ou simplesmente dos machos, aumentando a
sua descendéncia, uma vez que um sé ejaculado permite inseminar varias fémeas.

A |A permite evitar a difusdo de doencas venéreas ou de transmissao sexual desde que
se tomemos cuidados adequados. Permite ainda a obtencdo de sémen de reprodutores de outras
regides ou paises, ou mesmo a utilizacdo de material seminal de machos que ja morreram.

A difusdo da IA na espécie ovina e a realizacdo do seu total potencial depende do uso
de sémen congelado e assim das técnicas disponiveis para a obtencdo de uma fertilidade
aceitavel (Papadopoulos et al., 2005). Em ovinos, a taxa de fertilidade ap6s inseminacéo
cervical com sémen congelado/descongelado é geralmente baixa (8-30%) (AISEN, 2001).

Dentro da problematica da IA ovina com sémen congelado encontra-se o fato do sémen
de carneiro ndo possuir uma capacidade antioxidante adequada (diferenca em relacéo a outras
espécies) Aisen et al. (2000) e também diferencas na composicdo da membrana do
espermatozéide, nomeadamente nos lipidios Bucak et al. (2007) dificultando o sucesso da sua

criopreservacao.

2.10 Criopreservacao Sémen

A criopreservacdo de sémen é uma técnica baseada na retirada do excesso de agua do
interior das células espermaticas, 0 que evita a formacéo de cristais de gelo intracelulares, que
podem causar danos aos espermatozoides.

Além disso, a temperatura de congelamento em nitrogénio liquido (-196°C), a
viabilidade das células é mantida por periodo indeterminado o que permite o uso futuro do
material genético armazenado (CARNEIRO, 2007).
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O processo de criopreservacgdo envolve a diluicdo do sémen em solucdo que deve conter
diluidor, antibioticos, meio energético, antioxidante (opcional), crioprotetor intracelular e
crioprotetor extracelular, a qual ndo devem promover a ativacao das células espermaticas, mas
sim permitir o armazenamento adequado (MARIA & CARNEIRO, 2012).

Os protocolos de criopreservagdo se baseiam na avaliacdo e determinacdo do melhor
agente crioprotetor, aditivos e taxas de congelamento e descongelamento, que sdo modificados
de espécie para espécie quando se pretende estabelecer o melhor protocolo de criopreservacao
(ANDREEV et al., 2009). O processo da criopreservacao de sémen de ovinos, normalmente
consiste de algumas etapas, séo elas: colheita do sémen, adi¢do de diluidores e crioprotetores,
envase, congelamento e armazenamento e posteriormente o descongelamento (MARIA &
CARNEIRO, 2012).

Os protocolos de criopreservacao de sémen possuem limitacGes, e as taxas de sucesso
variam entre espécies e até entre individuos da mesma espécie (WOODS et al., 2004). As
diferengas interindividuais para a criopreservacdo de espermatozoides sdo de carécter
hereditario e ndo aleatério (HOLT, 2000). A criopreservacdo também contribui para minimizar
perdas econbmicas advindas da morte de reprodutores de alto valor comercial ou que participem
de programas de revitalizagdo de racas, para a preservagédo contra a extingdo de racas nativas e
conservacao de espécies ameagadas (WATSON, 2000).

A criopreservagdo permite o armazenamento de sémen por longo periodo, mantido em
nitrogénio liquido e viabiliza o uso do sémen criopreservado em outras biotécnicas da
reproducéo.

O sucesso da criopreservacdo de sémen depende da reducdo das crioinjdrias causadas
aos espermatozéides, mantendo assim sua morfologia e potencial fertilizante. Os danos
causados nos espermatozoides durante o processo de criopreservacdo promovem a reducao da
motilidade e da integridade morfoldgica dos espermatozdides, devido a producdo excessiva das
espécies reativas de oxigénio (TIRELLI et al., 2005).

