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Resumo. Avaliou-se em pool de sémen ovino, diferentes tempos de resfriamento (R) pré-congelacdo sobre a motilidade
(M) e o vigor (V) espermético apds descongelagdo e TTR (Teste de Termo Resisténcia). Quatro carneiros Santa Inés
foram submetidos a coletas de sémen, em nove repeticdes. Apds andlise e confirmacéo das caracteristicas seminais
desejaveis de cada ejaculado, realizou-se um pool dos ejaculados dos quatro animais, diluido em Tris-gema modificado,
aliquotado em palhetas resfriadas por zero, uma, duas, trés, quatro e cinco horas pré-congelacéo, congeladas e
descongeladas. Avaliou-se a M e o V espermatico, antes e apds o R, e apds a descongelacdo, quando também se
realizou o TTR. Os dados foram comparados pelo Teste de Tukey. Houve diminui¢do da M e do V do pool seminal apés
uma a cinco horas de R antes da congelagdo, sendo que o tempo de R ndo alterou esses parametros. O pool
espermatico descongelado apresentou M e V superior ap6s quatro horas de R, quando comparado a uma hora de R
antes da congelagdo. No entanto, ndo se observou diferenca nesses parametros ao ser submetido a uma, duas, trés ou
cinco horas de R antes da congelacdo. M e V semelhantes foram observados no pool seminal resfriado por duas a cinco
horas antes da congelagdo. O sémen descongelado, submetido ao TTR, apresentou M e V semelhante,
independentemente do tempo de R antes da congelacéo. Concluiu-se que o R por quatro horas pré-congelagdo fornece
melhor M e V pés descongelagdo, enquanto o R por duas a cinco horas gera padrdao seminal aceitavel pelo TTR.
Palavras chave: Congelacao, ovino, resfriamento, sémen, TTR.

Abstract. It was evaluated in ovine semen pool, different cooling times (C) pre-freezing on the motility (M) and the sperm
vigor (V) after thawing and TRT (Thermo Resistance Test). Four Santa Inés sheep were submitted to semen collections
in nine replicates. After analysis and confirmation of the desirable semen characteristics of each ejaculate, a pool of the
ejaculates of the four animals, diluted in modified Tris-yolk, was aliquoted into vales cooled for zero, one, two, three, four
and five hours pre-freezing, frozen and thawed. M and V spermatozoa were evaluated, before and after C, and after
thawing, when TRT was also performed. The data were compared by Tukey's test. There was a decrease in the M and V
of the seminal pool after one to five hours of C before freezing, and the C time did not change these parameters. The
thawed sperm pool showed higher M and V after four hours of C when compared to one hour of C before freezing.
However, no difference was observed in these parameters when subjected to one, two, three or five hours of C before
freezing. M and V were observed in the seminal pool cooled for two to five hours before freezing. The thawed semen,
submitted to TRT, presented similar M and V, regardless of the C time before freezing. It was concluded that C for four
hours pre-freezing provides better M and V post-thawing, while C for two to five hours generates seminal pattern
acceptable by TRT.

Keywords: Cooling, freezing, ovine, sémen, TRT.

Introducao Em ovinos a limitagdo no uso da IA deve-se néo
A inseminacéo artificial (IA) em ovinos tem  somente aos resultados de fertilidade, normalmente
contribuido para o desenvolvimento genético dessa irregulares e baixos, como também a dificuldade de
espécie (Palacin et al 2012), em paralelo ao melhorias nos protocolos de criopreservacao

desenvolvimento das técnicas de criopreservacdo (Palacin et al 2012).
do sémen (Bittencourt et al 2013). Apesar da aceitavel taxa de gestacdo apos
IA com sémen ovino fresco, a curta sobrevida dos
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espermatozoides, associada ao limitado nimero de
doses de sémen obtido de um ovino num
determinado periodo de tempo, restringe o uso de
um determinado reprodutor (O’Hara et al 2010),
levando ao desenvolvimento de estudos que visem
prolongar a capacidade fertilizante desses gametas,
como a criopreservacdo. A utlizacdo do sémen
ovino congelado apresenta como principal
vantagem, a possibilidade de grande distanciamento
entre 0 momento da colheita e o da IA (Bittencourt
et al 2013).

