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RESUMO

Foi estudada a influéncia do leite em p6 desnatado,
usando-se a técnica de subdivisdes da amostragem,
sobre a motilidade progressiva e integridade de
membrana plasmaética, apés o}
congelamento/descongelamento de sémen ovino. O
sémen foi obtido de quatro carneiros da raga Santa
Inés, localizados no distrito de Campos dos
Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil. Um total de 8
coletas de sémen por carneiro possibilitou 672
observacgles, i.e., 32 coletas de sémen/ 3 diluidores
de sémen / 7 repeticbes. As observacbes da
motilidade progressiva foram avaliadas no sémen
fresco (Mpi), apds a diluicdo com a fragdo A do
diluente (Mp1), o periodo de equilibrio de 2 horas
(Mp2), adiluicdo com a fragdo B (Mp3), o periodo
de equilibrio de 14 horas (Mp4), a exposicdo do
sémen ao vapor de N2-liquido (Mp5) e o
descongelamento  (Mp6). A integridade de
membrana plasmética foi avaliada por meio dos
fluorocromos, diacetato de carboxifluoresceina e
iodeto de propidio no pds-descongelamento (Mp6).
Os diluentes utilizados para o congelamento do
sémen foram Tris-Gema, Tris-Gema-Leite e Leite.
O diluente Tris-Gema mostrou desempenho
superior aos diluentes Tris-Gema-Leite e Leite no
gque se refere a recuperagdo da motilidade
progressiva apés o descongelamento. Os carneiros
da raga Santa Inés apresentaram maior integridade
de membrana espermatica pos-descongelamento
guando o sémen foi congelado no diluente Leite,
em relagdo ao sémen congelado nos diluentes Tris-
Gema e Tris-GemaLeite. Pode-se concluir que

existe a necessidade de se elucidar o mecanismo de
protecdo, conferido pelos diluentes estudados, sobre
0s parémetros espermaticos, dada a constatacdo de
diferentes especificidades dos diluentes na protecéo
damotilidade e integridade espermética.

Palavras-chave: carneiros, espermatozdide,
reproducdo

SUMMARY

The influence at the progressive motility and post-
thawing plasmatic membrane integrity of different
extenders (Tris-Yolk-based, Tris-Yolk/Skim Milk-
based and Skim Milk-based) was studied in rams
frozen semen, using a split-sample technique. The
semen was obtained from four Santa Inés located in
the district Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro,
Brazil. A total of 8 semen collections per ram made
possible 672 observations, i.e. 32 semen
collections/ 3 semen extenders / 7 observations
steps. The progressive motility was determined in
the cool semen (Mpi) and after dilution with
fraction A of extender (Mpl), a 2-hour balance
period (Mp2), dilution in fraction B (Mp3), a 14-
hour balance period (Mp4), semen exposure to N2-
liquid vapor (Mp5) and post-thawing (Mp6). The
sperm  plasmatic membrane integrity was
determined by  employing  fluorochromes
carboxyfluorescein diacetate and propidium iodide
at post-thawing (Mp6). Tris-Y olk-extender showed
a Tris-Yolk/Skim Milk- and Skim Milk-extenders
superior performance on recovering the post-
thawing progressive motility. The rams presented
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the highest post-thawing sperm membrane integrity
when the semen was frozen in Skim Milk-extender,
in comparison to the Tris-Yolk and Tris-Yolk/Skim
Milk-extenders. Concluding, it is necessary to
elucidate the protection underlying mechanism
conferred by the extenders studied over the
investigated sperm parameters, given the finding of
different extenders specificities on protecting
motility and sperm integrity.

Keywords: reproduction, sheep, sperm

INTRODUCAO

O uso da técnica de inseminacéo artificial
com sémen congelado de ovinos, apesar de
permitir a utilizagdo intensiva de
reprodutores geneticamente superiores e,
conseqlentemente, servir a significativo
nimero de fémeas por ano, ndo acancou,
ainda, padrbes satisfatorios, na prética
Entre alguns fatores limitantes para seu
éxito, encontram-se: a anatomia particular
da cérvix uterina da ovelha, o deficiente
transporte  espermético, as alteracOes
bioquimicas e moleculares dos
espermatozoides e a baixa qualidade obtida
nas doses de sémen congelado
(MAXWELL et a. 1995, WATSON,
1995; HOLT, 2000; SALAMON &
MAXWELL, 2000).