Todavia, o processo de criopreservacao das células espermaticas resulta em diminuicdo
da fertilidade quando comparada com sémen fresco. Este prejuizo surge da combinag&o de dois
aspectos, morte celular e danos na capacidade funcional dos espermatozéides sobreviventes. A
motilidade e a estrutura dos espermatozoéides séo afetadas de diferentes formas, uma vez que
ocorrem crioinjurias simultaneamente ou nas diferentes etapas da congelacédo e descongelacéo.
(GONZALEZ, 2004).

Apesar de uma elevada proporcdo de espermatozdéides de carneiro (40-60%) preservar

a sua motilidade ap0s a criopreservacao, apenas cerca de 20-30% se mantém biologicamente
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ndo danificados (WATSON, 2000). Um espermatozoide pode ser movel, mas danificado, pelo
que é duvidoso se tal célula iré fertilizar o oécito (SALAMON e MAXWELL, 2000).

2.10.1 Crioprotetores

Agentes crioprotetores sdo essenciais para a criopreservacdo de quase todos 0s
sistemas biologicos Fahy (1986) crioprotetores sdo substancias que revestem a célula e
protegem a membrana celular dos danos causados pela criopreservacdo e normalmente sdo
adicionados ao meio de diluicdo do sémen (CARNEIRO, 2007).

Esses agentes devem ser adicionados aos diluidores seminais para possibilitarem a
sobrevivéncia dos espermatozdides durante o processo de congelacdo e descongelacao
(AMANN & PICKET, 1987). Esses componentes séo classificados como penetrantes, quando
exercem sua acao crioprotetora dentro da célula, ou ndo penetrantes, cuja atividade de
crioprotecdo ocorre fora da célula ou na sua superficie.

Entre os crioprotetores espermaticos penetrantes, o glicerol (GL) € o mais utilizado,
desde a demonstracdo da sua eficacia Smith e Polge et al. (1950) e tem acéo tanto intracelular
como extracelular na protecdo das estruturas celulares. O seu efeito crioprotetor € atribuido a
sua propriedade coligativa ou de ligacdo com a agua Salomon e Maxwell (1995) reduzindo a
temperatura de congelacdo do meio intracelular Hammerstedt (et al., 1990), prevenindo a
formacédo de cristais de gelo.

Ele também aumenta o volume de canais de solventes descongelados, dilui as altas
concentracOes de sais Squires et al. (1999) e diminui a pressdao osmoética do meio resfriado
(SALAMON e MAXWELL, 1995).

O GL tem sido o crioprotetor mais usado para a congelacdo de sémen ovino. Para o
sémen congelado através do método convencional lento e com o uso, principalmente, de
diluidores hipertonicos, a maioria dos estudos demonstra que as melhores concentracfes de
glicerol encontram - se entre 6% a 8% e para a congelacdo espermatica rapida, pelo método
de pellets, melhores taxas de sobrevivéncia espermatica sdo atingidas com 3 a 4% de glicerol
no diluidor (SALAMON & MAXWELL, 2000). Gema de ovo e leite em p6 sdo as substancias
frequentemente adicionadas ao meio diluidor como seu componente basico, tipicamente em
combinacdo com glicose (VIVEIROS & GODINHO, 2009).

A acdo crioprotetora da gema de ovo esta relacionada a presenca de lecitina e
lipoproteinas e caseina no leite que protegem os espermatozoéides do choque térmico durante

0 processo de criopreservacao (MIES FILHO et al., 1982).
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Para que o espermatozdide fertilize o odcito, deve preservar quatro atributos gerais
apos o congelamento e descongelamento: metabolismo para producédo de energia; motilidade
progressiva; enzimas, localizadas no acrossoma e proteinas na membrana plasmatica,
importantes para a sobrevivéncia do espermatozdide dentro do trato reprodutivo da fémea e
para a ligacdo do mesmo com a membrana plasmatica do odcito para a fertilizag&o.

