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RESUMO:

O Semiarido Brasileiro € caracterizado por altas taxas de insolagdo, altas temperaturas, baixa
precipitacdo pluviométrica e baixa umidade onde o sistema de criagdo ovino é
predominantemente semiextensivo. Na regido Nordeste, em especial no Alto Sertdo
Paraibano, a produtividade desses animais ainda é relativamente baixa quando comparada a
todo potencial disponivel na regido, demostrando a necessidade de técnicas capazes de
aperfeicoar o melhoramento genético. Diante disto, a criopreservacdo do sémen se mostra
como uma biotécnica alternativa para potencializar o desempenho reprodutivo de rebanhos
ovinos no Semiarido. O trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade espermaética de
ovinos Santa Inés utilizando diferentes meios e métodos de congelamento. Para o
Experimento foram utilizados trés ovinos machos da raca Santa Inés, pré-selecionados por
exame clinico e androldgico para garantir que todos estivessem saudaveis e se apresentassem
puberes e na mesma faixa etaria. Os animais foram mantidos em sistema de criacdo semi-
intensivo, submetidos a pastejo em capim nativo, suplementados com concentrado composto
de farelo de milho, pré-mix mineral além de agua a vontade durante todo periodo
experimental. Os animais foram submetidos a periodo de adaptacdo por 15 dias, e tiveram
sanidade comprovada. As coletas de sémen foram realizadas com a utilizagdo de vagina
artificial (modelo Walmur®) com um total de 5 repeticOes realizadas duas vezes por semana
durante os meses de Novembro e Dezembro de 2018. As amostras de sémen, logo apés a
coleta foram avaliadas macro e microscopicamente observando as caracteristicas de volume,
aspecto, turbilhonamento, motilidade progressiva e vigor. Apés avaliado, uma parte do sémen
foi diluido no meio Tris-gema produzido no laboratério, e outra parte diluida em meio
comercial. Apdés a diluicdo, as amostras foram envasadas em palhetas de 0,25ml. A
criopreservacdo foi dividida em dois grupos: método manual e método automatizado (TK
3000®). Apé6s o descongelamento do sémen, a 37°C por 30 segundos, as amostras foram
novamente avaliadas quanto aos parametros observados antes do congelamento, comparando
0s meios e métodos utilizados. Pode-se concluir que ndo houveram diferencas significativas
entre os diferentes meios e métodos de congelamento de sémen de ovinos da raca Santa Inés,
apresentando valores semelhantes entre si no pos-descongelamento.

Palavras-chave: Sémen. Banco de germoplasma. Ovinocultura. Desempenho reprodutivo.



ABSTRACT:

The Brazilian semi-arid region is characterized by high insolation rates, high temperatures,
low rainfall and low humidity where the sheep farming system is predominantly
semiextensive. In the Northeast region, especially in Alto Sertdo Paraibano, the productivity
of these animals is still relatively low when compared to all available potential in the region,
demonstrating the need for techniques capable of improving genetic improvement. In view of
this, the cryopreservation of semen is shown as an alternative biotechnique to enhance the
reproductive performance of sheep herds in the Semiarid region. The objective of this study
was to evaluate the sperm quality of Santa Inés sheep using different methods and freezing
methods. For the experiment were used three male sheep of the Santa Inés race, pre-selected
by clinical and andrological examination to ensure that all were healthy and presented
pubescent and in the same age group. The animals were kept in a semi-intensive rearing
system, submitted to grazing in native grass, supplemented with concentrate composed of
corn meal, mineral pre-mix and water at will throughout the experimental period. The animals
were submitted to adaptation period for 15 days, and were sanctioned. Semen collections were
performed using an artificial vagina (Walmur modelo model) with a total of 5 replications
performed twice a week during the months of November and December 2018. Semen samples
were collected shortly after collection and microscopically observing the characteristics of
volume, appearance, swirling, progressive motility and vigor. After being evaluated, one part
of the semen was diluted in the Tris-gem medium produced in the laboratory, and another part
diluted in commercial medium. After dilution, the samples were packed in 0.25 ml vats.
Cryopreservation was divided into two groups: manual method and automated method (TK
3000®). After the semen thawed at 37°C for 30 seconds, the samples were again evaluated for
the parameters observed before freezing, comparing the means and methods used. It can be
concluded that there were no significant differences between the different methods and
methods of freezing semen of Santa Inés sheep, presenting similar values among themselves
in post-thawing.

Keywords: Semen. Germplasm bank. Sheep. Reproductive performance.
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1. INTRODUCAO

A ovinocultura representa uma importante atividade socioecondmica na regido Semiarida
Brasileira. Em pesquisa realizada pelo IBGE (2018), o Brasil conta com um rebanho de
aproximadamente 17,97 milhGes de cabecas. O Semiérido Brasileiro detém 64,2% deste
rebanho nacional, e nesta regido, a criacdo de ovinos é uma atividade basica e generalizada
que permeia na grande maioria das propriedades rurais, principalmente das areas Semiaridas
(LINS, 2017). Entretanto, a produtividade desses animais na regido Nordeste, em especial no
Alto Sertdo Paraibano, ainda € relativamente baixa quando comparada a todo potencial
disponivel na regido, demostrando a necessidade de técnicas capazes de aperfeicoar o
melhoramento genético.

