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RESUMO

SILVA, Jaciara Campos da, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2013.
Criopreservacao de sémen ovino com diferentes concentracoes espermaticas
associado ou nao com acido ascorbico. Orientador: Giovanni Ribeiro de Carvalho.
Coorientador: Alberto Lopes Gusmao.

Com o objetivo de maximizar a criopreservacdo de sémen ovino mantendo sua
capacidade fertilizante, trés carneiros da raca Dorper, em idade reprodutiva e com
excelentes caracteristicas espermaticas, foram submetidos a coletas seminais periddicas
e tiveram seu s€men criopreservado, avaliando a concentracao espermadtica e efeito de
antioxidante. O diluidor utilizado foi o Tris-gema associado ou ndo a 0,5 mg/mL de
acido ascorbico como antioxidante. Apds cada coleta, o s€émen foi distribuido em seis
grupos experimentais: Gl (grupo controle) - 80 x 10° espermatozoides sem
antioxidante; G2 - 40 x 10° sem antioxidante; G3 -20 x 10° sem antioxidante; G4 -
80 x 10° espermatozoides com antioxidante; G5 - 40 x 10° com antioxidante; e G6 -
20 x 10° com antioxidante. Ap6s as dilui¢oes, o sémen foi resfriado a 5 °C e submetido
a um tempo de equilibrio de duas horas, sendo envasado em palhetas de 0,25 mL
previamente identificadas e lacradas. As palhetas foram congeladas em vapor de
nitrogénio liquido durante 15 minutos e depois submersas no nitrogénio, sendo em
seguida armazenadas em botijdo criogénico. O sémen foi descongelado a 37 °C por
30 segundos e submetido aos testes in vitro: motilidade, vigor, morfologia espermatica,
integridade de membrana através da coloracdo eosina/nigrosina, teste hiposmético e

teste de termorresisténcia (TTR) a 37 °C, por trés horas. Cento e oitenta ovelhas
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mesticas tiveram estros induzidos e sincronizados com esponjas intravaginais
impregnadas com 60 mg de acetato de medroxiprogesterona por sete dias e com
aplicacdo de 300 UI de eCG e 0,125 mg de cloprostenol 24 horas antes da retirada das
esponjas. No oitavo dia de tratamento, as ovelhas receberam 300 UI de hCG. As
inseminagdes ocorreram 55 horas apds a retirada da progesterona, intra-uterinamente
via laparoscopia. O diagndstico de gestacdo, por ultrassonografia, foi realizado 40 dias
ap6s as inseminagdes. Na motilidade progressiva pds-descongelamento foi encontrada
diferenca (P<0,05) entre os grupos 4, com 67,8 £3,9, e o grupo 6, com 62,9 + 3,6. As
motilidades, na primeira hora do teste de termorresisténcia, diferenciaram (P<0,05)
entre os grupos 1 e 4, apresentando médias e desvio-padrao de 61,7 £ 6,2 e 66,5 + 3,7,
respectivamente, e entre os grupos4 e 6, com valores na ordem de 66,5+37 e
61,0 + 2,9, respectivamente. O vigor do s€men no pds-descongelamento e no TTR nado
sofreu alteracdo (P>0,05) entre os grupos, assim como os testes de integridade de
membrana. A reducdo da concentracdo espermadtica de 80 para 40 e 20 milhdes de
espermatozoides por dose inseminante nao alterou (P>0,05) a fertilidade in vivo. Nao
foram observadas alteragcdes significativas nos grupos suplementados com vitamina C
(p>0,05). Conclui-se que a inclusdo de 0,5 mg/mL de 4cido ascérbico ao meio diluente
nao melhorou as caracteristicas seminais nem a fertilidade do sémen criopreservado, e a
dose de 20 milhdes de espermatozoides totais foi efetiva para uso em IATF por

laparoscopia em ovelhas.

viil



ABSTRACT

SILVA, Jaciara Campos da, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2013.
Cryopreservation of ram semen with different sperm concentrations with or
without ascorbic acid. Adviser: Giovanni Ribeiro de Carvalho. Co-Adviser: Alberto
Lopes Gusmao.

Semen was collected at regular intervals from three Dorper rams in reproductive age
and with excellent sperm characteristics in order to maximize ram semen
cryopreservation while keeping their fertilizing ability. Their semen was cryopreserved
in medium based on Tris-yolk with different sperm concentrations, supplemented or not
with 2.5 mM vitamin C. Sperm concentration and antioxidant effect were evaluated.

After each collection, the semen was diluted and analyzed with that medium, and then
distributed along six experimental groups: G1 (control group) - 80 x 10° spermatozoa
without vitamin C; G2 - 40 xlO6 without vitamin C; G3 - 20 x 106 without Vitamin C;

G4 - 80 x 106 spermatozoa with vitamin C; G5 - 40 xlO6 with vitamin C; G6 - 20 x 106
with vitamin C. After dilutions, the semen was cooled to 5 °C, kept in a two-hour period
of equilibrium, and then stored in previously identified and sealed 0.25 mL pellets. The
pellets were frozen in liquid nitrogen vapor for 15 minutes, submerged in nitrogen, and
then stored in cryogenic cylinder. The doses of semen in the groups were thawed at
37°C for 30 seconds and subjected to in vitro tests: motility, vigor, morphology,
membrane integrity by staining eosin/nigrosin, hypoosmotic test and thermoresistance

test (TRT) at 37 °C for three hours. 180 crossbred ewes had their estrus induced and
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synchronized pharmacologically, using intravaginal sponges impregnated with 60 mg of
medroxyprogesterone acetate (Progespon®, Coopers, Brazil) for seven days and
applying 300 UI eCG (Sincroecg®, Ourofino, Brazil) and 0.125 mg of cloprostenol
(Ciosin®, Coopers, Brazil) 24 hours before sponge removal. On the eighth day of

treatment, the sheep received 300 UI hCG (Vetecor®, Hertape Calier, Brazil). The
intrauterine inseminations occurred by means of laparoscopy 55 hours after sponge
removal. 40 days after the inseminations, ultrasound examinations were performed to
attest to pregnancy. In post-thaw motility, there was a significant difference (p<0.05)
between group 4 (67.8 £ 3.9) and group 6 (62.9 £ 3.6). Motilities in the first hour of the
thermoresistance test differed statistically (p<0.05) between groups 1 and 4, with mean
and standard deviation of 61.7 + 6.2 and 66.5 + 3.7, respectively, and between groups 4
and 6 with values of the order of 66.5 + 3.7 and 61.0 + 2.9, respectively. Semen vigor in
post-thaw and TTR did not change significantly (p>0.05) among groups, and nor did the
membrane integrity tests. The reduction in sperm concentration from 80 to 40 and
20 million spermatozoa per insemination dose did not significantly change (p>0.05) in
vivo fertility. No significant changes were observed in the groups supplemented with
vitamin C (p> .05). It is concluded that the inclusion of 0.5 mg/ml ascorbic acid to the
diluent medium did not improve either the characteristics or the fertility of the
cryopreserved semen, and the dose of 20 million total spermatozoa was effective for use

in laparoscopic FTAI in sheep.
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1 INTRODUCAO

O Brasil conta com um efetivo de aproximadamente 17,6 milhdes de cabecas
ovinas, distribuidas por todo o territério nacional (IBGE, 2010). O aumento da demanda
pelo consumo da carne ovina no Brasil, aliado a baixa oferta nacional, vem estimulando
o desenvolvimento e fortalecimento da ovinocultura brasileira e incentivando um grande
nimero de pesquisadores a desenvolver e adaptar as nossas condi¢des de criagdo
técnicas que possibilitem um incremento na produtividade (GARCIA et al., 2000;
BARROS et al., 2003; BARROS et al., 2005; VIANA; SILVEIRA, 2009).

Ao longo das ultimas décadas, a produgdo de ovinos apresentou grandes
modificagdes nos diversos elos de sua cadeia produtiva, devido a uma expansao dos
mercados interno e externo. Explorados tradicionalmente de forma extensiva, os ovinos
tém aumentado substancialmente seu contingente populacional e sua qualidade genética,
sendo submetidos a um racional manejo sanitdrio, nutricional e reprodutivo, visando ao
aumento na produtividade do rebanho. Nesse contexto, as biotécnicas aplicadas a
reproducdo vém sendo utilizadas com bastante €xito pelos criadores.

A criopreservacdo de sémen dos animais domésticos contribuiu para a expansao
das biotécnicas, como a inseminacdo artificial (IA) e a fertilizacdo in vitro. E uma
importante técnica reprodutiva, tendo em vista que promove a conservacdo do
germoplasma masculino por tempo indeterminado. A inseminacdo artificial com sémen
criopreservado representa um mecanismo eficiente para promoc¢ao e difusdo de material

genético de excelente qualidade (HOLT, 2000a).



Apesar de a criopreservacao de sémen e a IA estarem consolidadas na espécie
bovina, em ovinos, caprinos, suinos e equinos existem dificuldades técnicas,
econOmicas e socioculturais que dificultam a utilizacdo dessas técnicas em larga escala.
Além da boa qualidade do sémen criopreservado, o sucesso da inseminagao depende
também dos fatores relacionados as fémeas e a IA propriamente dita (COTTORELLO;
HENRY, 2002; VISHWANATH, 2003).

A inseminagao artificial com sémen criopreservado é fundamental em qualquer
programa de melhoramento genético. Para isso, é essencial estar relacionada a altas
taxas de gestacdo, que podem ser limitadas pela técnica ou pela capacidade reprodutiva
dos animais. Nas ovelhas, as reduzidas taxas de gestacdo apds a A vaginal ou cervical
com sémen criopreservado sao muito baixas para um programa de acasalamento, sendo
entdo recomendada a inseminacao laparoscopica, que permite a deposicdo do sémen no
interior do utero, alcangando taxas de prenhez de 60 a 80% (LUZ et al., 2000).

O Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA) estabelece que uma dose
inseminante minima deve conter 40 milhdes de espermatozoides vidveis (HENRY,
NEVES, 1998). Contudo, por ser o sémen depositado intrauterinamente, na técnica de
inseminagdo laparoscopica em ovelhas, essa dose poderia ser menos concentrada, o
que aumentaria a produtividade de doses congeladas por ejaculado processado
(D'ALESSANDRO et al., 2001).

A concentracdo espermadtica da dose inseminante estd relacionada como um dos
fatores que interferem na fertilidade do sémen congelado. Mann (1964 apud LEAHY
et al., 2010) descreve o efeito dilui¢do com a perda de motilidade e viabilidade quando
os espermatozoides sdo altamente diluidos. Dilui¢do excessiva tem sido reportada
como causa de desestabilizacdo de membrana devido a remog¢do de fatores protetores
do plasma seminal, como agentes antioxidantes, interferindo na fertilidade p6s
inseminagao.

Nos dltimos anos, estudos realizados em diversas espécies de animais
domésticos t€m mostrado que espécies reativas ao oxigénio (ROS) sdo produzidas
durante o processo de congelamento/descongelamento, o que submete as células
espermaticas a danos oxidativos, afetando negativamente o metabolismo energético das
células e a motilidade, viabilidade e integridade do DNA (SILVA MAIA et al., 2009). Os
sistemas de defesa antioxidantes do espermatozoide e do plasma seminal desempenham
papel importante na viabilidade espermatica. Quando o sémen ¢ lavado ou

simplesmente diluido para a criopreservagdo, ele reduz naturalmente suas defesas



antioxidativas (CAMARA; GUERRA, 2011). Por outro lado, o metabolismo dos
espermatozoides, em doses de sémen com altas concentracdes espermaticas, gera grande
quantidade de ROS. Todos esses fatores levam a estresse oxidativo e injdrias das células
espermaticas (SOARES; GUERRA, 2009; LEAHY et al., 2010). Assim, a adicdo de
agentes antioxidantes, como o 4cido ascorbico, em meios para criopreservacdo, pode
melhorar a fertilidade do s€men criopreservado.

Este estudo teve como objetivo avaliar a fertilidade in vitro e in vivo do sémen
ovino criopreservado com diferentes concentragdes espermadticas e na presenca do dcido

ascorbico como agente antioxidante.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Criopreservaciao do sémen: limites e possibilidades

Pesquisas tém sido realizadas ao longo dos anos (MILLER; HUNTER; 1986;
VALCARCEL et al., 1996;: MARTINS et al., 2003) em busca de melhor qualidade do
sémen ovino criopreservado, objetivando aumento nas taxas de gesta¢do e nascimento.
Esses estudos vao desde o pleno conhecimento e entendimento da célula espermatica e
seu funcionamento, até técnicas para maximizar a eficiéncia nos protocolos de
criopreservacao mantendo a fertilidade dessa célula.