A destruicdo de componentes da célula espermatica, associada com uma, ou mais
dessas fungdes, reduzira a fertilidade. Por exemplo, um espermatozéide mével nem sempre é
fértil; espermatozdides mdveis usualmente tém adequada producdo de energia, mas outro
importante aspecto pode ter sido alterado (AMANN & PICKETT, 1987).

O aprimoramento da técnica de criopreservacdo de sémen é constante, visando
melhorar a viabilidade espermatica pos-descongelacdo, utilizando diferentes diluentes,
protocolos de congelacdo e descongelacdo e até mesmo adicionando antioxidantes aos

diluentes.
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Tabela 4 - Principais causas e consequéncias das injdrias antes, durante e apds a criopreservagdo
nas celulas espermaticas.

Causa Consequéncias
Coleta de sémen Proteinas seminais sdo adicionadas ao espermatozoides,
e diluicéo estimulam a motilidade.

Centrifugacéo

Adicdo de leite, gema
de ovo e glicerol (GL)

Refrigeragcdo a 5° C

Congelacédo celular
(remocdo de agua
do sistema em
forma de gelo)

Estocagem em
Nitrogénio (N2) liquido
Descongelagéo
(retorno da &gua a sua
forma liquida)
Remocdo do GL
(retirada do GL antes
dalAousoIA)

Viabilidade espermatica depende das condi¢des de
centrifugacao.

Estresse osmotico passageiro; células rapidamente
desidratam e ent&o lentamente retomam o volume normal
enquanto GL se interioriza na célula

Ocorrem mudangas nas membranas que podem resultar em
choque térmico e/ou danos de refrigeracdo as membranas

Mudancas osmoticas (perda de agua) causa desidratacdo
celular e podem resultar em danos osmoticos; reducdo na
temperatura pode causar danos de refrigeracdo, formacéo de
cristais de gelo e danos a célula

Células devem permanecer nos canais nao congelados

Mudangas osmoticas (“adi¢do de agua”) restaura o volume
celular, danos de recristalizacdo, danos osméticos
Desequilibrio passageiro de osmolaridade, célula rapidamente
aumenta seu tamanho e entdo vagarosamente retorna ao volume
original conforme o GL deixa a célula, pode ser muito lesivo

Fonte: Adaptado de GRAHAM, (1996).

2.10.2 Antioxidantes- 0 uso na criopreservacao

Os antioxidantes sdo substancias que retardam a velocidade da oxidacdo através da
inibicdo da producdo ou dos efeitos deletérios dos radicais livres (DUARTE-ALMEIDA et
al., 2006). Diversos antioxidantes tém sido adicionados aos diluentes de congelacdo com o
intuito de minimizar os efeitos lesivos as membranas dos espermatozoides pelos radicais
livres. Com o0 objetivo de reduzir danos oxidativos causados pelas EROS, pesquisadores tém
adicionado substancias antioxidantes aos diluentes de sémen equino (BAUMBER et al. 2005)
suino (GADEA et al. 2005) e bovino (BILODEAU et al., 2001).
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Os antioxidantes bloqueiam os radicais evitando a peroxidacdo lipidica dos
espermatozdides que causa danos irreversiveis as células (BAUMBER et al., 2000). As células
somaticas contém antioxidantes dentro do citoplasma, porém o espermatozoOide perde a
maioria do seu citoplasma na maturacdo, dessa forma falta mecanismo que regule e realize as
defesas enziméaticas (BAUMBER et al., 2005).

Para protecdo dos efeitos letais da formacdo excessiva de EROS, a célula possui um
sistema de defesa antioxidante enzimatico e um ndo enzimatico, sendo o0 enzimatico composto
pelas enzimas: superoxido dismutase (SOD); catalase (CAT), peroxiredoxinas (Prx),
glutationa (GSH), glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPx), e 0s néo
enzimaticos, que sdo compostos de baixo peso molecular, que inclui as vitaminas C e E,
diferentes compostos de selénio, ubiquinonas (coenzima Q), acido urico e acido lipdico
(NORDBERG & ARNER, 2001).

