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Efeito do tempo de equilibrio no sémen ovino sobre sua congelabilidade
RESUMO

A criopreservagdo de sémen é uma importante biotécnica reprodutiva, tendo em vista que promove a
conservagao do germoplasma masculino por tempo indeterminado. O objetivo deste trabalho foi avaliar
diferentes tempos de resfriamento pré-congelamento na viabilidade espermatica do sémen descongelado de
ovinos. Foram realizadas vinte e quatro coletas de sémen com o auxilio de eletroejaculador, em trés carneiros
sadios, da raga Santa Inés, com idade média de trés anos, com fertilidade comprovada por monta natural e exame
androlégico. As caracteristicas fisicas (movimento de massa, motilidade, vigor, defeitos maiores e totais) do
ejaculado fresco e, apos descongelado, foram avaliadas. As amostras foram envasadas em palhetas de 0,25 ml
e, em seguida, mantidas em geladeira a 5 2C e divididas em seis tratamentos, conforme os tempos de
resfriamento pré-congelamento: uma, duas, trés quatro, cinco e seis horas. Apds o tempo de equilibrio, foi
realizado o processo de congelagdo em vapor de nitrogénio liquido por vinte minutos, seguido de imersdao em
nitrogénio. Os resultados das analises demonstraram diferengas significativas apds o descongelamento (P <
0,05), sendo considerado o periodo de resfriamento pré-congelamento de duas horas, a 5 2C, o mais indicado
para congelamento de sémen ovino.

Palavras-chave: Criopreservacdo. Ejaculado. Espermatozoide. Reprodugdo. Ovino.

Effect of equilibrium time in sheep semen on its freezability
ABSTRACT

Semen cryopreservation is an important reproductive biotechnique, as it promotes the conservation of male
germplasm indefinitely. The objective of this study was to evaluate different pre-freezing cooling times on the
sperm viability of thawed sheep semen. Twenty-four semen collections were performed using an
electroejaculator on three healthy Santa Inés rams, with an average age of three years, whose fertility was
confirmed by natural mating and andrological examination. The physical characteristics (mass movement,
motility, vigor, major and total defects) of the fresh ejaculate and after thawing were evaluated. The samples
were packaged in 0.25 ml straws and then kept refrigerated at 5 °C and divided into six treatments, according to
the pre-freezing cooling times: one, two, three, four, five, and six hours. After the equilibration time, the freezing
process was carried out in liquid nitrogen vapor for twenty minutes, followed by immersion in nitrogen. The
results of the analyses showed significant differences after thawing (P < 0.05), with the pre-freezing cooling
period of two hours at 5 2C being considered the most suitable for freezing ovine semen.

Keywords: Cryopreservation. Ejaculate. Sperm. Reproduction. Sheep.
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INTRODUCAO

O congelamento de sémen em nitrogénio liquido (-196 °C) permite o armazenamento
das células espermaticas por longos periodos com o objetivo de comercializar material
genético de exceléncia, bem como preservar a genética de racas nativas sob risco de extincao.
O sémen criopreservado pode ser utilizado em outras biotecnologias de reprodugdo como a
producdo de embrides in vitro (PIV), injecao intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI) e,
principalmente, a inseminacao artificial (I1A) (Leboeuf; Restall; Salamon, 2000).

No entanto, o processo de criopreservacao (refrigeracdo e congelagao) pode ser
deletério as células reprodutivas. Quando o sémen é exposto a baixas temperaturas, ocorrem
diversas alteragdes espermaticas, como modificagdes estruturais nas membranas plasmaticas
dos espermatozoides, variagdes osmoticas e formacgao de cristais de gelo intra e extracelular.
Essas alteragBes podem ser reduzidas, utilizando-se curvas de congelamento apropriadas a
cada espécie, associadas a adicdo de diluentes que contenham substancias crioprotetoras,
capazes de proteger efetivamente os espermatozoides (Oliveira, 2016).