O Semiéarido Nordestino é caracterizado por apresentar altas taxas de insolacdo, altas
temperaturas (média de 26-38°), baixa precipitacdo pluviométrica (700 mm anuais) e umidade
(variando de 60% a 75% com alta evapotranspiracdo). Esses indices ambientais criam uma
condicdo que facilmente pode colocar os animais fora do seu conforto térmico, contribuindo
negativamente no desempenho reprodutivo destes (INMET, 2017).

Os ovinos sdo poliéstricos estacionais e o fotoperiodo € quem determina essencialmente
essa sazonalidade, cujo efeito é individualmente manifestado em latitudes superiores a 35°
(BARBAS et al., 2002).Um melhor desempenho reprodutivo € observado, nos periodos do
ano que o dia se torna mais curto, entretanto esse mecanismo fisioldégico ndo é notado no
Nordeste Brasileiro. Acredita-se que animais criados nessa regido tenham se adaptado e
perdido essa capacidade sem comprometer sua eficiéncia reprodutiva. Entretanto, segundo
(SIMPLICIO, 2008), ha outros fatores que sdo responsaveis pela interferéncia no ciclo
reprodutivo dos animais em determinadas épocas do ano, sendo o estresse provocado por altas
temperaturas considerado um dos fatores de maior interferéncia no desempenho reprodutivo
da espécie em estudo. Na microrregido de Sousa - PB, os fatores climéaticos do Semiarido em
periodos de estiagem, somados a manejos reprodutivos e nutricionais inadequados (LINS et
al., 2015; LINS et al., 2016) podem contribuir negativamente para a qualidade espermatica
dos reprodutores da regido, em determinados periodos do ano. Diante disto, a criopreservacao
do sémen pode ser uma alternativa tecnolégica capaz de potencializar o desempenho
reprodutivo de rebanhos ovinos, na regido em estudo. Segundo CASTELO et al. (2008), os
ejaculados de alguns animais domésticos possui uma guantidade maior de espermatozoides do
que seria necessario para a fecundacdo. Assim, a diluicdo do sémen mostra-se como excelente

opcéao, agregando um maior aproveitamento do ejaculado em um maior nimero de fémeas,
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pois tal tecnologia tem um importante papel na producdo animal, proporcionando a realizacao
da inseminacgéo artificial, facilitando o controle reprodutivo e auxiliando na realizagdo de
testes de progénie mais precisos em um menor espaco de tempo. Além disso, possibilita a
criacdo de um banco de germoplasma, proporcionando a manipulacdo de material genético
(LEBOEUF et al., 2000).

O presente trabalho tem como objetivo avaliar os diferentes meios e métodos de

congelamento do sémen de ovino.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

A busca incanséavel pelo melhoramento da produtividade animal, principalmente no que
tange a producdo de carne ovina no Nordeste Brasileiro, vem levando a uma necessidade de
incrementacdo do manejo reprodutivo desses animais e uma das alternativas é a utilizacéo de
biotecnologias que possam auxiliar na melhoria da eficiéncia reprodutiva animal
(COUTINHO, 2010). Diante de todo avanco tecnoldgico, as biotecnologias de ordem
reprodutiva sdo as que oferecem uma maior e melhor relacdo custo/beneficio ao produtor rural
quando empregada em programas de melhoramento genético dos animais. Atrelada a isso o
congelamento de sémen vem com o objetivo de aumentar a propagacdo genética desejada em
um curto espaco de tempo e propiciar o controle da sanidade dos reprodutores e matrizes
através da erradicacdo de doencas sexualmente transmissiveis, reduzindo riscos e custos com
aquisicdo e transporte de reprodutores, perpetuando as caracteristicas de reprodutores que
perderam a capacidade de cobrir ou mesmo que vieram a 6bito (CASTELO et al., 2008).

O estresse térmico é uma situacdo de desconforto que ocorre quando o calor produzido no
metabolismo animal é maior que o calor dissipado para o ambiente. Esse tipo de estresse pode
levar a alteracdes fisioldégicas como aumento da frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria,
temperatura retal, mudancas visiveis de comportamento, queda na imunidade, diminuicdo da
eficiéncia reprodutiva e queda na produtividade, este ultimo fato estd relacionado a um
aumento da ingestdo de agua e diminuicdo da ingestdo de alimentos, levando assim a
diminuicdo do ganho de peso diario e comprometendo a eficiéncia reprodutiva (MAIA, 2011).
Pois a nutricdo € um fator de extrema importancia na influéncia do desempenho reprodutivo,
uma vez que deficiéncias nutricionais podem ser responsaveis por desenvolver queda da
producdo de espermatozoides (SILVA et al., 2011).