A inseminacao artificial (IA) € uma das técnicas mais simples e de baixo custo
empregadas na reproducdo animal, a qual apresenta maior relevancia no melhoramento
genético. Este se dd no momento de selecao dos reprodutores de alto valor zootécnico
para a criopreservacao do material fecundante e na selecdo do rebanho a ser inseminado.
A TA dissemina o sémen de reprodutores selecionados de maneira rdpida e eficiente,
incrementando o nimero de crias por macho/ano (VISHWANATH, 2003).

Na maioria das espécies de mamiferos, a excecdo do touro, a fertilidade do
sémen em programas de IA é reduzida pelo processo de criopreservagdo. Essa reducdo
de fertilidade do sémen criopreservado € atribuida a alteragdes na estrutura da
membrana e na funcdo do espermatozoide, que ocorrem durante o resfriamento,
congelamento e descongelamento. A criopreservagcdo do sémen € um processo
complexo, em que € importante atentar para diversos fatores a fim de obter

resultados satisfatorios. Entre esses fatores, destacam-se a qualidade inicial da amostra



seminal coletada, a diluicdo submetida, concentracdo e diluente, a técnica de
criopreservacao (resfriamento, tempo de equilibrio, crioprotetor utilizado e momento de
descongelamento da amostra de s€émen) (WATSON, 2000).

Os espermatozoides sdo células alongadas haploides, altamente especializadas,
possuidoras de ndcleo com cromatina bastante condensada, citoplasma escasso, uma
cauda responsdvel pela motilidade celular e completamente envolta por uma
membrana plasmatica. A por¢do anterior do nucleo é coberta por uma dupla parede,
denominada capa acrossomal, que contém enzimas hidroliticas necessdrias para
viabilizar o processo de fertilizacdo, com fusdo das membranas plasmaticas e
acrossomal externa, juntamente com fus@o da por¢do anterior da regido pds-acrossomal
a membrana oocitdria (GARNER; HAFEZ, 2004; BARBAS; MASCARENHAS, 2007;
AISEN; VENTURINO, 2008; BARROS, 2010).

As propriedades da membrana espermdtica sdo determinadas pela sua
composi¢do celular, formada por uma dupla camada fosfolipidica, entremeadas por
proteinas ancoradas por ligagdes especificas. Esse componente espermatico sofre
constante remodelacdo devido a mudangas nas quantidades relativas de fosfolipidios,
reposicionamento de proteinas durante a maturagdo epididimaria e capacitagio
espermatica, além da troca de proteinas com o plasma seminal. Por isso, a membrana
plasmdtica é extremamente importante para a manutencdo do balanco i6nico celular.
Lesoes nessa estrutura podem resultar em morte do espermatozoide (HOLT, 2000b;
GARNER; HAFEZ, 2004; BARBAS; MASCARENHAS, 2007; CASTELO et al.,
2008).

As técnicas de preservacao do sémen podem promover graves alteracdes na
membrana plasmatica do espermatozoide. Condi¢des adversas, como o resfriamento,
alteram a orientacdo dos lipidios, afetando a estabilidade da membrana ou induzindo
a um diferenciado rearranjo das moléculas, formando pontos de fragilidade, o que
ocasionard uma permeabilidade excessiva ou mesmo a ruptura da membrana,
comprometendo sua funcionalidade (ALVES, 2006). A mudanga na temperatura durante
a criopreservacao promove diversas alteracoes na fisiologia espermadtica, principalmente
a abertura dos canais de cdlcio, formacdo de cristais de gelo, injurias oxidativas,
alteracdoes na membrana do espermatozoide, lesdes no DNA e estresse osmético (SILVA
MAIA et al., 2008).

Durante o periodo de resfriamento dos espermatozoides, da temperatura corporal

até 4 °C ou 5 °C, podem ocorrer perdas irreversiveis na viabilidade espermdtica, com



rapida diminuicdo da motilidade ou surgimento de motilidade circular ou retrograda,
caracterizada pelo choque térmico (COTTORELLO; HENRY, 2002; LEITE et al.,
2011). Nessa fase, ha também redugao da taxa de glicdlise, da respiracdo celular e da
frutdlise, aumento dos danos ao DNA e liberacdo de material intracelular. Essa fase de
transi¢do caracteriza-se pela passagem da membrana plasmaética do estado liquido para
o estado cristalino, ou gel, sendo o periodo critico nos processos de criopreservagao
(WATSON, 2000; BORGES et al., 2011).

A sensibilidade ao choque térmico varia de acordo com a espécie e com a
quantidade e composic¢ao do plasma seminal, podendo ser determinada pelo contetdo de
colesterol da membrana, grau de saturacdo dos 4cidos graxos, tipo de fosfolipidio e
quantidade de proteina presente na membrana (BORGES et al., 2011).

Espermatozoides de espécies que possuem alta relacdo colesterol/fosfolipidios
na membrana, a exemplo dos coelhos (0,88) e do homem (0,99), sdo mais resistentes ao
choque térmico quando comparadas com o touro (0,45), o garanhdo (0,36), o carneiro e
o bode (0,3), sendo a espécie suina mais sensivel ao choque térmico, com relagdao
colesterol/fosfolipidio de 0,26 (BICUDO et al., 2007; AISEN, 2008). Fisiologicamente,
uma propor¢do de colesterol adequada fluidifica a membrana e ndo permite a separacao
lateral das cadeias de acidos graxos saturados (AISEN, 2008).

Outro aspecto a ser considerado na congelabilidade das células esperméticas é
a presenga, quantidade e composi¢cdo do plasma seminal nas diferentes espécies
(HOLT, 2000b; LEBOEUF et al.,, 2000; OHATA et al., 2001; PURDY, 2006;
CORDOVA-IZQUIERDO et al., 2007; BARRETO et al., 2008; CATELO et al., 2008;
TILBURG et al., 2008; JOBIM et al., 2009; LEITE et al., 2011; GUASTI et al., 2012;
RONDON et al., 2012). O plasma seminal é um composto de agucares, lipidios,
minerais, proteinas, incluindo enzimas, hormonios, imunossupressores, substancias
ligadas a andrégenos, imunoglobulinas, onde a presenca ou a auséncia de muitos desses
constituintes pode afetar a fertilidade (NUNES, 2002; CATUNDA, 2007). A
constituicdo do plasma afeta a composi¢do das membranas e varia entre espécies,
entre individuos, intervalo entre as ejaculacdes e saide do animal; exerce vdrias
funcdes sobre o metabolismo espermatico e o processo de fecundagdo, como ativagdo
da motilidade espermdtica, acdo antimicrobiana, neutralizacdo dos metabdlitos
espermaticos, e contém fatores decapacitantes (MAXWELL; JOHNSON, 1999;
GUASTTI et al., 2012).



A resposta a criopreservacdo de diferentes animais caracteriza reprodutores
de boa e md congelabilidade espermdtica; isso se deve a grande variabilidade na
composi¢do da membrana plasmadtica e do plasma seminal de diferentes individuos
(BARBAS; MASCARENHAS, 2008; GUASTI et al., 2012).

Uma das funcdes do plasma seminal € o seu poder decapacitante e de
estabilizacdo do acrossoma, sendo necessdria a sua perda no momento de ascensdo
do ejaculado através do trato reprodutivo feminino para, enfim, o espermatozoide ser
capaz de fertilizar o odcito. Quando no processamento do s€men, o ejaculado € diluido
para posterior resfriamento e congelamento, ocorre desestabilizagdo da membrana
plasmdtica, o que abre os canais de cdlcio e inicia o processo de capacitacdo, habilitando
o sémen a fertilizacado (MAXWELL; JOHNSON, 1999).

In vitro, a remogao do plasma seminal por centrifugacdo ou migragao espontanea
¢ uma condi¢do para o processo de capacitacdo. Contudo, a capacitacdo pode ser
impedida, ressuspendendo o espermatozoide no plasma seminal ou nos diluentes de
sémen. Dessa maneira, este se torna decapacitado e requer tempo adicional para
capacitacdo antes de reaver sua fertilidade (MAXWELL; JOHNSON, 1999).

Os meios diluentes sdo constituidos de substancias que permitem a preservacao
da membrana plasmética, mediante a estabilizacdo do pH do meio, neutralizacdo de
produtos toxicos produzidos pelos espermatozoides e protecdo contra o choque térmico.
Além disso, possibilitam a manuten¢io do equilibrio eletrolitico e osmético, inibi¢ao do
crescimento bacteriano e fornecimento de energia (FURST, 2006). Alguns autores
indicam a suplementac¢do dos meios com fatores antioxidantes como algumas enzimas,
proteinas, minerais ou vitaminas (BICUDO et al., 2007; CORDOVA—IZQUIERDO
et al., 2007; SILVA MAIA et al., 2009; FILHO, 2010; BORGES et al., 2011; LUZ et al.,
2011; RONDON et al., 2012; TONIOLLI, 2012).

Com o intuito de reduzir os danos causados aos espermatozoides e preservar
sua fertilidade durante o processo de criopreservagdo, diversas substincias e suas
concentracdoes foram estudadas e mostraram-se uteis como crioprotetores. Essas
substancias sdo capazes de promover a sobrevivéncia celular durante o resfriamento,
congelamento e descongelamento, apesar de o seu mecanismo de acdo na
criopreservacdo ainda nao estar completamente elucidado. Os crioprotetores podem ser
classificados de acordo com sua permeabilidade a membrana celular em: nao
penetrantes — macromoléculas, como as proteinas presentes no leite e na gema do ovo, e
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moléculas que atravessam a membrana dos espermatozoides e atuam no meio intra
e extracelular — glicerol, etilenoglicol, dimetilsulféxido (DMSO), propanodiol,
acetamidas e outras amidas (COTTORELLO; HENRY, 2002; FURST, 2006).

Macromoléculas como a caseina do leite, as proteinas da gema de ovo e o
glicerol sdo, hoje, os crioprotetores mais utilizados nos diluentes de sémen dos ovinos
(CASTELO et al., 2008; VALENTE et al., 2010). A gema de ovo protege contra o
choque térmico causado pelo frio, conferindo protecdo a membrana celular, além de
possibilitar uma motilidade pds-descongelamento significativamente alta (MOUSSA
etal.,, 2002; ABOAGLA; TERADA, 2004) e diminuir as trocas metabdlicas que
interferem negativamente na motilidade (AHMAD et al., 2008).

O mecanismo de crioprote¢do das macromoléculas presentes na gema de ovo e
no leite ainda ndo estd bem elucidado, mas acredita-se que as lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) sejam responsaveis pela protecao do espermatozoide frente aos danos
causados pela criopreservacdao (SINGH et al., 2007; CARVALHO et al., 2008). Em
estudo desenvolvido por Moussa et al. (2002), foi sugerido que a LDL forma um filme
protetor sobre a membrana do espermatozoide, protegendo-o dos cristais de gelo
formados durante o processo de criopreservacao.

Ap6s a descoberta das propriedades protetoras do glicerol, varias substincias
foram estudadas, porém ele permaneceu sendo o crioprotetor de eleicdo para os
espermatozoides na maioria das espécies (CURRY, 2000). Esse componente dos meios
diluentes, durante a criopreservacdo, diminui a concentragdo de sais no interior do
espermatozoide, auxiliando na estabilizacio da membrana plasmdtica, pois essa alta
concentracao é nociva a membrana (MORAES et al., 1998; HOLT, 2000a).

O glicerol nao apresenta apenas efeito protetor sobre as células. Ele também ¢é
citotoxico para o espermatozoide, dependendo da sua concentragdo, podendo causar
mudancas na estrutura e alterar a estabilidade e permeabilidade da membrana celular
(HOLT, 2000a).

O TRIS (Tris-hidroximetil-aminometano) é o principal componente bésico dos
diluentes de sémen dos pequenos ruminantes utilizados rotineiramente. Ele é uma
substancia solivel em dgua e atua como tampao idnico em pH 7 e 9, mantendo o
equilibrio dcido-basico nos meios diluentes (CASTELO et al., 2008).

Os agucares (glicose, frutose, lactose, sacarose, rafinose, trealose e dextrose) t€ém
como papel principal propiciar nutrientes como fontes de energia para o metabolismo
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os monossacarideos, como a glicose, frutose € manose, sdo combinados ao TRIS, em
relacdo aos dissacarideos (BARBAS; MASCARENHAS, 2007).