O significado dos  componentes
macromoleculares em diluentes para a
criopreservacdo de céulas esperméticas
tem sido reconhecido desde Phillips &
Lardy (1940), que descreveram o efeito
protetor da gema de ovo no congelamento
de espermatozdides bovinos. Estudos
adicionais com espermatozoides de
bovinos (AIRES et al., 2003: DE LEEUW
et a., 1993) mostraram que as proteinas e
lipideos presentes na gema de ovo e leite
mantém a sobrevivéncia espermética
durante a criopreservagdo, porém, em
ovinos, a criopreservacdo de células
espermaticas tem recebido pouca atencéo
por parte dos pesquisadores.

Os diluentes utilizados neste trabalho
foram TrisGema (TG); Leite-Gema (LG)
e Tris-Gema-Leite (TGL).
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O leite € um meio isotbnico, contendo
muitos  componentes  favordveis a
manutencao da viabilidade do
espermatozoide. O sucesso desse diluente
tem sido atribuido & sua fracéo protéica,
gue pode atuar, como tampdo, contra
mudancas do pH e, como agente quelante,
contra a presenca de metais pesados no
meio (SALAMON & MAXWELL, 2000).
O Tris hidroxymethyl aminomethane (Tris)
€ usado como principal componente nos
diluentes para congelamento de sémen de
bovinos (DAVIS e ad.  1963;
STEINBACH & FOOTE 1967), por
possuir boa capacidade tamp&o, atividade
osmética e baixa toxicidade em dtas
concentracdes (NAHAS, 1961). Seu uso
como diluente para sémen de carneiro
também tem sido relatado por diversos
pesquisadores, desde a primeira metade
dos anos 70 (HAHN 1972; ANDERSEN et
al. 1973).

Por sua vez o diluente Tris-glicose,
elaborado por Salamon & Visser (1972), é
amplamente usado e recomendado para
estocagem de sémen congelado de carneiro
(SALAMON, 1976; EVANS &
MAXWELL, 1987).

Samper (1992) observou que o diluente
TrisGema manteve a  motilidade
espermatica por mais tempo do que a
Lactose-Gema, em comparacdo ao diluente
de Kenney KENNEY et a., 1975). No
entanto, a recuperacdo espermatica,
particularmente, através do filtro contendo
Sephadex, que retém espermatozoides
lesados, foi significativamente menor para
as amostras diluidas em Tris-Gema, em
relacdo a Lactose-Gema e ao diluente de
Kenney (KENNEY et d., etal., 1975).
Considerando-se esses aspectos, € de vital
importancia que sejam incentivadas novas
pesquisas, Ndo SO sobre as caracteristicas
fisiol6gicas e fisico-quimicas da membrana
plasmética espermética e sua
susceptibilidade as diferentes condictes de
criopreservacdo, mas, também, sobre
diluentes e crioprotetores, com o proposito
de se obter melhores indices de fertilidade
Nos oVinos.
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O objetivo do desenvolvimento deste
trabalho de pesquisa foi contribuir para o
estudo da criopreservacéo de
espermatozoides de ovinos, analisando-se
o efeito de trés diferentes diluentes, sobre a
motilidade progressiva e a integridade de
membrana plasmética pOs-
descongelamento.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi executado na regido
Norte  Fluminense  (Campos  dos
Goytacazes —RJ; latitude: 2194515 e
longitude: 41°19'28'’). Foram utilizados 4
carneiros sexualmente maduros, com idade
aproximada de 3 anos, da raga Santa Inés.
Foi feita uma coleta/carneiro/semana,
através de vagina artificia, modelo IMV
Technologies, aguecida a temperatura entre
41°C e 44 °C, utilizando-se uma ovelha
contida em tronco tipo guilhotina. Antes da
coleta, fezse a higienizagdo da porcéo
externa do preplucio e adjacéncias com
agua e sabdo neutro e, da porcéo interna do
prepucio, com solucdo fisioldgica 0,9%.

