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RESUMO

Em baixas temperaturas o uso de diluentes € essencial para a preservacdo dos
espermatozoides. No entanto, a concentracdo de alguns diluentes ou até mesmo a forma
de serem inseridos juntos ao sémen podem ter seu poder crioprotetor reduzido. Com o
intuito de avaliar a qualidade do sémen de ovino com TRIS-gema de ovo-glicerol,
foram utilizados os ejaculados de 3 reprodutores ovinos. Foi ainda comparado a
qualidade do sémen fresco e descongelado com outro tratamento em Two step. Foram
utilizados trés reprodutores ovinos. O sémen foi separado em duas aliquotas iguais e
diluidas nos tratamentos One step (T1) e Two step (T2), em seguida avaliados, e
posteriormente submetidos a uma curva de refrigeracdo. No tratamento T2, apds a
curva, era realizada a glicerolizacdo, sendo aplicada TRIS + 20% de gema de ovo +
14% glicerol divida em 3 fracdes com intervalos de 10min cada. As amostras eram
envasadas e congeladas, a temperatura de aproximadamente -196°C. Ap06s 15 minutos
foram descongeladas e feita a ultima avaliacdo. As variaveis foram submetidas ao teste
T pareado de comparacdo de pares de médias. O nivel de significancia estatistica foi
estabelecido em P <0,05. Os resultados foram apresentados como media e desvio
padrdo. Demonstrou-se que a congelacdo em One Step manteve 0s parametros de
qualidade seminal, quanto a motilidade total e a motilidade progressiva, comparada a
congelacdo em Two step, nas avaliagdes do sémen fresco e descongelado. Em
conclusdo, nossos resultados demonstraram que a congelacdo em One step pode ser
efetuada no lugar da congelacdo em Two step quando consideramos somente a
motilidade total e motilidade progressiva dos espermatozoides.

Palavras-chave: Glicerol, motilidade total, motilidade progressiva, congelamento.
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I.  DESCRIGAO DO LOCAL DE ESTAGIO

O estagio supervisionado de conclusdo do curso de Zootecnia da Universidade
Federal do Ceara (UFC) foi realizado no Nucleo Integrado de Biotecnologia (NIB)
pertencente a Faculdade de Veterinaria (FAVET), da Universidade Estadual do Ceara,
no periodo de agosto a novembro de 2015, tendo como orientadora técnica a professora
Dra. Lucia Daniel Machado da Silva.

O NIB é composto por trés laboratdrios, o Laboratério de Reprodugdo de
Carnivoros (LRC), o Laboratério de Tecnologia do Sémen de Caprinos e Ovinos
(LTSCO) e o Laboratério de Biotecnologia da Reproducéo de Peixes (LBRP).

O nucleo possui infraestrutura para atender a pesquisas na area de reproducao
animal, composto por: sala de cirurgia, no qual sdo realizadas castragbes para
experimentos; sala de ultrassonografia, sendo 0s servicos de exames de imagem
disponibilizados para a comunidade, como também usados para avaliacbes em
experimentos; sala de estudos com computadores, permitindo 0 acesso a internet;
banheiros, tanto masculino quanto feminino; laboratério integrado, no qual era divido
entre os trés laboratdrios; almoxarifados para armazenamento de materiais, cada
laboratério com o préoprio almoxarifado; sala de pesagem de reagentes; sala do CASA,
no qual armazena um computador com um programa de andlises de Ssémen
computadorizada, CASA (Sperm Class AnalyzerTM, Microptics, S.L. Version 3.2.0,
Barcelona, Spain) e botijoes de nitrogénio; e sala de limpeza de materiais, com pias,
estufa e autoclave, para limpeza e descontaminacdo dos materiais utilizados em
experimento. Na area externa um espagco com tanques e duas piscinas para 0S peixes,

um gatil e oito baias que comportavam os ovinos e caprinos de forma individual.



1. DESCRICAO DAS ATIVIDADES

Durante o periodo de estagio supervisionado obrigatorio acompanhei a rotina
diaria do Nucleo Integrado de Biotecnologia, participando de experimentos, reunides e
discussdes dos laboratérios, vivenciando o aprendizado em diferentes areas da
reproducéo.