A criopreservacdo é um processo que envolve as fases de reducdo de temperatura,
desidratacdo celular, congelamento e descongelamento do sémen (MEDEIROS et al., 2002),
podendo ser realizada de varias maneiras, contudo, para o sucesso do processo todas as etapas
devem ser realizadas de forma harmoniosa. De acordo com (MAXWELL E SALOMON,
1993), a técnica de criopreservacdo do sémen, em conjunto com a inseminacdo artificial, é
uma biotécnica reprodutiva que oferece muitas vantagens a industria de producdo animal,
especialmente relacionada a programas de melhoramento animal. Todavia, para alguns
reprodutores, a preservacdo de espermatozoides pelo frio constitui-se um problema,
principalmente quando armazenados congelados, o que pode resultar em alteragdes bioldgicas
e funcionais (ORTEGA et al., 2003). Além disso, SILVA et al. (2011) concluiu que ovinos
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criados em regibes com variacdo dos indices pluviométricos sofrem acdo da condigcdo
climética, sendo o periodo de menor indice pluviométrico deletério a integridade da célula
espermatica submetida ao processo de criopreservacdo. Na maioria dos casos as avaliacbes
realizadas para determinar a qualidade espermaética, representando o seu possivel potencial de
fertilidade, sdo a motilidade espermaética, o vigor, a concentracdo espermatica, anormalidades
espermaticas e o teste de termo-resisténcia (lento ou rapido), realizados segundo
recomendagdes do Colégio Brasileiro de Reproducéo Animal (CBRA, 1998).

Devido ao pouco volume (0,5 a 2,0 mL) e alta concentracdo espermatica (2 a 5 x 10°
sptz/mL), é necessario que se utilize diluentes para aumentar o volume total do ejaculado e
assim obter maior proporcdo de doses inseminantes. Os diluidores visam primeiramente o
aumento de volume, mas devem também favorecer a sobrevivéncia dos gametas masculinos e
ser livres de materiais toxicos para minimizar o desperdicio de células (GONCALVES et al.,
2001). Existem diversas substancias organicas e sintéticas (SALOMON & MAXWUEL,
2000) que sd@o utilizadas e lancadas pela industria para promover protecdo aos
espermatozdides durante a diluicdo, porém, o balango entre concentracdo e interacdo desses
agentes com o meio celular deve ser sempre mensurado que Sdo 0s crioprotetores. S&o
classificados como permeantes ou ndo permeantes.

Os crioprotetores permanentes no geral s@o solutos que passam facilmente as membranas
celulares, atuando intra como no extracelular. Sdo classificadas nessas categorias substancias
como glicerol, etilenoglicol, propilenoglicol, amidas, dimetilsulfoxido (DMSO) e alcoois
poliidricos. (MOLINIA et al., 1994) trabalharam com associacBes de etilenoglicol,
propanodiol, DMSO e glicerol para a criopreservacdo de espermatozoides de ovinos 0s
autores constataram que o DMSO ¢ ineficaz para a criopreservacao de sémen de ovinos.

Os crioprotetores ndo permeantes sdéo macromoléculas que nao traspassam as membranas
celulares e agem apenas no meio extracelular, como acucares (lactose, trealose, rafinose,
galactose, sacarose), proteinas do leite e da gema de ovo, albumina, soro e polimeros
sintéticos, como a polivinilpirrolidona e a metilcelulose. Esses compostos melhoram a
osmolaridade do meio diluidor, possibilitando a desidratacdo celular durante o congelamento
(SALAMON E MAXWELL, 2000). Outros acucares, como a glicose e a frutose, sdo
adicionados aos meios diluidores, aumentando assim a osmolaridade do meio, entretanto, por
serem capazes de penetrar na célula, acabam por balancear o gradiente osmético. Além disso,
tanto a glicose quanto a frutose sdo usados como fonte de ATP pela célula espermatica, sendo
que a glicose é metabolizada preferencialmente devido a maior afinidade da enzima

hexoquinase (enzima responsavel pela primeira etapa da glicolise) por esta (MANN, 1964).


https://www.sinonimos.com.br/traspassam/
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2.1 Glicerol

Os primeiros relatos da utilizacdo (POLGE ET AL., 1949; POLGE, 1951; POLGE E
ROWSON, 1952), do glicerol com crioprotetor, sendo 0 mais aplicado para a preservacao de
espermatozoides de diversas espécies, inclusive ovinos (SALAMON E MAXWELL, 2000).
Quimicamente é classificado como um &lcool e apresenta formula molecular C3H803, sendo
3 grupamentos hidroxila , tendo alta capacidade de ligacdo com a agua, impedindo a formacgéo
e o crescimento de cristais de gelo no meio diluidor, além do mais possibilita a penetrar na
célula, regulando assim o balango osmotico intra e extracelular. Em poucos minutos de
interacdo do glicerol com o espermatozoide (0 a 5 minutos) ja sdo suficiente para ocasionar
efeito crioprotetor satisfatorio (SALAMON E MAXWELL, 1995; SALAMON E
MAXWELL, 2000). O glicerol possui atividade direta na membrana plasmatica, ao contrario
dos outros crioprotetores permeantes. Estudos relatam que o crioprotetor se ligue diretamente
aos fosfolipideos da membrana plasmatica, reduzindo sua fluidez e interferindo em sua
permeabilidade (PARKS E GRAHAM, 1992; MOLINIA et al., 1994).

