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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos da troca diaria do diluente no sémen
refrigerado ovino, avaliando sua ag¢do na viabilidade dos espermatozoides. Para o
estudo, formou-se um pool de sémen com trés ejaculados, de trés carneiros da raca
Dorper, apos a avaliagao subjetivas dos parametros espermaticos. O pool de sémen
foi diluido no meio Glicina-Gema-Leite (GGL), na proporgao 1:4, para posterior
fracionamento nos grupos controle (controle GGL), grupo TGG (teste GGL) e grupo
TDD (p6s-ressuspensao). Apds a diluicdo, submeteu-se as amostras ao processo de
refrigeracao a 5°C, em Botutainer®. No intervalo de 24 horas, realizou-se a avaliagao
de uma aliquota de cada amostra por 5 dias, agrupando-as em 6 momentos (0Oh), (24h),
(48h), (72h), (96h) e (120h). O processo de resssuspensdao do pellet de
espermatozoides em diluente fresco foi repetido diariamente até o grupo TG atingisse
o minimo de = 30% de MP, mediante analises subjetivas no microscépio 6ptico. O
grupo controle apresentou menor motilidade e vigor espermatico, e seus SPZ
obtiveram maior percentual de defeitos morfolégicos que os SPZ dos grupos TG e
TDD. Também, apresentou maior concentracdo da enzima AST, que foi correlacionada
com o0 aumento do percentual de lesdo de acrossomo nos SPZ, e do menor consumo
de frutose durante o processo. A adicao do diluente novo cada 24 horas apresentou
efeito positivo sobre os SPZ, uma vez que o grupo TG preservou os parametros
espermaticos por 120 horas. No quinto dia de avaliagao, sua MP foi equivalente a 32%,
vigor 3,20, 67,30% de SPZ com membrana integra e concentragdo de 184,3 x 10° de
SPZ viaveis por mL antes da centrifugagdo. No grupo TDD, os valores apresentados
foram de 37% de MP, vigor 4,40, 66% de SPZ com membrana integra e concentragao
de 175,8 x 108 de SPZ viaveis por mL, e um consumo de frutose 19,00 mg/ml. Este foi
maior durante o tempo de avaliacdo do estudo demostrando um maior aproveitamento
desse substrato pelos espermatozoides. Isso demonstrou que a troca diaria de diluente
foi eficiente para preservar a viabilidade espermatica por um maior periodo de tempo.

Palavras chaves: ovinos, refrigeragao, diluicao, sémen, durabilidade.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effects of daily diluent exchange on
refrigerated sheep semen, evaluating its action on sperm viability for the study, a semen
pool with three ejaculates of three Dorper rams was formed after the subjective
evaluation of sperm parameters. The semen pool was diluted in Glycine-Milk-Yolk
(GGL) medium, in a 1: 4 ratios, for subsequent fractionation in the control (GGL control),
TGG (GGL test) and TDD (post-resuspension) groups. After dilution, the samples were
subjected to refrigeration at 5°C in Botutainer®. Within 24 hours, an aliquot of each
sample was evaluated for 5 days, grouping them into 6 moments (Oh), (24h), (48h),
(72h), (96h) and (120h). The process of resuspension of the sperm pellet in fresh diluent
was repeated daily until the TG group reached a minimum of = 30% of MP, by subjective
analysis under the optical microscope. The control group had lower sperm motility and
vigor, and their SPZ obtained a higher percentage of morphological defects than the
SPZ of TG and TDD groups. Also, it presented higher concentration of AST enzyme,
which was correlated with the increase in the percentage of acrosome lesion in the
SPZ, and the lower consumption of fructose during the process. The addition of new
diluent every 24 hours had a positive effect on SPZ, since TG group preserved sperm
parameters for 120 hours. On the fifth day of evaluation, its MP was equivalent to 32%,
vigor 3.20, 67.30% SPZ with intact membrane and concentration of 184.3 x 106 viable
SPZ per mL before centrifugation. In the TDD group, the values presented were 37%
MP, vigor 4.40, 66% intact membrane SPZ and 175.8 x 106 viable SPZ concentration
per mL, and a fructose consumption 19.00 mg / ml. This was higher during the study
evaluation time showing greater use of this substrate by sperm. This demonstrated that
daily diluent exchange was efficient to preserve sperm viability for a longer period.

Keywords: sheep, refrigeration, dilution, semen, durability
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1 INTRODUGCAO

O Brasil situa-se entre os maiores produtores de ovinos no mundo (FAO, 2016).
De acordo com IBGE (2015), estima-se que ha no pais 18,41 milhdes de cabecas de
ovinos. Sendo a regido Nordeste a principal criadora da espécie, e o estado do Rio
Grande do Sul o maior produtor de 1a, com 91,9% da producao nacional.