1. RECUPERACAO DE ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMARIOS

A recuperacdo de espermatozoides epididiméarios de gatos domésticos foi
realizada durante experimento de iniciacgdo cientifica da aluna Bianca Nunes Caldini, do
LRC, através da técnica de flutuacdo (Figura 1). A recuperacdo de espermatozoides
epididimarios por flutuacdo consiste na realizacdo da orquiectomia do animal, obtendo o
complexo testiculo-epididimo, isolamento do epididimo, infiltragdo do diluidor no
epididimo no intuito de que os espermatozoides migrem para 0 meio de diluigdo e
facilite sua recuperacdo, fragmentacdo do epididimo e recuperacdo dos

espermatozoides.

Figura 1: Passo a passo da técnica de flutuacdo em gatos domésticos

Figura x — Recuperagdo de espermatozoides de gatos domésticos através da técnica da flutuagdo. A:
orquiectomia em gato domestico; B: complexo testiculo-epididimo; C: lavagem do complexo testiculo-
epididimo em solucdo salina a 0,9%; D: dissecacdo do epididimo em placa de Petri; E: epididimo
dissecado; F: epididimo fragmentado em contato com o diluidor.

Fonte: David Baruc (2015)



Figura 2: Epididimo de gato doméstico ap6s dissecagao

Fonte: Arquivo pessoal (2015)

2. AULAS DE FISIOLOGIAE REPRODUC}AO ANIMAL

A professora Dra. Lucia Daniel Machado da Silva promoveu aulas de fisiologia
e de reproducdo de cées e gatos, ministradas pelos seus orientados da pos-graduagao.
Participei da aula de endocrinologia de caes e gatos ministrada pela prof® Dra. Ticiana
Franco Pereira da Silva (Figura 3) e da aula de reproducdo de gatos ministrada pela
Dra. Mirley Barbosa Souza. Também participei de uma aula de Cinotecnia, no qual o
assunto era: “treinamento de cdes-guia” com a turma de Medicina Veterinaria,

ministrada pela prof® Dra. Ticiana Franco.

Figura 3: Revisdo da aula de endocrinologia no quadro
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Fonte: Arquivo pessoal (2015)



3. DESPESCA DOS TAMBAQUIS
Foi realizada uma despesca e lavagem de tanque de tambaquis na
Universidade Federal do Ceara (UFC) (Figura 4), com a orientacdo da professora

Dra. Carminda Sandra Brito Salmito-Vanderley orientadora do LBRP.

Figura 4: Limpeza e despescas do tanque de tambaquis ha UFC

Fonte:

Arquivo pessoal (2015)

4. COLETAS E ANALISES DE SEMEN DE OVINOS E CAPRINOS

No LTSCO, local no qual foi realizado o experimento “Criopreservacao de
sémen ovino em One step”, foram realizadas coletas do sémen de caprinos e ovinos,

com auxilio de vagina artificial, analise macroscopica (volume, cor e aspecto) e



microscopica (turbilnonamento, vigor, viabilidade, motilidade total e progressiva) do

sémen, refrigeracdo e congelacdo do sémen de ovinos. (figura 5)

Figura 5: Coleta de caprino utilizando a vagina artificial

»

Fonte: Arquivo pessoal (2015)

5. ANALISE DE LAMINAS DE PROSTATAS CANINAS

Foram realizadas analises das laminas de préstata canina, elaborada pela

professora Carla Renata Figueiredo Gadelha (Figura 6), com auxilio da professora

Janaina Serra Azul Monteiro Evangelista do Laboratério de Histologia de Efeitos

Causados por Veneno de Serpentes e Plantas (HISTOVESP), no qual foram feitas as

identificacGes das alteragdes histoldgicas do tecido prostatico canino.

Figura 6: Hiperplasia prostatica epitelial




Fonte: Carla Renata Figueiredo Gadelha (2008)

1. CRIOPRESERVACAO DE SEMEN OVINO EM ONE STEP

1. INTRODUCAO

O desenvolvimento, aprimoramento e uso de biotecnologias aplicadas a
reproducdo animal sdo, atualmente, indispensdveis para o aumento da eficiéncia
reprodutiva dos rebanhos (VISINTIN et al., 2008), aléem de poderem preservar o
material genético de uma dada espécie, evitando, por exemplo, um possivel
desaparecimento da mesma.