Antes do processo de congelamento (-196 °C) em nitrogénio liquido, o sémen deve
permanecer refrigerado a 5 2C por, no minimo, uma hora, a fim de propiciar o equilibrio
osmotico entre os meios intra e extracelular. Tal periodo, denominado “tempo de equilibrio”,
é necessario tanto para favorecer a interacao dos espermatozoides com o diluente, criando
assim, maior resisténcia aos eventuais danos provocados pela criopreservagdo; quanto para
evitar a formacdo de cristais de gelo, o que inviabilizaria o uso do sémen (Bittencourt et al.,
2006).

Na refrigeragao, os espermatozoides sao submetidos a baixas temperaturas, induzindo
reversivelmente o metabolismo celular, o que mantém a viabilidade celular espermatica por
até quarenta e oito horas. Esse procedimento, além de pratico, simples e de baixo custo,
mantém a concentracdo espermadtica e permite a obtencdo de mais doses por ejaculado
(Palhdo et al., 2006). Ndo obstante, a viabilidade do sémen submetido a esse modo de
conservacdo é limitada a horas ou dias, além de apresentar diminuicdo na qualidade do
ejaculado e dos diluentes empregados (Severo, 2009).

Consoante Yaniz et al. (2005) e Druart et al. (2009), a exposicdo brusca, em
temperaturas baixas, faz com que o sémen passe rapidamente do estado fluido para o
gelificado quando o material atinge temperaturas de 20 e 5 2C. O sémen, ao ser exposto,
bruscamente, a temperaturas baixas, ocorre uma reacdao na membrana do espermatozoide,
passando do estado fluido para o gelificado rapidamente entre as temperaturas de 20 e 5 2C.
Isso diminui a motilidade das células e a atividade metabdlica, além de aumentar a
permeabilidade da membrana plasmatica; elevando, assim, o nimero de espermatozoides
com movimentos circulares e lesdes acrossémicas pds-descongelacao.

A cada reducdo de 10 2C na temperatura seminal, o metabolismo espermatico diminui
em cerca de 50%, sendo necessarios apenas 10% de atividade metabdlica para a manutengao
da sobrevivéncia do espermatozoide em sémen resfriado. Nos caprinos, o sémen, mantido a
temperatura de 4 2C, apresenta qualidade superior se comparado ao mesmo material
submetido a congelamento (Gongalves; Figueiredo; Freitas, 2001).

Um dos constituintes presentes na membrana celular dos espermatozoides é o
colesterol, que auxilia na refrigeracao. Assim, quanto maior a relacao dessa substancia com as
enzimas fosfolipidicas, maior sera a resisténcia da célula quando submetida ao processo
(Henry; Echeverri, 2013).
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E importante ressaltar que indmeros métodos podem ser utilizados com a finalidade
de promover o declive de temperatura desde que ndo provoquem oscilacdes bruscas
(Medeiros et al., 2002). Trabalhos realizados por Rodello et al. (2006) e Moscardini et al. (2014)
citam aparelhos eficientes para refrigeracdo de sémen, tais como geladeira, caixa térmica e
equipamentos automatizados. Segundo os autores, esses equipamentos mantém os
parametros de qualidade dentro da faixa desejavel. Em uma das técnicas utilizadas,
recomenda-se que o sémen diluido, inicialmente, na temperatura de 30 2C, seja refrigerado
em geladeira ou caixa térmica até atingir 5 2C. Nessa perspectiva, Neves et al. (2008),
asseguram que tal processo deve ocorrer de forma gradativa, em um periodo de duas ou trés
horas, a fim de se evitar oscilacdes subitas de temperatura.

Outra forma de refrigeracdo é manter o material em geladeira por no minimo 45
minutos dentro de um tubo, inserido em um béquer ou copo contendo dgua ou dalcool etilico
até atingir uma temperatura de 4 a 5 2C (Gongalves; Figueiredo; Freitas, 2001). No entanto,
de forma geral, a técnica de refrigeragcdo mais utilizada assegura a viabilidade seminal por até
quarenta e oito horas e consiste na conservagdao em geladeira a temperatura de 52 C,
alcangada no decorrer de uma hora (Aisen, 2008).