Os carboidratos também apresentam outra fun¢do quando adicionados ao
diluente. A lactose, sacarose, rafinose, trealose e dextrose nao sdo capazes de penetrar
na membrana plasmaética. Esses acticares interagem com os fosfolipideos da membrana,
aumentando a tolerdncia as crioinjurias, € criam uma pressdo osmoética que induz
a desidratacdo da célula e uma baixa incidéncia da formacdo de cristais de gelo
intracelular (AISEN et al., 2000).

Quanto a0 momento da criopreservacdo propriamente dita, existe relagc@o estreita
entre a velocidade de congelamento e o aparecimento de lesdes celulares. A medida
que a velocidade de congelamento aumenta, o indice de sobrevivéncia celular também
aumenta apés o descongelamento, até um ponto Otimo, em que a sobrevivéncia
espermdtica € maxima. A partir desse ponto, com o aumento da velocidade de
congelamento, a perda celular torna-se grande devido a formacgdo de cristais de gelo no
interior das células, promovendo lesdes mecanicas a microestrutura das membranas e
organelas (OHASHI, 2002; LUZ et al., 2011).

Outro fator a ser observado é o chamado efeito solu¢cdo; quando a velocidade
de congelamento € lenta, abaixo do ponto 6timo, ocorre o congelamento da dgua
extracelular, com a consequente concentracdo de soluto, colocando a célula
momentaneamente em um meio hipertdnico; isso faz com que a célula perca dgua
rapidamente, o que leva a desidratacdo celular e a0 aumento na concentra¢do do soluto
intracelular, levando ao choque osmético (OHASHI, 2002; LUZ et al., 2011).

Segundo Salamon e Maxwell (1995), os danos a membrana do espermatozoide
ocorrem principalmente durante o processo de congelamento e descongelamento, entre
as temperaturas de -15°C e -60°C, e nao durante o armazenamento em nitrogénio
liquido. No caso do espermatozoide ovino, esses danos ocorrem sobretudo entre -10 °C
e -25 °C, especificamente em razdo da formacgao dos cristais de gelo.

Observando esse efeito dos dois fatores, visando minimizar a formacdo de
cristais de gelo e o estresse osmético nas células, varias curvas de resfriamento e
congelamento sdo propostas para melhor equilibrio e viabiliadade espermatica apds
congelamento/descongelamento, de acordo com a espécie: bovina (LEITE et al., 2011),
caprina (NUNES, 2002; BITTENCOURT et al., 2006), ovina (BAG et al., 2002), equina
(FURST, 2006; AURICH, 2008), suina (OHATA et al., 2001; ANTUNES, 2007;



VALENCA; GUERRA, 2007), canina (SILVA et al., 2002) e bubalina (DHAMI et al.,
1996; OHASHI, 2002).

2.2 Concentracao espermatica e fertilidade

Os processos de congelamento e descongelamento causam diminui¢do do
numero de espermatozoides vidveis por dose inseminante (BAILEY et al., 2000;
BORGES et al., 2011). Segundo Watson (2000), 40 a 50% dos espermatozoides nao
sobrevivem aos protocolos de criopreservacao, o que reduz a fertilidade nos programas
de IA. Na espécie bovina, poucas células espermadticas, cerca de 20 milhdes, sdo
necessdrias para alcancgar niveis aceitdveis de fertilizacdo pds-inseminacdo, mas em
outras espécies dos animais domésticos essa concentragdo compromete a eficiéncia dos
procedimentos (BAILEY et al., 2000; HOLT, 2000b; WATSON, 2000; LYLE; FERRER,
2005).

O numero total de espermatozoides contidos em uma dose de s€émen para efetuar
inseminacdes € um dos fatores que afetam a fertilidade em programas de sincronizac¢ao
e IA em pequenos ruminantes. A utilizacdo da técnica de inseminagdo laparoscépica
intrauterina com sémen criopreservado permite a reducdo da dose espermatica usual de
100 milhdes para 5 a 20 milhdes de espermatozoides méveis (LEBOUEF et al., 2000).
Contudo, uma concentragdo espermatica excessivamente baixa conduzird a problemas
nas taxas de prenhez pds-inseminagdo. Salomon e Maxwell (2000) recomendam
concentracdo minima de um milhdo de células espermdticas com motilidade para
manter niveis aceitaveis de prenhez com inseminacdo artificial intrauterina em ovelhas
com estro sincronizado e utilizando sémen criopreservado.

Altas taxas de diluicdo, como as que ocorrem durante o processamento do
sémen para a producdo de doses sexadas, podem reduzir a motilidade e viabilidade
seminal. A caréncia do plasma seminal nas amostras ird provocar a desestabilizacdao
das membranas, dando inicio a capacitagdo espermdtica, que ird promover a prematura
morte celular, se o local de deposicdo do sémen na IA for distante do sitio de
fertilizacdo. Esse efeito de dilui¢do pode ser minimizado quando se utilizam meios
diluentes isotdnicos com adequadas concentracdes de sais, energia e solucdes-tampao
(MAXWELL; JOHNSON, 1999).

Por outro lado, uma elevada concentracdo espermdtica determina intensa

atividade metabdlica, com rdpido acimulo de catabdlitos extremamente prejudiciais a
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célula espermdtica. A diminui¢do da concentracdo, até certos limites, resultaria numa
maior propor¢do diluente/espermatozoide, o que significa maior protecdo celular.
Elevadas dilui¢des, porém, ndao levam a uma congelabilidade adequada. Um parametro
de eficiéncia a ser considerado na criopreservacdo do sémen € o nimero minimo de
espermatozoides moveis que deverd conter a dose inseminante, tornando muito mais
efetivo o aproveitamento do ejaculado (CASTELO et al., 2008).

O Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA) estabelece que uma dose
inseminante deve conter um minimo de 40 milhdes de espermatozoides vidveis
(HENRY; NEVES, 1998). Entretanto, por ser o sémen depositado intrauterinamente, na
técnica de inseminacdo laparoscopica em ovelhas, essa dose pode ser reduzida, o que
aumentaria o nimero de doses congeladas por ejaculado (D'ALESSANDRO et al.,
2001).

D'Alessandro et al. (2001) criopreservaram sémen ovino em diferentes
concentracdes espermadticas e avaliaram a fertilidade in vivo e apds os nascimentos
dos cordeiros derivados de um programa de IA laparoscépica. Doses com altissimas
concentracoes de células espermaticas (200 milhdes de espermatozoides/0,25 mL)
afetaram negativamente a fertilidade in vitro do s€men, e as concentracdes de 20, 40
e 80 espermatozoides/dose ndo diferiram estatisticamente nas taxas de prenhez.

Byrne et al. (2000) inseminaram laparoscopicamente e transcervicalmente ovelhas
superovuladas com sémen criopreservado em doses de 200 milhdes de espermatozoides.
As taxas de coleta de embrides foram de 81 e de 39%, respectivamente, sendo alta a
quantidade de estruturas nao fertilizadas nas ovelhas inseminadas pela via cervical.

Fukui et al. (2007), utilizando sémen criopreservado na concentracdo de
100 milhdes de espermatozoides em 0,25 mL, inseminaram ovelhas com estro
sincronizado com inseminagdes artificial em tempo fixo (IATF), obtiveram 66% de
prenhez para aquelas inseminadas intrauterinamente, via laparoscopia, e fertilidade
variando de 10 a 30% para as fémeas inseminadas transcervicalmente.

Trabalhando com s€men criopreservado na concentracdo de 50 milhdes de
espermatozoides por dose, Luz et al. (2000) inseminaram laparoscopicamente
297 ovelhas Corridale que tiveram seu estro sincronizado para realizacdo de IATF, e
alcancaram indices de 60 a 80% de prenhez com sémen apresentando diferentes
caracteristicas espermdticas ao TTR, motilidade progressiva pds descongelamento e

morfologia espermatica.
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Atualmente, existe grande interesse na redu¢do da quantidade de
espermatozoides por dose inseminante para utilizagdo em programas de IA com
manutencdo de indices de prenhez aceitdveis, aumentando a quantidade de doses
criopreservadas por ejaculado e para o uso de s€émen sexado (BALLESTER et al., 2007;
BEILBY et al., 2009; LEAHY et al., 2010; BEILBY et AL., 2010).

De acordo com Ballester et al. (2007), a inseminacdo em vacas alcanca indices
acima de 50% quando se utiliza sémen criopreservado em palhetas de 0,25 mL, com
concentracdes de 15 milhdes de espermatozoides. Esses autores entdo fizeram ensaios
de fertilidade para comparagdo entre o grupo controle, com concentracdo espermética de
15 milhdes e o grupo-teste, com concentracdo de dois milhdes de espermatozoides por
palheta de 0,25 mL. Encontraram indices de fertilidade na ordem de 47 e 43%,
respectivamente, ndo observando diferencgas significativas entre os grupos.

Objetivando maximizar a técnica de sexagem de espermatozoides, Beilby et al.
(2009) inseminaram laparoscopicamente 732 ovelhas Merino, que tiveram o estro
sincronizado farmacologicamente. Utilizaram para isso s€men sexado e ndo sexado nas
concentracoes de um milhdo ou 15 milhdes de espermatozoides moéveis por dose
inseminante e estabeleceram a dose minima de um milhao de espermatozoides méveis e

sexados para programas de IA laparoscépica.

2.3 Criopreservacao e estresse oxidativo

A utilizagdo do metabolismo oxidativo como principal fonte de energia para os
espermatozoides € capaz de gerar biometabdlitos ativos do oxigénio, chamados de
espécies reativas ao oxigénio (ROS). A respiracdo mitocondrial gera anion superdxido,
peréxido de hidrogénio, radical hidroxil e o 6xido nitrico. Esses radicais e moléculas
muito reativos podem alterar a estrutura do DNA, proteinas e lipidios da membrana

(FERREIRA; MATSUBARA, 1997; AGARWAL et al., 2005).

O anion superéxido (02-) € um radical livre formado a partir da reducio do O,.
Sua formacdo ocorre espontaneamente, sobretudo em ambiente aerdbio, rico em
elétrons e préximo da membrana mitocondrial através da cadeia respiratéria. E um
radical pouco reativo e ndo tem a habilidade de penetrar em membranas lipidicas,
agindo apenas no compartimento em que € produzido (FERREIRA; MATSUBARA,
1997; CASTRO, 2010).
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Apesar de ndo ser um radical livre, o peréxido de hidrogénio (H,O,) tem vida
longa e é capaz de atravessar as camadas lipidicas das membranas, sendo extremamente
danoso as células espermadticas. Age como intermedidrio na formacdo de ROS,
produzindo o radical mais reativo dos sistemas bioldgicos, o radical hidroxila (OH")
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997; CASTRO, 2010).

O radical hidroxila, considerado o mais reativo em sistemas bioldgicos, é
formado a partir do peréxido de hidrogénio, em uma reagdo catalisada por ions metais
(Fe* ou Cu*?) denominada de reacdo de Fenton. Essa reacdo produz OH e uma
molécula de Fe*™ (CASTRO, 2010).

O o6xido nitrico (NO;) € semelhante ao anion superdxido, pois ndo reage
diretamente com a maioria das moléculas bioldgicas, apesar de seu elétron despareado.
Contudo, reage facilmente com outros radicais livres, gerando radicais menos reativos.
Se produzido em grande quantidade, juntamente com o &nion superdxido, reage
produzindo peroxinitrito, que é um radical citotoxico (CASTRO, 2010).

Existem duas fontes de producdo de ROS (Figura 1) no sémen: a partir dos
espermatozoides e dos leucdcitos presentes no ejaculado. Este dltimo se apresenta como
fator potencial na producdo de radicais livres, sendo até 100 vezes mais reativo que os
espermatozoides, tornando o reprodutor com capacidade fecundante reduzida ou
chegando a infertilidade (AGARWAL et al., 2005). Estudos também apontam
espermatozoides morfologicamente anormais e imaturos, possuidores de gota
protoplasmatica proximal e distal, como maiores geradores de ROS que células integras
(AGARWAL et al., 2005; ALVAREZ; MORAES, 2006; BARBOSA, 2009; CASTRO,
2010).