A ovinocultura é hoje uma das atividades agropecuarias de maior crescimento no
pais, devido ao aumento de consumo de produtos carneos (FAO., 2016). Gerando
aproximadamente 500 mil empregos (Piagentini et al., 2017).

Porém, como o Brasil ndo consegue suprir a demanda nacional de carne ovina,
tornou-se necessario o aumento da produgcdo com investimentos nas areas de
biotecnologias da reproducdo animal, restabelecendo o mérito genético da espécie
ovina. Podendo, assim, participar na comercializacdo de carne ovina com paises mais
desenvolvido do mundo (Aquino et al.,2016).

A utilizag&o das biotecnologias da reproducao é fundamental para o melhoramento
genético do rebanho (Salomon & Maxwell, 2000; Barbas et al., 2013; Najafi et al., 2014;
Abella, 2015; Ataman et al., 2014; Masoudi, 2016). Sendo que as técnicas mais
empregadas atualmente s&o a inseminacado artificial, transferéncia de embrides,
criopreservagdo das células espermaticas, fertilizagdo in vitro, sexagem de
espermatozoides e clonagem (Foote,1999).

A inseminacao artificial € o instrumento de melhoramento genético mais utilizado
no mundo (Najafi et al., 2014), sendo que os primeiros estudos para verificagao de sua
eficacia foram realizados em ovelhas no inicio do século XX por Elias lvanov
(Ivanoff,1922). Essa técnica possibilita a obtencdo de um maior numero de
descendentes, acarretando melhores resultados econdmicos aos produtores (Barbas
et al.,, 2013). Sua eficacia foi comprovada com a utilizagdo de sémen fresco,
criopreservado e refrigerado (Salomon e Maxwell, 2000).

A conservacdo do sémen é outra biotecnologia da reproducdo que foi
desenvolvida concomitantemente com a inseminagéo artificial (Foote, 1999). O
armazenamento do sémen pode ser realizado a médio ou longo prazo, mediante
refrigeracao ou criopreservagao (Camara e Guerra, 2011).

O sémen refrigerado apresenta melhores resultados quanto a manutengéo de sua

fertilidade e, ainda ha redugao dos danos ocasionados aos espermatozoides, quando
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comparado ao sémen congelado, além de possuir custo mais baixo para a sua
obtencao (Lopez-Saez et al., 2000).

Para a refrigeracéo do sémen, realiza-se 0 seu armazenamento a 5°C, que nao
inibbe completamente o metabolismo espermatico (Paulenz, 2002). A medida que
aumenta o tempo de armazenamento nessa temperatura, a taxa de danos aos
espermatozoides também se eleva, acarretando em diminuicdo da motilidade
espermatica e em perda de fertilidade no trato reprodutor da fémea (Salomon e
Maxwell, 2000; Mukherje, 2016). Além do estresse térmico, os espermatozoides de
ovinos possuem altas concentragdes de fosfolipidos e acidos graxos poli-insaturados
em sua membrana plasmatica (Camara e Guerra, 2011), tornando-os susceptiveis ao
estresse oxidativo e, consequentemente, a peroxidagao lipidica (Maxwell e Watson,
1996), diminuendo sua viabilidade.

Entretanto, prologar a longevidade dos espermatozoides mediante refrigeragao
a 5°C é uma alternativa viavel, sendo recomendavel realizar a inseminacao artificial
em até 48 horas apos sua coleta e diluicdo (O’hara et al., 2010; Bergsteing- Galan et
al.,2016). Uma vez que a diminuigdo da qualidade do sémen refrigerado ocorre a partir
das primeiras 24 horas de armazenamento (Cardoso et al.,2010).

Na tentativa de reduzir essas consequéncias, recomenda-se a centrifugacéo e a
adicao de novo extensor diariamente, para prolongar a capacidade fertilizadora dos
espermatozoides (Foste et al., 2011). A troca diaria de diluente conserva a mobilidade
dos espermatozoides por tempos prolongados, uma vez que o novo substrato
fornecera energia a células espermatica e ajudara a manter sua fertilidade por um
periodo prolongado (Verstegen et al.,2005).

Porém, quando se realiza a troca do diluente, € necessaria que seja feita de
maneira correta, visto que uma inadequada taxa de diluicdo impacta negativamente
nos espermatozoides, ocasionando perda da integridade da membrana espermatica,
aglutinagao de espermatozoides, capacitacdo e morte. Esse efeito € conhecido como
“efeito diluicao” (Maxwell e Johnson, 1999).