2.2 Gema de Ovo

Desde a descoberta através de estudos, de suas agdes (PHILLIPS, 1939; PHILLIPS E
LARDY, 1940), a gema de ovo se tornou um dos principais complementos sendo
indispensavel para a manutencdo do sémen resfriado e também para sua criopreservacgao.
(PHILLIPS E LARDY, 1940), em seus primeiros estudos, pode observar efeitos satisfatorios
na adicdo de gema de ovo em meios para preservacdo do sémen de bovinos a 5°C. Em meio
aos principais efeitos da gema de ovo, esta a protecdo contra o choque térmico, a preservacao
da motilidade espermatica, a diminuicdo da saida de enzimas acrossomais (hialuronidase) e a
manutencdo da integridade de membranas mitocondriais (SALAMON E MAXWELL, 1995).
Apesar de se ter varias vantagens, por ser de origem animal, a gema traz sérios riscos de
contaminacdo para o diluidor de sémen. Estudos indicam a importancia de se certificar a
origem dos ovos utilizados em meios diluidores, uma vez que, dependendo de sua
procedéncia, podem estar mais ou menos sujeitos a contaminacao podendo colocar em risco o
desempenho e a qualidade espermatica. Até mesmo os diluidores comerciais, a base de ovo
e/ou leite, apresentam algum grau de contaminag¢do microbiana (BOUSSEAU et al., 1998). O
uso da gema de ovo em pod, que passa pelo processo de pasteurizacdo, permite reducdo da
contaminagdo e melhor padronizagdo das amostras. Outro ponto negativo na utilizagdo da
gema de ovo em meios diluidores é a dificuldade de se ter uma padronizacdo das amostras,

uma vez que a composicao dos ovos pode variar dependendo da alimentag&o e da genética dos
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animais (AMIRAT et al., 2005). Além disso, pode-se observar que a gema de ovo apresenta
granulos e outras substancias (lipoproteinas de alta densidade e minerais) que previnem trocas
metabolicas dos espermatozoides ou diminuem sua motilidade (KAMPSCHMIDT et al.,
1953; PACE E GRAHAM, 1974; WATSON E MARTIN, 1975).

2.3 Métodos para criopreservacao seminal

Apos a diluicdo, é realizada a refrigeracdo do sémen ovino. Essa etapa se constitui como
principal método de armazenamento, onde se caracteriza pela reducdo da temperatura que
originalmente encontra-se em torno de 37°C para temperaturas préximas a zero grau Celsius.
Nesse periodo o espermatozoide sofre inibicio reversivel de seu metabolismo (CAMARA &
GUERRA, 2011). S&o utilizados diferentes metodos para promover a queda de temperatura,
sejam eles automaticos ou manuais, a curva de queda da temperatura deve ser promovida de
maneira constante e homogénea, evitando variagdes bruscas que podem resultar em choque
térmico e reducdo da viabilidade espermatica (WATSON, 2000; MEDEIROS et al., 2002).

O processo de criopreservacdo pode causar danos as organelas espermaticas mais
precisamente nas membranas e induzir mudangas semelhantes a capacitacdo espermatica e
reacdo acrossomal na populacdo sobrevivente (BAILEY et al., 2000). No processo de
mudanca na temperatura de 5°C positivos a —-50°C, o que determina se as células espermaticas
se manterdo em equilibrio com o meio extracelular ou progredir para uma supercongelacao
com o possivel aumento de gelo intracelular é a curva de congelamento (WATSON, 2000).
NEIL (1999) e BYRNE et al. (2000) observaram que a congelacdo rapida de 5°C positivos
para -25°C com descenso de 5°C/minuto, teve melhor viabilidade, melhor atividade
mitocondrial e integridade acrossomal do que com congelacgéo lenta (-0,5°C/min).

O principio de funcionamento da maquina de congelacdo de sémen, modelo TK 3000, o
processo se se inicia em temperatura ambiente, 37°C, com controle eletrdnico determinando a
taxa de resfriamento (°C/min) de acordo com o programa selecionado. O resfriamento do
porta palhetas € realizado sem usar nitrogénio liquido, utiliza-se para esta funcdo o mddulo
eletrénico (Efeito Peltier) para que ocorra o resfriamento, sendo este modulo controlado pelo
sistema computadorizado da maquina, proporcionando uma taxa de varia¢do (°C/min) precisa
e uniforme, desde a temperatura ambiente até 4 ou 5°C positivos (MOTTA, 2006). Apos a
refrigeracdo o operador retira o porta palheta do sistema de refrigeragdo e mergulha no
nitrogénio contido no recipiente e o controle eletrdnico passa a controlar a taxa de
temperatura (°C/min) de congelagédo de acordo com a curva selecionada. O controle atua sobre

o0 porta palhetas contrapondo ao frio proporcionado pelo nitrogénio liquido. O equilibrio entre



18

o frio do nitrogénio liquido e o aquecimento proporcionado pela eletronica define a taxa de
congelacdo (°C/min) programada de 5°C positivos até -120°C (MOTTA, 2006).