O processo de produgdo dessas espécies € iniciado quando os elétrons vazam da
cadeia transportadora de elétrons e reduzem o oxigénio molecular, originando o anion
superéxido (O;), que € prontamente dismutado pela enzima superdxido dismutase
(SOD) a H,0,, o qual por sua vez é transformado em dgua pela enzima catalase (CAT)
ou pela glutationa peroxidase (Gpx). No entanto, alguns metais, como ferro e cobre,
também podem reagir com o H,0,, pela reacdo de Fenton, e formar um radical de maior
poder oxidante — a hiroxila (OH"). Esse mesmo radical pode atacar um hidroperéxido de
membrana, iniciando a cascata de peroxidacgdo lipidica, propagada pelo radical peroxil
(ROO), que também pode atacar o DNA, causando mutacdes (VALKO et al., 2007;
SORDILLO; AITKEN, 2009).
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Figura 1 - Vias de formacdo de ROS, vias enzimadticas de eliminacdo de ROS,
processo de peroxidagdo lipidica papel da glutationa (GSH) e outros
antioxidantes (vitamina E, vitamina C, 4cido lipoico) no gerenciamento do
estresse oxidativo (VALKO et al., 2007).

Todas as células possuem mecanismos enzimaticos € nao enzimaticos com a
finalidade de manter um nivel celular adequadamente baixo de ROS, evitando assim
injurias, apesar de ser sugerido por alguns autores a necessidade de certa quantidade de
O, durante o processo de capacitacdo espermética, hiperativacdo e reacdo acrossomica
dos espermatozoides (LAMIRANDE et al., 1997; AGARWAL et al., 2005; SOARES;
GUERRA, 2009). O sémen possui um sistema de defesa intracelular, tendo como
principais enzimas protetoras: superéxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase,
glutationa redutase, e antioxidantes ndo enzimaticos, como a vitamina C e a vitamina E.
Ja no plasma seminal, extracelularmente, o espermatozoide € protegido pelo &cido
ascorbico, acido trico, albumina e outras proteinas, catalase, glutationa e outros tiois,
taurina, hipotaurina e vitamina E (ALVAREZ; MORAES, 2006; BICUDO et al., 2007;
GUERRA et al. 2012).

Em situagdes em que ha desequilibrio na concentracdo de ROS, pelo aumento da

producdo desses reativos ou pela diminui¢do dos sistemas de acdo das substancias
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antioxidantes, a célula entra em estresse oxidativo, resultando em problemas na sua
funcionalidade. Quando essa condi¢do ocorre na célula espermadtica, acentuada redugdo
na fertilidade é observada (AGARWAL et al., 2005; CAMARA:; GUERRA, 201 1).

A membrana plasmética do espermatozoide do carneiro € rica em 4cidos graxos
poli-insaturados (AGPI) e tem menor quantidade de dcidos graxos saturados e colesterol
que outras espécies; esse alto conteido de AGPI da a fluidez necessdria para que o
espermatozoide participe dos eventos de fusdo de membranas na fertilizacdo, mas
também apresenta-se como alvo principal da lipoperoxidagcao induzida pelas ROS. A
peroxidacao desses lipidios vai acarretar alteracdes na estrutura e na permeabilidade da
membrana, levando a perda da seletividade idnica, liberacdo do conteido de organelas e
formacdo de produtos citotoxicos, causando disfun¢do espermaética, com redugao/perda
da motilidade, danos a morfologia espermatica e morte celular (BICUDO et al., 2007;
AISEN; VENTURINO, 2008; SOARES; GUERRA, 2009).

Durante o processo de criopreservacdo, a célula espermdtica sofre lesdes de
acrossoma, que diminuem a sua viabilidade, devido & manipulacdo e exposi¢do ao
oxigénio que podem aumentar a exposi¢do as ROS; o processo de congelamento
seminal pode elevar em até cinco vezes a producdo de ROS. Os sistemas de defesa
antioxidantes do espermatozoide e do plasma seminal desempenham papel importante
na viabilidade espermatica. Quando o sémen € lavado ou simplesmente diluido para a
criopreservacdo, sua defesa antioxidativa reduz naturalmente (CAMARA; GUERRA,
2011). Outro fator agravante ¢ o metabolismo dos espermatozoides, que, em doses de
sémen com altas concentragdes espermdticas, gera uma grande quantidade de ROS.
Todos esses fatores levam ao estresse oxidativo e injurias das células espermaticas
(SOARES; GUERRA, 2009; LEAHY et al., 2010).

Em virtude da conhecida acdo das ROS sobre a célula espermaitica e da
necessidade de se incrementar a viabilidade espermdtica in vivo e in Vvitro
pos-congelamento/descongelamento do sémen ovino, faz-se necessdria a identificacao
de antioxidantes que possam ser utilizados na suplementacdo dos meios para a
criopreservacdo espermatica, entre eles: superéxido dismutase, catalase, glutationa,
vitamina E, vitamina C, quercetina, resveratrol, coenzima Q, 4cido lipoico, taurina,
hipotaurina, cisteina (GARCEZ et al., 2010; GUERRA et al., 2012).

O acido ascérbico ou vitamina C (C¢HgOg) € comumente encontrado no
organismo na sua forma reduzida de ascorbato. Além de outras importantes funcdes

metabdlicas, essa vitamina reduz peroxidos e superdxidos e age também prevenindo a
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formacdo de peréxidos de lipidios nas lipoproteinas plasmaticas, protegendo a célula
dos danos oxidativos. Por outro lado, o ascorbato, quando em doses elevadas ou na
presenca de metais como ferro ou cobre, pode atuar como pro-oxidante, em virtude do
estimulo a producdo de H,O, e OH, levando a lipoperoxidagao. In vitro, a mistura Cu-
ascorbato ou Fe-ascorbato estimulam os danos oxidativos, levando a formacio de
radicais livres, os quais danificam o DNA, lipidios e proteinas (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997; ALVAREZ; MORAES, 2006; CASTILHO, 2008).

Figura 2 - Férmula estrutural da vitamina C.

A vitamina C interage com o tocoferol, regenerando esse elemento reduzido;
dessa forma, a relacdo vitamina C: vitamina E pode ser biologicamente mais importante
do que os niveis absolutos dessas vitaminas nos organismos (BARROS, 2010).

Devido a pequena quantidade de citoplasma da célula espermética e a reducdo
do plasma seminal com o acréscimo do meio diluente, as defesas antioxidantes dos
espermatozoides se tornam reduzidas. Bucak et al. (2009) compararam os efeitos
da glutamina e da solu¢do de aminodcidos (BME) na criopreservacdo de sémen de
carneiro com meio a base de Tris, visando melhorar os parametros espermaticos
pos-congelamento/descongelamento, reduzir a peroxidacdo lipidica e incrementar a
atividade antioxidante da superéxido dismutase e da catalase. Encontraram, com os
ensaios realizados, melhora significativa na motilidade e integridade da membrana
espermdtica nas amostras suplementadas com 5 mM de glutationa e também na
atividade da enzima catalase.

Martinez-Paramo et al. (2012) criopreservaram sémen de peixe incorporando ao
meio 0,1 Mm de &cido ascérbico e 0,1 mM de alfatocoferol e observaram que a
suplementagao produziu efeito sinérgico com o sistema antioxidante enzimadtico
melhorando a motilidade espermdtica, e que os danos na membrana estavam
provavelmente relacionados ao choque térmico € ndo ao estresse oxidativo.

Gundogan et al. (2010) investigaram o efeito da concentragao espermatica (25 e

100 milhdes de espermatozoides/mL) do sémen diluido em tris-gema e resfriado a 4 °C
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por um periodo de cinco dias sobre a motilidade espermatica, morfologia, integridade de
membrana e DNA e parametros indicativos do estresse oxidativo. Esses pesquisadores
constataram perda na qualidade dos parametros seminais e indicacdo de maior estresse
oxidativo das amostras mais diluidas, provavelmente, devido a maior perda nos
constituintes do plasma seminal, que protegem as c€lulas espermaticas dos metabodlitos
celulares no sémen ovino.

Memon et al. (2012a) utilizaram diferentes concentracdes de dcido ascérbico
(2,5; 4,5; 6,5; e 8,5mg/mL) para suplementacio do meio de congelamento na
criopreservacdo de sémen de bodes Boer, sendo todas as concentracdes efetivas no
incremento das caracteristicas seminais pds-congelamento/descongelamento, devido ao
seu excelente poder de anular os efeitos nocivos das ROS. Entre as concentracdes
estudadas, os autores recomendam o nivel de 8,5 mg/mL como a melhor concentragdo a
ser suplementada. Esses mesmos pesquisadores compararam entdo a melhor
concentracdo de dcido ascorbico (8,5 mg/mL), 2 mM de hidroxitolueno, 10 mM de
taurina e 5 mM de cisteina na suplementacdo de meio de congelamento e observaram
melhora efetiva nas caracteristicas seminais, reducdo da peroxidacdo lipidica e
incremento da fertilidade in vivo em todos os grupos testados (MEMON et al., 2012b).

Ainda buscando melhores protocolos de criopreservacao para o s€émen caprino,
Atessahin et al. (2008) analisaram os efeitos dos antioxidantes taurina (25, 50 e
75 mM), trealose (25, 50 e 75 mM) e cisteina (5, 10 e 15 mM) nos parametros
oxidativos e espermaticos das amostras congeladas/descongeladas e apontaram niveis
téxicos para 75 mM de taurina.

Salmani et al. (2013) suplementaram o meio a base de lecitina de soja com 5 e
10 mM de glutationa para criopreservar sémen caprino € nao encontraram indicios de
incremento nas caracteristicas espermaticas analisadas.

Efeitos deletérios foram também encontrados para a suplementacdo do meio
diluente com concentracdes de glutationa acima de 2,5 mM na criopreservacdo de
sémen equino, haja vista a redu¢ao na motilidade e outras caracteristicas indesejaveis ao
sémen, comprometendo sua fertilidade (OLIVEIRA et al., 2010).

Na ovinocultura, muitos trabalhos tém sido feitos com o objetivo de maximizar
os indices de fertilidade com sémen criopreservado apds inseminagao artificial. Uysal e
Bucak (2007) congelaram sémen de carneiros utilizando antioxidantes em diferentes
concentracdes no meio crioprotetor: glutationa (5, 10 e 20 mM), albumina sérica bovina

- BSA (5, 10, 20mg/mL), cisteina (5, 10 e 20 mM) e licopeno (800, 1.600, 3.200 ng).
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Esses autores encontraram melhores caracteristicas espermdticas com 5 mM de
glutationa, 20 mg/mL de BSA, 10 mM de cisteina e 800 pg de licopeno.

A fim de minimizar os efeitos das ROS em sémen criopreservado de carneiro,
Bucak et al. (2008) estudaram os efeitos da glutationa (5 mM), glutationa oxidada
(5 mM) e cisteina (5 mM) na suplementacio do meio diluente, observando os
parametros esperméticos, niveis de malonaldeido para avaliar a peroxidacdo lipidica e
niveis de glutationa, glutationa peroxidases, catalase e vitamina E para avaliar a
atividade antioxidante. Nao se observou diferenca estatistica entre os parametros
espermaticos avaliados, com excec¢do da motilidade, que, no grupo onde se utilizou a
cisteina como antioxidante, foi maior. Também nao houve diferenca nos niveis de
peroxidacdo lipidica entre os grupos estudados, mostrando que a diferenca na
motilidade ndo ocorreu em decorréncia da reducdo na peroxidacdo lipidica das
membranas. Trabalhando com equinos, Baumber et al. (2000) sugerem que a motilidade
do espermatozoide equino pode ser afetada pela acdo negativa das ROS,
independentemente de observacdes de peroxidacdo lipidica e lesao mitocondrial nas
células espermaticas.

Peris et al. (2007) observaram os impactos da criopreservacdo e da acdo do
peroxido de hidrogénio na integridade do DNA, peroxidacdo lipidica e caracteristicas
funcionais dos espermatozoides de carneiros. Com os ensaios, concluiram que os danos
no DNA do sémen criopreservado sao estimulados pela lipoperoxidacao lipidica, mas
essa lipoperoxidacao ndo € fator primdario na indugdo desses danos a cromatina.

Santini et al. (2007) e Ruiz et al. (2007) adicionaram ao meio de criopreservacao
de sémen ovino TEMPO (andlogo sintético da enzima superdxido dismutase), na
concentracdo de 1 e 0,5 mM, e observaram incremento nas taxas de nio retorno ao cio
das ovelhas inseminadas transcervicalmente, além de aumento na motilidade
espermatica.

