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RESUMO

O expressivo crescimento da ovino caprinocultura nacional tem demandado o aumento e
difusdo dos conhecimentos técnico-cientificos nas dreas de nutricdo, sanidade,
melhoramento genético e reprodugdo, bem como de processos gerenciais da cadeira
produtiva de leite, carne e pele, de forma a contribuir para o crescimento social e
econdmico do Brasil, através do aumento do lucro dos produtores, da maior oportunidade
de empregos e renda no meio rural e a possibilidade do acesso constante do consumidor
de produtos ovinos de alta qualidade, a pre¢os compativeis no mercado. Como ferramenta
para o melhoramento genético temos a IA (inseminacdo artificial), entretanto hd algumas
dificuldades para obter bons resultados, um deles € a cérvix tortuosa das ovelhas, com
isso busca-se o melhoramento dos diluentes seminais. Muitos estudos tém sido realizados
para modificar diluentes de s€men para proteger os espermatozoides durante o processo
de congelamento-descongelamento. Na discussdo do diluente de s€men modificado para
prevengao eficiente da qualidade do s€men durante o congelamento, diferentes diluentes
de sémen té€m sido usados para criopreservacao de s€men de carneiro nas tltimas décadas
O sémen de carneiro € particularmente suscetivel ao choque de temperatura. O sucesso
da criopreservacao do s€émen de carneiro depende de diluentes, dilui¢do resfriamento,
congelamento e do protocolo de descongelamento.

Palavras-chave: s€émen, carneiros, reproducao.



ABSTRACT
The significant growth of national goat sheep farming has demanded the increase and
diffusion of technical-scientific knowledge in the areas of nutrition, health, genetic
improvement and reproduction, as well as management processes of the milk, meat and
skin production chain, in order to contribute to the social and economic growth of Brazil,
through the increase of the profit of producers, the greater opportunity for jobs and
income in rural areas and the possibility of constant consumer access to high-quality sheep
products at compatible prices in the market. As a tool for genetic improvement we have
Al (artificial insemination), however there are some difficulties to obtain good results,
one of them is the tortuous cervix of sheep, with this we seek the improvement of seminal
diluents. Many studies have been conducted to modify semen diluents to protect sperm
during the freeze-thawing process. In the discussion of the modified semen diluent for
efficient prevention of semen quality during freezing, different semen diluents have been
used for cryopreservation of sheep semen in recent decades Sheep semen is particularly
susceptible to temperature shock. The success of cryopreservation of sheep semen

depends on diluents, dilution cooling, freezing and the thawing protocol.

Keywords: semen, rams, reproduction.
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1.0 INTRODUCAO

A ovinocultura se define pela criacdo de ovinos nos diferentes tipos de sistema
como: sistema extensivo, semi-intensivo e intensivo. Com isso o produtor precisa
principalmente utilizar de estratégias, no sentido de promover o desenvolvimento dos
animais em algumas regides principalmente, quando se leva em consideracdo a escolha
de ragas adaptadas a determinado ambiente exposto a elas. Em 2020 o rebanho ovino no
Brasil apresentou um crescimento de 3,3% em relacdo ao efetivo registrado em 2019,
totalizando 20.628.699 cabecas. Utilizando como periodo de andlise o periodo de cinco
anos vé-se que foi a segunda maior taxa de crescimento do periodo. Em relacdo as regides
tem-se a regido Nordeste com uma participagcdo de 70,6% do rebanho total de ovinos no

Brasil. (EMBRAPA, 2021)

O crescimento da ovinocultura nacional tem demandado o aumento e difusdo dos
conhecimentos técnico-cientificos nas dreas de nutricdo, sanidade, melhoramento
genético e reproducdo, bem como de processos gerenciais da cadeia produtiva de leite,
carne e pele, de forma a contribuir para o crescimento social e econdmico do Brasil,
através do aumento do lucro dos produtores, da maior oportunidade de empregos e renda
no meio rural e a possibilidade do acesso constante do consumidor de produtos e ovinos

de alta qualidade, a precos compativeis no mercado. (Andrioli et al, 2003)

Dentro do panorama do crescimento econdmico mundial a pesquisa e a
implementacdo de biotécnicas da reproducdo € de suma importancia no aumento do
desfrute e da rentabilidade do agronegdcio de pequenos ruminantes, obtendo-se animais
geneticamente superiores quanto a produtividade, a fertilidade e a resisténcia a doencas.
“A pesquisa deve sempre estar um passo a frente da demanda dos proprietarios por novas
tecnologias” (Pinheiro, 2002). Dentro desta perspectiva, haverd ampla necessidade de se
assistir a reproducdo destes animais seja para permitir aumento da eficiéncia reprodutiva
e/ou produtiva dos rebanhos, seja para multiplicacio mais de gendtipos superiores

(Fonseca, 2005). eficiente

Com o advento das biotecnologias, principalmente as reprodutivas, tornou-se

possivel a utilizagdo de novas ferramentas no processo de melhoramento animal. Aliadas
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a metodologias tradicionais, as novas técnicas tendem a incrementar ainda mais o
progresso genético que vem sendo observado nos animais domésticos. Assim, as
biotécnicas ligadas a reproducdo t€m auxiliado no melhoramento genético animal da
espécie ovina e caprina no que se refere a selecdo e reprodug¢do mais eficientes. As
tecnologias reprodutivas, como a inseminacdo artificial e a ovulacdo mudltipla e
transferéncia de embrides, podem ser utilizadas para aumentar a prolificidade do rebanho
e, consequentemente, refletem na intensidade de sele¢do e nos ganhos genéticos (Nunes,

2010).

A inseminacdo artificial (IA) na ovinocultura nacional € uma pratica pouco
difundida, e apresenta resultados técnicos ndo satisfatorios que demandam de mais
pesquisas cientificas na drea de reproducdo animal, principalmente quando se utiliza
sémen congelado. Uma das dificuldades técnicas de insemina¢do em relagdo a fémea, € a
dificuldade de transpor a cérvix devido a sua anatomia, assim, € necessario o uso de
laparoscopia para a deposicdo do s€men dentro do utero, tornando essa técnica muito
laboriosa. Quando se utiliza s€émen fresco ou refrigerado, pode-se optar pela inseminagdo
artificial com a deposicdo do sémen na entrada da cérvix, simplificando a técnica e
viabilizando a sua utilizagdo (Corandin, 2011). As IA’s. com sémen fresco ou refrigerado
ao serem comparadas a com sémen congelado, apresentam maiores chances de
popularizacdo, por requererem técnicas menos sofisticadas de deposicao do s€émen no
genital feminino, requerem equipamentos menos onerosos € menor rigor na cronologia

do momento de inseminacdo (Bicudo et al., 2005).

Considerando a viabilidade de uso do s€men fresco, refrigerado e congelado na IA
de pequenos ruminantes, faz-se ainda necessdrio o aperfeicoamento dos processos de
tecnologia de sémen, principalmente quanto ao uso de diluentes, tal como: avaliar melhor
os meios diluidores para preservar, por um maior periodo de tempo, as caracteristicas dos
espermatozoides e sua capacidade fertilizante. Neste contexto esta revisdo propde
explanar sobre as principais caracteristicas do s€men ovino e abordar diferentes diluentes

e suas eficiéncias.
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2.0  FUNDAMENTACAO TEORICA

Muitos trabalhos tém sido realizados na tentativa de melhorar a capacidade
fertilizante do sémen ovino congelado e refrigerado que ainda apresentam resultados
insatisfatérios quando utilizado in vivo. Apéds a dilui¢do e refrigeracdo ocorrem danos
provocados nas células espermaticas que reduzem a motilidade e rompem a integridade
das membranas dos espermatozoides. Estas alteracdes interferem significativamente na
sobrevivéncia e capacidade fecundante dos espermatozoides (Martin, 1968; Maxwell &

Watson, 1996).