Uma biotécnica bastante estudada é a congelacdo do sémen animal. O advento
do sémen congelado trouxe uma nova dimensdo para a inseminagdo artificial,
possibilitando, de forma maximizada, o melhoramento genético dos rebanhos, pela
capacidade de aumentar a progénie por macho e em diversos lugares simultaneamente
(LEBOEUF et al., 1998).

Nos ultimos 50 anos, desde o primeiro relato mundial de congelacdo do sémen
ovino (ARAUJO, 1955), os investimentos nessa tecnologia tém sido grandiosos, porém
a solucdo ideal para o uso do sémen congelado nessa espécie ainda nao foi obtida e nem
se popularizou com resultados reproduziveis (MORAES, 2003).

Os baixos indices de fertilidade das fémeas inseminadas com sémen congelado
podem ser melhorados com 0s avangos positivos alcancados na técnica de inseminacao
artificial e, principalmente, com as melhorias que ainda podem ser implementadas nos
protocolos e diluidores de preservacdo de sémen (AISEN et al., 2005; CSEH et al.,
2012).

Em geral, o diluidor de congelacdo adequado deve ter uma pressdao osmatica
compativel com a do sémen; balanco apropriado de elementos minerais; combinagédo
equilibrada de nutrientes para o fornecimento de energia e manutencdo da motilidade
espermatica; neutralizacdo de produtos toxicos produzidos pelos espermatozoides e
equilibrio do pH do meio; protecdo contra mudancas de temperatura, especialmente

contra o frio; estabilizagdo dos sistemas enzimaticos e integridade das membranas



conferida por macromoléculas que as estabilizardo e minimizardo o extravasamento de
ions e enzimas (AMANN & PICKET, 1987).

Agentes crioprotetores sdo essenciais para a criopreservacdo de quase todos 0s
sistemas biologicos (FAHY, 1986). Esses agentes devem ser adicionados aos diluidores
seminais para possibilitarem a sobrevivéncia dos espermatozoides durante o processo de
congelacdo e descongelacdo (AMANN & PICKET, 1987). Entre os crioprotetores
espermaticos penetrantes, o glicerol (GL) é o mais utilizado, desde a demonstracéo da
sua eficacia (SMITH & POLGE et al., 1950), reduzindo a temperatura de congelacéo do
meio intracelular (HAMMERSTEDT et al., 1990), prevenindo a formacao de cristais de
gelo. Também aumenta o volume de canais de solventes descongelados e dilui as altas
concentragOes de sais (SQUIRES et al., 1999). Apesar de o GL ser o mais utilizado, ja
foram percebidos efeitos deletérios no sémen que incluem estresse osmotico, mudancas
na organizacdo, fluidez e permeabilidade da membrana plasmatica, assim como
desorganizacdo da sua composicdo lipidica (WATSON, 1995). Devido a esses efeitos
negativos, alguns estudos tém dado preferéncia a adicdo do GL somente ap6s o
resfriamento do sémen a temperatura de 4°C (FISER & FAIRFULL, 1989).



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. O SEMEN OVINO

O sémen é composto por duas fracdes distintas: o plasma seminal e o0s
espermatozoides, que nos ovinos correspondem a cerca de 30% do volume total, e pode
ser utilizado nas biotécnicas da reproducdo, in natura, resfriado ou congelado
(GONCALVES et al., 2008). A qualidade seminal estd relacionada a avaliagdo das
caracteristicas quantitativas e qualitativas (IBRAHIM, 1997).

2.2. AVALIACAO ESPERMATICA CONVENCIONAL

Os exames androldgicos séo realizados segundo os critérios preconizados pelo
Manual de Exame Androldgico e Avaliacdo de Sémen Animal do Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal (CBRA, 2013). Os ejaculados dos animais s&o submetidos a
avaliacdo fisica e morfoldgica, utilizando os seguintes parametros: turbilnonamento,
motilidade espermatica retilinea progressiva (0-100%), vigor espermatico (0-5) e

concentracdo espermatica (milhdes espermatozoides/mL) (CBRA, 2013).