Foram obtidos um total de 32 ejaculados.
O volume semina (Vol.) foi determinado
logo apds a colheita, mediante a leitura
direta no tubo coletor graduado em
mililitros, e conservado em banho-maria a
37°C. Por meio da diluicdo de 5m de
sémen fresco em 8mL de formol citrato
(1:1600), foi feita a contagem para
determinar a concentracdo espermaética
(Conc.), através de microscopio Optico
com aumento de 400 vezes, em camara
hematimétrica de Neubauer. O numero
total de espermatozdides no ejaculado
(NTE) foi obtido, multiplicando-se o
volume inicial do sémen pela sua
concentragdo, € 0 numero  de

espermatozdides com movimento
progressivo (NEMP), mediante

multiplicacdo do NTE pela porcentagem
de espermatozdides com motilidade
progressiva. Conhecida a dose inseminante
gue foi préestabelecida, o volume do
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gjaculado, o NTE e o NEMP, calculou-se o
volume do sémen (), que foi adicionado
a5 mL da fracdo A de cada diluente,
correspondendo a concentracdo de 100 x
10° espermatozéides/mL. Apés a adicdo da
fracdo A, verificouse a motilidade
progressiva (Mpl). Imediatamente apds,
iniciou-se 0 processo de resfriamento do
sémen por duas horas até atingir a
temperatura de 5°C. Ao final desse tempo,
verificouse a motilidade (Mp2). A fragdo
A foi adicionada a 5mL da fracdo B (com
gliceral) e, passando pela homogeneizacéo,
atingiu, na concentracdo fina, 50 x 10°
espermatozéides/mL. Apds essa adicao,
antes do envase em pahetas médias,
verificou-se novamente a motilidade (Mp3).
De acordo com a metodologia utilizada por
El Alamy & Foote (2001), o sémen diluido
permaneceu em equilibrio durante 14 horas
aumatemperatura de 5°C.

Decorridas as 14 horas, coletorse amostra
do sémen e veificouse a motilidade
(Mp4). A andlise da motilidade também foi
feita apds 15 minutos de exposicdo do
sémen a0 vapor de  nitrogénio
imediatamente antes da imersdo das
palhetas no nitrogénio liquido (Mp5) e
finalmente apos seu
congelamento/descongelamento (Mp6).

A motilidade progressiva no sémen fresco
(Mpi) foi avaliada por meio da observacgéo
em microscopio Optico com aumento de
400x entre lamina e laminula, apés a
diluicdo com a fragdo A do diluente
(Mp1l), o periodo de equilibrio de 2 horas
(Mp2), a diluicdo com a fragdo B (Mp3),
0 periodo de equilibrio de 14 horas (Mp4)
e apos a exposicao do sémen ao vapor de
nitrogénio liquido (Mp5). Decorridos 15
minutos as palhetas foram imersas no
nitrogénio liquido. Passados 30 dias
descongelouse  parte  do  sémen,
avaliando-se a motilidade (Mp6) por meio
da andlise computadorizada, utilizando-se
0 equipamento Hamilton Thorn Research
versdo 10.8, HTM - CEROS. As
avaliages das motilidades (MPL MP2,
MP3. MP4. MP5) foram feitas por meio de
microscopia Optica, pelo fato de o local de
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coleta do sémen ser afastado do
laboratdrio, ndo sendo permitida, assim, a
avaliagéo pelo analisador
computadorizado, que se encontrava
instalado no laboratorio.

A integridade da membrana plasmética foi
avaliada, empregando-se a técnica descrita
por Harrison & Vickers (1990), na qua
dois fluorocromos s&o utilizados. S&0 eles
o diacetato de carboxifluoresceina (FDA)
e 0 iodeto de propidio (IP). Foram
consideradas trés categorias para a
interpretacdo dos achados: 1) Integros —
espermatozoides com membrana
plasmética integra (células coradas pelo
FDA, coloracéo verde fluorescente); 2)
Lesados -  espermatozéides  com
membrana plasmética e acrossomal
lesadas (células coradas pelo | P, coloracéo
vermelha); 3) Semi-lesadas -
espermatozoides com membrana
plasmética lesada e acrossoma integra
(células coradas pelo FDA na regido do
acrossoma e nucleo corado pelo IP).