Com o objetivo de encontrar um diluente com maior capacidade preservadora,
diversas formulas tém sido propostas para sua conservagdo quando mantido a 5°C. Dentre
os diluentes naturais destaca-se o leite de vaca utilizado na forma integral, desnatado,
reconstituido e mais comumente ultrapasteurizado (Evans & Maxwell, 1987). Os
diluentes sintéticos contém TRIS ou citrato como tampdes, glicose ou frutose como fonte
de energia e gema de ovo contra os choques térmicos. Petruzzi et al., (1976), observaram
que o TRIS e citrato foram superiores aos diluentes a base de leite apos 24 horas de
armazenamento a 5°C. Desde 1961, Schindler & Amir (1961) relatavam que a glicina

acrescida nos diluentes promovia um beneficio na longevidade dos espermatozoides.

Os diluentes seminais t€m a funcdo de proteger a membrana do espermatozoide
contra os danos provocados pelo choque térmico e pelas injirias causadas durante o
transporte, além de fornecer nutrientes como fonte de energia, ter efeito tamponante,
manter a pressdo osmotica (285 mOsm) e aumentar o volume do ejaculado, a fim de obter
multiplas doses inseminantes (Verstegen et al., 2005; Aisen, 2008). Os diluentes atuais
oferecem uma boa protecdo a célula espermatica, entretanto, com os tltimos avancos nas
biotécnicas de fecundacdo, tornou-se possivel inferir a baixa fertilidade do sémen
resfriado, fundamentalmente a composicdo dos diluentes, que podem favorecer
modificagdes na distribuicdo e nas caracteristicas dos componentes da membrana que
cobrem o espermatozoide, resultando na sua desestabilizac¢do. Este tipo de problema, esta
correlacionado ao aumento de fluidez da bicamada lipidica da membrana, o que a torna

mais permedvel (Silva, 2007).
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Muitos estudos tém sido realizados para modificar diluentes de sémen para proteger
os espermatozoides durante o processo de congelamento-descongelamento. Na discussao
do diluente de s€men modificado para prevengdo eficiente da qualidade do s€émen durante
o congelamento, diferentes diluentes de sémen t€m sido usados para criopreservagdo de
sémen de carneiro nas ultimas décadas (Watson, 2000). A qualidade do esperma pods-
descongelamento é reduzida devido a ocorréncia de choque frio e estresse osmoético
durante o processo de congelamento-descongelamento (Salamon & Maxwell, 2000). A
maior parte desses danos pode ser prevenida por extensores adequados e aditivos

crioprotetores (Gil et al., 2003; Barbas & Mascarenhas, 2009).
2.1 Temperatura de resfriamento para a preservacio do sémen

Os esforcos cientificos para melhorar a qualidade do sémen congelado-
descongelado e a capacidade fertilizante sdo classificados em duas grandes categorias: a)
modificagdes e especificidades dos métodos de congelamento, protocolos e embalagem
do sémen, b) aditivos e modificagdo dos diluentes. Em resumo, o processo comum de
congelamento do sémen ovino inclui a coleta do sémen, duas etapas de dilui¢do por
diluidores suplementados com gema de ovo (primeira etapa) e glicerol (segunda etapa),
resfriamento a uma temperatura proxima a 5°C e equilibrio por algum tempo para reduzir
a atividade metabdlica celular e aumentar a vida util dos espermatozoides. O sémen €
embalado em palhetas de 0,25 e 0,5 ml para congelamento e armazenamento, ou
congelado como pellets em depressdes rasas em gelo seco (Ritar & Ball, 1993). As
palhetas s@o colocadas acima dos vapores de nitrogénio liquido ou em uma maquina de
congelamento bioldgico programdvel. No primeiro método tradicional, a taxa de
congelamento € regulada pela distincia entre as palhetas e o nivel de nitrogénio liquido.
Assim, aconselha-se colocar 4-6 cm acima da superficie do nitrogénio liquido, pois o
sémen esté sendo resfriado de acordo com uma curva em forma de pardbola (Salamon &

Maxwell, 2000)

2.2 Criopreservacao do sémen

O sémen de carneiro € particularmente suscetivel ao choque de temperatura. O
sucesso da criopreservacdo do sémen de carneiro depende de diluentes, diluicdao
resfriamento, congelamento e do protocolo de descongelamento. Vrios diluentes como

TRIS, Andromed® amplamente utilizado para congelamento de esperma de carneiro,
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dentre outros. O diluente mais comum para congelamento de s€émen ovino € a base de
TRIS, sendo gema de ovo e glicerol os principais componentes adicionados. A
proporcdo de gema de ovo e glicerol depende da composicao do diluente, protocolo de
resfriamento e congelamento. No entanto, a propor¢ao de gema de ovo entre 5 e 20% e
glicerol entre 3 e 7% tém sido utilizadas. O glicerol pode ser adicionado ao s€men no
método de uma etapa ou método de duas etapas. No método de uma etapa, o diluente
com glicerol € adicionado como uma fracdo inteira ao sémen entre 34 e 37°C e resfriado
gradualmente (-0,2°C a -0,3°C/min) a 4-5°C em 2 h e deixado nesta temperatura por 2
h para equilibrio. No método de duas etapas, a fracdo de glicerol é adicionada a 4-5 °C.
A adi¢do de fracdo de glicerol a 4-5°C resulta em melhor sobrevivéncia do esperma do

que a 30°C.

2.3 Fatores que determinam a sobrevivéncia do sémen criopreservado

Sabe-se que a criopreservacdo do s€men das espécies domésticas € um processo
complexo que envolve o balanco de muitos fatores tendo em vista a obtencdo de
resultados satisfatorios. Para garantir o sucesso da criopreservacao € necessario ter o
conhecimento ndo somente do diluente e do crioprotetor apropriado, das taxas de
diluicdo, resfriamento ou descongelacdo, mas também o conhecimento da prépria
fisiologia espermdtica da espécie, que € essencial para a recuperacdo espermatica
maxima apos a descongelagdo, e, consequentemente, para a obtengcdo de melhores taxas
de fertilidade (Purdy, 2006).

A velocidade de reducdo da temperatura durante o congelamento tem sido um dos
fatores mais importantes no processo de criopreservacio, visto que o grau de lesdes
celulares depende da curva de resfriamento (Watson, 1995). O choque térmico pelo frio,
nas membranas espermadticas, ¢ mais pronunciado quando o resfriamento ocorre
rapidamente na faixa de temperatura entre 20 e 0°C. Watson (1995) relatou que a faixa
critica estd entre 12 e 2°C; Quinn et al., 1980, entre 15 e 0°C, e Moran et al. (1992),
entre 19 e 8°C. Menores taxas de resfriamento do s€émen até 4- 6°C sdo mais benéficas

para as membranas espermaticas (VARNER et al., 1988; MORAN et al., 1992).