Utilizando do sistema ndo enzimdtico de protecao celular, Peixoto et al. (2008)
congelaram sémen ovino e observaram caracteristicas seminais e parametros oxidativos
das amostras suplementadas com vitamina C, Trolox (andlogo sintético da vitamina E) e
a combinagdo desses dois antioxidantes. Esses autores recomendaram, apds a andlise
dos resultados obtidos, 600 pM/L de vitamina C na suplementacdo de meio diluente tris-
gema para minimizar os efeitos negativos das ROS na criopreservacdo de

espermatozoides ovinos.
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Objetivando minimizar a peroxidacdo lipidica da membrana plasmatica de
espermatozoides bovinos criopreservados, Borges (2008) utilizou 200 uM de Trolox,
acrescido ao meio diluente, observando, apds andlise dos resultados, melhora
na viabilidade espermdtica e aumento nas taxas de prenhez, principalmente de
reprodutores, com maior quantidade de espermatozoides anormais no ejaculado.

Na criopreservacido de s€men ovino, Silva Maia et al. (2009) suplementaram o
meio diluente com 50 uM de Trolox e ndo obtiveram, com a concentracdo utilizada,
efeito significativo, recomendando inferéncia maior nos estudos para uma concentragao
adequada. Ja o uso do antioxidante enzimatico, catalase, na concentracdo de 50 pug/mL
se mostrou efetivo no incremento da motilidade e viabilidade espermdtica, enquanto a
mistura dos dois se mostrou deletéria as células.

Criopreservando sémen ovino em meios com diferentes concentracdes de
glicerol acrescidos a vitamina C como agente antioxidante, Sonmez e Demirci (2004)
nao observaram melhora nas caracteristicas seminais analisadas quando suplementaram
o meio com 0,5, 1 e 2 mg/mL, e as concentra¢des de 5 e 10 mg/mL foram nocivas aos
espermatozoides, reduzindo sua motilidade.

A utilizac@o de vitamina C como antioxidante, na concentracdo de 2,5 mM, se
mostrou efetiva como agente antioxidante na criopreservagdo espermatica de caprinos
(CASTILHO, 2008) e de bubalinos (CASTRO, 2010).

Barros (2010) utilizou superéxido dismutase e catalase em diferentes
concentracdes para suplementacdo de meio diluente, na criopreservacdo de s€men
caprino, e observou efeitos benéficos desses antioxidantes enzimadticos associados a
ultraestrutura espermética. Esse autor recomenda a andlise in vivo para comprovagao da
capacidade fertilizante dos espermatozoides.

No entanto, ndo hd consenso na literatura quanto ao efeito preventivo das
substancias antioxidantes adicionadas ao diluente, uma vez que alguns estudos relatam
efeitos positivos e negativos da adicdo dessas substincias, enquanto outros nao
observaram nenhum beneficio. A divergéncia nos resultados observada dentro da
mesma espécie certamente deve-se a variagdes na idade, raca dos animais estudados,
tipo de alimentacdo e manejo a que foram submetidos os animais experimentados, na
composi¢do do diluente, no protocolo de conservacao do sémen, na qualidade do s€men
fresco, nas doses e combinacdes dos antioxidantes, entre outros (SILVA MAIA, 2006;

SOARES; GUERRA, 2009).

19



2.4 Avaliacao da viabilidade do sémen

Os testes laboratoriais de andlise de s€men buscam a predi¢do da viabilidade das
células espermdticas para utilizacdo na inseminacdo artificial. Entre esses exames
encontram-se das técnicas mais simples as mais sofisticadas e precisas, como as sondas
fluorescentes e a andlise computadorizada; ndo existe um unico teste in vitro que seja
capaz de mensurar todas as fungdes espermdticas. Assim, deve-se considerar que,
quanto maior a quantidade de exames e caracteristicas avaliadas, mais precisa serd a
capacidade de se predizer a fertilidade in vivo do sémen (BARROS, 2010). O ensaio
ideal para avaliacdo da qualidade do sémen deve ser objetivo, repetivel, fidedigno e
economico (AISEN; VENTURINO, 2008).

A motilidade e o vigor espermadtico s@o caracteristicas analisadas comumente
através de microscopia, por avaliagdo visual e subjetiva da quantidade de
espermatozoides em deslocamento progressivo e da intensidade desse movimento;
contudo, esses dois parametros sozinhos nao estdo fortemente correlacionados a
fertilidade in vivo. A morfologia e a concentracido espermadtica, apesar de serem dados
quantitativos e importantes na avaliacdo espermética, também necessitam do suporte de
outras caracteristicas para que, em conjunto, possam determinar a qualidade, viabilidade
e fertilidade dos espermatozoides. Desse modo, testes complementares foram
desenvolvidos, objetivando melhor avaliacdo da capacidade fecundante dessas células
(FURST, 2006; SIQUEIRA et al., 2007).

A avaliacdo da membrana espermdtica € um indicador importante do sucesso da
criopreservacgiio, uma vez que ela é extremamente sensivel as crioinjdrias (PENA et al.,
2005). Para que seja considerado vidvel, o espermatozoide deve ser capaz de manter o
seu equilibrio osmético. Com base nessa integridade osmética, Jeyendran et al. (1984)
propuseram o Teste Hiposmoético ou HOST (Hypoosmotic Swelling Test), como um
teste complementar para avaliacio da funcionalidade da membrana plasmdtica do
espermatozoide.

Durante o HOST, o espermatozoide é exposto a uma solucdo de baixa
osmolaridade, resultando no influxo de 4gua, a fim de estabelecer o equilibrio entre o
meio intracelular e o extracelular. Esse influxo de dgua provoca o aumento do volume
da célula, a expansdo da membrana plasmdtica e o dobramento da cauda do
espermatozoide (FONSECA et al., 2001), dando um indicativo da integridade funcional
da membrana plasmdtica (DELL’AQUA JUNIOR et al., 2002). A porcentagem de
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endosmose se correlaciona estreitamente com a fertilidade, sendo seu valor em ovino de
0,86 (AISEN; VENTURINO, 2008).

Outra maneira de avaliar a integridade da membrana — s6 que desta vez na
regido da cabeca — € empregado a técnica de coloragdo supravital, também conhecida
como coloracdo de vivos e mortos, em que se utilizam corantes simples, como eosina-
nigrosina, ou duplas e triplas colora¢des, como o azul de tripan/giemsa (SIQUEIRA
et al., 2007; AISEN; VENTURINO, 2008).

Outro teste usado para avaliagdo de sémen criopreservado é o de
termorresisténcia (TTR). O TTR consiste na incubacdo da amostra de sémen
descongelado, mimetizando o trato genital da fémea (NEVES et al., 2008), para avaliar
a longevidade do espermatozoide e sua capacidade de fecundar o oécito (BUENO et al.,
2001). A motilidade e o vigor esperméticos sdo parametros analisados em periodos que
variam de 90, 180 e 240 minutos, sendo as observacdes feitas do descongelamento
(tempo zero) a cada hora até o término do periodo. Segundo o Manual para Exame
Androlégico e Avaliagdo de Sémen Animal do Colégio Brasileiro de Reprodugdo
Animal (CBRA) (HENRY; NEVES, 1998), é desaconselhdvel a utilizacdo de sémen
com motilidade e vigor inferiores a 30% e 3, respectivamente, apds incubacdo da

amostra descongelada a 38 °C por trés horas.

2.5 Sincronizacao do ciclo estral e inseminacao artificial em tempo fixo

Distintas técnicas podem ser utilizadas para induzir e sincronizar o estro de
pequenos ruminantes. A sincronizagdo pode ser realizada de forma natural ou
farmacoldgica. Os métodos naturais sdo: o efeito macho, o flushing alimentar e o
controle do fotoperiodo (RUBIANES, 2000; GUERRA, 2000). Entretanto, o método
mais eficiente para realizar uma sincroniza¢do € o farmacoldgico, em que se utiliza
progesterona ou progestdgenos, além de prostaglandinas (PGF2,) e seus andlogos
sintéticos, associados ou ndo a gonadotrofinas, como a Gonadotrofina Coridnica Equina
(eCGQG), a fim de estimular o crescimento folicular (GUERRA, 2000).

A progesterona e os progestagenos tém funcdo de bloquear a liberagdo de
Hormoénio Luteinizante (LH) e impedir a ovulagdo, mesmo quando houver
desenvolvimento folicular; esses hormonios bloqueiam a acdo do estrégeno no ttero e a
sintese de receptores para ocitocina, reduzindo consequentemente a produgao de PGF2,,.

Os progestagenos possuem atividade bioldgica superior a da progesterona. Esses
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esteroides podem ser administrados via oral, intramuscular, implantes auriculares
subcutaneos, esponjas ou dispositivos vaginais (GUERRA, 2000).

A finalidade da utilizacdo dessa técnica € fazer com que um grupo de fémeas
apresente comportamento de estro em determinado momento, para realizacdo de monta
natural ou da Inseminacdo Artificial (IA) em um mesmo periodo. Com isso, sdo vdrias
as vantagens da associacdo entre essas técnicas, como: programacgdo de partos para
épocas mais propicias a sobrevivéncia das crias e oferta de carne para os centros
consumidores; uniformidade do rebanho e da producdo de carne e leite; reducdo do
intervalo de partos; viabilizacdo de avaliagdes genéticas; controle de doengas venéreas
dentro do rebanho; utilizacio de sémen criopreservado; otimiza¢do da utilizacdo de
machos selecionados; e dissemina¢do do seu material genético (JAINUDEEN et al.,
2004).

Além de todas essas vantagens, os resultados em relagdo a fertilidade e
prolificidade sdo semelhantes ou superiores aos obtidos com a monta durante o estro
natural (DIAS et al., 2000). Quando a sincronizacdo do ciclo estral é associada a
Inseminagdo Artificial em Tempo Fixo (IATF), a utilizacdo do sémen criopreservado
proveniente de animais de excelente mérito genético € potencializada.

Os protocolos de sincronizacdo do ciclo estral podem ser classificados em
longos, quando o tratamento com progestdgeno dura de nove a onze dias (LUZ et al.,
2000), ou curtos, quando a duragdo € de cinco a sete dias (COX et al.,, 2012;
VILARINO et al., 2013).

Com o objetivo de avaliar diferentes protocolos longos para sincroniza¢do de
estro, Zeleke et al. (2005) inseminaram 202 ovelhas da raca Dorper, 53 a 55 horas ap6s
a retirada da fonte de progesterona pela via transcervical. Em seu trabalho, eles
obtiveram variadas taxas de prenhez administrando ou nao eCG em diferentes
momentos apods a retirada da esponja vaginal (78% - eCG no D13; 75% - eCG no D14;
70% - eCG no D15; e 60% - controle). A diferenca encontrada entre o grupo controle e
os demais foi devido a acdo da gonadotrofina utilizada.

Segundo Barrett et al. (2004), o sucesso da sincronizacdo em ovelhas dentro ou
fora da estacdo reprodutiva é menor sem o tratamento com a eCG A eCG € um
hormoénio glicoproteico produzido pelo utero de éguas prenhes, sendo a gonadotrofina
mais empregada em protocolos para sincronizagao de estro. Nos equinos, esse hormonio
auxilia na manutencdo do corpo ldteo primdrio e induz a formagdo de corpos liteos

acessorios para manutengio da gestacao (SENGER, 2003).
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Devido as suas caracteristicas, a eCG pode gerar a formagdo de anticorpos anti-
eCG ap6s multiplas utilizagdes, reduzindo a resposta ovariana. Uma das caracteristicas
dessa substancia é a meia-vida longa em variadas espécies. Quando administrada em
ovinos, a eCG apresentou atividade bioldgica superior a 21 horas; em bovinos, a sua
presenca foi notada até 45,6 horas apés a sua aplicacdo. A base para essa circulacao
persistente por um longo periodo é o grande nimero de glicosilagdes e acido sidlico em
sua molécula (MURPHY, 2012).

Para evitar os problemas associados a eCG, varios compostos comerciais de FSH
(Hormonio Foliculo Estimulante) tém sido utilizados (SIMONETTT et al., 2008). O
FSH € uma glicoproteina com meia-vida muito curta, de 110 + 8 minutos (em ovério
intacto) (FRY et al., 1988), substancialmente menor do que a eCG (21,2 £ 1,1 horas)
(McINTOSH et al., 1975).