Quadro 1 - Valores preconizados pelo CBRA (2013) para analise do sémen ovino

Caracteristicas Valores

Volume (vagina artificial) 0,5-3ml

Cor branca ou amarelo-marfim
Odor “sui generis”
Movimento de massa >3

Motilidade espermaética > 80%

Vigor >3

Concentragdo espermatica 1-3x10%ml

N° total de espermatozoides/ ejaculado 3-5x10°
Espermatozoides morfologicamente normais > 80%

Fonte: CBRA (2013)



2.2.1. Volume

O volume do ejaculado de um ovino pode ser variavel. O clima, a idade do
animal ou até mesmo o0s equipamentos utilizados para a coleta do sémen podem alterar
o0 volume, além da repetitividade de coletas em um espaco curto de tempo. O volume do
ejaculado pode variar de 0,5-2,0 mL em carneiros adultos e de 0,5-0,7 mL em ovinos
jovens (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

2.2.2. Turbilhonamento

E o tipo de movimento resultante da interacio entre 0 movimento individual e a
concentracdo espermatica; os espermatozoides se deslocam com movimentos vigorosos
formando ondas. Pessoas com visdo acurada podem observar 0 movimento das ondas
através do tubo de coleta, mas uma avaliacdo precisa s6 pode ser realizada com o uso de
microscopio (SILVA, 2010).

2.2.3. Motilidade espermaética

A motilidade espermatica é estimada de forma subjetiva, sendo analisada sob
microscopia Optica, com uma gota do sémen entre lamina e laminula, estimando-se sua
porcentagem visualmente. No entanto, é a técnica mais utilizada na rotina laboratorial e
continua tendo grande valor, principalmente para diferenciar sémen de baixa e alta
qualidade (ARRUDA et al., 2011).

A motilidade total do sémen é o resultado do ndmero em percentagem de
espermatozoides moveis e progressivos mais 0 numero de espermatozoides moveis ndo
progressivos.

A motilidade progressiva trata do ndmero de espermatozoides moveis
ativamente e com direcdo linear, em percentagem, independentemente da velocidade
(CONTROLLAB, 2012).

A motilidade ndo progressiva refere-se ao nimero de espermatozoides maéveis

n&do progressivos, ou seja, nadam em pequenos circulos (CONTROLLAB, 2012).



2.2.4. Concentracdo espermatica

A concentracdo espermatica tem bastante importancia sobre a concepcdo das
ovelhas (LIMA, 2008). A concentracdo espermatica representa o numero de
espermatozoide por milimetro cubico (mms3) ou centimetro cubico (cm3), podendo ser
mensurada com o auxilio do hemocitdmetro ou Camara de Neubauer (HAFEZ &
HAFEZ, 2004).

2.2.5. Viabilidade

A viabilidade espermatica é outra variavel importante para se obter maiores
taxas de fertilizacdo (CHANDLER et al., 1988). A viabilidade espermaética € avaliada
através da técnica de coloragdo, (DOTT E FOSTER, 1972) onde os espermatozoides
que possuem integridade de membrana, ndo sdo corados (viaveis) e 0s que ndo
possuem, permitem a entrada do corante no citoplasma (ndo viaveis). Dentre os corantes
utilizados podemos citar, além da eosina nigrosina, o azul de tripan, o Giemsa e o azul
de bromofenol (CHEMINEAU et al., 1991; DERIVAUX, 1980).

2.2.6. Morfologia

De forma geral, as caracteristicas morfoldgicas espermaticas sdo analisadas
usualmente utilizando-se esfregacos corados (corantes: Wright, Rosa de Bengala,
Giemsa e eosina-nigrosina, Karras e outros). Como o espermatozoide € uma célula
translicida sua visualizacdo sob microscopia éptica comum ndo € muito nitida para
avaliacdo do contorno celular, por isso, quando se dispde somente de microscopia
Optica comum deve-se fazer uso da técnica de esfregaco corado (JOHNSON et al.,
1997). Apos a lamina ser confeccionada faz-se a contagem das anormalidades, caso seja
alta, ou muito da mesma anormalidade, pode reduzir a fertilidade (HOWARD E PACE,
1988).