O sistema de criopreservacdo em geladeira/vapor de nitrogénio liquido tem se mostrado
viavel, porém, de dificil padronizacdo dos ritmos de refrigeracdo e de congelacdo, uma vez
que diversos fatores contribuem para induzir a variagdes no processamento do ejaculado a
cada partida. Entre as variagOes estdo; qualidade do material a ser processado, marca e
modelo da geladeira, tipo da caixa isotérmica de poliestireno (isopor), nivel de nitrogénio
liquido, meio diluidor e a falta de habilidade do especialista (RODELLO, 2006).

3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Instituto Federal de Educacdo Ciéncia e Tecnologia da
Paraiba (IFPB) — Campus Sousa - Unidade S&o Gongalo, no setor de Ovinocultura. As
analises foram processadas no Laboratorio de Ensino em Biotecnologia da Reproducéo
(LEBRE) do Hospital Veterinario do IFPB de Sousa. O campus esta localizado no alto sertao
da Paraiba, municipio de Sousa, perimetro irrigado de Sdo Gongalo. A regido apresenta clima
Tropical Semidrido, latitude sul de 6°50°14, 69 e 38°17,43°43,39 de longitude Oeste, altitude
de 237 metros e precipitacdo média anual de 654 mm. A temperatura média anual é de 27°C,
com maxima de 38°C, e umidade relativa media de 61%. A vegetacdo predominante da regido
é a caatinga hiperxerofila, INMET (2017).

3.1 Animais e grupos experimentais

Foram utilizados trés ovinos machos da raca Santa Inés, com idade entre um ano e um
ano e meio caracterizando a idade reprodutiva. A fim de aferir a sanidade dos animais foram
realizados exames clinicos e androldgicos (figura 1). O perimetro escrotal foi avaliado para
garantir que 0s animais estivem puberes, pois o perimetro testicular € um excelente padrao
para determinar reprodutores de boa qualidade CELIS et al. (1987). Os ovinos passaram por
periodo de adaptacdo durante 15 dias onde foram levados a clinica de grandes animais e feita
as coletas de sémen.

Os animais eram mantidos em sistema de criacdo semi-intensivo, submetidos a pastejo em
capim nativo, suplementados com concentrado composto de farelo de milho, pré-mix mineral
além de agua a vontade. Durante todo periodo experimental os animais foram submetidos a
avaliacdo dos parametros fisiologicos, tais como frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria e

temperatura corporal.
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LT

Figura 1- Medicéo do perimetro testicular de ovino Santa Inés utilizado no experimento

Fonte: Arquivo pessoal

3.2 Coleta e avaliacdo morfofisiol6gica do sémen

Antes da realizacdo das coletas foram feitas avaliacdo do perimetro testicular (PE),
frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratoria (FR) e temperatura corporal de todos os
animais. As coletas de sémen foram realizadas com a utilizacdo de vagina artificial (modelo
Walmur®) duas vezes por semana durante os meses de Novembro e Dezembro de 2018,
compreendendo um total de 5 repeticdes. As amostras de sémen coletadas foram separadas
em dois grupos, manual e automatizado, para cada grupo foram separadas cinco amostras com
0 meio comercial e cinco amostras com 0 meio produzido no laboratério. As amostras foram
avaliadas macro e microscopicamente observando as caracteristicas de volume, aspecto, odor
coloracdo (figura 2) turbilhonamento, motilidade progressiva e vigor (figura 3). Para as
devidas analises, foram utilizados 10uL de sémen em lamina previamente aquecida a 37°C,
para a observacdo do turbilhonamento vigor e motilidade.

A concentracdo espermatica do ejaculado foi obtida com a utilizacdo de uma camara de
Neubauer, sendo utilizado a diluicdo de 1 parte de sémen para 200 partes de formol salino
(1:200).
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Figura 2 - Volume de sémen in natura de 1,5 ml pés-coleta com o uso de vagina artificial

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 3 - Gota de sémen na lamina para avaliacdo microscépica