Boscos et al. (2002) avaliaram a administracdo de 10 UI de FSH e 400 UI de
eCG no final do tratamento progesteronico em ovelhas no meio da estacao reprodutiva.
Eles observaram que o FSH resultou em maiores taxas de prenhez do que a eCG (93,8%
x 57,1%, P<0.05), além de melhorar a prolificidade.

Outra gonadotrofina, a hCG (gonadotrofina coridnica humana), produzida pelas
células trofoblésticas do embrido humano, tem sido amplamente usada em protocolos de
sincronizagao de estro e indugao da ovulacdo em programas de IATF e Transferéncia de
Embrides (TE) (JAINUDEEN et al., 2004). A sua administragao leva a indugdo da
formacdo de corpos liteos com melhor capacidade de produzir e secretar progesterona.
Essa melhora na atividade esteroidogénica deve-se a sua acdo sobre as células luteais,
aumentando o nimero de células maiores e reduzindo o de células menores. Isso leva a
formacdo de corpos liteos com maior didmetro e maior quantidade de tecido produtor
de progesterona, aumentando as chances de sobrevivéncia embriondria até o momento
do reconhecimento materno da prenhez (De RENSIS et al., 2008)

Bartolome et al. (2012) observaram que a hCG induz a formacdo de corpos
liteos acessérios e aumenta significativamente a concentracdo plasmadtica de
progesterona, porém a sua administracdo sem o tratamento prévio com a eCG reduz a
fertilidade em fémeas bovinas.

Dias (2011) avaliou o efeito da administragdo de hCG para inducdo de ovulagdo
e realizou um estudo da dinamica folicular utilizando protocolo longo (nove dias) de
sincronizagdo de estro em ovelhas. Com a realizagdo desse trabalho, foi possivel

observar que a utilizacdo de 500 UI de hCG resultou na antecipacdo € maior
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sincroniza¢do da ovulagcdo, o que pode ser importante para aumentar a eficiéncia da
IATE.

Em geral, o uso de gonadotrofinas para aumentar a prolificidade ¢é dificultado
pela grande variabilidade na resposta ovulatéria (LOPEZ-SEBASTIAN, 1993). A
eficiéncia dos protocolos de sincronizagdo para IATF depende do estdgio do ciclo estral
no momento do tratamento hormonal (G()MEZ—BRUNET et al., 2007). Além do fator
hormonal e fisiol6gico, o sucesso em programas de IATF depende também da técnica
utilizada para realiza¢do da inseminagao.

A IA na ovelha pode ser realizada pela via vaginal, cervical ou intrauterina, a
depender do local de deposicdo da dose inseminante. Esses métodos se diferenciam
quanto a sua complexidade e expectativa de €xito. A inseminagdo vaginal é o método
mais simples e mais rdpido, em que se utiliza s€men fresco altamente concentrado. Este
método ¢ utilizado quando existe impossibilidade de alcancar o canal cervical de forma
mais profunda, como pode acontecer com fémeas que nunca antes foram cobertas, e sua
eficiéncia € limitada. Utilizando também sémen fresco, obtém-se bons resultados na
inseminacdo cervical, que também € um método relativamente simples. Contudo, em
programas de IATF com s€men criopreservado, ¢ recomendado que se faga uso da
inseminacdo intrauterina com o auxilio de um laparoscépio, a fim de aumentar as
expectativas de prenhez (EVANS; MAXWELL, 1990).

A grande dificuldade, hoje, € obter boas taxas de prenhez em ovelhas
inseminadas com sémen criopreservado. Aproximadamente 40 a 50% da populagdo de
espermatozoides ndo consegue sobrevier mesmo com o uso de protocolos de
criopreservacao melhorados (WATSON, 2000). Para obtencao de bons resultados com
sémen criopreservado, este precisa ser depositado no interior do dtero (RABASSA
et al., 2007).

Para alcancar o interior do ttero, pode-se utilizar a técnica da IA transcervical
ou laparoscopica. No entanto, a disposi¢do dos anéis cervicais e o reduzido didmetro
do orificio dificultam a transposicdo do instrumento durante a IA transcervical,
comprometendo a deposicio do sémen (ANEL et al., 2006). Além disso, faz-se
necessdria a utilizacdo de substincias como a ocitocina ou prostaglandina E para obter
maior dilatacdo da cérvix e fixa-la e traciond-la até a abertura vulvar, a fim de diminuir
a sua sinuosidade (RABASSA et al., 2007), o que pode levar a lesdes e complicacdes

graves, como abscessos e piometra (CAMPBEL et al., 1996).
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Além da dificuldade anatdomica devido as caracteristicas cervicais desta espécie,
as ovelhas tratadas farmacologicamente com progestigenos e PGF2, inibem o
estabelecimento das reservas espermdticas na cérvix nas primeiras duas horas apds a
inseminacdo, reduzem o nuimero de espermatozoides nas tubas uterinas proximo a
ovulacdo e, com isso, baixam as taxas de fertilizacdo (HAWK et al., 1987). Esses
autores sincronizaram e superovularam ovelhas que foram necropsiadas trés dias apds a
cobertura natural. Observaram que o nimero de espermatozoides foi reduzido na cérvix,
utero e tuba uterina e que houve aumento na quantidade de células espermdticas que
estavam imdveis ou que tinham ruptura na estrutura da membrana, encontradas na
cérvix e no utero.

Entende-se que a IA é uma técnica que apresenta grande impacto em um
programa de melhoramento genético, desde que bem conduzida. No entanto, no Brasil e
no mundo, a IA ainda ndo € usada na ovelha no nivel em que € na vaca. Alguns fatores
tém contribuido para isso, destacando-se a anatomia da cérvix uterina e a auséncia de
uma técnica de inseminacao eficaz, simples e de baixo custo (LEBOEUF et al., 2000).

Killen e Caffery (1982), ao usarem a laparoscopia para fazer a IA na fémea
ovina, deram uma grande contribuicdo para expandir o uso dessa técnica em nivel de
unidade produtiva. A técnica, afora permitir a suplantacdo da barreira fisica imposta pela
condicdo anatdmica da cérvix, favorece a reduc¢do da dose inseminante, mesmo quando
se usa espermatozoide sexado, e pode ser usada independentemente da época do ano; do
regime de manejo; do tipo de estro: natural, sincronizado ou induzido; e da forma de
apresentacao e preparacdo do sémen.

A TA laparoscépica permite a deposi¢do do s€émen no interior do dtero com a
realizagdo de duas pequenas incisdes na regido abdominal ventral na linha dos tetos,
para o acesso do aplicador de s€émen (LUZ et al., 2000). Nessa técnica, a concentracao
da dose inseminante ¢ bem menor do que a IA transcervical e o tempo de inseminacdo
necessdrio para cada fémea pode chegar a menos de dois minutos, podendo ser
empregado em um grande nimero de animais. O que limita o seu uso € a necessidade de
equipamentos onerosos e assisténcia de um médico-veterindario (RABASSA et al.,
2007).

Luz et al. (2000) inseminaram 297 ovelhas por laparoscopia, utilizando s€émen
criopreservado na concentracao de 50 milhdes de espermatozoides por dose, 58 a
66 horas apds a retirada da fonte de progesterona. Previamente as inseminacdes, 0s

animais foram tratados com 50 mg de MAP (acetato de medroxiprogesterona) durante
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12 dias e, no momento da retirada da esponja, foram administrados 400 UI de eCG.
Esses autores obtiveram taxas de prenhez entre 60 e 80%.

Em outro estudo, com o objetivo de avaliar resposta ovariana e taxa de prenhez
reutilizando dispositivos de liberacao controlada de progesterona (CIDR), Vilarind et al.
(2013) inseminaram 319 ovelhas. Os dispositivos permaneceram durante seis dias e, no
momento da sua retirada, as fémeas foram tratadas com 10 mg de Dinoprost e 300 UI de
eCG. A IA laparoscépica com sémen criopreservado (100 x 10° espermatozoides) foi
realizada 52 a 57 horas ap6s a retirada do CIDR. Os animais que foram tratados com
dispositivos reutilizados obtiveram taxas de prenhes de 71,4%. Os protocolos curtos,
mesmo utilizando esses dispositivos, mostraram ser eficientes para sincronizar estro e

ovulacao.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais experimentais

Foram selecionados trés machos adultos da raga Dorper, de dois a quatros anos
de idade, férteis (conforme histérico reprodutivo), clinicamente sadios, avaliados e
aprovados por meio de exame androlégico, de acordo com os padrdes de qualidade de
sémen in natura estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Reproducao Animal (HENRY,
NEVES, 1998), e com boa congelabilidade seminal, atestado em um experimento
piloto.

Foram utilizadas 180 ovelhas mesticas de Dorper e Santa Inés, numa faixa etaria
de dois a quatro anos, pluriparas, em condi¢ao de escore corporal variando de dois a trés
(escala de zero a cinco), de acordo com Thompson e Meyer (2012), com adequadas
condi¢des sanitdrias e integridade do sistema reprodutivo, ndo gestantes, conforme
exames clinicos e ultrassonograficos (KX 2000G VET, Oxson Theriogenology, Sao
Paulo, Brasil), com transdutor linear de 5 MHz, acoplado a um suporte rigido, por via
transretal.

As técnicas descritas neste experimento foram conduzidas de acordo com os
principios éticos da experimentacdo animal dispostos pelo Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal — COBEA.
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3.2 Local e periodo experimental

A coleta e o congelamento do sémen foram realizados na Fazenda Jatai,
localizada no municipio de Senhor do Bonfim, Bahia, situada na latitude de 10°27'48'
sul e longitude de 40°11'27' oeste, drea inserida no Poligono das secas, com um tipo
climético semidrido, apresentando temperatura média anual de 23,3 °C e indice
pluviométrico anual de 400 mm (C.E.L,, 1994), durante os meses de junho e julho de
2012.

Os reprodutores foram mantidos em sistema de confinamento, sendo
alimentados diariamente por uma dieta composta por feno de tifton oferecido a vontade
e 800 g didrios de racdo comercial concentrada (Tech Ovin Unique, Socil, Brasil), além
de sal mineral (Ovinof6s com minerais organicos, Tortuga, Brasil) e 4gua ad libitum.

As inseminag0es artificiais foram realizadas nas fémeas pertencentes ao rebanho
da Fazenda Cachoeira, localizada no municipio de Monte Santo, Bahia, situada na
latitude de 10°26'16' sul e longitude de 39°19'58' oeste, drea inserida na mesorregido do
Nordeste Baiano, com um tipo climdtico semidrido, apresentando temperatura média
anual de 25 °C e indice pluviométrico anual de 250 a 300 mm (C.E.L, 1994), durante os
meses de setembro e outubro de 2012.

Durante o experimento, as fémeas receberam alimentacdo composta por
bagaco de cana misturada a palma-forrageira triturada, fornecida a vontade, e 250 g de
concentrado a base de caroco de algoddo, milho e soja, além de sal mineral (Ovinofds

com minerais organicos, Tortuga, Brasil) e 4gua ad libitum.

3.3 Coletas e avaliacoes do sémen pré-criopreservacao

Foram feitas oito coletas de sémen de cada reprodutor (duas coletas por semana,
durante quatro semanas), utilizando-se uma vagina artificial com temperatura entre 40 e
45°C e uma fémea em estro como manequim. Antes das coletas, os prepucios dos
animais foram devidamente higienizados com solucao de ringer-lactato.

Ap6s cada coleta, foram realizados exames completos de acordo com o Manual
para Exame Androldgico e Avaliacdo de Sémen Animal disposto pelo Colégio Brasileiro
de Reproducdo Animal. Cada ejaculado foi avaliado subjetivamente quanto a turbilhdo,
motilidade progressiva e vigor, além de andlise da concentragdo e morfologia

espermatica e avaliacdo de integridade de membrana dos espermatozoides.

28



O turbilhdo foi avaliado, em uma escala de zero a cinco, observando o
movimento em massa, sob a forma de ondas, de uma gota de s€émen colocada sobre uma
lamina pré-aquecida e levada a um microscopio de luz com contraste de fase, com
objetiva de 10 a 20X.

A avaliagdo da motilidade progressiva e do vigor espermatico foi feita em uma
lamina coberta por uma laminula pré-aquecida, com objetiva de 200 a 400X. O
resultado expresso para a motilidade foi em porcentagem; para o vigor, foi utilizada
uma escala de zero a cinco.

Para avaliar a concentragdo espermadtica, 20 pl. de sémen foram diluidos em
10 mL de solu¢do de formol salina tamponada. A contagem foi feita em microscopio de
contraste de fase em aumento de 400X, utilizando a cAmara de Neubauer.