2.4 Técnicas de criopreservacao
Realizado o exame fisico do ejaculado, a amostra deve ser pré-diluida em um tubo

graduado, na propor¢ao de uma parte de sémen para duas partes de meio diluidor (1:3).
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O diluidor e o tubo devem ser aquecidos em banho-maria a 37°C, previamente a diluicdo
inicial, a fim de proteger o sémen durante a manipulacdo. Entdo, avalia-se a motilidade
espermadtica e vigor por meio de microscopia 6ptica, com aumento de 200 a 400X, com o
intuito de verificar possiveis alteragdes nas caracteristicas seminais durante o processo de
diluicdo. Apds procedida a concentragdo espermdtica, por contagem em camara de
Neubauer, € calculado o nimero de doses (100 milhdes de espermatozdides/dose) e
realizado o ajuste do volume final do diluidor a ser adicionado. Seguindo-se a dilui¢cdo
final. O diluidor de congelacdo deve ter como concentracdo final 6% de glicerol e 20%
de gema de ovo. Feito o envase do sémen diluido nas palhetas, essas sdo encaminhadas
para o resfriamento conforme Barbosa (1999). Nesse caso, as palhetas devem ser
colocadas horizontalmente sobre plataformas de isopor, dentro de uma geladeira de 280L,
com temperatura interna estabilizada entre 4 e 5°C. Assim, as amostras sdo submetidas a
uma curva de resfriamento de -1,07°C/min, em que, apds, aproximadamente, 30min as

amostras chegavam a temperatura de 5°C.

2.5 Principais componentes crioprotetores

Segundo Gibbons (2002), é imprescindivel na composi¢do de um diluente usado
para a congelacdo do sémen caprino uma substancia tampao como o Tris, sais como o
citrato de sédio, um ou mais acucares (glicose, frutose, lactose, rafinose ou trealose),
crioprotetores penetrantes (glicerol, etilenoglicol ou dimetilsulf6xido) e ndo-penetrantes
(leite ou gema de ovo) além de antibidticos, sendo a penicilina e a estreptomicina os mais
utilizados. Um dos diluentes mais utilizados para sémen de pequenos ruminantes € o Tris,
acido citrico, frutose, gema de ovo e glicerol (Neves et al., 2008).

O Tris (Trishidroximetil-aminometano - H2NC(CH20OH)3) é uma substancia
solivel em 4gua, disponivel comercialmente em um alto grau de pureza na forma de
cristais. Ele permanece estdvel em temperatura ambiente por diversos meses, atuando
como tampao i0nico bipolar em pH entre 7,0 e 9,0 (McPhail & Goodman, 1984). De
acordo com Purdy (2006), além do Tris, diluentes a base de leite em p6 desnatado também
sao muito utilizados, entretanto o primeiro confere os melhores resultados de motilidade
apo6s a descongelacdo (Deka & Rao, 1987).

Muitos crioprotetores penetrantes (glicerol, dimetilsulféxido, dimetilformarmida,
etilenoglicol, propilenoglicol) e suas combinacdes t€ém sido testadas para o sémen de

pequenos ruminantes, todavia, o crioprotetor penetrante mais frequentemente utilizado
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continua sendo o glicerol (Purdy, 2006; Bezerra, 2009). Ja segundo Pereira et al., 2022, o
uso da dgua de coco e gema de ovo como diluente de sémen proporciona melhor
desempenho ao longo de 48 horas para as caracteristicas motilidade, vigor e

turbilhonamento.

3.0 METODOLOGIA CIENTIFICA

Este trabalho trata-se de uma revisao de literatura sobre uso de diluentes seminais
na ovinocultura e suas diferentes caracteristicas. A partir disso € possivel comparar
caracteristicas e eficacias dos diferentes diluentes de acordo com pesquisas realizadas
anteriormente, e com isso compilar estar informagdes para nortear a escolha de um bom
diluente. No total se procedeu a andlise de artigos cientificos. Foram pesquisados artigos

cientificos nos sites PubMed, ResearchGate, Google Académico e Scielo.

4.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Ovinocultura e inseminacao artificial

Segundo Vilela (2020), os primeiros ovinos que chegarem ao pais foram trazidos
pelos colonizadores, provenientes de Portugal, data-se dos anos iniciais da colonizagdo
(1534). Rapidamente esses animais se espalharam e multiplicaram-se, formando os
primeiros rebanhos. Por se tratar de um pais com grandes dimensdes territoriais e
climéticas, os ovinos comecaram a passar por um processo natural de selecdo, se
adaptando as diferentes condi¢des de ambiente e consequentemente alterando algumas de
suas caracteristicas especificas, como o porte, o nimero de crias por parto, resisténcia a
parasitas e doengas, atividade sexual precoce, rusticidade a diferentes condi¢des extremas
e ndo estacionalidade reprodutiva. Entretanto, apesar de todas essas caracteristicas que
contribuiram para a resisténcia, pouca exigéncia, sobrevivéncia e perpetuacdo das ragas,
esses animais ainda apresentam baixos niveis de produtividade a nivel nacional. Dentre
0s pontos positivos para a criagdo de ovinos estd o fato de os animais serem altamente
adaptdveis a sistemas de produgdes variados, sejam eles familiares e extensivos ou
sofisticados e intensivos. Outro fator se refere ao ciclo produtivo e reprodutivo

relativamente curto, com animais podendo ser abatidos a partir dos trés meses de idade.

A precocidade também contribui para o ciclo mais rdpido, sendo que machos e
fémeas podem ser acasalados a partir dos seis meses. O periodo de gestagdo de cinco

meses € meio, aliado a um curto puerpério tornam ainda mais dindmicos os sistemas de
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criacdo destes animais. Por fim, a elevada prolificidade garante produ¢do adicional de
filhotes ao longo da vida reprodutiva das fémeas (Fonseca et al., 2007). Sabe-se que,
aliada a biotécnicas reprodutivas, o melhoramento genético pode incrementar e melhorar
a produtividade do rebanho ovino, torni-lo mais resistente a doengas, dentre outros, como

chegar a reduzir custos para o produtor

Algumas técnicas de biotecnologias reprodutivas podem agir para dar impulso a
esses beneficios. (Corsino, [s.d.]). Vdrias biotecnologias como a criopreservacdo de
gametas masculinos e a inseminag¢do artificial vém sendo desenvolvidas e aplicadas a
criacdo de ovinos, com o intuito de fornecer subsidios para o crescimento efetivo da

ovinocultura na regido Nordeste brasileiro.

Em relacdo aos procedimentos convencionais de criopreservacdo de sémen, sabe-
se que os espermatozoides ao serem criopreservados sofrem devido ao uso dos
crioprotetores, alteracOes quimicos e fisicos nas membranas espermdticas extra e
intracelulares. Estas mudancas sdo atribuidas em parte, a alteracdes na transi¢do da fase
lipidica e/ou aumento na peroxidagdo (Purdy, 2006), durante os processos de
congelacao/descongelagdo. Uma das consequéncias destas modificagdes € a reducdo na
porcentagem de espermatozoides moveis, velocidade e capacidade fertilizante (Isachenko

et al., 2004).

Em relacdo ao uso IA na pecudria nacional, trata-se de uma tecnologia valiosa e de
alto impacto na industria de ruminantes, além de facilitar o comércio internacional de
machos e a conservacgado de recursos genéticos. Dentre as biotecnologias utilizadas para a
otimizacdo da reproducdo animal, a inseminacao artificial € a mais antiga e a que mais
rapidamente corrobora com a producdo de animais superiores. Na ovinocultura, a [.A. tem
contribuido consideravelmente, uma vez que proporciona a disseminacao de genética de
gendtipos superiores, € vem promovendo a padronizacdo de animais geneticamente
privilegiados nas propriedades produtoras de ovinos, e facilitando um maior controle
reprodutivo do rebanho, principalmente quando a IA é em tempo fixo (Salgueiro &

Nunes, 2012; Casali et al., 2017).

A inseminacao artificial pode ser realizada de variadas formas que incluem desde a
colocacdo do sémen na vagina, semelhante ao acasalamento natural ou a deposi¢do do

sémen no corno uterino. De acordo com o local de deposicao do sémen, a inseminagao
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pode ser vaginal, cervical superficial, intracervical, intrauterina efetuada no corpo do
utero ou intrauterina efetuada no corno uterino. Quanto mais préxima do local de
fertilizacao (ampola da tuba uterina) for a deposi¢do do s€émen, maior serd a taxa de

gestacdo resultante. (EMBRAPA, 2014).