Segundo Agarwal et al. (2004) o controle da concentracdo das EROS ocorre pela
incluséo de antioxidantes aos meios de refrigeracdo ou pelo uso de condicGes que reduzem a
oxidacdo durante o congelamento.

Os antioxidantes sdo substancias que agem direta ou indiretamente nas células
reduzindo os efeitos tdxicos causados pelos radicais livres. Existem compostos com fungdes
antioxidantes, sendo elas vitamina A, C, E, glutationa, catalase, selénio, zinco, melatonina e
entre outros (INEU, 2007).

2.10.3 Melatonina

A melatonina é um hormonio de ocorréncia natural em todos os mamiferos, sintetizado
e secretado exclusivamente durante a noite pela glandula pineal, cuja secrecao esta diretamente
relacionada ao ciclo claro-escuro. A melatonina, N-acetil-5-metoxi-triptamina, foi descoberta
ha cerca de 50 anos atras e € um composto sintetizado principalmente pela glandula pineal,
localizada no cérebro, mas também pela retina, timo, medula dssea, epitélio respiratorio, pele,
intestino, entre outros locais.

Ela tem um importante papel na regulacdo dos processos patoldgicos e fisioldgicos e €
considerada como um horménio que regula o ritmo circadiano (CARPENTIERI et al., 2012).
Na espécie ovina, tal como em muitas outras espécies animais, a producdo de melatonina
aumenta sua atividade com dias curtos (fotoperiodo negativo). A luminosidade é percebida pela
retina, que conduz o estimulo via nervo optico até o nucleo supraquiasmatico no hipotalamo.

Estes neurdnios levam o estimulo até a glandula pineal, onde é secretada a melatonina, pela luz
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e estimulada pela escuridédo, alcangando um pico a meio da noite e decrescendo a partir deste
valor.

No Ano de 1993 foi descoberta a funcdo da melatonina em captar radicais livres do
meio, agindo como um potente antioxidante direto. Isso foi demonstrado com a radical
hidroxila in vitro. Desde entdo esta substancia vem sendo muito estudada e utilizada. Ha
estudos do efeito da melatonina na mitocéndria, no sistema imune, gastrointestinal, nervoso,
possui influéncia benéfica no cancer, na patofisiologia da gestacéo, entre outros (REITER et
al., 2009; CARPENTIERI et al., 2012).

A melatonina é uma indolamina contendo dois grupos funcionais, podendo se ligar ao
receptor, ou usar sua propriedade anfifilica, dando a molécula a capacidade de entrar em
qualquer célula, compartimento ou fluido corporal. Devido a sua alta solubilidade em lipideos,
passa facilmente por difusdo da circulacao periférica para outros fluidos ou células. Existem
evidéncias de que a melatonina é a maior “neutralizadora” de ROS e nitrogénio, tendo este
efeito em concentrages fisiologicas ou farmacoldgicas (CARPENTIERI et al., 2012).

A natureza lipofilica da melatonina permite que ela atravesse as membranas celulares
e facilmente chegue nos compartimentos intracelulares, incluindo a mitocondria. A
indolamina interage com a bicamada lipidica e estabiliza a membrana interna mitocondrial,
isso pode melhorar a atividade da cadeia de transporte de elétrons (CARPENTIERI et al.,
2012). J& que a maioria das ROS produzidas pelo espermatozdide sdo produtos do
metabolismo mitocondrial, um antioxidante que possa agir nesse nivel tende a ser uma boa
opcao para reduzir os efeitos do estresse oxidativo (GIBB; LAMBOURNE; AITKEN, 2014).
Os antioxidantes bloqueiam os radicais evitando a peroxidacao lipidica dos espermatozéides
que causa danos irreversiveis as celulas (BAUMBER et al., 2000).

O controle da concentracdo das EROS ocorre pela inclusdo de antioxidantes aos meios
de refrigeracdo ou pelo uso de condi¢Bes que reduzem a oxidacdo durante o congelamento
(AGARWAL et al., 2004).