Dada a variabilidade de tempos ideais de resfriamento recomendados pela literatura,
este trabalho teve como objetivos verificar a influéncia do tempo de equilibrio na manutencao
da viabilidade espermdtica do sémen ovino apdés o processo de congelamento-
descongelamento, bem como colaborar com o desenvolvimento de um protocolo de
criopreservagao.

MATERIAIS E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Setor de Ovinocultura do Instituto Federal de
Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Norte de Minas Gerais — Campus Salinas, situado a 513
metros de altitude, Latitude: 16° 8' 36" Sul, Longitude: 42° 18' 11" Qeste. Trés carneiros da
raca Santa Inés, clinicamente sadios, com idade média de trés anos e com fertilidade
comprovada por monta natural, foram confinados em apriscos individuais, mantidos sob
iluminagao natural, sem a implementagao de luz artificial, alimentados com volumoso,
composto de silagem de milho, concentrado proteico e energético, bem como sal mineral e
agua ad libitum, atendendo as exigéncias nutricionais da categoria. Antes do inicio do periodo
experimental, os animais passaram por avaliacao fisica geral e exame androlégico, conforme
preconizado pelo Manual para Exame Androldgico e Avaliagdao de Sémen Animal, do Colégio
Brasileiro de Reprodugdo Animal (CBRA, 2013).

Foram realizadas oito coletas em cada ovino (vinte e quatro coletas no total), no
periodo da manh3, utilizando eletroejaculador e tubo de centrifuga graduado de plastico
(tubo tipo Falcon® — 15 ml), revestido com papel aluminio. Apds o procedimento, o tubo foi
encaminhado ao Laboratdrio de Reproducdao Animal do Hospital Veterinario do IFNMG —
Campus Salinas, onde permaneceu em temperatura ambiente com o diluente de
congelamento Botubov® (Botupharma), o qual foi retirado do banho-maria a 37 °C. Todos os
materiais utilizados foram previamente aquecidos em placa aquecedora a temperatura de
37 °C.

O movimento de massa foi avaliado por meio da deposi¢cdo de uma gota de sémen (10
pL) em uma lamina, observado em microscépio dptico com contraste de fase (NO217B®), no
aumento de 100X, para posterior classificacio em uma escala de 0 a 5, admitindo-se zero
como auséncia deste parametro e cinco como o valor maximo. Em uma lamina escavada,
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foram homogeneizados 10 uL do sémen fresco e 100 puL do diluente Botubov®, como também
retirada uma aliquota de 10 pL para realizar a avaliacdo da motilidade progressiva e do vigor.
A observacdo foi feita em microscépio dptico com contraste de fase, no aumento de 200X.
Para a avaliacdo de motilidade, foram atribuidas notas percentuais de 0 a 100% em relagdo a
guantidade de espermatozoides mdveis totais; enquanto para o vigor, os valores de zero a
cinco foram atribuidos conforme a intensidade e velocidade de movimentagao.

Para a analise morfoldgica, foram empregados 50 pL de sémen fresco, inseridos em
microtubos tipo eppendorf contendo 1 ml de formol-salino tamponado e reservados para
posterior analise em microscopia de contraste de fase (aumento de 1.000X). Foram
contabilizadas duzentas células em cada ejaculado, verificando-se os percentuais de defeitos
espermaticos segundo os critérios adotados por Blom (1973).