Diversos autores recomendam uma diluicdo de 1:4, para a refrigeracédo d sémen
(Pickett et al., 1975; Gil et al.,1999; Love et al.,2012), para que seja possivel o
fornecimento de quantidades suficientes de substrato aos espermatozoides,

reduzindo, assim, os efeitos deletérios do processo de refrigeracdo (Samper, 2009).
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Estudos prévios realizando a troca diaria de diluente no sémen refrigerado equino
demonstrou que € uma pratica viavel e confiavel, e que pode prolongar sua utilizagao
por até 96 horas, sem comprometer a capacidade fertilizadora do sémen (Love et
al.,2012). Sabendo-se da importancia da utilizagcdo de diluentes quando se submete
0s espermatozoides ao processo de resfriamento, objetivou-se neste trabalho avaliar
o prolongamento da longevidade do sémen refrigerado ovino por meio da troca diaria
de diluente, avaliando seus parametros espermaticos.

O presente trabalho foi desenvolvido conforme os propdsitos estabelecidos e para

efeitos didaticos sera apresentada na forma de capitulos:

- CAPITULDO I: Revisao bibliografica

-CAPITULO II: Avaliagdo dos parametros espermaticos in vitro por 5 dias
mediante a centrifugacao diaria e ressuspensao de diluente fresco no sémen ovino

refrigerado a 5°c.
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2 JUSTIFICATIVA

A centrifugagao e troca diaria do diluente representa uma Importante ferramenta
para prolongar a viabilidade espermatica e aproveitar por mais tempo o material

genético de animais geneticamente importantes.

3 OBJETIVO GERAL

O Auvaliar os efeitos da troca diaria de diluente de sémen ovino refrigerado sobre

a longevidade dos espermatozoides.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

O Avaliar motilidade, morfologia espermatica, concentragcéo e integridade de
membrana dos espermatozoides antes e apos centrifugagao e troca de meio

diluidor;

O Determinar o efeito da centrifugagcéo na concentragao, motilidade e morfologia

dos espermatozoides;

O Determinar o periodo maximo da viabilidade dos espermatozoides apds troca

e centrifugacéao diaria do diluente no sémen refrigerado a 5°C;
O Avaliar o consumo de frutose pelos espermatozoides;
O Dosar as enzimas AST, ALT e LDH no sobrenadante

O Determinar a perda espermatica do sobrenadante na troca diaria de diluente.



CAPITULO | - REVISAO BIBLIOGRAFICA

REVISAO BIBLIOGRAFICA

18
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4.1 Sémen Refrigerado

O sémen refrigerado é tema de muitos estudos e vem sendo utilizado com
frequéncia em ovinos (lvanov, 1922; Maxwell e Watson, 2000), equinos (Love et al.,
2012), bovinos (Raseona et al., 2017), caninos (Verstegen et al., 2005) & (Farstad,
1996) e caprinos (Seifi-damadi, 2016). Ainda, sua utilizagdo também ja foi descrita em
dromedarios (Wani et al., 2007), raposas (Farstad, 1996), bisdes (Vilela, 2016) e
cervos (Anel-Lopez, 2016) dentre outras espécies.

O armazenamento do sémen refrigerado de ovinos pode ser feito em temperaturas
entre 0 e 5°C ou 10 e 15° C (Maxwel e Watson, 2000). No entanto, o resfriamento a
5 °C apresenta melhores resultados em termos de fertilidade e redugao de danos aos
espermatozoides (Lopez-Saez et al., 2000).

Porém, quando as células espermaticas sao armazenadas por periodos
prolongados, sob temperaturas proximas a 0°C, essas células sofrem alteragbes
fisico-quimicas (Maxwell e Watson, 2000) ocasionadas pelo estresse térmico e pelo
estresse oxidativo produgao de ROS e posterior peroxidagao lipidica (Sati e Huszar,
2015) -, que afetam sua motilidade e capacidade de fertilizacdo (Maxwell e Watson
2000). Entres os fatores que influenciam o armazenamento e transporte de sémen
refrigerado, ressaltam-se o numero de espermatozoides viaveis por dose inseminante,
a frequéncia de inseminacao, o tipo de diluente utilizado com uso ou nao de antibidtico
e a fertilidade do macho e das fémeas selecionadas para a reproducgao (Brinsko et
al.,2000).

Para obter sucesso no armazenamento do sémen ovino, por periodos curtos,
médios e longos, o processo devera ser capaz de reduzir a atividade metabdlica das
células espermaticas (Morton et al., 2009; Ataman et al., 2014; Allai, 2015).