Diferentemente da maioria dos antioxidantes, a melatonina estd desprovida de
atividade peroxidativa, e todos os intermediarios gerados pela interacdo com as espécies
reativas, como 3-hidroximelatonina ciclica (3-OHM ciclica), NZ1-acetil-N2- formil-5-
metoxiquinuramina (AFMK) e N1-acetil-5-metoxiquinuramina (AFM), também possuem
efeito antioxidante (RAO; GANGADHARAN, 2008).

Além disso, ela regula a expressdo de genes responsaveis pelas enzimas antioxidantes
superdxido dismutase e glutationa peroxidase (GPx), influenciando nos niveis destas proteinas

com atividade enzimatica celular sob condic6es fisiologicas ou oxidantes (RODRIGUEZ et
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al., 2004). O efeito antioxidante da melatonina em baixas concentragdes parece ser indireto,
através de upregulation da expressao do gene da GPx, enquanto que em altas concentracGes
seu efeito é direto, agindo com a eliminacdo de radicais livres do meio. Tem sido proposto que
sua capacidade de upregulation com o sistema enzimatico antioxidante envolve tanto a
membrana quanto receptores nucleares (FISCHER et al., 2008).

Casao et al. (2012) partindo de a possibilidade da acdo da melatonina ser por meio de
receptores, pesquisaram e constataram a presenca dos receptores MT1 e MT2 em
espermatozdides de carneiros, entretanto, 0 mecanismo bioquimico ndo foi completamente

elucidado, sugerindo que esta acdo pode ser mais complexa do que se pensava.
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3 METODOLOGIA

3.1 Local do experimento

3.1.1 Coletas e Andlises Pré Criopreservacdo do Sémen

Os animais sdo de propriedade da Cabanha Feltrin, do proprietario Sr. Oberdan Anténio
Feltrin, localizada no municipio de Guaiba/RS, com localizacdo geografica a Latitude: 30° 06'
50" S Longitude: 51°19' 30" W. Os animais utilizados séo frequentemente coletados, passando
por exame androlégico periodicos, destes quatro foram selecionados apresentando
caracteristicas espermaticas acima dos padrées minimos, conforme estabelecido pelo Colégio
Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 1998).

Os animais foram submetidos a um manejo de semi-confinamento, permanecendo em
um potreiro com agua a maior parte do dia, retornando ao aprisco para pernoitar onde recebem
agua, sal mineral e feno de alfafa ad libitum e alimentacdo a base de campo nativo e racéo
formulada com em milho, farelo de soja, farelo de trigo, alfafa, 6leo de soja, nucleo e melago
duas vezes ao dia, a quantidade utilizada de cada alimento néo foi fornecida pelo proprietério
dos animais.

Os animais foram coletados no periodo de 28 de abril a 1 de maio, onde apds coleta do
sémen este foi analisado quanto a motilidade, vigor e concentracdo, e posteriormente

criopreservados no laboratdrio existente na propria Cabanha.

3.1.2 Analises Pds-criopreservacado do Sémen

As andlises pos criopreservacao foram feitas no Laboratério de Reproducdo Animal
(REPROLAB) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS, em Porto Alegre/RS,
no periodo de 17 a 22 de junho de 2017.

3.2 Coleta do sémen

Foram utilizados quatro machos da raga Texel, com idade entre 11 meses a 2 anos. O
sémen foi obtido através de vagina artificial adaptada a espécie ovina, sendo realizada uma
coleta de cada animal. Estes posteriormente divido em partes iguais para a diluicdo, analise e

criopreservacao.
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3.2.1 Avaliagéo inicial do sémen

Apos a coleta, o0 sémen obtido foi mantido na propriedade em banho-maria numa
temperatura de 37°C durante o tempo necessario para as avaliagdes macroscépica (cor, aspecto
e volume) e microscopica (turbilhonamento, motilidade, vigor e concentracdo espermatica).