O sémen fresco foi diluido em meio Botubov® a uma concentra¢cdo de 200x10°
espermatozoides/ml e acondicionado em unidades de 0,25 ml. Para a fase de resfriamento,
as palhetas foram introduzidas em tubos de ensaio de vidro (25 ml) fechados, os quais foram
acondicionadas em recipientes plasticos (240 ml), contendo 130 ml de alcool absoluto,
mantidos a temperatura ambiente. O conjunto foi levado ao interior de uma geladeira,
permanecendo a temperatura de 5 °C. Os periodos varidveis de permanéncia na geladeira
(tempo de equilibrio) foram de uma a seis horas: uma (Tratamento 1), duas (Tratamento 2),
trés (Tratamento 3), quatro (Tratamento 4), cinco (Tratamento 5) e seis (Tratamento 6).

Ap0ds a fase de equilibrio, foi realizada a congela¢gdo em vapor de nitrogénio liquido,
momento em que as palhetas foram colocadas em suporte de inox, por vinte minutos, a uma
altura de 5 cm do nitrogénio liquido. Em seguida, as unidades foram imersas em nitrogénio e
acondicionadas em seis canisters, devidamente identificados, para serem armazenadas em
um botijdo criogénico (- 1962 C).

As palhetas foram descongeladas em banho-maria a 37 °C, por trinta segundos e
enxutas em papel toalha. O conteudo da palheta (0,25 ml) foi transferido para um microtubo
tipo eppendorf de 1,5 ml, imerso em banho-maria a 37° C e retiradas aliquotas de 10 uL para
as analises de motilidade, vigor e morfologia espermatica do sémen descongelado. Esses trés
parametros foram analisados da mesma forma que o sémen fresco.

As analises descritivas foram realizadas quanto as médias e desvios-padrdes para todas
as caracteristicas, bem como verificado a normalidade dos dados obtidos das varidveis por
meio dos testes de Wilcoxon ou Dunn, com nivel de significancia de 0,05.

Todos os procedimentos de manuseio foram aprovados pelo Comité de Etica para Uso
de Animais do Instituto Federal do Norte de Minas Gerais (Processo N2 023/2018) e realizados
de acordo com os principios éticos da experimentacdo animal, estabelecido pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (CBEA), como também pela legislacdo vigente.

DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Na Tabela 1, podem ser observados os valores de referéncia das caracteristicas do
sémen fresco de ovino e os valores médios encontrados nas coletas dos animais amostrados.
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Tabela 1 — Faixa de referéncia e valores médios das caracteristicas do sémen fresco dos
animais coletados.

Caracteristicas seminais Valores referéncia* Valores médios
Volume 0,5-3ml 0,97 ml
Aspecto Claro, turvo, leitoso, creme Fino, creme e Leitoso
creme grosso
Cor Branco ou amarelo-marfim Amarelo —
marfim
Odor sui-generis sui generis
Movimento de massa >3 2,65
Motilidade progressiva > 80% 78,12
Vigor >3 2,64
Concentracgdo 1-3x10%/ml 2,46 x 10°/mll

Anormalidades

espermaticas

Defeitos maiores <10% 6,00

Defeitos totais <20% 21,16
* CBRA, 2013.

Segundo Mies Filho (1987), Chemineau et al. (1991) e Hafez, Hafez (2004), o aspecto
e a coloracdo do sémen de ruminantes podem ser influenciados pela concentracdo de
espermatozoides no ejaculado. Neste caso, quanto mais cremoso e branco, maior é a
concentragdo espermatica.

Verificou-se que os resultados da analise de sémen fresco dos ovinos do experimento
quanto aos itens volume, aspecto, cor, odor, concentracdo e defeitos maiores foram
equivalentes aqueles presentes na faixa de referéncia disponibilizada pelo CBRA. Todavia, os
valores de movimento de massa, motilidade progressiva e vigor ficaram abaixo do esperado,
sendo importante considerar que fatores como raga, idade, estado nutricional, estagdao do ano,
estacdo reprodutiva, falhas durante o processo de coleta e temperatura podem interferir nas
caracteristicas do ejaculado (Santos et al., 2017).