Espermatozoides criopreservados tém menor habilidade de penetrar no muco
cervical e por isso, quando do seu uso, as taxas de prenhés apds I.A. com deposicao
vaginal profunda ou cervical superficial sio menores que as obtidas por monta natural,
estando em torno de 25% (Mortimer & Maxwell, 2004). Apesar dessa baixa taxa de
sucesso, a IA na ovinocultura vem apresentando muitas vantagens, dentre elas, a
facilidade do uso de s€émen congelado que pode ser armazenado e utilizado em vdrias
propriedades simultaneamente o que permite o intercambio deste material entre
propriedades, bem como permite utilizar os reprodutores em um nimero muito maior de

fémeas do que aquele que seria obtido em regime de monta natural. (Xavier et al, 2009).

4.1.1 Parametros reprodutivos de carneiros

A capacidade reprodutiva dos mamiferos depende da produc¢do de espermatozoides
vidveis e da sua adequada deposi¢do na genitdlia feminina proximo ao momento da
ovulacdo. Embora a libido também seja importante, a producdo espermdtica € o fator
chave, podendo ser afetada por diversos fatores, tais como: o tamanho testicular, a idade,
o peso corporal, a época do ano, agentes exdgenos, administracdo de esteroides, exercicio
e a frequéncia de ejaculacdo (Berndtson, 2014). A contribuicdo de machos para a
eficiéncia reprodutiva e produtiva é de grande importancia, uma vez que, além do fator
genético, estes podem ser selecionados com maior eficiéncia que as fémeas, devido ao

maior potencial de gerar descendentes (Salgueiro, 2000).

A inclusdo das caracteristicas biométricas testiculares no processo de selecao de
reprodutores ocorre, principalmente, em decorréncia de sua correlagdo positiva com a
fertilidade dos machos (Rege et al., 2000). A evidéncia de correlagdo entre circunferéncia
escrotal e caracteristicas reprodutivas em ovinos, resultou de estudos em ovinos jovens
desenvolvido por Land (1973), o qual reforca a teoria de que a expressdo dessas

caracteristicas estd geneticamente correlacionada. (Santana et al., 2001).

Tradicionalmente, fazem parte do processo de selecao e avaliacao de reprodutores

a medi¢do das caracteristicas biométricas testiculares: perimetro escrotal, largura e
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comprimento testicular (Notter et al., 1981). Segundo Bailey et al. (1998), o volume
testicular constitui uma medida mais representativa da producdo espermadtica que o
perimetro escrotal, principalmente naqueles machos que possuem testiculos com formato

mais alongado (Bailey et al., 1996).

Embora, a circunferéncia escrotal seja um excelente indicativo da potencialidade
reprodutiva, seus valores ndo devem ser ajustados a média de peso corporal, quando sdo
comparados animais de diferentes idades. Estes dados sugerem que se deve considerar,
tanto o peso corporal quanto a idade para a selecao de reprodutores potencialmente férteis
(Moraes & Oliveira, 1992; Souza et al., 2005). Uma outra informagao adicional que deve
ser anotada para a auxiliar no diagndstico da aptidao reprodutiva € o tipo de alimento esta
sendo administrado aos carneiros (volumoso e/ou concentrado) e em que quantidade. Isto
em funcdo de ter sido relatada menor percentagem de espermatozoides normais em
propriedades em que os carneiros recebiam maior quantidade de ra¢do concentrada na sua

dieta (Moraes & Oliveira,1997).

O aparelho genital do macho é constituido pelos testiculos, epididimos, escroto,
canal deferente, glandulas acessorias, pénis e prepucio. O testiculo tem duas fungdes
principais — produzir os gametas masculinos (espermatozoides) e os hormodnios sexuais
masculinos ou andrégenos, entre eles a testosterona, que € responsdvel pelo
desenvolvimento das caracteristicas sexuais secunddrias e pelo comportamento sexual. O
tamanho dos testiculos varia com a idade, peso corporal e estacdo do ano. No carneiro
adulto e saudavel, os testiculos atingem cerca de 200-300 gramas cada e no bode cerca de

100-150 gramas. Isso é importante porque o nimero de espermatozoides produzidos é

correlacionado com o tamanho do testiculo. (Maia & Nogueira, 2019).

Em geral, dependendo da raca e do regime de manejo, os machos ovinos, ja podem
ser usados a partir dos seis - oito meses de idade, tanto como doadores de sémen ou em
monta natural. Entretanto, cuidados devem ser tomados quanto ao treinamento para
aceitarem e ejacularem em vagina artificial e ao nimero de colheitas de sémen por
semana, bem como, quando usados para cobri¢do, ao nimero de fémeas por macho, isto
€, a relacdo macho:fémeas; a nutricao dos individuos, que deve ser de boa qualidade; ao
regime de monta, se no capril ou ovil ou a campo. Neste dltimo caso, considerar a
topografia das dreas de pastejo; a taxa de lotacdo; o porte e a experiéncia sexual dos

individuos fémeas e machos expostos a estacio de monta, dentre outros aspectos.
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(Simplicio & Santos, 2005). Normalmente, o volume seminal estd em torno de 1,0 ml, o
aspecto de leitoso a cremoso e a coloragdo de branco a pérola. O s€émen deve apresentar
aspecto variando de leitoso a cremoso, estando relacionado a concentragdo espermatica

(CBRA, 1998).

O aspecto do sémen constitui-se em importante parametro na determinagao
diagndstica de algumas patologias do aparelho reprodutor, haja vista que alteracdes desta
caracteristica correspondem a presenca de elementos estranhos como sangue, pus e urina
que, por sua vez, afetam a viabilidade dos espermatozoides (SORRIBAS, 1995). O
volume do ejaculado de pequenos ruminantes € relativamente pequeno, podemos observar

algumas caracteristicas seminais na Tabela 1 com maior clareza.

Tabela 1. Caracteristicas seminais de pequenos ruminantes.

Caracteristica Seminal Ovinos Caprinos
Volume (mL) 0,5-3,0 0,5-1,5
Cor Branco ou marfim Marfim ou amarelada
Concentragdo 1-3x 10°/mL 2-510°/mL
9 o
Total de espermatozoides / ejaculado 3a5x10 3a5x10
Motilidade (%) =80 80 (70-90)
Vigor (0 a 5) 23 23
Motilidade massal (0-5) 23 24
280 >80

Espermatozoides normais (%)

Fonte: Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (2013).

Entre duas e oito semanas de vida, o volume testicular de cordeiros é de cerca de
1,5cm3, ocupado em cerca de 50% pelos tubulos seminiferos, os quais apresentam um
didmetro médio de 50um. O epitélio seminifero € composto por células de Sertoli
indiferenciadas e pré-espermatogdnias I, localizadas no centro dos tibulos seminiferos.
Entre oito e treze semanas, o volume testicular atinge Scm3, com os tibulos ocupando
ainda 50% do volume, mas o didmetro tubular mede cerca de 60um. No periodo
compreendido entre treze e dezoito semanas de idade, o volume testicular ultrapassa
15cm3, com cerca de 60% ocupados pelos tibulos seminiferos. O didmetro tubular evolui

para 80um. As células de suporte ja apresentam caracteristicas tipicas das células de
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Sertoli, e formam as primeiras jun¢des entre si, ainda incompletas (Steger & Wrobel,

1996).