Além disso, a criopreservacédo proporciona a
estocagem do sémen de animais de alto valor por
tempo indeterminado, maximizando o]
aproveitamento do macho como reprodutor, além de
possibilitar seu uso mesmo apés sua morte, reduz
0s custos com criacdo de reprodutores, tendo em
vista que se pode adquirir sémen congelado com
gualidade comprovada (Castelo 2008).

Apesar dos expressivos investimentos, a
solucgéo ideal para o uso do sémen ovino congelado
ainda nao foi obtida (Bittencourt et al 2013). Os
baixos indices de fertlidade das fémeas
inseminadas com sémen congelado podem ser
melhorados com avancos e melhorias a serem
implementados nos protocolos de preservagéo
seminal (Cseh et al 2012).

E possivel observar que 0s
espermatozoides ovinos submetidos a
procedimentos de resfriamento e congelagéo
apresentam alteracbes funcionais capazes de
comprometer a fertilidade apés a IA, dificultando a
plena difusdo dessa técnica nesses animais
(Bittencourt et al 2013). Associa-se a esse fator a
reduzida longevidade do sémen de carneiro apés o
resfriamento, uma vez que 0s espermatozoides
ovinos sdo células muito sensiveis ao choque do
resfriamento e a congelagdo (Palacin et al 2012).

No entanto, indices vidveis do sémen ovino
pés descongelacdo podem ser obtidos levando-se
em consideracdo as caracteristicas seminais dessa
espécie, atentando-se para uma variabilidade de
fatores, como a taxa de resfriamento e os protocolos
de congelacdo e descongelagdo (Bittencourt et al
2013).

O grau de severidade do choque término
causado pelo resfriamento depende da quantidade
de colesterol na membrana da célula espermatica.
Espermatozéides mais susceptiveis ao choque
térmico, como em ovinos, possui maior taxa de
acidos graxos insaturados. No entanto, o choque
térmico pode ser prevenido com o controle da taxa e
tempo de resfriamento do sémen (Madeira et al,
2015).

Diante do exposto, objetiva-se com esse
estudo avaliar em um pool de sémen ovino, 0s
efeitos do tempo de resfriamento pré-congelagao
sobre a motilidade e o vigor espermatico apoés
descongelacédo e TTR.

Métodos
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Esse estudo foi desenvolvido no Laboratério
de Criacdo e Reproducdo Animal, da Universidade
Estadual de Maring4, no Municipio de Umuarama-
PR, localizado a 23° 79’ 72"S, 53° 25’ 28" W e 380
metros de altitude, com clima subtropical Umido,
média anual de 20,7°C de temperatura e 1512mm
de pluviosidade.

Para tanto, quatro carneiros da Raga Santa
Inés foram submetidos a coletas de sémen, em
nove repeticdes. Apds andlise e confirmacao das
caracteristicas seminais desejaveis de cada
ejaculado (CBRA 2013), realizou-se um pool dos
ejaculados dos quatro animais, que foi diluido em
meio Tris-gema modificado (3,639 de Tris, 1,99 g de
acido citrico monohidratado, 0,5g de glicose, 5 mL
de glicerol e gsp 100 mL de agua ultrapura), em pH
7,2.

ApoOs a diluicdo, cada pool seminal foi
dividido em aliquotas, acondicionadas em palhetas
de sémen (0,5mL) contendo 30 milhdes de
espermatozoides.

As aliquotas de sémen foram resfriadas a
5°C em vapor de nitrogénio liquido. O tempo de
resfriamento variou entre os tratamentos, sendo os
tratamentos com zero (sémen fresco), uma, duas,
trés, quatro e cinco horas de resfriamento pré-
congelacéo. Em cada grupo, avaliou-se a motilidade
e 0 vigor das células espermaticas, quando entdo
houve a congelacao.

Imediatamente apés o periodo de

resfriamento de cada grupo as palhetas foram
colocadas a uma temperatura de -120°C, sendo
mantidas a 4cm da superficie do nitrogénio liquido,
por 10 minutos, e posteriormente submergidas no
nitrogénio liquido a -196°C, onde permaneceram até
a descongelacéo.
Para a descongelacéo, as palhetas foram inseridas
em é&gua a 36°C, por 30 segundos, retiradas,
secadas e, uma amostra do sémen colocado em
lAmina e laminula para avaliagdo da motilidade e do
vigor, antes e apds o Teste de Termo Resisténcia
(TTR).