E possivel que os resultados auferidos tenham sido influenciados pelo efeito da luz
sobre a reproducdo ovina (Simplicio; Santos, 2005), uma vez que os mesmos foram obtidos
durante e depois do fotoperiodo de maior resposta reprodutiva dos animais. Quanto ao
percentual de defeitos maiores, Barbosa e Storillo (2016) afirmam que o percentual ndo pode
ultrapassar 5% e que os de defeitos totais devem ser inferiores a 15%. Para Rovai (2017), os
valores médios obtidos para defeitos totais foram maiores que o recomendado, colocando em
xeque a fertilidade dos animais experimentados.

Na tabela 2, estdo descritos os valores médios das caracteristicas avaliadas apds a
exposicdo do sémen a periodos diferentes de resfriamento e descongelamento.
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Tabela 2 - Motilidade progressiva (média + epm*), vigor espermatico (mediana * primeiro
e terceiro quartis) e anormalidades espermaticas (média + epm) dos ovinos apds o
descongelamento.

Anormalidades espermaticas

Tratamentos Motllnc'iade Vigor espermatico Defeitos Defeitos
progressiva (%) (0-5) . .
maiores (n) totais (n)
T1 19,4+2,50F 0,5(0,5-1,375)° 4,54+0,66" 23,23+2,10%
T2 52,92 +3,054 2(1,5-2,004 5,44 +0,7778 25,54+1,684
T3 49,17 +3,76 A 1,5(1,0-2,0) B¢ 4,06+0,60” 26,35+1,814
T4 45,20+3,60° 1(1,0-1,5) 8B 5,42 +0,66" 30,17+1,978
_ CD +
5 41,67 +3,21°¢ 1(0,5-1,375) 6,69+0,73 8 33'080; 181
T6 36,67 +2,92° 0,5(0,5-1,0)° 6,42+0,62% 34,06+1,83°

Letras diferentes, na mesma coluna, indicam diferencga estatistica (P < 0,05) pelo teste de Wilcoxon (motilidade
e anormalidades) ou pelo teste de Dunn (vigor); T1: uma hora na geladeira na fase de equilibrio; T2: duas horas
na geladeira na fase de equilibrio; T3: trés horas na geladeira na fase de equilibrio; T4: quatro horas na
geladeira na fase de equilibrio; T5: cinco horas na geladeira na fase de equilibrio; T6: seis horas na geladeira na
fase de equilibrio.

* epm = Erro Padrdo da Média

O material submetido ao tratamento 1 experimentou menor periodo de resfriamento
a 52 C e, consequentemente, tornou-se mais vulneravel aos efeitos danosos do choque
térmico e osmético (Bittencourt, 2006), o que poderia explicar as menores médias de
motilidade progressiva e de vigor espermatico encontradas; equivalente ao tratamento 6
nesse ultimo quesito.

Almeida (2006) e First (2006) alertam que, durante o processo de criopreservacao, os
espermatozoides sdo submetidos a diversas condicdes desfavoraveis que alteram e/ou
danificam as membranas plasmaticas antes mesmo de afetar a motilidade e a integridade
morfoldgica, principalmente, quando ocorrem longos periodos de resfriamento. Ademais, no
gue tange a tratamentos com periodos maiores de resfriamento como o T6, faz-se necessario
ponderar que a exposicdo prolongada a temperatura de 52 C também pode levar ao acumulo
de produtos do metabolismo, sobretudo, radicais livres (espécies reativas de oxigénio — ROS),
gue diminuem a sobrevivéncia dos espermatozoides no pds-congelamento (Salamon;
Maxwell, 2000; Aisen, 2008).