Por ocasido da puberdade, com aproximadamente dezoito a vinte e quatro semanas,
a circunferéncia escrotal atinge cerca de 18 cm (Souza et al., 2001). O volume testicular
supera os 25cm?3 e o diametro tubular ultrapassa 100um, ocupando cerca de 63% do
volume da gonada. As células de Sertoli param de multiplicar-se e se diferenciam
(Hochereau-de-Reviers et al., 1987). Segundo Pugh (2005) a circunferéncia minima para
carneiros jovens é de 30 centimetros (cm), que pesem acima de 68 quilogramas (kg),
33cm para carneiros com 12 a 18 meses, 36cm para carneiros que pesem acima de 110kg,
conforme especificado na tabela 2. A circunferéncia escrotal pode ter variacdes conforme
a época do ano, pois fora da estagdo reprodutiva € de se esperar medidas testiculares

menores (0,5 a 1,5cm menor).

Tabela 2. Circunferéncia escrotal de carneiros.

8 a 14 meses Acima de 14 meses de idade
Tamanho Classificacao Tamanho Classificacao
Menor que Questionavel Menor que Questionavel
28cm 32cm
28 a 36cm Satisfatdrio 32 a40cm Satisfatorio
Maior que Excepcional Maior que Excepcional
36cm 40cm

Fonte: Adaptado de Yarney T. A. et al., citado por Pugh (2005).
4.1.2 Espermatozoide

Segundo Derivaux (1980) citado por Medeiros (2004) o espermatozoide € dividido
em cabeca, acrossomo e cauda, possiveis de serem visualizadas utilizando técnicas de
coloragdes. Hafez (2004) cita que a cabeca do espermatozoide é achatada de forma oval,
contendo no seu interior cromatina altamente condensada. O acrossomo € uma estrutura
que recobre a extremidade anterior do nucleo espermético apresenta-se em forma de dupla
camada de membranas contendo enzimas hidroliticas envolvidas no processo de
fertilizacdo. O autor ainda cita que a cauda estd dividida em colo, peca intermedidria,
principal e terminal. Estd assim dividido conforme estruturas que cada peca apresenta

distintamente, o colo que constitui o ponto de unido da cabeca com a cauda propriamente
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dita do espermatozoide, formando uma depressdo no citoplasma; a parte central da peca

intermedidria junto com o comprimento total da cauda forma o axonema.

O axonema ¢é formado de nove pares de microtibulos situados ao redor de dois
filamentos centrais, sendo que estes estdo circundados por nove fibras grosseiras nesta
regido e recobertos perifericamente por numerosas mitocondrias (bainha mitocondrial); a
peca principal constitui centralmente do axonema e o conjunto de fibras grosseiras; e
finalmente a peca terminal contém apenas o axonema central recoberta pela membrana
plasmdtica (plasmolema) (Mies Filho, 1987). Na Figura 1 a seguir € possivel ver a

ilustracdo e comparacao dos espermatozoides de diferentes espécies.
Figura 1. Espermatozoides de diferentes espécies.

Touro Cachago Carneiro
Garanhao

Homem Rato Galo

J Capuchao acrossomatico 2)

T Pés-acrossomo
3 Regiao do colo
Peca intermediaria

5 Annulus

Peca principal

Cauda

- Peca terminal

Fonte: Hafez, 2004.

4.1.3 Plasma seminal

O plasma seminal € fluido composto por secrecOes oriundas dos testiculos,
epididimos e glandulas sexuais acessdrias (ampolas, glandulas vesiculares e bulbo-
uretrais), que influenciam a capacidade de fertilizagao dos espermatozoides. Suas funcdes
incluem o transporte dos espermatozoides durante a ejaculacdo, ativacdo de
espermatozoides imoéveis, manutencdo de sua viabilidade no sistema reprodutivo
feminino (Evans & Maxwell, 1987), prevenc¢ao de capacitacao prematura e protecao das

células espermaticas contra a peroxidacao lipidica.

Além disso, o fluido seminal € o fluido natural para a maturagdo espermatica, que

ocorre ao longo do transito epididimal, através de mecanismos enzimdticos e hormonais
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(Miller et al., 1990; Yanagimachi, 1994; Lasserre et al., 2001; Schonech et al., 1996;
Yanagimachi, 1994 apud Souza, 2003). Segundo Hafez (2004) o plasma seminal
raramente contém altos niveis de dcido citrico, ergotioneina, frutose, glicerilfosforilcolina
e sorbitol. Quantidades aprecidveis de dcido ascérbico, aminodcidos, peptideos, proteinas,
lipideos, acidos graxos e numerosas enzimas também estdo presentes. Constituintes
antimicrobianos, incluindo imunoglobulinas da classe IgA, fazem parte do plasma
seminal. Além disso, uma variedade de substancias hormonais incluindo andrégenos,
estrogenos, prostaglandinas, FSH, LH, material semelhante a gonadotrofina coridnica,
hormoénio do crescimento, insulina, glucagon, prolactina, relaxina, hormonio liberador da

tiredide e encefalinas tem sido também detectada no plasma seminal.

O plasma seminal também atua modulando a rea¢ao acrossdmica, evitando que esta
ocorra prematuramente, o que levaria a falhas na fertilizacdo. Isto ocorre devido aos
“fatores descapacitantes” presentes no plasma seminal que previnem o desencadeamento
do processo de capacitacdo dos espermatozoides por meio da estabilizacdo da membrana
plasmética, tanto pela maturacdo da razdo colesterol/fosfolipidios quanto pelo bloqueio
da calmodulina, a qual facilita o transporte trans membranico de célcio (Lausmann, 2002;
Silva et al., 2005; Fraser, 1998). Diferencas significativas tém sido encontradas na
caracterizacdo proteica do plasma seminal entre reprodutores ovinos de alta e de baixa
fertilidade e muitas dessas proteinas estdo relacionadas a qualidade seminal. (Cavalcante

et al., 2013).
4.1.4 Conservagao do sémen ovino

Trés formas de utilizacdo do s€émen ovino sdo adotadas mundialmente: fresco,
refrigerado e congelado. O sémen fresco € preferido, quando o macho esta presente no
rebanho, e se tem muitas fémeas em estro, natural ou sincronizado, inviabilizando a monta
natural. A utilizacdo de sémen refrigerado é ideal quando o material genético de um
macho é compartilhado por um grupo de criadores localizados em uma area relativamente
pequena. Em tais casos, o sémen € armazenado a 15° ou 5°C e utilizado entre 8 e 12 horas
apos o processamento. E o s€émen € congelado para a preservacdo em longo prazo,
permitindo que ele seja distribuido por uma drea mais ampla e usado por tempo

indeterminado (Maia, 2015).
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Em ovinos, existem relatos de resultados satisfatérios de fertilidade apds IA com
sémen refrigerado por até 24 horas, muitos trabalhos t€m sido realizados na tentativa de
melhorar a capacidade fertilizante do s€émen ovino congelado e refrigerado que ainda
apresentam resultados insatisfatérios quando comparados ao sémen in vivo. Uma das
problematicas, € que ap6s a diluicao e refrigeragdo ocorrem danos provocados nas células
espermadticas que reduzem a motilidade e rompem a integridade das membranas dos
espermatozoides. Estas alteragdes interferem significativamente na sobrevivéncia e
capacidade fecundante dos espermatozoides (Martin, 1968; Maxwell & Watson, 1996
apud Milczewski et al., 2000).

Apesar das dificuldades relativas ao processamento, a disponibiliza¢do de s€men
refrigerado ou congelado de boa qualidade, para uso na inseminacgao artificial, que € um
desafio aos pesquisadores da drea, tem-se que a IA proporciona muitas vantagens aos
criadores, em relacdo a monta natural. Um dos principais problema para a difusao/ado¢do
da técnica nos pequenos ruminantes € a fertilidade obtida apds a IA com s€émen congelado,
que ainda € aquém da obtida na monta natural. Soma-se a isso a dificuldade de realizacao
da inseminacdo cervical nas ovelhas. Em ambas as espécies (ovina e caprina), os avangos
nesta tecnologia té€m-se concentrado principalmente na preservacdo da
viabilidade/capacidade fertilizante dos espermatozoides, melhorando a composicao dos
diluidores e alterando protocolos de refrigeracdo e congelacdo e nas técnicas de avaliacdao

da qualidade espermadtica, com o objetivo de prever a fertilidade do s€émen (Maia, 2015).