2.3. DILUENTES SEMINAIS



Os diluentes devem proporcionar nutrientes como fonte de energia, o
tamponamento de pH e também o aumento do volume do ejaculado, a fim de obter
maltiplas doses para inseminar (AISEN, 2008). Um diluidor apropriado, em geral deve
apresentar as seguintes caracteristicas: ser atoxico para 0s espermatozoides, ser de baixo
custo e facil de preparar, ter pressdo osmotica compativel, balango mineral apropriado,
combinacdo ajustada de nutrientes, capacidade de neutralizar produtos toxicos
originados do metabolismo espermaético, proteger contra os danos causados por acéo das
mudancas de temperatura, bem como proporcionar a estabilidade dos sistemas
enzimaticos e a integridade da membrana plasmatica (PICKET E AMANN, 1987).

2.3.1. TRIS (Tris-hidroximetil-aminometano)

Um dos principais componente dos diluentes de sémen ovino utilizados
rotineiramente, que atua como tampdo iénico bipolar em pH entre 7,0 e 9,0. Ele é uma
substancia solivel em &gua, disponivel comercialmente em um alto grau de pureza na
forma de cristais (CHOE et al., 2006; DORADO et al., 2007).

Rodrigues (1997) reportou que o TRIS ndo apenas apresenta atividade
tamponante, mas também atua na reducdo do metabolismo da Frutose pela célula
espermatica, contribuindo assim para a preservacao de sua energia. O TRIS tem sido o
meio mais comumente utilizado na criopreservacdo de espermatozoides ovinos
(SALAMON, 2000; MAXWELL, 1996).

2.3.2. Gema de ovo

A gema de ovo, assim como leite, é considerada um crioprotetor externo e
segundo Azeredo et al. (2001) associado com o TRIS, o TRIS-Gema de ovo, produz
altas taxas de fertilidade pos-descongelacéo. E importante salientar que a Gema de Ovo
também tem propriedades termoprotetoras, protegendo a membrana plasmatica e
restaurando os fosfolipidios perdidos durante o choque térmico oriundo da mudanca de
temperatura que ocorre durante o resfriamento inicial do sémen. Acredita-se que essa
protecdo possa ser devido a presenca de uma lipoproteina chamada Fosfatidilcolina.
Durante o choque térmico, estas lipoproteinas interagem com a estrutura lipidica da

membrana plasmatica das células espermaticas e propiciam a protecdo (BOUCHARD et



al., 1990). E importante também salientar que devem ser adicionados inibidores do
crescimento microbiano, quando a gema de ovo € associada ao TRIS.

As adicGes de Frutose, de Lactose e da prdopria Gema do Ovo tém a funcgéo de
nutrir os espermatozoides (SALVIANO E SOUZA, 2008). O efeito dos diluentes,
TRIS-Gema (TG), Leite-Gema (LG) e TRIS-Gema-Leite (TGL) sobre a diluicdo e a
criopreservacgdo de sémen ovino, sendo assim observado que o diluente TG mostrou
motilidade progressiva (46,5%) superior aos diluentes LG (26,1%) e TGL (32,1%) ap0s
a descongelacdo (Carvalho et al., 2008). Apesar de seus efeitos benéficos, a Gema de
Ovo apresenta um inconveniente, que é a possibilidade de transmissdo de doencas
(SILVA et all., 2002).

2.3.3. Glicerol

O glicerol (GL), assim como o Dimetil-Sulfoxido (DMSO), Dimetil-Formamida,
o Etilenoglicol (EG), o Propanodiol (PRHO), sdo considerados criopretores
intracelulares, por serem pequenas moléculas que penetram facilmente nas membranas
celulares (KULESHOVA et al.,, 1999; HOLT, 2000). O agente crioprotetor mais
utilizado é o GL, sua protecdo se deve as propriedades coligativas e a unido com as
moléculas de agua. O periodo de equilibrio que ocorre durante o resfriamento permite
que o GL penetre na célula e estabeleca um equilibrio entre as concentracfes intra e
extracelulares (SALAMON; MAXWELL, 2000).