Ainda no que concerne ao vigor, cumpre destacar que os tratamentos 3, 4, 5 e 6 ndo
atenderam ao padrdo estabelecido pelo CBRA (2013), além de demandarem mais tempo de
equilibrio na geladeira, o que é tecnicamente invidvel, ao passo que os tratamentos 2 e 3
apresentaram maior viabilidade espermatica apds o descongelamento, considerando o menor
impacto na reducdo na motilidade e no vigor, em relacdao ao sémen fresco. Assim como, apds
o descongelamento, a motilidade do sémen ovino deve ser > 30% e o vigor > 2, por
conseguinte, somente o tratamento 2 seria classificado como satisfatério.

Das e Rajkonvar (1995) observaram que o sémen ovino mantido por um tempo de
equilibrio de trés horas obteve melhores indices de motilidade (47,4%) pés-descongelagdao em
relacdo ao sémen submetido a uma hora de equilibrio. Tal percentual foi semelhante ao
obtido apds um periodo de trés horas (49,2%) e inferior ao do melhor tratamento (T2: duas
horas —52,9%) apontado por este trabalho. No entanto, Bittencourt et al. (2006), apds avaliar
diferentes tempos de equilibrio (1, 2, 3 e 4 horas), concluiram que para criopreservar sémen
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caprino (34,28%, 43,57%, 41,42% e 45,0%, respectivamente), o tempo de quatro horas
apresentou melhor resultado.

Outras alteragdes que ocorreram durante o processo de criopreservagao foram a
desestabilizacdo e até mesmo ruptura da membrana, provocadas pela transicdo de estado
liquido para gelatinoso. Consequentemente, ocorreu a perda de componentes intracelulares,
de ATP e de enzimas metabdlicas, provocando morte celular (Janukauskas et al. 1999).
Segundo Watson (2000), na criopreservacao, de 40 a 50% dos espermatozoides, tornam-se
invidveis em decorréncia da exposicao a diferentes temperaturas e diluentes. Desta feita,
trabalhar com ejaculados com qualidade superior permitiria a obtencdo de uma concentracao
satisfatoria de células viaveis ao final do processo de congelamento, favorecendo, assim, o
incremento da fertilidade dos programas de inseminacao artificial.

Em relagao as anormalidades espermaticas, em nenhum dos tratamentos, as médias
de defeitos maiores foram superiores ao recomendado (< 10%) pelo CBRA (2013). Entretanto,
os valores médios de defeitos totais foram superiores ao preconizado em todos os tempos
registrados, ultrapassando 20%. Mies Filho (1987) e Strom et al. (1993) relatam que essas
alteragcGes podem ser provocadas pelo choque térmico sofrido durante o processamento do
sémen. Os mesmos autores verificaram que o aumento do tempo de resfriamento afeta,
negativamente, a integridade espermatica, assim como observado por Almeida (2006) e Furst
(2006).

Diante do exposto, o tratamento 2 pode ser considerado o mais indicado, tanto quanto
a viabilidade técnica, visto que demandou duas horas durante o resfriamento a 52 C, como
também por ter atendido as exigéncias do CBRA (2013) em relagdo aos parametros motilidade,
vigor e defeitos maiores; além de ter apresentado um dos menores indices de defeitos totais.

CONSIDERACOES FINAIS

A refrigeracdo do sémen ovino por duas horas, a 52 C, apresentou melhores resultados
na preservacdo da viabilidade espermatica apds o descongelamento. Esse periodo permitiu
maior motilidade e vigor dos espermatozoides, além de manter os indices de defeitos dentro
dos padrdes estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 2013). Assim,
o tempo de duas horas mostrou-se o mais eficiente e, tecnicamente, vidvel, conciliando boa
qgualidade seminal com praticidade operacional no processamento do material biolégico. Os
achados deste trabalho contribuem para o aprimoramento dos protocolos de criopreservagao
de sémen ovino, oferecendo subsidios para o aumento da eficiéncia reprodutiva para
programas de melhoramento genético e conservacdo de ragas. Estudos futuros poderao
avaliar outros parametros fisiolégicos e bioquimicos, a fim de aprofundar o entendimento
sobre os mecanismos de adaptacao espermatica durante o resfriamento e congelamento.
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