A avaliacdo foi realizada observando-se a extremidade de uma gota de sémen puro
colocada sobre uma lamina, em objetiva de 20X, sendo a motilidade e o vigor espermatico
avaliados também de forma subjetiva. Conforme a movimentacao, o turbilh&o foi classificado

em Cruzes:

e +++: movimentagdo ativa

++: movimentacdo média

+: movimentacao lenta

-: Ausente

3.2.2 Diluigéo do sémen

Primeiramente o sémen foi diluido em 3 diferentes solucdes:
e Solucdo A Controle — TRIS Gema de Ovo;
e Solucdo B TRIS Gema de Ovo + Mel M 2mMol;
e Solucdo C TRIS Gema de Ovo + Mel M 4mMol.

Dos diluidores utilizados o TRIS, contendo substancias tampdes, fontes energéticas e
antibidticos na proporc¢do 1:1, em tubos de centrifuga de 15 ml, onde permaneceram por um
periodo de 1h em banho maria de 37°C. Durante este periodo o sémen foi submetido a avaliacao
microscopica (vigor, turbilhonamento e motilidade).

E importante ressaltar que o diluente TRIS empregado no presente estudo é o destinado
a criopreservacao de sémen, € o diluente citado por Aisen (2008) para a diluicdo de sémen

ovino.

3.2.3 Congelacao do sémen

Ap6s a diluicio final, para que a concentragdo da dose fosse 100x10°
espermatozéides/ml, foi realizada nova avaliagdo microscopica e o sémen envasado em palhetas
de 0,25 ml, previamente identificadas (grupo e animal), e entdo submetidas ao processo de

congelacao propriamente dito.
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Inicialmente as doses permaneceram por 10 minutos a 0,5°C/min, dispostas
horizontalmente em uma grade de aluminio. Transcorrido o tempo de equilibrio, as doses foram
transferidas para outra grade de aluminio em uma caixa isotérmica contendo nitrogénio liquido
a uma distancia de 5 cm acima do nivel de nitrogénio, onde permaneceram por 10 minutos,
sendo posteriormente mergulhadas em nitrogénio liquido (-196°C), e armazenadas em botijao

criogénico.

3.2.4 Descongelacéo do sémen

Ap0s o congelamento, foi descongelado uma amostra de cada solucdo, em banho-maria
a 37°C durante 30 segundos e avaliado subjetivamente o vigor e a motilidade espermatica, ainda
no Laboratério de Reproducdo Biotech, para que estas caracteristicas estejam dentro dos
padrbes exigidos pelo CBRA para a espécie ovina. As amostras analisadas no laboratorio
Reprolab, realizando os mesmos procedimentos de descongelamento e o sémen testado para,
teste hiposmotico e analisado no Programa de Software CASA®.

Ap6s o descongelamento das palhetas (controle, tratamentol e tratamento 2) por 30
segundos em banho maria a 37°C, o sémen foi retirado da paleta e acondicionado em um
eppendorf®, deixado sobre a placa aquecida a 37°C e posteriormente divididos em 2 aliquotas
de 10ul de sémen, uma aliquota usada para fazer o Teste hiposmotico (host) a esta foi
adicionada 1 ml de solucéo hiposmotica de 150mOsmol/I feita no laboratério (0,735g de citrato
de sddio, 1,351g de frutose em 100ml de agua, e colocada na estufa por 30 minutos e
posteriormente analisada em microscopio 6tico. E a outra aliquota usada para analise no
software CASA®, foi usada 10l de sémen e acrescida de 90ul de leite desnatado UHT (1:9) e

analisado imediatamente.
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A refrigeracdo é uma etapa que quando efetuada de modo inadequado, causa choque

térmico que induz a ocorréncia de danos parcialmente irreversiveis ao espermatozoide,

caracterizados por padrfes anormais de movimento (circular ou retrégado), perda rapida da

motilidade, lesdes no acrossoma, danos a membrana plasmatica, reducdo da atividade

metabolica e perda dos componentes intracelulares (GRAHAM, 1996). Muitos desses defeitos

sdo decorrentes de alteragdes da membrana plasméatica a medida que os espermatozoéides

evoluem nas transicGes de fase, do estado liquido cristalino para o estado de gel e durante a

refrigeracao.

