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RESUMO

O armazenamento do sémen por um longo periodo, permitindo o seu posterior
uso representa uma importante ferramenta para criadores que desejam
resguardar o potencial genético de seus reprodutores. O meio diluente e o
crioprotetor sao utilizados com o intuito de proteger os espermatozéides dos
choques térmicos e osmoéticos que ocorrem durante 0 processo de
congelamento, ja que este pode causar danos irreversiveis aos
espermatozoéides. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito dos
crioprotetores: glicerol (GLI), etilenoglicol (EGL) e dimetilformamida (DMF),
sobre a membrana das células espermaticas de ovinos quando igualadas as
osmolaridades destes meios. A fracdo espermética do ejaculado de 16 ovinos
foi avaliada macro e microscopicamente e, destes foram selecionados 4
reprodutores para a realizacdo deste estudo. Observou-se para tanto a reacao
dos espermatozoéides aos testes hiposmotico e aos crioprotetores. A avaliagdo
consistiu na alteracdo morfolégica das células espermaticas em ambos 0s
testes. O resultado encontrado no teste hiposmético foi de 07,08 + 4,46
espermatozoides reativos. A avaliagdo dos crioprotetores obteve como
resultado 23,42 + 4,12 espermatozoides reativos ao etilenoglicol, 31,88 + 5,47
reativos ao glicerol e 21,92 *+ 6,27 responderam a dimetilformamida. Conclui-
se, nesta etapa, que o glicerol obteve maior efeito protetor sobre as
membranas dos espermatozoides, podendo exercer melhor atividade
crioprotetora se utilizado na preservacédo do sémen ovino.

PALAVRAS-CHAVE: Membrana celular, Ovinos, Glicerol, Etilenoglicol,
Dimetilformamida.

INTRODUCAO

A criagdo de pequenos ruminantes tem experimentado uma grande
expansdo durante as duas Ultimas décadas. O melhoramento das racas
acompanhado de tecnologias reprodutivas € necessario para avaliar e melhorar
a eficiéncia reprodutiva.

O desenvolvimento de técnicas adequadas para preservacao de sémen
€ um dos passos mais importantes no avanco da reproducdo animal nas
diferentes espécies e vem sendo conseguido através da aplicagdo de
biotécnicas cada vez mais modernas (PAPA et. al., 2000).

O processo de criopreservacdo das células espermatcas resulta em
diminuicéo da fertilidade quando comparado com sémen fresco.
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Este prejuizo se da pela perda da viabilidade espermatica ou por danos
na capacidade funcional dos espermatozdides sobreviventes. O processo
exerce efeitos negativos principalmente sobre a membrana celular,
particularmente vulneravel a este processo. Espermatozoides de carneiros séo
mais sensiveis a criopreservacao que de touros (WATSON, 2000).

Conforme resultados de estudos empiricos ao longo de véarias décadas,
muitos fatores podem afetar a sobrevivéncia dos espermatozoides, estes
fatores incluem dentre outros a composicdo dos meios e 0s crioprotetores
usados para congelacdo (GUTHRIE et. al. 2002).

Para avaliar o efeito do congelamento e das substancias utilizadas para
promoveé -lo, o teste hiposmético tem sido apresentado como um bom teste para
avaliar a integridade das membranas dos espermatozoides em Varios animais
domésticos incluindo bovinos, equinos e suinos (FONSECA et. al.,, 2005).
Entretanto, ainda nédo foi desenvolvido um método eficiente de teste
hiposmético para sémen ovino.

O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade do glicerol, do
etilenoglicol e da dimetilformamida na preservacao das células espermaticas de
ovinos avaliando-se parametros como motilidade, o vigor e integridade de
membranas de células esperméticas.

MATERIAL E METODOS

Este experimento foi realizado no Laboratério de Reprodugcdo Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia e
em criatorios da regido de Uberlandia — MG, durante o periodo de marco de
2006 a margo de 2007.

Os ejaculados foram coletados de 16 animais em quatro criatérios da
regido. Todos os animais foram submetidos ao exame androlégico e ao
espermograma. Por meio da analise dos androldégicos e dos ejaculados
escolheu-se um criatério e 4 carneiros da raca Santa Inés, com idades entre 8
e 24 meses. Foram realizadas trés coletas de sémen de cada animal por meio
de estimulacao elétrica (eletroejaculador).

Imediatamente apés a coleta, o sémen foi acondicionado em banho-
maria a 37 °C, observando seu aspecto, sendo o volume determinado no
proprio tubo de coleta (graduado). As avaliacbes da motilidade, do
turbilhonamento, do vigor e da concentracdo espermatica foram realizadas com
o auxilio de um microscoépio 6ptico. Finalmente, a concentracéo espermaética foi
determinada pela contagem de células em camara de Neubauer. Uma aliquota
de 20 uL de sémen foi adicionada a uma solucéo de Citrato de sédio formolado
para avaliagdo morfolégica com o objetivo de ser comparado ao efeito dos
testes hiposmatico e dos crioprotetores.