Para observacdo da morfologia espermatica foi realizado um esfregaco, que foi
submetido a coloracdo Karras, de acordo com Papa et al. (1988). Foram contadas 200
células espermadticas no total, em microscopia com aumento de 1.250X, sendo
registradas as patologias encontradas.

A avaliacdo de espermatozoides com membrana plasmadtica integra ou lesada foi
realizada utilizando solucdo de eosina-nigrosina, segundo Barth e Oko (1989). Uma
gota de s€men foi misturada a uma gota da solucdo corante, homogeneizada, e realizou-
se o esfregaco. As laminas coradas foram observadas em microscépio, sob aumento
total de 1.250X. Foram contados e classificados 200 espermatozoides por lamina, de
modo que os espermatozoides corados de vermelho ou seus subtons foram classificados
como tendo membrana plasmadtica lesada, enquanto os espermatozoides nao corados
foram classificados como tendo membrana plasmaética integra, que foram expressos em
porcentagem de células vivas e registrados como viabilidade espermética.

A integridade da membrana plasmdtica dos espermatozoides também foi
avaliada pelo teste hiposmoético. Foram coletados de cada ejaculado 20 uL e colocados
em tubos eppendorfs contendo 1,0 mL de solugcdo hiposmética de 100 mOsm/kg,
composta por frutose (0,9 g), citrato de sédio (0,49 g) e dgua destilada (100 mL). As
amostras foram mantidas a 37 °C por uma hora e, posteriormente, a leitura do percentual
de reacdo dos espermatozoides ao HOST foi feita, utilizando microscopia de contraste
de fase com aumento de 40X, colocando-se uma gota da fragcdo s€émen/solucdo entre
uma lamina e uma laminula. Foi utilizado o protocolo proposto por Revell e Mrode
(1994), subtraindo a porcentagem de espermatozoides que apresentavam alteracdes na
cauda apds o HOST da porcentagem de espermatozoides com alteracdes na cauda antes

do HOST encontrados na avaliagdo morfoldgica das amostras.
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3.4 Diluicao e criopreservacao do sémen

Cada ejaculado foi dividido em duas aliquotas e pré-diluido 1:1 em diluente
composto por Tris, D-frutose, 4cido citrico, gema de ovo, glicerol e sulfato de
gentamicina, de acordo com a formulacdo descrita a seguir, € 0 mesmo diluente foi
acrescido de 0,5 mg/mL de é4cido ascérbico (Tabela 1). As amostras foram mantidas em
banho-maria a 32 °C até a completa dilui¢do, para obten¢do dos seis grupos:

G1 - 80 x10° spz em meio tris-gema (grupo controle)
G2 - 40 x10° Spz em meio tris-gema

G3 - 20 x10° spz em meio tris-gema

G4 - 80 x10° spz em meio tris-gema + dcido ascérbico
G5 - 40 x10° spz em meio tris-gema + dcido ascérbico
G6 - 20 x10° spz em meio tris-gema + 4cido ascérbico

Para diluicdo final e formagdo dos grupos, foi calculado, de acordo com a
concentracdo espermdtica do ejaculado, o nimero de doses por grupo e, assim, O

volume final do diluente a ser adicionado.

Tabela 1 - Composi¢ao do diluente Tris-gema

Componente Quantidade
Tris-mae
Tris 6,056 g
D-frutose 25¢g
Acido citrico 348 ¢
Agua tridestilada q.s.p. 200 mL
Diluente Tris-gema final
Tris-mae 70 mL
Gema de ovo 17 mL
Glicerol 5,0 mL
Sulfato de gentamicina 13,33 mg
Agua tridestilada q.s.p- 100 mL

Fonte: arquivo pessoal Dr. Max Vitéra Resende.

Ap6s as diluicdes, o sémen foi mantido em uma caixa térmica pldastica de
34 litros de capacidade, com dimensdes externa (comprimento X largura x altura) de
45 x 34 x 40 cm. Dentro da caixa foram colocadas barras de gelo recicldveis para
manter um ambiente interno a uma temperatura aproximada de 5 °C, aferida com

termometro digital. O sémen diluido e acondicionado em tubos plasticos de 10 mL eram
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mantidos dentro de um recipiente pldstico com capacidade para 250 mL com &4gua a
32 °C e este conjunto dentro da caixa térmica a 5 °C durante duas horas. O sémen foi
envasado em palhetas de 0,25 mL, seladas com massa de modelar at6xica. Previamente
ao envasamento, as palhetas e raques foram identificadas e separadas de acordo com os
grupos.

Para a criopreservacgao foi utilizada uma caixa isotérmica de 22 L de poliestireno
expandido, com as dimensdes internas (comprimento x largura x altura) de
39 x 31 x 19 cm, adaptada a um suporte metdlico utilizado para acomodar as palhetas na
posicdo horizontal, 5 cm acima do nitrogénio liquido. As palhetas ficaram em contato
com o vapor de nitrogénio liquido durante 15 minutos; apds esse periodo, foram

mergulhadas no nitrogénio liquido e armazenadas em botijao criogé€nico.

3.5 Descongelamento e avaliacao do sémen criopreservado

As doses foram descongeladas em banho-maria a 37 °C durante 30 segundos;
posteriormente, foram avaliados a motilidade progressiva, o vigor espermatico, a
morfologia espermdtica e a integridade de membrana plasmatica, de acordo com os
protocolos ja descritos para a avaliacdo do s€émen fresco.

A longevidade dos espermatozoides de cada grupo foi avaliada pelo teste de
termorresisténcia lento. Apds descongelamento em dgua a 37 °C durante 30 segundos, o
conteddo das palhetas foi colocado em tubos eppendorfs de 1,5 mL e incubado a 37 °C
por trés horas. A motilidade progressiva e o vigor espermético foram avaliados a cada

hora (TO, T1, T2 e T3horas).

3.6 Sincronizacao do ciclo estral e inseminacao artificial

Para aferir a fertilidade in vivo do sémen criopreservado, 180 ovelhas foram
divididas em dois grupos. Foram sincronizadas 90 ovelhas por dia. No dia zero
foram introduzidos pessdrios vaginais impregnados com 60 mg de acetato de
medroxiprogesterona (Progespon, Coopers, Brasil), mantidos no fundo de saco vaginal
por sete dias. No sexto dia foram aplicados intramuscularmente 300 Ul de eCG
(Sincroecg, Ourofino, Brasil) e 0,125 mg de cloprostenol (Ciosin, Coopers, Brasil). No
oitavo dia foram aplicados 300 Ul de hCG (Vetecor, Hertape Calier, Brasil), via

intramuscular.
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Cinquenta e cinco horas apds a retirada da progesterona, foram feitas as
inseminagdes por laparoscopia, sem observacao do cio.

Vinte e quatro horas antes da IATF, as ovelhas foram mantidas em jejum
alimentar e hidrico. Para a inseminacao elas receberam anestesia dissociativa composta
por 4% de cloridrato de xilazina (Rompum, Bayer, Brasil) e 20% de cloridrato de
quetamina (Ketalar, Parker-Davis Co., Argentina), na dosagem de 1 mL/10 kg de peso
vivo, via endovenosa. Foram acomodadas em macas apropriadas em decubito dorsal,
para realizacdo de tricotomia e antissepsia local com dlcool iodado. Foram feitas duas
infiltracdes com 5 mL de lidocaina a 2% (Anestésico Pearson, Pearson, Brasil) em dois
pontos: 5 cm laterais a linha alba e 5 cm cranialmente ao ubere. Com uma pequena
incisdio em cada ponto, foi introduzido um trocater para passagem da Otica
laparoscépica; no outro ponto foi acoplado um manipulador para o posicionamento do
utero e, posteriormente, introducdo de uma pipeta aspic (IMV — Ref.005546), que
permite a inseminacao na por¢ao medial da curvatura maior de cada corno uterino. Apds
esse procedimento, os equipamentos foram retirados e os pontos suturados com fio de
ndilon, aspergindo-se no local oxitetraciclina spray (Terra-cortril, Pfizer, Brasil), além
de ser administrado 1 mL/10 kg de peso vivo de oxitetraciclina LA (Terramicina LA,
Pfizer, Brasil), via intramuscular.

O diagnéstico de gestacdo foi realizado ultrassonograficamente, 40 dias apds as

inseminacoes.

3.7 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com auxilio do pacote estatistico SAEG
(1999). As varidveis quantitativas foram submetidas aos testes de normalidade
(Lilliefors) e homocedasticidade (Cochran) e, posteriormente, a andlise de variancia a
5%. Caso apresentasse significancia, foi realizado o teste de Tukey, evitando-se
erros estatisticos tipoI e II. Quando ndo atendiam as premissas de normalidade e
homocedasticidade, mesmo apds as transformacdes apropriadas, os dados foram
submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, com probabilidade de erro de
5%.

Os dados qualitativos de taxa de gestacdo foram agrupados em tabela de
contingéncia e analisados pelo teste de qui-quadrado pelo programa SPSS (SPSS, Inc.,

1992).

32



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As caracteristicas do sémen fresco dos carneiros estdo sumariadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Caracteristicas fisicas e morfoldgicas do sémen fresco dos carneiros da raca

Dorper
Parimetro Valore§ Médios e
Desvio-Padrao
Volume (mL) 1,2+04
Turbilhonamento (0-5) 5+0
Concentrago (x 10° sptz/ mL) 3275 £677,9
Motilidade Progressiva (%) 91,7+ 3,1
Vigor (0-5) 5+0
Integridade de Membrana Plasmética/ Vivos e Mortos (%) 84,6 £5,2
Integridade de Membrana Plasmatica/ HOST (%) 91,3+3,6
Patologias Totais (%) 25+1,1

Como uma grande parte, 40 a 50%, da populacdo espermdtica, se torna infértil
apos o processamento e criopreservacao (WATSON, 2000), € necessdrio trabalhar com
ejaculado de excelente qualidade, visando obter uma concentragdo de células vidveis
que mantenha os niveis de fertilizacdo aceitdveis apds programas de IA. Os valores
descritos na Tabela 1 estdo bem acima daqueles parametros minimos recomendados

pelo CBRA (1998) para sémen ovino in natura.
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Na motilidade progressiva pods-descongelamento, foi encontrada diferenca
(P<0,05) entre o tratamento 4 (80 milhdes com antioxidante), com 67,8% + 3,9, e o
tratamento 6 (20 milhdes com antioxidante), com 62,9% =+ 3,6, porém esses tratamentos
nao apresentaram diferenca (P>0,05) dos demais tratamentos testados, como se observa
na Tabela 3.

Nao foi encontrada diferenca (P>0,05) para motilidade pds-descongelamento nos
grupos com e sem antioxidante. Os tratamentos 4, 5 e 6, compostos por amostras
criopreservadas com diluente acrescido de 0,5 mg/mL de 4cido ascérbico, apresentaram
ap6s descongelamento motilidades de 67,8% +3,9; 66,0% +3,9 e 62,9% * 3,6,
respectivamente. Esses achados sdo superiores aos descritos por Sénmez e Demirci
(2004), que obtiveram motilidade de 49,2% +0,75 quando utilizaram a mesma
concentracdo de acido ascorbico (0,5 mg/mL) na criopreservacao de s€émen ovino.

Em estudos recentes, Memon et al. (2012b), trabalhando com sémen caprino e
suplementagao do meio com 8,5 mg/mL deste antioxidante (dcido ascérbico), obtiveram
motilidade pds-descongelamento de 68,60% + 0,56, similar a encontrada neste ensaio.

Diluindo sémen suino fresco, Cérdova-Izquierdo et al. (2007) encontraram
amostras com motilidade zero quando suplementaram o meio diluente com 5 mg/mL de
acido ascorbico. Sonmez e Demirci (2004) constataram resultados semelhantes quando
usaram 5 e 10 mg/mL desse mesmo antioxidante para criopreservacao de s€men ovino.
Estes autores justificam o achado pela capacidade do 4cido ascérbico de acidificar o
sémen, causando redu¢do da motilidade das amostras.

Contrariando esses resultados, Memon et al. (2012a) utilizaram concentragdes de
2,5, 4,5, 6,5 e 8,5 mg/mL de vitamina C para criopreservacdo de sémen caprino e
encontraram em todos 0s grupos incremento nas caracteristicas seminais observadas,
recomendando a concentragdao mais alta para suplementagao dos meios diluentes.