Tabela 5 —Avaliacdo macroscopica dos carneiros utilizados.

Carneiros Aspecto Cor Volume
378 Leitoso Marfim 1,5ml
353 Leitoso Marfim 1ml
363 Leitoso Marfim 1ml
364 Leitoso Marfim 1ml
Fonte: Autora, 2017
Tabela 6 - Avaliacdo microscopica dos carneiros utilizados.
Carneiros Motilidade Vigor Turbilhdo
378 70% 2 +++
353 65% 2 ++
363 75% 3 +++
364 70% 3 +++

Fonte: Autora, 2017

As quatro amostras controle (somente com TRIS) analisadas no CASA® tiveram uma

grande variancia de valores.
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Tabela 7 - Controle

Amostras  Concentracdo Imoveis Motilidade  Motilidade  Motilidade Motilidade

Média [%6] Total [%] Répida Lenta Local
(Sptz/ml)
1 1330x 10° 91.22 8.78 2.39 3.72 2.66
2 743x 10° 26.94 73.06 7.75 58.67 6.64
3 737x10° 89.93 10.07 0.37 2.99 6.72
4 591x10° 60.94 39.16 17.47 6.63 10.24

Fonte: Autora, 2017.

A queda de temperatura de 20°C até 5°C é o momento onde ocorre 0 maior impacto e
ocorre um estresse inicial (SQUIRES et al., 1999), devido a mudanca de fase da membrana
plasmaética, e essa alteracdo de fase dificulta a permeabilidade dos crioprotetores no meio
(GRAHAM, 1996; MEDEIROS, 2002). Fator que pode ter contribuido para esta grande
variabilidade de valores nas amostras.

Segundo os padrdes do CBRA (1998) o sémen ovino descongelado é considerado apto
se a amostra contiver no minimo 40% de motilidade espermatica, por este motivo observa-se
que a motilidade do sémen criopreservado em TRIS, nédo apresentou viabilidade em duas das
quatros amostras. Resultados superiores em relacdo ao TRIS foram encontrados por Carvalho
et al. (2008) quando compararam a diluicdo e a criopreservacdo do sémen ovino com TRIS-
Gema (TG), Leite-Gema (LG) e TRIS-Gema- Leite (TGL), e observaram que o diluente TG
mostrou motilidade progressiva (46,5%) superior aos diluentes LG (26,1%) e TGL (32,1%)
apos a descongelacéo.

Segundo Oliveira et al. (2009) o meio a base de TRIS promove maior protecdo quanto
as crioinjdrias em espermatozoides, devido a maior quantidade de Gema de Ovo. Este fato foi
confirmado por Cavalcante (2008), quando comparando o sémen ovino criopreservado em
TRIS e em 4gua de coco em p6 (ACP-102), observou que apds a descongelacdo o percentual
de espermatozdides moveis foi de 62,8% e 40,3%, respectivamente.

Segundo Valente et al. (2007) o sémen ovino diluido com 4,4% TRIS + 7% GL + 16,2%
Gema de Ovo (EZN) e com 2,7% TRIS + 3% GL + 5% Gema de Ovo + 3,8% Trealose (Aisen),
apresentou motilidade individual ap6s a descongelacéo de 46,5% e 38,8%, afirmando que a
maior percentagem de TRIS presente no diluente EZN permite uma melhor capacidade
fertilizante dos espermatozdéides apos a descongelago.

As amostras com os tratamentos 1 com 2mMol e tratamento 2 de 4mMol de melatonina

manipulada, analisadas no CASA®, obtiveram grande variabilidade entre as amostras.