Os dados obtidos foram submetidos a
Analise de Variancia, sendo as médias testadas
pelo Teste de Tukey, utilizando-se o pacote
estatistico SAS, considerando 5% de significancia.

Resultados e Discusséo

Observou-se que houve diminuicdo da
motilidade e do vigor do pool seminal ap6és uma a
cinco horas de resfriamento antes da congelacao
(p<0,05 - Tabela 1), sendo que o tempo de
resfriamento ndo alterou esses parametros (p>0,05
— Tabela 1).

A temperatura do sémen no momento da
ejaculagdo é de aproximadamente 37,5°C, e a
exposicdo do mesmo a temperaturas superiores
aumenta o ritmo metabdlico e esgota suas reservas
energéticas, ocorrendo decréscimo da viabilidade
média do espermatozéide (Aisen 2008). Por outro
lado, a diminuicdo da temperatura contribui para a
reducdo do metabolismo espermatico (Barros &
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Toniolli 2011). Quando os espermatozoides sao
armazenados a 5°C, as necessidades metabdlicas
decrescem 90% quando comparadas a temperatura
de 37°C. Em consequéncia, a producdo de
catabdlitos € menor e o desgaste da célula nao
ocorre de forma tdo rapida (Dias et al 2015). Esses

pardmetros justificaram o resfriamento pré
congelacéo do pool seminal utilizado nesse estudo.
Além dos diluidores atuarem como agentes que
estabilizam membranas celulares pela protecéo pelo
choque térmico (Carvalho et al 2008).

Tabela 01. Moatilidade e vigor (média + desvio padrdo) de um pool seminal de carneiros Santa Inés apos diferentes

tempos de resfriamento de Umuarama, Parana.

Tempo de resfriamento

Parametros Avaliados

Tratamento pré congelagédo (horas) Motilidade (%) Vigor
Controle 0 78,9+ 8,75° 4,0+0,47%
1 1 47,8 +10,3° 3,0+0,0°
2 2 456 +8,3" 2,67 £0,47°
3 3 456 + 14,2° 2,78 £+ 0,42°
4 4 53,3+9,4° 3,11 +0,31°
5 5 456 + 13,4° 2,78 + 0,63°

A" Medias seguidas por letras diferentes ha mesma coluna, diferem (p<0,05)

O sémen resfriado a 5 e 4°C mantém sua
viabilidade maxima de 18-24 horas (Aisen 2008) e
até 48 horas (Nunes et al 1997) apés a colheita,
respectivamente. Dessa forma, o resfriamento de
até cinco horas, como proposto nesse estudo néo
interferiu na viabilidade seminal (CBRA 2013),
avaliada pela motilidade e o vigor, embora tenha
diminuido seus valores ap6s uma hora de
resfriamento quando comparado ao sémen fresco
(Tabela 01).

O plasma seminal da espécie ovina nédo
possui capacidade antioxidante adequada, além do
gue a criopreservacdo diminui as defesas
antioxidantes do sémen, que levam a peroxidacao
lipidica das membranas dos espermatozdides,
resultando numa perda de motilidade, viabilidade e
fertilidade dos mesmos (Bucak et al 2007; Guerrero
et al 2009). Nesse estudo, € coerente supor, que 0
resfriamento possa ter comprometido a capacidade
antioxidante do sémen, denotada pela diminui¢éo
da motilidade e vigor apés uma hora de
resfriamento, entretanto este processo nao foi
mensurado.

6] pool espermatico descongelado
apresentou motilidade e vigor superior apds quatro
horas de resfriamento, quando comparado a uma
hora de resfriamento antes da congelacdo (p<0,05 —
Tabela 2). No entanto, ndo se observou diferenca
nesses parametros ao ser submetido a uma, duas,
trés ou cinco horas de resfriamento antes da
congelagdo (p>0,05 — Tabela 2). Motilidade e vigor

semelhantes foram observados no pool seminal
resfriado por duas a cinco horas antes da
congelagéo (p>0,05 — Tabela 2).