Fonte: Arquivo pessoal

3.3 Diluicédo e Congelamento do sémen

O sémen foi diluido na proporcdo de uma parte de sémen para uma parte de meio (1/2)
utilizando-se diluidor Tris-Gema (3,605¢g de Tris; 2,024g de &cido citrico; 1,488g de frutose;
100 ml de agua bidestilada; 20% de gema de ovo, 5% de glicerol e pH 7,2), meio este que foi
produzido no laboratério. O mesmo procedimento é realizado com um Diluidor X®© de uso
comercial, obedecendo & mesma proporcdo de sémen/diluidor. Apos a diluicdo foram
envasados em palhetas de 0,25ml. A criopreservacdo foi dividida em dois grupos: método
manual e método automatizado (TK 3000®). No método automatizado, a curva positiva teve

duracdo de aproximadamente uma hora, até atingir a temperatura de 5°C (figura 5), assando
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por igual periodo de estabilizacdo a mesma temperatura. Logo apés foram submetidas a curva
negativa de 20° C/minuto até -120° C. Posteriormente, as palhetas foram imersas diretamente
no nitrogénio liquido (-196° C) raqueadas e transferidas para o botijao criogénico. No método
manual, as palhetas foram alocadas em uma estante artesanal prépria para o congelamento e
levadas para a geladeira sendo refrigeradas e estabilizadas a 5°C durante 20 minutos. Apds
esse periodo a estante com as palhetas foram colocadas em um isopor com nitrogénio liquido
a uma distancia de 4 cm acima deste, permanecendo 20 minutos no vapor (figura 4), atingindo
cerca de -120°C, e em seguida submersas no nitrogénio liquido e estocadas no botijdo
criogénico a (-196°C) (RODELLO, 2006).

Figura 4 - Estante artesanal utilizada no experimento para congelamento do sémen na geladeira/vapor de
nitrogénio

Fonte: Arquivo Pessoal

Diluidor X® (Para proteger a identidade comercial do produto utilizado e evitar conclusdes tendenciosas, sera descrita
apenas sua composi¢do quimica: 3,605g de Tris; 2,024g de acido citrico; 1,488g de frutose)
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Figura 5 - Maquina TK 3000 utilizada no experimento para congelamento do sémen

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 6 - Palhetas com sémen alocadas na maquina TK 3000 antes de iniciar o processo de congelamento

Fonte: Arquivo pessoal

3.4 Avaliacdo do sémen ap0s o descongelamento

Apbs o descongelamento do sémen, a 37°C por 30 segundos (figura 7), as amostras foram
novamente avaliadas quanto aos parametros de aspecto, motilidade progressiva e vigor de
acordo com a metodologia descrita pelo Manual de Exame Androlégico do CBRA (1998) e
posteriormente foram comparados 0s meios e métodos utilizados. A motilidade é expressa em
porcentagem conforme a proporcao total de espermatozoides moveis. Segundo MIES FILHO
(1987), esta € uma das principais caracteristicas que devem ser levadas em conta no exame de
um sémen, para avaliacdo de sua capacidade fecundante. O vigor € a caracteristica que

representa a forca do movimento, que acaba influenciando a velocidade com que os
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espermatozoides se movimentam. Esta é classificada em escala de 0 a 5, em que 0 é a
auséncia de movimento progressivo com o deslocamento lateral de cauda fraco e inexpressivo
e 5 resulta em movimento vigoroso e veloz dos espermatozoides (figura 8), geralmente
progressivo (CBRA, 1998), é importante que as analises sejam feitas pelo o0 mesmo avaliador

antes e pos descongelamento, pois 0s valores sdo muito subjetivos.

Figura 7 - Descongelamento do sémen em banho maria a 37°C durante 30 segundos

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 8 — Avaliacdo microscdpica dos pardmetros de vigor e motilidade do sémen pds-descongelamento

Fonte: Arquivo pessoal

3.5 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos & andlise de estatisticas descritiva. Analise de variancia foi
utilizada para observar a existéncia de homogeneidade entre as variancias e o Teste de Tukey
(P<0,05) para comparacdo multipla entre os parametros avaliados foi submetido ainda ao teste

da Anova e Qui-quadrado.
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3.6 Principios Eticos

O experimento foi submetido e aprovado n° 23000.001595.2017-72 pelo comité de ética
e pesquisas em animais, do IFPB campus Sousa (CEUA), respeitando todas as leis que regem

procedimentos cientificos em animais.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Parametros fisiologicos

Segundo SILANIKOVE, (2000) quando o animal estd em homeostasia a taxa de
normalidade respiratoria se encontra entre 20 a 30 movimentos por minutos. A tabela 1
mostra que os valores obtidos para frequéncia respiratoria estdo dentro dos padrdes citados
pelo autor.

KOLB (1981) relata que batimentos cardiacos de carneiros podem variar de 70 a 110
batimentos por minutos, esses valores podem ser observados na tabela acima indicando que 0s
animais encontravam-se dentro da normalidade esperada para a espéecie em estudo.

A temperatura retal de ovinos pode variar de acordo com a temperatura ambiente, em
condicdes de termoneutralidade a temperatura retal de ovinos varia entre 38,6 e 39,9°C
(MARIA et al., 2007) esse valores também foram observados no grupo de ovinos do
experimento.

CELIS et al. (1987) considera que o didmetro testicular ¢ um padrdao confiavel para
selecionar reprodutores de boa qualidade, onde carneiros entre 1 a 2 anos e superior a 2 anos,
possui uma média de circunferéncia escrotal entre 19,16+4,25 a 25,93+1,49, respectivamente,
mostrando que o grupo experimental estd dentro dos padrdes esperados para a idade

reprodutiva.
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Tabela 1 - Médias e desvios-padrdo (u + s) dos valores dos parametros FR (mpm),
temperatura corpérea (°C), frequéncia cardiaca (bpm) e didmetro testicular (cm) de ovinos
submetidos a avaliacdo da integridade de espermatozoides in natura e criopreservados

utilizando dois meios e métodos para o congelamento do sémen.