Tabela 8 — Analise do CASA® tratamento 1 2umOL

Amostra  Concentracéo Iméveis Motilidade  Motilidade  Motilidade  Motilidade

S Média [%6] Total [%0] Rapida Lenta Local
(SPTZ/mI)
1 1160x10° 51.08 48.92 1.49 14.08 33.34
2 1960x10° 86.62 13.38 5.42 1.27 6.33
3 1294x10°  90.45 9.55 1.43 2.63 4.77

Fonte: Autora, 2017.

Tabela 9 - Analise do CASA® tratamento 2 4umOL

Amostras Concentragdo Imoveis Motilidade Motilidade Motilidade Motilidade

Média [%%6] Total [%] Rapida Lenta Local
(SPTZ/ml)
1 6633x10° 62.80 37.20 5.59 17.02 14.45
2 6593x10° 77.69 22.31 0.75 8.26 13.30

Fonte: Autora, 2017.

40

Diversas literaturas descrevem que o processo de congelacdo e descongelacdo do sémen

provoca alteracGes estruturais, bioquimicas e funcionais (Watson, 1995; Holt, 2000; Salomon

e Maxwell, 2000), resultando numa redugdo da motilidade, vitalidade e viabilidade,
independentemente dos diluidores utilizados (BARBAS et al., 2000; AISEN, 2001;

VALLERIOTE et al., 2005).

Mesmo sendo uma avaliacdo objetiva, o sistema CASA® apresenta variagdo nos

resultados entre 11 e 23%, o que pode ser atribuida a fatores como preparacdo da amostra

incluindo técnica de fixacgéo e técnica de coloracdo, bem como fatores como correta iluminacao,

foco, aumento, sistema de classificacao, interpretacdo e experiéncia do profissional (HIRAI et

al., 2001; VERSTEGEN et al., 2002).
Nos resultados do teste Hiposmotico, houve grande variabilidade entre valores e

amostras observadas no presente experimento.
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Tabela 10 - Resultado do hiposmotico

TESTE HIPOSMOTICO %

CONTROLE ENROLADOS RETOS
AMOSTRA 1 30 70
AMOSTRA2 8 92
AMOSTRA 3 8 92
AMOSTRA 4 34 66
TRATAMENTO 1 (2uMol)

AMOSTRA 1 19 81
AMOSTRA 2 16 84
AMOSTRA 3 10 90
TRATAMENTO 2 (4pMol)

AMOSTRA 1 24 76
AMOSTRA 2 8 92

Fonte: Autora, 2017

Segundo Cavalcante (2014) o qual avaliou o diluente ACP102c (agua de coco em po)
na criopreservacdo do sémen ovino em comparagdo com o diluidor TRIS GLICOSE GEMA,
os resultados obtidos foram, que a criopreservacdo também reduziu o percentual de
espermatozdides reativos ao teste hiposmotico (HOST) nos diluidores seminais utilizados
guando comparados ao sémen fresco. O diluidor ACP102c conferiu menor protecdo aos
espermatozéides ovinos contra danos do congelamento quando comparado ao TRIS, mas o
aprimoramento de sua formulacdo e protocolos mais adequados de congelacdo poderdo torna-

lo uma alternativa na congelacdo do sémen ovino.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

E possivel observar que as células espermaticas ovinas submetidas a procedimentos de
criopreservacao, considerando-se sua maior sensibilidade ao processamento, apresentam
alteracdes funcionais.

Igualmente, observa-se que a adicdo de antioxidantes que sejam capazes de minimizar
0s danos as celulas espermaticas durante a refrigeracdo e congelacdo € um procedimento
complexo, devido a varia¢do nas caracteristicas antioxidantes do ejaculado, entre reprodutores
ou mesmo entre diferentes ejaculados de um mesmo carneiro, no qual a adi¢cdo da melatonina
manipulada ao meio diluente veio a mostrar significancia, pois ndo ha relato de publicactes

referente ao mesmo, tendo somente como referéncia a melatonina da Sigma®.
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