A composicdo do diluente Tris-Gema
(TG) foi: Tris, 40mL (fragdo A) e 32,5mL
(Fracdo B);_Gema, 10mL (A) e 10mL (B);
penicilina sodica, 10UlI/mL (A) e
10Ul/mL (B); sulfato de estreptomicina,
0,0lmg/mL (A) e 0,00mg/mL (B);
glicerol, 7mL (B); OEP, 0,5 mL (B). O
diluente Tris-GemaLeite (TGL) foi
composto de: Tris, 20mL (A) e 16,25mL
(B); leite desnatado 9%, 20mL (A) e
16,25mL (B); Gema, 10mL (A) e 10mL
(B); penicilina sédica, 10UI/mL (A) e
10UI/mL (B); sulfato de estreptomicina,
0,01 mg/ mL (A) e 0,0lmg/mL (B);
glicerol, 7mL (B); OEP, 0,5mL (B). A
composicdo do diluente Leite-Gema (LG)
foi: leite desnatado 9%, 40mL (A) e
32,5mL (B); Gema, 10mL (A) e 10 mL
(B); penicilina sodica, 10UI/ mL (A)
elOUl/mL (B); sulfato de estreptomicina,
0,01mg/ml (A) e 0,01mg/ml (B); gliceral,
/mL (B); OEP, 05mL (B). O
procedimento para o0 congelamento e
andlise dos pardmetros motilidade e
integridade de membrana plasmética
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espermética foi igual na utilizac8o dos trés
diluentes.

Os dados experimentais foram
processados, utilizando-se o programa
ExcellO, e andisados pelo SAS
(Statistical Analysis System, 1996), em
gue foram realizadas as andlises de
consisténcia dos dados e a estatistica
descritiva das caracteristicas estudadas
(PROC UNIVARIATE, PROC FREQ.,
PROC MEANS, SAS, 1996). O modelo
para a andlise de variancia para as
caracteristicas motilidade e integridade de
membrana plasmética espermatica inclui
os efeitos fixos de carneiro e diluente e a
interacdo entre esses efeitos. Como a
interacd0 ndo foi dgnificativa, foi
excluida do modelo final da andlise.
Portanto, 0 modelo em estudo foi o
seguinte:

Yik = K+ NG + Dj + g,

Em que: yjx = caracteristica estudada
(VOL, CONC, VI, MPI, IMP),u = media
geral, NC; = efeito fixo do i ®™° nimero
do carneiro (i = 1,2,3,4), O = €feito fixo
do j ™ diluente (j = 1,2,3), @k = erro
aleatdrio

RESULTADOS E DISCUSSAO

A porcentagem de motilidade progressiva
inicial do sémen (Mpi) foi igual na analise
de cada carneiro para os trés diluentes, ja
gue foi avaliada no sémen nativo, antes
mesmo de ter sido fracionado em trés
porcbes para a adicdo dos diferentes
diluentes.

Verificowrse, durante o processo de
congelamento, reducdo gradual da
motilidade progressiva dos
espermatozoides para 0s tratamentos
(TrisGema, Leite-Gema e Tris-Gema-
Leite), como demonstrado na Tabela 1 e
Figura 1.

Essa queda constatou-se ap0s 14 horas da
diluicdo com a fragdo B (Mp4) e apés a
exposi¢ao ao vapor de No-liguido (Mp5).
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Tabela 1. Motilidade progressiva média do sémen de carneiros (n=32) no estado nativo (Mpi),
apos diluicdo com a fracdo A (Mpl), apds 2 horas da diluicdo com a fragdo A
(Mp2), apds diluicdio com afracdo B (Mp3), apos 14 horas da diluicdo com a fragcdo
B (Mp4), apds a exposicdo ao vapor de Ny liquido (Mp5) e 30 dias ap6s 0
congelamento (Mp6), submetidos a trés diluentes (Dil.): TrissGema (TG), Leite-
Gema (LG) e Tris-Gema-Leite (TGL)

Dil. Mpi Mpl Mp2 Mp3 Mp4 Mp5 Mp6
TG 684+95% 656+11,08 63,1+12,3 60,3+11,22 525+12,72 29,1+136* 465+21,72
LG 6844952 611+104% 56,6+115% 50,3+10,22 41,4+12,8 18,8+10,7° 26,1+17,1°