Parametros Fisiologicos/ Animal Animal  Animal  Animal pes
1 2 3
FR (mov/min) 28 28 24 27+2,3
FC (bpm/min) 76 114 100 97+19,2
TC°C 38,7 39,2 39,5 39,1+0,4
Diametro Testicular (cm) 30 27 26,5 27,819

4.2 Comparativo entre meios e métodos de congelamento

Apos a descongelacdo do sémen, ndo foi observada diferenca significativa na motilidade
e No vigor espermatico entre os quatro tratamentos (tabelas 2, 3). Esses resultados concordam
com RODELLO (2006) que comparou o congelamento de sémen em sistema automatizado
(TK 3000) com sistema manual utilizando geladeira e vapor de nitrogénio e obteve médias de
50,3% e 47,9% respectivamente para motilidade pds-descongelamento, observando que néo
houveram diferencas significativas entre os sistemas analisados. Em relacdo ao meio utilizado
SAMPER (1992), observou que o diluente tris-gema manteve maior motilidade em células
espermaticas apds o descongelamento, quando comparado com outros diluentes. Entretanto o
presente trabalho ndo demonstrou diferencas significativas para motilidade e vigor entre o
meio a base de tris-gema produzido no laboratério ¢ o meio comercial “X”.
Em um processo de criopreservacdo a motilidade pds-descongelacdo varia de 40 a
60% (SALAMON & MAXWELL, 2000). Dessa forma, os resultados do presente estudo
mostraram gue a conduta de criopreservacdo de sémen em todos os sistemas foram eficientes
para a manutencdo da motilidade pds-descongelacdo dos espermatozoides, demonstrando
médias de 58,26%, 71,43%, 65,26% e 71,54% para o0s tratamentos manual comercial, manual

laboratdrio, automatizado laboratério e automatizado comercial, respectivamente.
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Tabela 2 - Resultado da Anova quanto ao nimero de palhetas, vigor e motilidade pds-
descongelamento.

Soma dos Quadrado
quadrados df Medio F Sig.
Vigor Entre grupos 165,793 139 1,193
Dentro dos grupos ,000 0
Total 165,793 139
Motilidade Entre grupos 64568,571 139 464,522
Dentro dos grupos ,000 0
Total 64568,571 139

Tabela 3 - Resultados do qui-quadrado quanto ao numero de palhetas, vigor e motilidade no
pos-descongelamento.

Numero de palhetas Vigor  Motilidade

Qui-quadrado ,000? 67,714  63,914°
df 139 3 12
Asymp. Sig. 1,000 ,000 ,000

a. 140 células (100,0%) tém frequéncias esperadas inferiores a 5. A frequéncia celular minima esperada é de 1,0.
b. 0 células (, 0%) tém frequéncias esperadas inferiores a 5. A frequéncia celular minima esperada é de 35,0.
c. 0 células (, 0%) tém frequéncias esperadas inferiores a 5. A frequéncia celular minima esperada € de 10,8.

Os resultados apresentados nas tabelas 2 e 3 referentes & estatistica ANOVA e Qui-
quadrado nao foram significantes. 1sso se deve provavelmente ao pequeno nimero de animais

analisados. Para ser corrigido sugere-se um aumento na quantidade de animais avaliados.
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m Automatizado m Automatizado
comercial laboratério
71,54

Vigor Motilidade

Gréfico 1 - Vigor e motilidade pés descongelamento com método automatizado

m Manual comercial B Manual laboratério

71,43

Vigor Motilidade

Gréfico 2 - Vigor e motilidade p6s descongelamento método manual

Nos graficos 1 e 2 pode ser observados os valores de vigor e motilidade para 0s
tratamentos manual comercial, manual laboratorio, automatizado comercial e automatizado
laboratério na fase de pds-descongelamento. Os resultados obtidos para motilidade nos
diferentes tratamentos ndo apresentaram diferencas significativas entre si, atingindo o

requisito minimo de 30% de motilidade proposto pelo CBRA (1998) para aprovagédo de seu
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uso. Os resultados demonstrados para vigor ndo diferiram significativamente entre os
tratamentos aplicados, isso mostra que os procedimentos precedentes, sdo provavelmente

Vidveis para espécie.
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5. CONCLUSOES

Diante dos dados analisados podemos concluir que ndo houveram diferencas significativas
para 0os meios produzidos no laboratério e o meio comercial, utilizando com métodos
automatizado e o método manual para congelamento de sémen de ovinos da raca Santa Inés,
podendo ser usado os dois sem apresentar comprometimento quanto as parametros de

motilidade e vigor no pds descongelamento.
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APENDICE A — Lista de Tabelas

Observa-se nas tabelas 1, 3, 5 e 7 0 nimero de palhetas avaliadas para cada animal, e 0s
valores de percentual valido para os métodos manual com o meio comercial, manual
laboratorio, automatizado laboratério, automatizado comercial, respectivamente. As amostras
passaram por analise estatistica para garantir que todas fossem avaliadas mantendo o mesmo
padréo dentro de cada fase e demonstrando a padronizagdo do experimento. Nas tabelas 2, 4,
6, 8 podem-se observar as médias e desvio padrdo para os valores de vigor e motilidade pds-
descongelamento correspondente a0 método manual com o meio comercial e 0 meio
produzido no laboratério e 0 método automatizado com o meio produzido no laboratério e

meio comercial, respectivamente.