Entretanto, seu efeito toxico tem sido relatado para o sémen equino, bovino e
ovino, conforme a concentracdo (ALVARENGA et al., 2000). Na préatica, diversos
crioprotetores vém sendo adaptados e estudados para um melhor resultado
(DOBRINSKY, 2002).

2.4. REFRIGERACAO SEMINAL

A refrigeracdo do sémen ovino diluido é utilizada como principal método de
armazenamento, sendo caracterizada pela redugdo da temperatura que originalmente
encontra-se em torno de 37°C para temperaturas proximas a zero grau Celsius. Nesse
periodo o espermatozoide sofre inibicdo reversivel de seu metabolismo (CAMARA &
GUERRA, 2011). Para promover essa queda na temperatura, pode-se utilizar
equipamentos convencionais (refrigerador, garrafas térmicas ou caixas isotérmicas com

gelo), ou ainda, equipamentos automatizados. No uso de caixas isotérmicas com gelo ou



agua gelada, as palhetas devem ser protegidas com algodao hidrofébico para evitar o
choque térmico devido ao contato direto com o gelo (CORANDIN, 2011), O algodao
hidrofébico também tem a funcdo de vedar a palheta, para que evite da dgua entrar em
contato com 0 sémen e assim matar os espermatozoides.

A refrigeracdo do sémen, de 30°C a 0°C realizada de forma abrupta, pode
ocasionar um estresse letal a algumas células, caracterizado como choque térmico
(WATSON, 2000). Uma queda de temperatura lenta também promove tensdo na
membrana celular (WATSON, 2000), assim para evitar os dois extremos deve-se a
curva de refrigeracédo ser padronizada e monitorada.

Véarios métodos podem ser utilizados para promover essa queda de temperatura,
sejam eles automaticos ou manuais, a curva de queda da temperatura deve ser
promovida de maneira constante e homogénea, evitando variacdes bruscas que
culminam em choque térmico e reducdo da viabilidade espermatica (WATSON, 2000;
MEDEIROS et al., 2002).

2.5. CONGELACAO SEMINAL

A suspensdo no vapor de nitrogénio liquido, com posterior imersdo no liquido
para o congelamento do sémen, nesse caso, 0 que determina a velocidade da queda da
temperatura € a distancia com o nitrogénio liquido e o tamanho das palhetas
(LEBOEUF et al., 2000). A curva de queda de temperatura ideal para o congelamento é
uma parabola, conseguida com uma distancia de 4-6 centimetros entre as palhetas e o
nitrogénio liquido (SALAMON & MAXWELL 2000). A temperatura entre -5°C e -
50°C ¢ definida como um ponto critico, pois nessa temperatura a taxa de congelamento
determina se a célula permanece em equilibrio com seu meio extracelular ou torna
progressivamente super congelada, elevando a possibilidade de desidratacdo e formacao
de gelo intracelular (KUMAR et al., 2003).

2.6. DESCONGELAMENTO SEMINAL

A fim de melhorar os indices de fertilidade, varios sistemas de descongelamento
foram elucidados. O descongelamento em altas temperaturas (60-75°C) é semelhante a

38-42°C, quanto a motilidade, integridade de acrossoma e fertilidade dos



espermatozoides (SALAMON & MAXWELL, 2000). Porém, segundo LEBOEUF et al.
(2000), a fase de aquecimento é tdo importante para a sobrevivéncia dos
espermatozoides quanto o processo de congelamento, 0s espermatozoides que
sobreviveram a temperatura de -196°C sdo submetidos ao aguecimento e atravessam
novamente a zona critica de -15°C a -60°C (SALAMON & MAXWELL, 2000).

Um método simples e comumente utilizado para o descongelamento de sémen €
utilizando 4gua em banho maria na temperatura de 37°C, de 20 a 30 segundos (COYAN
etal., 2011; MOUSTACAS et al., 2011).



3. OBJETIVO

3.1. GERAL
Avaliar a influencia do diluidor TRIS-gema de ovo-glicerol, na qualidade do

sémen ovino congelado, a partir da diluigéo inicial em One step.