Trés aliquotas (20 pL) de sémen foram distribuidas em tubos contendo
diluidor (1 mL) a base de Citrato (2,94) preparado com trés crioprotetores
diferentes: glicerol 7,42% (GLI), etilenoglicol 4,97% (EGL) e dimetilformamida
5,89% (DMT), sendo igualadas as osmolaridades destes para retirar o efeito
desta variavel e avaliar a integridade funcional da membrana plasméatica dos
espermatozoides. As trés solucdes, acrescidas do sémen, foram submetidas a
incubacdo por 40 minutos. Decorrido este tempo, uma aliquota de 80 pL de
cada amostra foi adicionada a um tubo contendo 1 mL de solu¢éo hiposmatica.



Para efeito de comparacédo, uma aliquota (20 pL) de sémen in natura foi
adicionada a um tubo contendo 1 mL de solucdo hiposmética (125 mOsm)
fixada em formol, apés 40 minutos de incubacao.

Procedeu-se a leitura do percentual de espermatozoéides reativos ao
teste hiposmotico, em preparacdo Umida entre lamina e laminula sob objetiva
de imerséo, em microscopia de contraste de fase com aumento de 1000 vezes
(Microscopio Olympus BX41).

Foram contadas cem células por amostra, incluindo-se os dobramentos
de cauda que pudessem ser classificados como patoldgicos, pois estes seriam
descontados quando diminuidos dos dobramentos observados na morfologia
espermatica. Para tal calculo foi utilizada a seguinte férmula: HO (%) = [% de
alteracdes na regido da cauda (peca principal) apds teste HO] — [% de
alteracOes na regido da cauda (peca principal) antes do teste HO] (MELO &
HENRY, 1999).

Para avaliar o efeito dos crioprotetores sobre a membrana plasmatica
dos espermatozéides foi colocada em uma lamina uma gota de sémen diluido
nos crioprotetores, colocando-se laminula e realizando-se vedacdo com
esmalte. Assim que os espermatozoides se estabilizaram foram avaliadas, em
imersdo, alteracbes de cauda, peca intermediaria e na estrutura geral das
células espermaticas.

Para o calculo foi utilizada a seguinte formula: Crioprotetor (%) = (% de
alteragcbes na cauda no teste com crioprotetor) — (% de alteragcées na cauda no
teste sem crioprotetor).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A producdo espermatica estd altamente correlacionada com o peso do
testiculo e, a medida da circunferéncia escrotal tem sido usada como indicador
da producéo espermatica em varias espécies (DYRMUNDSSON, 1973).

As caracteristicas da fracdo espermatica dos ejaculados sdao
apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Espermograma e Exame androlégico dos animais utilizados no experimento.

Animal Idade CE Volume  Aspecto TBM MOT Vigor Concentragédo
(meses) (cm) (mL) (%)

1* 24 31,0 0,7 Aquoso 3,5 70 3,0 4,50 X 10°

2* 18 29,0 2,0 Aquoso 3,0 75 3,5 1,60 X 10°

3¢ 28 340 25 Cremoso 50 85 4,0 5,40 X 10°

4 12 31,0 24 Cremoso 4,0 80 4,0 4,70 X 10°

* Média entre as trés coletas; C.E. - Circunferéncia Escrotal; TBM — Turbilhonamento; MOT - Motilidade

A leitura da morfologia espermética do ejaculado dos ovinos, neste
estudo, revelou as seguintes meédias: alteracdes de cabeca (2,11 + 3,22); gota
citoplasmatica proximal (0,5 £ 1,0); gota citoplasmética distal (0,5 + 1,0); peca
principal (3,79 = 2,08); A média de espermatozdides classificados como
normais foi de 79,53 + 13,57.

O volume do sémen varia de acordo com o método de coleta, com a
idade do animal, estacdo e frequéncia das coletas. Segundo Hafez & Hafez
(2004), o volume ejaculado varia de 0,5 a 2 mL em animais adultos e de 0,5 a



0,7 mL em carneiros jovens. A determinacdo da motilidade envolve estimativas
subjetivas de viabilidade dos espermatozoides.

Segundo o Colégio Brasileiro de Reproducédo Animal (1998), os padrdes
seminais de ovinos desejaveis para motilidade, vigor, turbilhonamento e
concentracdo espermatica sdo 75% - 3 - 3 e 3x10°, respectivamente.

A leitura da morfologia espermética no teste hiposmdético, apds 40
minutos de incubacao, revelou as seguintes meédias: alteracdes de cabeca (4,4
+ 3,45); gota citoplasmética proximal (3,26 + 4,69); gota citoplasmatica distal
(3,26 = 4,84); peca principal (20,87 + 8,40); A média de espermatozoides
classificados como normais foi de 68,21 + 8,13.

Na Figura 1 estdo demonstradas algumas alteracdes observadas nos
espermatozoides submetidos ao teste hiposmotico.

Figura 1 - Morfologia espermatica do ejaculado submetido ao teste hiposmético observado em microscépio de
contraste de fase. Aumento de 1000X. (A) Cabeca isolada; (B) Cauda dobrada com gota citoplasmatica distal; (C)
Espermatozoide Normal; (D) Cauda com gota citoplasmatica distal.