TGL 68,449,528 637+12,12 60,3+12,3* 56,9+12,6% 491+123% 22,8+99"

32,1+17,5°

abMédias seguidas das mesmas | etras na coluna ndo diferem entre si (P<0,05).
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Figura 1. Motilidade progressiva média do sémen de carneiros (n=32)
no estado nativo (Mpi), apés diluicdo com a fracdo A
(Mpl), apo6s 2 horas da diluicdo com a fracdo A (Mp2),
apos diluicdo com a fracdo B (Mp3), apds 14 horas da
diluicdo com a fracéo B (Mp4), apds a exposi¢ao ao vapor
de N liquido (Mp5) e 30 dias apds o congelamento (Mp6)
submetidos a trés diluentes (Tris-Gema, Leite e Tris-Gema

As duas primeiras reducdes da motilidade
espermatica  (Mp3 e Mp4), muito
provavelmente, se devem, em parte, a
presenca do glicerol, na fracdo B de todos
os diluentes testados, jA que aguns
pesquisadores (COLAS, 1975; FISER &
FAIRFULL, 1984) sugeriram que O
glicerol poderia ser toxico para a célula
espermdtica, causando danos estruturais
durante o processo de pré-congelamento e,
também, talvez, aos efeitos da transicéo da
fase  lipidica em resposta  ao
resfriamento/reaguecimento (DROBNIS et

ad., 1993). JA a reducdo observada da
motilidade progressiva, ap0s a exposi¢cao
a0 vapor de Ny liquido, decorre,
provavelmente, do estresse resultante da
interacd0 entre a &gua e o soluto que
acontece por meio da cristalizacéo do gelo,
expondo a célula a solugdo hiper-osmotica
e ao intenso afluxo de &gua e ions através
de sua membrana (MAZUR 1985) que,
provavelmente, ainda ndo se estabilizou
decorridos os 15 minutos da exposicdo ao
vapor de Np-liquido, sendo entéo
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submetida imediatamente ao processo, ndo
menos violento, de reaquecimento.

O aumento da metilidade das células
espermaticas aferida apés um més do
congelamento (Mp6), em relacdo a andlise
da motilidade obtida apds a exposicdo ao
vapor de Na-liquido (Mp5), poderia ser
explicado pelo pouco tempo de exposicéo
a temperatura intermedi&ria (-140°C) em
rdlacdo a temperatura de —196°C
(temperatura convencional de
armazenamento  de  espermatozéides
criopreservados). Esse fato, portanto, ndo
permitiu que as importantes modificactes
sofridas pelas céulas, devido ao
congelamento, viessem a se estabilizar,
paa que, apds esse periodo de
estabilizagéo, fossem submetidas
novamente a estresse de descongelamento.
O sémen dos carneiros que foi processado
com o diluente TrisGema (52,5+12,7)
apresentou  motilidade  superior  ao
processado com Leite-Gema (41,4+12,8), a
partir da etapa Mp4, isto € quando a
andlise da motilidade foi feita no sémen em
refrigeracdo apods 14 horas da diluicdo com
a fracéo B, ndo apresentando diferenca em
relacdo ao TrisGema-Leite (49,1+12,3)
(Tabela 1). A motilidade ap6s a exposicéo
ao vapor de nitrogénio liquido (Mp5) do
sémen processado com  Tris-Gema
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(29,1+13,6) também foi superior aos
processados no LeiteGema (18,8+10,7) e
TrisGema-Leite (22,8£9,9). No poés
descongelamento, a motilidade do sémen
processado em Tris-Gema (46,5+21,7)
manteve-se superior em relagdo ao
processamento com os diluentes Tris
Gema-Leite (32,1t17,5) e Lete-Gema
(26,1+17,1). Esses resultados levaram a
constatacdo de que o diluente Tris-Gema
inicia seu efeito benéfico sobre a
motilidade antes das células esperméticas
serem submetidas ao vapor de N, liquido,
mantendo-se até o pds-descongelamento.
Esses resultados corroboram os achados
observados por Samper (1992), que
demonstrou que o diluente Tris-Gema
manteve maior motilidade em células
esperméticas apds o descongelamento,
guando comparado com os diluentes
Lactose-Gema e Kenney (KENNEY et al.,
1975), diluente este baseado em leite
desnatado.