3.2. ESPECICIFO
- Avaliar o percentual de motilidade total e progressiva do sémen ovino

congelado com glicerol em One step;

- Comparar o sémen ovino fresco que serd submetido a congelacdo em One step
(T1) com sémen ovino fresco que serd submetido a congelagdo em Two step (T2);

- Comparar 0 sémen ovino descongelado que tera sido submetido a congelacao
em One step (T1) com sémen ovino descongelado que tera sido submetido a congelagéo

em Two step (T2);



4. MATERIAS E METODOS

4.1. LOCAL DO EXPERIMENTO
A pesquisa foi realizada no Laborat6rio de Tecnologia do Sémen Caprino e Ovino
(LTSCO) / Nucleo Integrado de Biotecnologia (NIB) do Programa de Pos-Graduacao
em Ciéncias Veterinarias (PPGCV) da Faculdade de Veterindria (FAVET) da
Universidade Estadual do Cear4 (UECE), localizado na cidade de Fortaleza (3° 43 02’
de latitude Sul e 38° 32’ 35"’ de longitude Oeste), estado do Ceara. O clima da regiéo,
de acordo com a classificacdo de Koppen, € AW, quente e tmido, com médias térmicas

variando entre 26 a 27°C, maximas de 30°C e minimas de 19°C.

4.2. PREPARACAO DOS DILUENTES

A todos os diluentes foram adicionados a agua destilada e o antibidtico
(gentamicina, Gentatec® Agro Veterinaria). Foram formulados utilizando-se o diluente
a base de TRIS (TRIS + Acido Citrico + Frutose), gema de ovo e o glicerol, obtendo-se

0s seguintes tratamentos (Figura 7, 8 e 9)

Figura 7: Mostrando os componentes do TRIS diluidor
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Fonte: Arquivo pessoal

Figura 8: Gema de ovo usada no diluidor

Fonte: Arquivo pessoal (2015)

~ Figura 9: Glicerol sengo introduzido no diluidor

Fonte: Arquivo pessoal (2015)

e Tratamento 1 (T1 — One step): TRIS + 20% de gema de ovo + 7%

glicerol

e Tratamento 2 (T2 — Two step): FA: TRIS + 20% de gema de ovo e FB:
TRIS + 20% de gema de ovo + 14% glicerol.

4.3. COLETAS, AVALIACAO E REFRIGERACAO DO SEMEN OVINO

Foram utilizados trés reprodutores ovinos, sendo dois animais da raga
Dorper e um da raga Santa Inés, de fertilidade comprovada e idade variando de 2 a 5



anos. Os animais pertencem ao LTSCO, que sdo mantidos sob manejo intensivo, sendo
alimentados com feno de Tifton (Cynodon sp.) e concentrado comercial com 18% de
proteina bruta, além de sal mineral e agua ad libitum.

Foram realizadas seis coletas, 0 sémen foi coletado com o auxilio de uma vagina
artificial especifica para ruminantes (Figura 10) e na presenca de uma fémea induzida

ao estro.

Figura 10: Vagina artificial )

Fonte: Arquivo pessoal (2015)

As amostras foram avaliadas macroscopicamente quanto ao volume, aspecto e
cor, em seguida mantidas em banho-maria a 37°C para as avaliagbes microscopicas do
turbilhonamento, vigor e do percentual de motilidade total e progressiva. Apds as
avaliacdes, o sémen aprovado, foi dividido em duas aliquotas iguais diluidas nos
tratamentos mostrados acima, obtendo-se a concentracdo final de 400x10°
espermatozoides/mL, em seguida, as amostras foram reavaliadas, agora com o diluidor,
e posteriormente submetidas a uma curva de refrigeracdo de 90 minutos, com um
decréscimo de 0,35°C/min em caixa térmica, sendo o término dessa refrigeracdo quando
a temperatura chegasse a 4°C (Figura 11). Ap6s a curva de refrigeracdo as amostras
foram acondicionadas em um refrigerador previamente estabilizado em 4°C por 2h. Nas



amostras do T2, ap6s a curva de refrigeracdo, foi realizada a glicerolizacdo, sendo

aplicada a FB divida em 3 fragdes com intervalos de 10min cada.