O teste de termorresisténcia permitiu avaliar a motilidade e vigor das amostras
criopreservadas durante trés horas, em intervalos de uma hora, a uma temperatura de
37 °C, mimetizando a permanéncia do sémen nos 6rgios genitais femininos. Os valores
encontrados para a motilidade estdo dispostos na Tabela 3. As motilidades, na primeira
hora, diferenciaram (P<0,05) entre os tratamentos 1 e 4, apresentando médias e desvio-
padrao de 61,7% £ 6,2 e 66,5% + 3,7, respectivamente, e entre os tratamentos 4 e 6,
com valores na ordem de 66,5% + 3,7 e 61,0% + 2,9, respectivamente. Essa observagao
mantém o padrdo da motilidade pds-descongelamento até a primeira hora de teste de
termo-resisténcia, que aponta melhores valores para o tratamento 4 e menores para o

tratamento 6.
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Tabela 3 - Médias e desvios-padrdo das caracteristicas esperméticas no pds-descongelamento, testes hiposmético, viabilidade espermaética, teste
de termorresisténcia, do s€men de carneiros Dorper criopreservado em diferentes concentracdes espermdticas, acrescidos ou nao de
0,5 mg/mL de 4cido ascérbico ao meio diluente

Variaveis
Tratamento . - . -

Motilidade Vigor Pa:giglgla HOST  Viabilidade M°t16l(l)dade Vigor 60 MOtlﬂzlgade Vigor 120 MOtllggade
1 644+58° 39407 36+17 838+89 789488 617+62° 37+08 575+63 35+09 520+7.1
2 644+58° 39407 4119 839+51 794+76 625+59° 3406 579+53 31+03 535+60
3 648 +43° 4107 45+18 856+85 818+7.6 62551 36+08 585+60 30+£03 525+6.1
4 67.8+39° 39+07 36+18 869+63 80.1+80 665+37° 35+05 608+38 3.0+04 542+50
5 660+39% 42+07 4120 847+87 804+93 642+41% 36405 583+43 31404 527+53
6 629+36° 36206 37+21 822+91 778+74 61.0+29° 32404 562+49 29+02 504+68

Meédias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Tukey ou Kruskal-Wallis

Tratamento 1 — 80 milhdes de spz sem antioxidante; Tratamento 2 — 40 milhdes de spz sem antioxidante; Tratamento 3 — 20 milhdes de spz sem antioxidante; Tratamento 4 —

80 milhdes de spz com antioxidante; Tratamento 5 — 40 milhdes de spz com antioxidante; Tratamento 6 — 20 milhdes de spz com antioxidante.
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Peixoto et al. (2008), em seus experimentos de criopresrvacdo de sémen ovino
com meio diluente tris-gema acrescido ao &cido ascérbico e Trolox, encontraram
motilidade progressiva apds uma hora de incubacdo das amostras de sémen a 37 °C de
20,0% 5,0 e 15,0% +5,0 para o grupo controle e o grupo suplementado com
600 uM/L de 4cido ascérbico (0,11 mg/mL), respectivamente. Esses resultados apontam
um protocolo de congelamento ineficiente; apesar de a motilidade ndo ter mostrado
diferenca significativa entre os grupos, esses autores apontam o grupo suplementado
como opg¢ao para minimizar os efeitos negativos da criopreservacao, haja vista a notdria
manutengdo da integridade do DNA do sémen criopreservado com &4cido ascorbico em
seus trabalhos.

Quanto as motilidades nos tempos de 120 e 180 minutos de TTR, elas nao
apresentaram diferencas (P>0,05). Esses achados estdo préximos dos obtidos por
D'Alessandro et al. (2001), que encontraram motilidade da ordem de 44,5%, 59,9% e
52,6% para o final da incubagdo em trés horas em doses de s€men ovino criopreservado,
em meio tris-gema nas concentracdoes de 20, 40 e 80 milhdes de espermatozoides,
respectivamente.

Nao houve diferenca estatistica (P>0,05) no vigor entre os tratamentos no
descongelamento e durante o TTR (Tabela 3). As médias encontradas foram superiores
as dos trabalhos realizados por Peixoto et al. (2008), suplementando o meio com acido
ascorbico e Trolox.

Os resultados de motilidade espermatica progressiva encontrados neste ensaio
para o TTR lento estdo de acordo com as exigéncias do CBRA, que aponta motilidade
de 30% no fim da avaliacio para atestar como vidveis amostras seminais
criopreservadas provenientes da espécie ovina, a0 passo que O Vvigor se apresentou
abaixo dessas recomendacdes, com valor minimo encontrado de 2,7 + 0,3 para os
tratamentos 5 e 6.

A integridade funcional da membrana foi avaliada pelo teste hiposmdtico,
enquanto a integridade fisica foi medida através da colorac@o supravital, que aponta os
espermatozoides vivos e mortos, isto é, com membrana fisicamente integra ou nao. O
processo de criopreservacdo adotado ndo causou danos as membranas de uma grande
propor¢cdo de espermatozoides nos diferentes grupos testados, e a presenca do acido
ascorbico ndo apresentou agdo protetora nos tratamentos realizados, como estd

demonstrado na Tabela 3.
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Os resultados apresentados de espermatozoides vivos pela coloragao supravital
foram superiores aos 60% encontrados por Sonmez e Demirci (2004), utilizando a
mesma concentracdo de dcido ascorbico, e similares aos de Memon et al. (2012b).

A mesma concentracdo de acido ascérbico em meio a base de TES-TRIS foi
utilizada por Castro (2010) para a criopreservacdo de sémen bubalino; esse autor
observou incremento na motilidade pds-descongelamento e apés TTR, mas nido notou
diferenca (P>0,05) nos testes que avaliaram a integridade fisica e funcional da
membrana.

Penitente Filho (2010), criopreservando s€men caprino com a adi¢do de vitamina
E nas concentragdes de 25, 50 e 100 uM ao meio diluente, também ndo observou acao
protetora do antioxidante utilizado na membrana plasmadtica através de avaliacdo por
intermédio do teste hiposmético.

Encontrando diferencas (P<0,05) com o grupo controle, Memon et al. (2012b)
obtiveram valor de 69,40% =+ 1,23 para integridade funcional de membrana. Essa reagdo
ao teste hiposmético foi inferior a verificada neste experimento,

Nao houve diferencga entre os tratamentos (P>0,05) com e sem acido ascérbico
para os testes hiposmético e de coloracdo supravital, mostrando que a inclusdo desse
antioxidante no meio diluente ndo teve o efeito esperado de protecio de membrana.
Talvez a concentracdo do antioxidante em questdo ndo tenha sido o suficiente para ter
seus efeitos benéficos ou a produgao de espécies reativas ao oxigénio nao tenha sido alta
o bastante para as células entrarem em estresse oxidativo, 0 que compromete as
estruturas de membrana com o processo de lipoperoxidacdo oxidativa, necessitando de
acréscimo de agentes antioxidantes.

Observando esses achados, outro fator que pode ter interferido na néo
observacao das acoes antioxidativas da inclusao do acido ascérbico ao meio diluente € o
fato de se ter trabalhado com sémen de alta qualidade e poucas patologias espermaticas,
provenientes de carneiros em adequadas condicdes de sadde, pois, de acordo com
Agarwal et al. (2005), Alvarez e Moraes (2006), Barbosa (2009) e Castro (2010), a
producdo de ROS acontece de maneira mais evidenciada quando ocorre grande
quantidade de espermatozoides com gota protoplasmadtica e/ou uma grande quantidade
de leucdcitos no ejaculado, pelos motivos ja expostos.

Os neutrdéfilos produzem e liberam elevadas concentracdes de ROS préximo as
células e patdgenos para formar reacdes citotoxicas, sendo essa sintese de ROS a
primeira linha de defesa contra microrganismos invasores. Outra importante fonte de

ROS no sémen sdo os espermatozoides imaturos. Os residuos citoplasméticos dessas
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células contém elevados niveis da enzima glucose-6-fosfato desidrogenase, que forma o
NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida)) O NADPH
posteriormente forma ROS via NADPH oxidase na membrana espermatica
(BAUMBER et al., 2000; BARBOSA, 2009).

Talvez a agdo antioxidante do &4cido ascérbico se apresente e melhore as
qualidades seminais de carneiros com baixo padrdo de qualidade do sémen a ser
criopreservado, conforme mostraram Garcez et al. (2010), congelando sémen humano,
em que foram observadas melhoras nas atividades antioxidativas das enzimas
superdxido dismutase e catalase no material processado proveniente de homens inférteis
quando utilizaram o agente antioxidante resveratrol para suplementar o meio diluente.

Essa observagdo foi feita também por Borges (2008), quando experimentou o
antioxidante Trolox na suplementacdo do meio tris-gema para congelar s€men bovino.
Quando analisou o grande grupo com e sem antioxidante, esse autor ndo observou
diferenca (P>0,05) nas caracteristicas seminais e fertilidade pds-inseminag¢do, mas,
quando separou os touros pela qualidade espermética, percebeu melhora significativa na
fertilidade in vitro e in vivo do sémen criopreservado com o antioxidante.

A reducdo da concentragdo espermdtica de 80 para 40 e 20 milhdes de
espermatozoides totais por dose inseminante ndo alterou (P>0,05) a fertilidade das
ovelhas inseminadas laparoscopicamente em um programa de sincronizagao de estro e
IATF, como estd representado na Tabela 4. Esses resultados corroboram os achados de
D'Alessandro et al. (2001), que ndo encontraram diferencgas significativas nos testes de
fertilidade in vivo, recomendando a possibilidade de se trabalhar com doses de
20 milhdes de espermatozoides em programas de inseminagdo laparoscopica em
ovelhas, aumentando a quantidade de doses produzidas na criopreservacdo. Esses
pesquisadores destacam ainda a baixa fertilidade in vitro obtida das amostras congeladas
em concentragdes altas, com 800 milhdes de espermatozoides/mL.

De acordo com Leahy et al. (2010), doses criopreservadas com altas
concentracdes espermadticas afetam negativamente a fertilidade pela elevada producgao
de metabdlitos que irdo promover o estresse oxidativo naquele meio, enquanto doses
mais diluidas, de acordo com Gundogan et al. (2010), perdem sua protecao
antioxidativa natural presente no plasma seminal, sendo eles expostos também a
acdo nociva das ROS. A presenca do acido ascérbico na concentragdo de 0,5 mg/mL
melhoraria o desempenho da IA e as caracteristicas seminais in vitro do sémen

criopreservado.
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Tabela 4 - Taxas de gestacao* de ovelhas inseminadas artificialmente em tempo fixo
via laparoscopia com sémen criopreservado de carneiros Dorper em
diferentes concentragdes espermadticas, acrescidos ou nao de 0,5 mg/mL de
acido ascorbico ao meio diluente

Tratamento Variaveis
IA (n) Gestantes (n)
: 30 18
: 30 18
3 30 19
4 30 o1
5 30 ”
6 30 19

* (P>0,05) teste do qui-quadrado

Tratamento 1 — 80 milhdes de spz sem antioxidante; Tratamento 2 — 40 milhdes de spz sem antioxidante;
Tratamento 3 — 20 milhdes de spz sem antioxidante; Tratamento 4 — 80 milhdes de spz com antioxidante;
Tratamento 5 — 40 milhdes de spz com antioxidante; Tratamento 6 — 20 milhdes de spz com antioxidante.

Nos trabalhos realizados ndo foram observadas reducdes de fertilidade nas
fémeas inseminadas com as doses mais concentradas, representadas pelos tratamentos 1
e 4, nem nas fémeas inseminadas com as doses provenientes dos tratamentos 3 e 6, mais
diluidas, nem a acdo do 4cido ascérbico foi percebida nas diferentes concentracdes
espermaticas utilizadas.

Os tratamentos de menor concentracdo espermdtica, 3 e 6, mantiveram a
fertilidade semelhante a do grupo controle, mostrando ser possivel trabalhar com doses
de 20 milhdes de espermatozoides. Como Salamon et al. (1985) pontuaram em seus
trabalhos, essa concentracdo é considerada o platd para a dose inseminante se manter

com fertilidade adequada para a IA intrauterina em ovelhas.
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5 CONCLUSOES

A inclus@ao de 0,5 mg/mL de acido ascérbico ao meio diluente a base de
Tri-gema ndo melhorou nem as caracteristicas seminais nem a fertilidade do sémen
criopreservado.

A dose inseminante de 20 milhdes de espermatozoides totais foi efetiva para uso

em IATF por laparoscopia em ovelhas.
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