Na analise comparativa da integridade de
membrana das células esperméticas em
relacdo aos trés tratamentos (Tris-Gema,
Tris-Gema-Leite e Leite-Gema), verificou
se maior porcentagem de células integras
pOs-descongelamento nas porgdes de
sémen processadas no diluente Leite-Gema
(63,17+£2,83%), Tabela 2 e Figura 2.

Tabela 2. Integridade de membranas {(ntegro = espermatozdides com membrana plasmética
integra;, Semi-Lesado = espermatozdides com membrana plasmética lesada e
membrana acrossomal integra; Lesado = espermatozoides com membrana plasmética e
membrana acrossomal |esadas) no pés-descongelamento do sémen de carneiros (n=32)
submetidos a trés diluentes (Tris-Gema, Leite-Gema, Tris-Gema-Leite)

Diluente Integro Semi- Lesado Lesado

TG 47,53+7,87° 23,45+3,10% 29,88+4,18%
LG 63,17+2,832 13,27+3,93% 24,32+3,942
TGL 50,20+7,68" 19,65+2,29% 30,10+7,49%

2P\ édias seguidas das mesmas | etras na coluna néo diferem entre si (P<0,05.
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Figura 2. Integridade de membranas (I = espermatozéides com membrana plasmética
integra, cdlulas coradas em verde fluorescente pelo FDA; L = espermatozoides
com membrana plasmética e acrossomd |esadas, células coradas em vermelho
peo IP; SL = espermatozdides com membrana plasmética lesada e acrossomal
integra, células coradas pelo FDA naregido do acrossoma e nlcleo corado pelo
IP) no p6s-descongelamento do sémen de carneiros (n=32) submetidos a trés

diluentes (Tris-Gema, Leite, Tris-Gema-Leite)

Esses resultados concordam com as
observacOes feitas por Samper et a. (1992)
e Loseth et al. (1992), os quais afirmam
que o diluente TrisGema reduz a
fertilidade devido a inducdo de alteraces
da membrana espermética. Além disso, os
resultados obtidos concordam parcialmente
com os achados obtidos por Braun et al.
(1995), que veifica’)an  melhora
significativa na integridade de membrana
de células esperméticas
congel adas/descongel adas ap6s a adicdo de
Leite desnatado no diluente de Martin et al
(1979). O diluente de Martin et al (1979) é
um diluente a base de LactoseEDTA-
Gema, muito utilizado na Alemanha para
congelamento de sémen de equinos.

O sémen processado com o diluente Tris-
Gema-Leite (50,20+7,68%) ndo diferiu
estatisticamente do sémen processado com
o TrisGema (47,53+7,87) em relagdo a
porcentagem de células integras, semi-
lesadas e lesadas (Tabela 2 e Figura 2).
Segundo Samper (1992), € sabido que a
fertilidade das células esperméticas quando
processadas no Tris-Gema é reduzida, em
comparagdo a outros diluentes. Os
resultados deste trabalho de pesguisa

corroboram 0s resultados obtidos por
Samper (1992), que verificou o €feito
nocivo do TrisGema pela provavel
induggo a mudangcas da membrana
plasmatica dos espermatozdides, o que
resulta em maior quantidade de células
semi-|lesadas e lesadas observadas com uso
desse diluente, quando feita comparagédo
com 0 sémen processado no diluente Leite-
Gema.

O diluente convencional Tris-Gema
mostrou um desempenho superior aos
diluentes Tris-Gema-Leite e Leite-Gema,
no que se refere a preservagdo da
motilidade  espermética  no pos
descongelamento. Com  relagdo a
preservacdo da integridade da membrana
plasmética, no pos-descongelamento, o
diluente Leite-Gema foi superior aos
diluentes Tris-Gema e Tris Gema-Leite.
Existe a necessidade de se elucidar o
mecanismo de protecdo conferido pelos
diversos diluentes sobre o0s varios
pardmetros esperméticos, devido a
constatagcdo de diferentes especificidades
dos diluentes na protecdo da motilidade
espermdtica e integridade da membrana
plasmética.
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