Figura 11: Caixa térmica com as amostras para a refrigeracao

1

Fonte: Arquivo pessoal (2015)

4.4. ENVASE, CONGELAMENTO DO SEMEN E DESCONGELAMENTO

Apos a refrigeracdo, as amostras foram envasadas em palhetas de espessura de
0,5mm, e colocadas em uma rampa de congelacdo a 4cm de altura do nitrogénio liquido
(N2), acondicionado dentro de um isopor. As palhetas ficaram por 15min no vapor de
N, e depois foram submersas no nitrogénio liquido, com temperatura de
aproximadamente -196°C.

O descongelamento das amostras foi realizado em duplicatas, onde as palhetas
eram mantidas em banho-maria a 37°C por 30 segundos, em seguida rediluidas em tris-
base acondicionados em tubos eppendorfs, mantidas em repouso por 5 minutos, e

posteriormente avaliadas.

4.5. AVALIACAO SEMINAL

As amostras foram avaliadas ap6s a diluicdo nos tratamentos (fresco) e apds
descongelagéo.

Os parametros de motilidade total e progressiva do sémen foram analisados de
forma subjetiva utilizando o microscépio 6tico binocular com aumento de 40 vezes.

Para a andlise, aliquotas de 10uL do sémen diluido foram rediluidas em tris-base



mantidos em banho-maria (37°C) e colocadas em laminas de microscopia e cobertas

com laminulas, ambas preaquecidas a 37°C.

4.6. ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software Systat 12 for
Windows, 2007. As varidveis foram submetidas ao teste T pareado de comparacdo de pares
de médias. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em P <0,05. Os resultados

foram apresentados como média e desvio padrdo.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, o sémen foi diluido nos tratamentos T1 e T2, refrigerado
até a temperatura de 4°C, congelado com a temperatura de -196°C, descongelado,
tornando a temperatura de 37°C e avaliado o percentual dos parametros de motilidade
total e motilidade progressiva. Os resultados demonstraram que a congelacdo em One
Step manteve os parametros de qualidade seminal, quanto a motilidade total e a
motilidade progressiva, comparada a congelagédo em Two step, nas avalia¢cdes do sémen

fresco e descongelado (tabela 1).

Tabela 1 — Média e desvio padréao do percentual de motilidade total (MT) e
progressiva (MP) de sémen ovino fresco e descongelado diluidos nos tratamentos
TleT2

Tempo Tratamento MT (%) MP (%)
Fresco T1 9 £0 86 + 0,05
T2 89 +2 86 £ 0,05
T1 44 +8 36 £ 0,09

Descongelado T2 40 £ 9 34 0,08

T1: One step e T2: Two step

A motilidade espermatica € uma importante caracteristica seminal para avaliar o
potencial de fertilidade de espermatozoides. Varios estudos sugerem evidéncias entre 0s
parametros de motilidade e a fertilidade (KJAESTAD et al., 1993; BAILEY et al.,
1994; STALHAMMAR et al., 1994 e JANUSKAUSKAS et al., 2003).

Os resultados da motilidade tanto a fresco quanto descongelado foram
considerados satisfatorios quando comparados aos de Monreal et al. (2012), que usou
dois tipos de diluentes, sendo um com a base de TRIS.

A motilidade em T1 e T2 superiores a 40% atendem aos padrdes de julgamento
de sémen de doadores, segundo o CBRA (1998), para uma possivel inseminacao
artificial.

O glicerol como crioprotetor € o mais empregado em congelacdo de sémen em
diferentes tipos de espécies (SILVA et a, 2003), mesmo ja sendo comprovada sua
toxicidade quando em altas concentracdes por diversos autores. Entretanto esse estudo
mostrou que a utilizacdo de 7% de glicerol para crioprotecao acrescido a gema de ovo e
tris apresentaram resultados bastante satisfatorios quando comparadas com os resultados

de motilidade total e progressiva pds-congelacdo no trabalho de Ferreira (2008).



6. CONCLUSAO

Em concluséo, nossos resultados demonstraram que a congelacdo em One step
manteve a qualidade dos parametros de motilidade total e progressiva do sémen
semelhante a congelacdo em Two step.

Com base nos resultados obtidos, sugere-se que a realizacdo da congelacdo em
One step pode ser uma alternativa aplicada como protocolo de congelagéo para sémen
ovino. No entanto, sugere-se a realizacdo de experimentos futuros com mais anélises do

sémen.
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