Considerando a importancia da criopreservacdao, visando o melhoramento do
potencial produtivo e reprodutivo das biotécnicas como a inseminacdo artificial,
transferéncia de embrides e fertilizac@o in vitro, os efeitos dos ritmos de refrigeracdo e
congelacdo, define o grau de desidratacdo e a formacgdo de cristais de gelo intracelular e
extracelular, influenciando na sobrevivéncia dos espermatozoides (Mazur, 1984). A curva
de congelamento ideal deve ser lenta o suficiente para prevenir a formacao intracelular de
gelo no espermatozoide, mas também tem que ser rapida a ponto de minimizar os efeitos
nocivos de uma exposicdo prolongada a um ambiente hiperosmdtico, a altas

concentracdes de solutos (Holt, 2000).

Em geral, os protocolos de criopreservagao de s€émen utilizam taxas de congelagcao
que vao desde -10 a -100°C por minuto, conseguindo boas taxas de sobrevivéncia pds

criopreservacao (Salamon & Maxwell, 2000). No resfriamento rdpido, com quedas acima
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de 1°C/min (Douglas-Hamilton et al., 1984), os espermatozoides submetidos a variacao
brusca de temperatura, principalmente entre 30 e 0°C (Watson, 2000), sofrem uma perda
prematura da motilidade, redu¢@o da producgdo de energia, aumento da permeabilidade da

membrana e perda de ions e moléculas intracelulares, induzindo ao choque térmico

(Medeiros et al., 2002).

A utilizacdo da refrigeracdo com taxas relativamente lentas com quedas abaixo de
0,33°C/min (Douglas-Hamilton et al., 1984) e homogéneas possibilita uma desidratacdo
adequada, evitando a formacao de cristais intracelulares (Watson, 2000), minimizando as
lesdes de membranas, prevenindo a indug¢do prematura da capacitacdo e da reacdo
acrossomal. Segundo Salamon & Maxwell (1995) apesar de 40 a 60% dos
espermatozoides de carneiros apresentarem motilidade pds-descongelacdo, somente 20 a
30% deles permanecem biologicamente inalterados. Os danos bdsicos que o0s
espermatozoides sofrem durante o processo de congelacdo podem ser ultraestruturais ou
fisicos, bioquimicos ou funcionais. Os espermatozoides podem estar modveis, mas

danificados, de tal maneira que a penetragdo e fertilizacao sejam improvaveis.

Segundo Amann & Pickett (1987) citado por Rodello (2006) a utilizacdo de
adequada taxa de refrigeracdo no sémen diluido é um dos fatores para uma menor
deplecdo da fonte energética devido a manutenc¢do do metabolismo espermatico reduzido,
permitindo uma melhor qualidade do sémen ao final do processo de refrigeracao, evitando
alteracoes na forma das moléculas de fosfolipidios das membranas, em virtude da
mudanca de fase do estado liquido para gel. Possivelmente, a reducdo da temperatura
altera o funcionamento de varias bombas adenosina trifosfato (ATP) dependentes, dentre
elas a de sédio/potdssio (Na+/K+), provocando despolarizacdo parcial da membrana, com
consequéncia abertura dos canais de cdlcio, tornando as membranas acrossomal e
mitocondrial permedveis ao célcio (Ca++) a 5°C, primeiramente induzindo a vesiculacio
prematura da membrana acrossomal e depois danificando a membrana mitocondrial que
estd associada com motilidade. Os baixos indices de fertilidade das fémeas inseminadas
com sémen congelado podem ser melhorados com os avangos positivos alcangados na
técnica de inseminacdo artificial e, principalmente, com as melhorias que ainda podem
ser implementadas nos protocolos e diluidores de preservacdo de sémen (AISEN et al.,

2005; CSEH et al., 2012).

4.2 Diluentes seminais
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Com a maior demanda pelo interesse em biotecnologias reprodutivas aplicadas a
producdo de ovinos, tem-se buscado o desenvolvimento de melhores diluidores seminais
que promovam o armazenamento seminal por longos periodos, facilitando a difusdo do
material genético de animais de alto valor zootécnico (Menezes et al., 2018). Os
diluidores usados para a preservacdo espermadtica, de uma forma geral, devem ter pH
adequado, capacidade de protecdo e manutencdo da viabilidade celular, osmolaridade
adequada e, ainda, capacidade de proteger o espermatozoide de injdrias criogénicas

(Salamon & Maxwell, 2000).

Segundo Purdy (2006), um diluente para ser usado na conservacdo do s€men deve
ter também um sistema tampao, como o fosfato de sédio, citrato de sédio, TRIS (Tris-
hidroximetilaminometano) e o TES (N-tris (hidroximetil) metil 2-aminoetanosulfénico);
fontes energéticas, como a glicose, a frutose e crioprotetores externos como a gema de
ovo ou o leite, e crioprotetores internos, como o glicerol (GLY) e o etilenoglicol (EG). O
diluente deve ainda apresentar em sua constitui¢do antibidticos, sendo a Penicilina, a
Estreptomicina e a Gentamicina, os mais utilizados. Além de ser atéxico para os
espermatozoides, ele deve ser de baixo custo e preparo facil, balango mineral apropriado,
combinacdo ajustada de nutrientes, bem como proporcionar a estabilidade dos sistemas

enzimaticos e a integridade da membrana plasmatica (Picket & Amann, 1987).

4.2.1 TRIS-gema de ovo

O sémen ovino in natura ndo possui antioxidantes, sendo geralmente adicionados
aos diluentes antioxidantes sintéticos, como &acidos graxos insaturados, gema de ovo,
plasma seminal ou citrato de sédio para inibir a peroxida¢ado de fosfolipidios esperméticos
(Salamon & Maxwell, 1995). A gema de ovo preserva a motilidade e a integridade de
membranas espermadticas, devido a sua acdo protetora promovida pela fragdo fosfolipidica
contra o choque térmico (Maxwell & Salamon, 1993; Salamon & Maxwell, 2000). Ela
atua também com tampao osmotico, conferindo maior resisténcia as células tanto para

meios hipotdnicos quanto para hipertonicos (Jones & Martin, 1973 apud Falleiros, 2011).

Mesmo algumas vezes sendo parcialmente substituida por outras substancias, a
gema de ovo continua sendo um importante componente para criopreservacao do s€émen

de ovinos (Salamon & Maxwell, 1995), essa crioprotecdo € exercida durante o

resfriamento, congelamento e descongelamento. (Aboagla et al., 2004 apud Dorado et al.,
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2007). A gema de ovo é geralmente utilizada na concentracdo de 20 % no diluente e
evidéncias indicam que as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) sdo os constituintes da
gema de ovo responsdveis pela protecdo do espermatozoide (Bergeron & Manjunath,
2006). Silva et al., (2008), trabalharam com lipoproteinas de baixa densidade em
substituicdo a gema de ovo no resfriamento do s€men de ovinos, nas concentragdes de 5,
10 e 20% e ndo foram observados efeitos benéficos das LBD sobre a motilidade
espermadtica pds-resfriamento, porém a integridade de membrana foi preservada de forma
semelhante ao meio com 16% de gema de ovo. No estudo de Paulenz et al., (2003) os
diluentes a base de gema de ovo tiveram uma melhor capacidade de protecdo do
espermatozoide em relacdo aos diluidores a base de leite apds 30h de armazenamento.
Em relacdo a motilidade espermatica, integridade da membrana plasmatica e a taxa de

capacitacao.