A criopreservacdo é capaz de alterar a
capacidade fertilizante dos espermatozéides
(Sanchez-Partida et al 1999), através de alteracbes
ultra-estruturais, bioquimicas e funcionais que
ocorrem nas células esperméticas durante o
processo, 0 que conduz a queda na motilidade e
perda da sua viabilidade dentro do trato genital
(Leahy & Gadella 2011). Nesse estudo, observou-se
gue apdés a congelagdo-descongelacdo houve
diminuicdo da motilidade e vigor espermético
independente do tempo de resfriamento pré-
congelacéo. No entanto, os danos especificos nas
células espermaticas ndo foram avaliados. A
motilidade espermética progressiva e retilinea é
especialmente importante em ovinos, devido as
particularidades anatébmicas da cérvice da fémea
(Evans & Maxwell 1990).

Watson (2000) relatou que 40-60% dos
espermatozéides de carneiro preservam sua
motilidade apds a criopreservacdo e que, apenas
20-30% se mantém biologicamente ndo danificados.
A motilidade seminal apos congelacéo-
descongelacéo observada nesse estudo,
independentemente do tempo de resfriamento,
encontra-se préoxima daquela descrita por este
autor.

Tabela 02. Motilidade e vigor de um pool seminal de carneiros Santa Inés apés descongelacao e diferentes tempos de
resfriamento pré-congelagdo de Umuarama, Parana

Tempo de resfriamento

Parametros Avaliados

Tratamento pré congelagéo (horas) Motilidade (%) Vigor
1 1 30.00 + 11.06° 2.33+0.38°
2 2 36.67 + 12.37% 2.67 +0.43%
3 3 35.56 + 8.09%" 2.78 +0.37*
4 4 43.33 + 10.13% 3.00 + 0.44%
5 5 40.00 + 10.28%* 2.67 £ 0.42%

abpédias seguidas por letras diferentes na mesma coluna, diferem (p<0,05)
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Tonieto (2008) classificou reprodutores em

alta (80%), média (70%) e baixa (53%) motilidade
espermatica  pés-descongelacdo. Considerando
essa descricdo, a motilidade do pool seminal
avaliado ap6s descongelagdo, nesse estudo,
denotaria reprodutores de baixa motilidade
espermatica.
O sémen descongelado, submetido ao TTR,
apresentou motilidade e vigor semelhante (p>0,05),
independentemente do tempo de resfriamento antes
da congelacéo (Tabela 3).

O TTR é um teste de exaustdo para a
capacidade de sobrevivéncia dos espermatozoides

a uma temperatura similar a do trato reprodutivo da
fémea (37-38°C). A avaliacdo do sémen a
temperatura corporal apdés 0 processo de
criopreservagao € muito importante, uma vez que a
viabilidade espermatica deve ser mantida apds este
processo (Lima et al 2010), sendo considerado
viavel o sémen com motilidade igual ou superior a
15% (CBRA 2013). Nesse contexto, o pool seminal
estudado, apés resfriado e congelado-descongelado
mostrou-se viavel apés o TTR, segundo o CBRA
(2013), para tempo de resfriamento pré congelacéo
de duas a cinco horas.

Tabela 03. Motilidade e vigor de um pool seminal de carneiros Santa Inés ap6s Teste de Termorresisténcia Rapido
(TTR), submetido a diferentes tempos de resfriamento pré-congelagdo e descongelagdo, Umuarama, Parana

Tempo de resfriamento

Parametros Avaliados

Tratamento pré congelacgdo (horas) Motilidade (%) Vigor
0 0 - -
1 1 14,4 + 11,72 1,78 +1,03%
2 2 16,7 £9,43% 2,22 + 0,922
3 3 23,3+9,43% 2,33+0,47%
4 4 26,7+ 8,16% 2,78 £ 0,422
5 5 27,8 +7,86% 2,56 +0,50°

®Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna, diferem (p<0,05)

Concluséao

Conclui-se que, nas condi¢cdes desse
estudo, o tempo de resfriamento de quatro horas
pré-congelacdo fornece melhor indice de motilidade
e vigor pos descongelacdo, e o resfriamento, por
duas a cinco horas, gera padrao seminal aceitavel
pelo Colégio Brasileiro de Reprodugéo Animal ao se
considerar o TTR.
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