Tabela 1 - Numero de palhetas avaliadas para cada animal utilizando o método manual com

meio comercial.

N° de palhetas Percentual Percentual valido
avaliadas avaliado
Animal 1 14 30,5 30,5
Animal 2 14 30,4 30,4
Animal 3 18 39,1 39,1
Total 46 100% 100%

Tabela 2 - Valores obtidos para vigor e motilidade pds-descongelamento com método da

manual e meio comercial aplicado a média e desvio padréo ao grupo de animais.

Vigor pds-descongelamento  Motilidade pds descongelamento

Média 2,76 58,26

Desvio padréo 1,177 24,134
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Tabela 3 - Numero de palhetas avaliadas para cada animal utilizando o método manual com
produzido no laboratério.

N° de palhetas Percentual Percentual valido
avaliadas avaliado
Animal 1 19 38,8 38,8
Animal 2 17 34,7 34,7
Animal 3 13 26,5 26,5
Total 49 100% 100%

Tabela 4 - Valores obtidos para vigor e motilidade p6s-descongelamento com método manual

e meio laboratorio aplicados a média e desvio padréo ao grupo de animais.

Vigor pos-descongelamento Motilidade pos
descongelamento
Meédia 3,47 71,43
Desvio padréo 0,892 16,894

Tabela 5 - Numero de palhetas avaliadas para cada animal utilizando o método automatizado

em meio produzido no laboratorio.

N° de palhetas Percentual Percentual valido
avaliadas avaliado
Animal 1 7 35,0 35,0
Animal 2 7 35,0 35,0
Animal 3 6 30,0 30,0
Total 20 100% 100%

Tabela 6 - Valores obtidos para vigor e motilidade pds-descongelamento com método
automatizado em meio produzido em laboratério aplicados a média e desvio padrdo ao grupo

de animais.

Vigor pds-descongelamento Motilidade p6s-descongelamento

Média 3,05 65,26
Desvio padréo 1,433 30,252
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Tabela 7 - Numero de palhetas avaliadas para cada animal utilizando o método automatizado

em meio comercial.

N° de palhetas Percentual Percentual valido
avaliadas avaliado
Animal 1 9 34,6 34,6
Animal 2 12 46,2 46,2
Animal 3 5 19,2 19,2
Total 26 100% 100%

Tabela 8 - Valores obtidos para vigor e motilidade pds-descongelamento com método
automatizado em meio produzido no laboratorio aplicados a média e desvio padrdo ao grupo

de animais.

Vigor pés-descongelamento  Motilidade pos-descongelamento

Média 3,54 71,54
Desvio padréo 0,706 11,293
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APENDICE B - Lista de Gréaficos

Nos graficos 1. e 2 sdo observados os valores para vigor e motilidade obtidos com o
método manual com meio comercial. Os gréaficos 3 e 4 demonstra o vigor e motilidade
correspondente a0 método manual com o meio produzido no laboratério. O grafico 5
demonstra o vigor e 0 6 a motilidade do método automatizado com o meio do laboratorio e
nos graficos 7 e 8 apresentam os valores de vigor e motilidade respectivamente do método

automatizado com meio comercial.

257 Mean =2,76
Std. Dev. =1,177
N =46

207

Grafico 1 - Dados correspondentes ao vigor pés-descongelamento do método manual e meio comercial
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Mean =58,26
Std. Dev. =24,134
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Gréfico 2 - Dados correspondentes a motilidade pés-descongelamento do método manual sendo usado 0 meio

comercial
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Gréfico 3 - Dados correspondentes ao vigor pés-descongelamento do método manual sendo usado o meio

produzido no laboratorio.
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Graéfico 4 - Dados correspondentes ao motilidade p6s-descongelamento do método manual sendo usado o0 meio
produzido no laboratério
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Gréfico 5 - Dados correspondentes ao vigor pés-descongelamento do método automatizado sendo usado o0 meio
produzido no laboratério
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Gréfico 6 - Dados correspondentes ao motilidade pos-descongelamento do método automatizado sendo

usado o meio produzido no laboratério
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Gréfico 7 - Dados correspondentes ao vigor pds-descongelamento do método automatizado sendo usado 0 meio

comercial.
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Gréfico 8 - Dados correspondentes ao motilidade pds-descongelamento do método automatizado sendo usado o

meio comercial.