Paulenz et al. (2002) obtiveram uma melhor taxa de no-retorno ao cio apos 25 dias
da IA e melhor taxa de pari¢do foi relatada quando se utilizou um diluente a base de leite,
em comparagdo com o diluente Tris gema de ovo. Kober (1985) citado por Rodrigues
(1997) reportou que o TRIS ndo apenas apresenta atividade tamponante, mas que também
atua na reducdo do metabolismo da frutose pela célula espermadtica, contribuindo assim
para a economia de sua energia. Davis et al., (1963) foram os primeiros pesquisadores a
descrever a utilizagdo do tampado TRIS para a conservacao do sémen de bovinos. Carvalho
et al., (2008) quando compararam a dilui¢do e a criopreservacdo do s€men ovino com
TRIS-Gema (TG), Leite-Gema (LG) e TRIS-Gema Leite (TGL), e observaram que o
diluente TG mostrou motilidade progressiva (46,5%) superior aos diluentes LG (26,1%)
e TGL (32,1%) ap6s a descongelacdo. Segundo Oliveira et al., (2009) o meio a base de
TRIS promove maior prote¢do quanto as crio injurias em espermatozoides, devido a maior
quantidade de Gema de Ovo. Este fato foi confirmado por Cavalcante (2008), quando
comparando o s€émen ovino criopreservado em TRIS e em 4gua de coco em p6 (ACP-
102), observou que apos a descongelagdo o percentual de espermatozoides moveis foi de

62,8% e 40,3%, respectivamente.

3.2.2. TRIS-leite
Os diluidores mais utilizados em geral, sdo a base de TRIS (hidroximetil
aminometano) (Maia et al., 2008) e leite desnatado (Hafez & Hafez, 2004). A inseminacao

ovina com sémen diluido em leite foi inicialmente utilizada por Salamon & Robinson
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(1962). O sémen foi diluido na propor¢do de 1:2 e 1:4 resultando numa concentra¢io
espermatica de 150/200 milhdes de espermatozoides por dose. O indice de ndo retorno
apds a primeira inseminacao num representativo nimero de animais, com sémen diluido
em leite integral foi de 75% e em leite desnatado 76%. (Neves, 1982). O leite € isotOnico
ao sémen e contém muitos compostos favordveis a manutencdo da viabilidade
espermatica. A eficiéncia dos meios diluentes a base de leite tem sido atribuida a sua
composi¢do proteica que atuaria como um tampao, além da sua propriedade quelante
frente a metais pesados (Watson, 1976; Maxwell & Salamon, 1993; Salamon & Maxwell,
2000).

Salamon & Maxwell (2000) relataram ainda, uma protecdo parcial contra a redugdo
da temperatura durante o processo de refrigeracio do sémen. O uso bem sucedido da
lactose, como principal componente dos diluentes para congelamento do s€men de touro,
estimulou sua aplicacdo para o sémen de outros mamiferos. A lactose-gema foi usada
tanto para as porcoes do diluente nao glicerolizado quanto glicerolado, ou apenas para a
por¢do nao glicerolada seguida pelo meio INRA glicerolado (Salamon & Maxwell, 2000).
Nos estudos de Kasimanickam et al. (2011) o potencial da membrana mitocondrial e
motilidade progressiva total permaneceram, sem diferenca estatistica entre o diluente com
gema de ovo e o diluente com leite para dois dias de armazenamento a 4°C.

Tem sido mostrado que as micelas de caseina isoladas a partir do leite
podem proteger o sémen de garanhdo, bode, carneiro e touro durante 0 armazenamento
entre 4°C e 5°C. Acredita-se que as micelas de caseinas, as principais proteinas do leite,
protegem o esperma, reduzindo a ligacdo das proteinas Binder of SPerm (BSP) ao
esperma e, em seguida, a perda de lipidios. Com a gema do ovo, sabe-se que as
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) sdo responsdveis pela protecdo do esperma
durante a criopreservagao (Bergeron et al., 2007; Lusignan et al., 2011). No entanto, o
mecanismo pelo qual as micelas de caseina protegem o espermatozdide durante o
armazenamento nao estd bem elucidado (Bergeron & Manjunath, 2006). Os resultados do
estudo de O’hara et al., (2010) indicaram que o s€émen ovino resfriado e armazenado a
15°C tem uma vida mais curta do que o sémen resfriado a 5°C. Além disso, os diluentes
comerciais testados por ele ndo diferiram significativamente em termos de desempenho
com o sémen fresco in vitro, quando armazenados a 5°C.

Olivera-Muzante et al., (2011) obtiveram bons resultados de prenhez com sémen

ovino armazenado por 24h ou 48h em diluente a base de leite e gema (49 vs 47%, p>
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0,05). Paulenz et al., (2002) descobriram que a motilidade dos espermatozéides de
carneiro foi significativamente maior no diluente a base de Tris em comparagdo com o
citrato de sédio e diluentes a base de leite durante o armazenamento liquido. Desse modo

pode-se dizer que, ainda ha necessidade de mais estudos comparativos.

4.2.3 TRIS-citrato de s6dio

O citrato, designacdo genérica dos sais do dcido citrico, € o principal nutriente
produzido pela préstata como alimento para os espermatozdides. O citrato de sédio
(citrato trissodico - Na3C6H507) € o sal de sédio do 4cido citrico, um agente tamponante
que resiste a mudancas no pH do meio (WIKIPEDIA, 2022). Machado & Simplicio
(1995) afirmaram que, energeticamente, o citrato € pouco importante para o0 metabolismo
intermedidrio do espermatozdide, mas favorece a entrada mais lenta do crioprotetor
glicerol no interior da célula espermatica, auxiliando na regulagcdo do equilibrio osmético
durante o processo de congelacdo.

O Citrato de S6dio 2,92% e a solucdo fisiolégica Ringer lactato sdo isoosmoticas
e podem ser utilizadas como extensores ou expansores seminais (Aisen, 2008; Salviano
& Souza, 2008). Essas solucdes sdo utilizadas na rotina dos laboratérios de reprodugdo
animal como meio de lavagem dos espermatozoides apés a centrifugacdo, ou entdo como
pré-diluidores para andlises microscopicas do s€émen (motilidade e vigor espermético)
(Dell’aqua Junior & Papa, 2001).

Foote (1964) adaptou o uso do diluente a base de tampao TRIS associado ao Citrato
de Sédio para a preservacao do s€émen na espécie canina. Posteriormente, Maxwell &
Watson (1996) reportaram que na conservagdo de s€men caprino, utilizando um diluente
a base de TRIS-Citrato de Sodio a 5°C, a capacidade de fertilizacdo in vitro dos
espermatozdides pode ser mantida por 14 dias.

Segundo Dias (2010) a adi¢@o das solucdes Ringer Lactato, Citrato de Sédio 2,92%
e Solu¢ao TRIS ndo permitiram uma persisténcia da motilidade e do vigor apds o
descongelamento. Apesar do tratamento em que foi utilizado a solugdo TRIS ter
apresentado motilidade e vigor 30 minutos a mais do que os outros tratamentos, os valores
para estes parametros estavam abaixo do preconizado para um sémen descongelado.