A leitura da morfologia espermatica no teste que teve etilenoglicol como
crioprotetor revelou as seguintes médias: alteraces de cabeca (12,25 + 1,70);
gota citoplasmatica proximal (1,75t 1,70); gota citoplasmatica distal (1,75 %
0,95); peca principal (30,5 + 9,11); A média de espermatozdides classificados
como normais foi de 53 + 6,48.

Nas Figuras 2 e 3 sdo demonstradas algumas das alteracbes
observadas nos testes com etilenoglicol e glicerol, respectivamente.

Figura 2 - Haculado submetido ao teste com Figura 3 - Morfologia espermatica do ejaculado
etilenoglicol observado em microscopio de contraste submetido ao teste com glicerol observado em

de fase. Aumento 1000X. (A)Espermatozéide microscépio de contraste de fase. Aumento de
Normal; (B)Cauda enrolada; (C)Cauda fortemente 1000X. (A) Cauda fortemente enrolada; (B) Cabega

enrolada. isolada.



Na avaliacdo da utilizacdo de glicerol como crioprotetor, a leitura da
morfologia espermética revelou as seguintes médias: alteracdes de cabeca
(5,25 *= 3,30); gota citoplasmatica proximal (4,0 + 2,77); gota citoplasmatica
distal (0,75 £ 0,95); peca principal (42,75 + 7,88); A média de espermatozoides
classificados como normais foi de 40,25 * 2,75.

Utilizando-se como crioprotetor a dimetilformamida, as alteragbes
observadas obtiveram as seguintes médias: alteracbes de cabeca (5,25 +
3,40); gota citoplasmatica proximal (2,0 + 1,82); gota citoplasmética distal (3,0 £
0,81); peca principal (31 £ 8,13); A média de espermatozdides classificados
como normais foi de 58,75 + 15,28.

Comparando as alteracdes na cauda dos espermatozoides antes e apos
o teste hiposmoético, determinou-se o percentual de células reativas ao teste
HO, que foi de 17,08 + 4,46. Ja na avaliacao dos crioprotetores os resultados
obtidos foram: espermatozéides reativos ao etilenoglicol 9,63 + 4,12; reativos
ao glicerol 21,88 + 5,47 e a dimetilformamida 10,13 + 4,27.

Assim como demonstrado em outras espécies de animais domeésticos
(NEILD et. al., 1999), os espermatozoides ovinos apresentaram um resultado
similar quando expostos ao teste hiposmotico. Isto ocorre devido a absor¢éo de
agua pelas células espermaticas com membranas intactas aumentando seus
volumes para estabelecer o equilibrio entre o fluido do compartimento interno
dos espermatozdides e o meio extracelular. Isto culmina numa expanséo
esférica da membrana plasmatica da célula na regido da cauda forcando a
retracdo da mesma. Esta retracdo comeca da extremidade final da cauda e
prossegue pela peca intermediaria diminuindo a pressdo osmaotica dos meios.

Fonseca et. al. (2005) apontaram a solucado hiposmotica a 125 mOsm
como aquela ideal para analisar alteragbes sobre a membrana plasmatica das
células espermaticas de bodes.

Comparando os resultados entre os testes hiposmético com cada um
dos crioprotetores, aquele que apresentou melhor resultado foi o glicerol,
seguido pela dimetilformamida. O efeito dos crioprotetores sobre a membrana
plasmatica foi avaliado pelas alteracdes sobre a cauda. Aquelas células que
apresentaram alteracdes morfologicas foram o0s espermatozdides que
possuiam membranas intactas, capazes de absorver agua e restabelecerem o
equilibrio entre os meios intra e extracelular.

Nesse sentido, o glicerol foi a substancia que proporcionou maior
protecdo a membrana plasmatica das células espermaticas. Uma vez que a
osmolaridade dos diluentes foi igualada antes da realizacdo dos ensaios, 0
efeito de cada um destes pdde ser melhor avaliado.

A superioridade do glicerol na preservacdo da membrana plasmatica
(21,88 %) permite evidenciar o fato de que esta protecéo ainda néo € a ideal,
pois ocorrem graves lesdes a membrana plasmatica, o que pode inviabilizar o
processo reprodutivo.

Portanto, mais pesquisas com estes e outros crioprotetores se fazem
necessarias. Outros testes como reacdo acrossomal e mitocondrial, podem
revelar ainda mais o efeito das substancias aqui estudadas sobre os
espermatozoides de ovinos.

A ovinocultura € uma atividade em franca expansao no Brasil e estudos
para avaliar a capacidade reprodutiva da espécie e melhora-la pode contribuir
ainda mais para o0 aumento da produtividade e da qualidade dos animais
criados no pais.



CONCLUSAO

Conclui-se que o glicerol preserva melhor a membrana plasmética das
células espermaticas de ovinos quando comparado a dimetilformamida e ao
etilenoglicol em osmolaridades igualadas. A dimetilformamida apresentou
melhor resultado que o etilenoglicol, porém este resultado nao foi significativo.
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