Dauzier et al., (1954) citado por Milczewski (2000) reportaram que a motilidade
dos espermatozodides de carneiro foi mantida por mais tempo em diluentes a base de

citrato do que em leite. Petruzzi et al., (1976) ndo observaram diferengas entre 6 diluentes
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testados, para s€men ovino, avaliando-os quanto a motilidade 4 horas apés refrigeragcdo a
5°C. As 24 horas o TRIS e citrato foram superiores aos diluentes a base de leite. Com 120
horas foram obtidos valores de 45%, 26%, 23% e zero de motilidade para o TRIS, citrato,
leite com e sem gema de ovo, respectivamente. A diferenca na percentagem média de
espermatozdides moveis entre o diluente TRIS e os demais foi significativa a partir de 48

horas de refrigeracao.

4.2.4 BSA (albumina sérica bovina)

A capacidade da albumina sérica bovina (BSA) em se aderir a diferentes lipideos é
bem conhecida e este efeito pode ser responsédvel pela preservacdo da superficie celular
ao rompimento lipidico o que, consequentemente, evitaria a perda dos componentes de
membrana (Ollero et al., 1996 apud Bicudo et al., 2007). A adicdo de BSA aos
espermatozoides ovinos tem como beneficio a elevacdo da motilidade, manutencdo da
cinética espermdtica no s€émen refrigerado e a preservacdo da viabilidade espermaética
apo6s a congelacdo. (Upreti et al., 1995; Ollero et al., 1996 apud Bicudo et al., 2007).

Durante a criopreservacdo ocorre perda de lipidios de membrana (Chakrabarty et
al., 2007 apud Guimaraes, 2010), deste modo, aos diluentes sdo adicionados lipidios de
diversas origens, como a gema de ovo, o leite, a albumina sérica bovina (BSA) e 0 o
polivinilpirrolidona (PVP) (Pérez-Garnelo et al., 2006). Gil et al., (2003) citam que a
utilizacdo de aditivos de origem animal como a gema de ovo e leite na diluicdo pode
implicar em riscos sanitarios, ndo apenas pela inclusdo de agentes microbioldgicos, mas
também por contaminantes que podem comprometer a qualidade do produto.

Matsuoka et al. (2006) relataram que a BSA pode substituir a gema de ovo nas
concentracdes de 10 e 15 mg/mL, uma vez que melhora a motilidade, a integridade da
membrana e do acrossoma. Eles avaliaram diferentes concentracdes de BSA (0; 0,3; 15;
10 e 15%) no meio de congelacdo do s€men ovino, sem gema de ovo. O sémen congelado
com 10 e 15% de BSA, apresentou os maiores indices de motilidade espermética
posdescongelagdo, em relagc@o aos demais grupos estudados, inclusive quando comparado
ao meio a base de frutose com 20% de gema de ovo. Estes resultados estdo de acordo com
os observados nos trabalhos de Fukui et al. (2007, 2008), que ao congelarem o s€émen de
ovinos com os meios TRIS-gema de ovo (15%) ou BSA (10%) sem gema de ovo,
obtiveram taxas de fertilidade semelhantes (64 € 66% com TRIS-gema versus 58 e 65%

com BSA, respectivamente), nas fémeas inseminadas em tempo fixo.
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Ja Uysal & Bucak (2007) apud Camara et al., (2018), relataram que a melhor
concentracdo de BSA ¢ de 20 mg/mL. BSA elimina os radicais livres gerados por ROS,
e, portanto, conservam a integridade da membrana e a integridade dos espermatozoides
durante o processo de congelacdo e descongelacdo. Esses achados indicam que a BSA
pode substituir a gema de ovo nos meios de congelacio do sémen ovino, sem

comprometer os indices de fertilidade.

4.2.5 ACP-102

Diluentes a base de d4gua de coco in natura tém apresentado resultados satisfatérios
quando utilizados para a conservacdo de espermatozoides de espécies como caes
(Cardoso et al., 2003), ovinos (Machado et al., 2006), caprinos (Salgueiro et al., 2002) e
suinos (Toniolli et al., 2010). Devido as variagdes fisico-quimicas da dgua de coco e a
indisponibilidade de frutos em estdgios ideais, elaborou-se um meio de conservaciao a
base de dgua de coco em pd (ACP® - ACP Biotecnologia, Fortaleza-Ceard, Brasil),
caracterizado pela padronizacgdo e estabilizacdo da d4gua de coco, por meio de um processo
de desidratacdo e subsequente formulacdo de meios de conservacdo especificos para
células e tecidos (Salgueiro et al., 2002).

Os meios a base de dgua de coco desidratada tornaram-se uma patente brasileira
(ACP Servicos Tecnoldgicos, Ltda, ACP Biotecnologia, Fortaleza, Ceard, Brazil) e tém
sido utilizados para a manutencao da viabilidade e fertilidade espermética em diferentes
espécies, inclusive ovinos com resultados satisfatorios (Nunes & Salgueiro, 1999), e
podem ser uma alternativa mais segura, especialmente quando utilizado sem a presenca
da gema de ovo. Entretanto, para a criopreservacio espermatica com os meios a base de
dgua de coco reconstituida, é necessdrio acrescentar niveis variados de gema de ovo
integral (Silva et al., 2000), sendo entdo um fator ainda limitante para a sua utilizacao,
quando se quer substituir os componentes de origem animal. Uma possibilidade é a
substituicdo da gema de ovo integral pela LDL exposta a radiacdo gama, para redugdo da
populacdo de microorganismos, mas que ainda ndo foi testada. (Bittencourt et al., 2013).

Em um estudo realizado por Campos (1999), para verificar a viabilidade do diluente
a base de 4dgua de coco criopreservado a -196 °C, para a congelacdo do s€émen caprino,
constatou-se que o0 mesmo se comportou como 6tima alternativa possibilitando seu uso
em regides onde inexista o coqueiro, bem como facilitando o armazenamento,

conservacao e transporte desta solugdo. Cavalcante (2008), quando comparando o s€émen
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ovino criopreservado em TRIS e em dgua de coco em pé (ACP-102), observou que apds
a descongelacdo o percentual de espermatozdides moéveis foi de 62,8% e 40,3%,
respectivamente. Este resultado coincidiu com o mesmo encontrado por Cavalcante
(2014) onde o diluente a base de d4gua de coco em p6 (ACP-102c) conferiu menor prote¢io
na congelacdo de espermatozoides ovinos avaliados in vitro em compara¢do ao diluente
TRIS.

Ja Brito (2017) identificou que o meio de conservagdo ACP-102c adicionado de
10% oleo de coco extra virgem € eficiente na manutencdo da qualidade dos
espermatozoides ovinos criopreservados. Apresentando-se como um diluente alternativo
para programas internacionais de inseminacdo artificial e transferéncias de embrides.
Entretanto Santos (2013) avaliando o efeito da adicdo de 6leo de coco em meio de
conservacao a base de dgua de coco em p6 (ACP-101c) em s€men caprino criopreservado
nas concentragdes de 2,5%, 4%, 10% e 20%, nao obteve resultados superiores ao meio de
conservagdo contendo a gema de ovo como crioprotetor. Porém, observou que o 6leo
apresentou um possivel potencial crioprotetor quando adicionadas concentragdes 2,5 e

4%, sugerindo mais estudos

5.0 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando a literatura consultada pode-se inferir que o conhecimento dos
diluidores seminais sdo importantes para aperfeicoar o uso da IA em ovinos. Também
concluimos que imprescindivel na composi¢do de um diluente usado para a congelacao
do sémen ovino uma substancia tampao como o Tris, sais como o citrato de sédio, um ou
mais acucares (glicose, frutose, lactose, rafinose ou trealose), crioprotetores penetrantes
(glicerol, etilenoglicol ou dimetilsulf6xido) e ndo-penetrantes (leite ou gema de ovo) além
de antibidticos, sendo a penicilina e a estreptomicina os mais utilizados.

Para ter o diluente ideal € necessdrio consultar a bibliografia para comparar o mais

benéfico para o produtor.
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