Desse modo, o resfriamento do sémen a 5°C garante a redugao na atividade
metabdlica das células espermaticas durante o processo tudo (Camara e Guerra,
2011). Ainda, nado se submete os espermatozoides ao estrese do congelamento e
descongelamento, garantindo, assim, uma maior viabilidade (Rather et al., 2016). E
muito importante considerar a composicao do meio extensor e a temperatura de
armazenamento, para que se obtenha bons resultados na conservacdo do sémen

ovino (Camara e Guerra,2011).
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Entre as vantagens do processo de refrigeragdo do sémen, a principal é reducao
dos danos produzidos pelo choque térmico, em comparagdo com os danos
irreversiveis causados aos espermatozoides pela criopreservagao (Salamon e
Maxwell, 1995). Ainda, apresenta melhores resultados em relacédo a fertilidade,
mesmo com um menor numero de espermatozoides por dose inseminante (Yoshida,
2000).

Na inseminagdo artificial utilizando-se sémen refrigerado, observa-se
caracteristicas favoraveis em relagdo ao congelado, como uma melhor qualidade do
plasma seminal e menor em custos econdmicos, sendo mais eficiente quando utilizado
a curto prazo (England e Ponzio, 1996).

Desse modo, é de grande importancia o prolongamento da fertilidade dos
espermatozoides durante os processos de refrigeragdo e congelamento, que
contribuem para as outras técnicas de biotecnologias da reprodugao animal e humana
e, também, na conservagéo de espécies (Yoshida, 2000).

alguns efeitos deletérios na célula espermatica s&o causados pelas espécies
reativas de oxigénio (ROS) ou radicais livres, que modificam as proteinas, o DNA, e
os lipidios dos espermatozoides (Tortolero et al., 2005).0s radicais livres presentes
nos espermatozoides de ruminantes incluem: peroxido de hidrogénio (H20?), anion
superdxido (O?), oxido nitrico e radical hidroxila (20H) (Juyena e Stelletta, 2012).

O primeiro parametro afetado no sémen mediante estrese é a motilidade
espermatica, como resultado da peroxidagao lipidica e do estresse oxidativo (Sati e
Huszar, 2015). Os espermatozoides danificados e leucdcitos sado os principais
responsaveis pelo acumulo de ROS no sémen (Maia e Bicudo, 2009).

E de suma importancia a regulagdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio,
ja que estas desempenham diversas funcbes nos espermatozoides, como a
capacitagcao espermatica, reacdo acrossdmica, ativacao da motilidade espermatica e

estabilizacao da capsula na mitocondria da peca intermediaria (Juyena e Stelletta,

2012)

4.2. Diluente para sémen ovino refrigerado

O sémen ovino in natura possui uma capacidade fertilizante 6tima de 8 horas
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(Morrier et al., 2002). Quando os espermatozoides deixam o epididimo ocorre a
interrupcdo da sintese lipidica e proteica na membrana plasmatica, por isso os
espermatozoides nao sobrevivem por longos periodos (Barrios et al., 2000). Para
ampliar a sobrevida dos espermatozoides, é necessaria a adicao de meios diluidores
que sejam capazes de prolongar sua viabilidade (Versteguem et al., 2005).
Fornecendo energia, e atuamdo como agentes tamponantes e protetores da
membrana espermatica (Azizunnesa, 2014; Versteguen et al., 2005).

Um excelente diluente deve ser capaz de fornecer as células espermaticas o
substrato necessario para a produgao de energia, protegcao contra as oscilagdes de
temperatura, efeito tamp&o, amenizacdo das mudancas de pH, manutencdo da
pressao osmaotica, agao contra o crescimento bacteriano e incrementar o volume do
ejaculado, para otimizar a capacidade reprodutiva do macho (Salomon e Maxwell,
2000).

Assim, a longevidade dos espermatozoides no sémen refrigerado € influenciada
pela composicdo do extensor, pela temperatura de armazenamento, pela curva da
velocidade do resfriamento, pela exposigdo ao oxigénio, pela presenga ou néo de
micro-organismos, pelos tipos de antibidticos utilizados no diluente e pela
concentragéo do plasma seminal (Aurich, 2011).

Existem muitos diluentes disponiveis no mercado utilizados para o resfriamento e
congelamento do sémen ovino, entre eles ressalta-se os extensores a base de
glicinagema-leite (GGL) e glicina-gema (GG) (Gonzalez et al.,1999). A selegao correta
do diluente torna-se indispensavel para prevenir os danos ocasionados pelo processo
de refrigeracao (Aisen et al.,2000).

A gema de ovo é muito utilizada como ingrediente dos meios diluidores, auxiliando
na preservacao das células espermaticas, tanto no sémen refrigerado quanto no
sémen congelado (Manjunath et al.,2000). Esse ingrediente é necessario para o
controle das injurias ocasionadas pelo choque térmico (Bergsteing-Galan et al., 2016),
através da reducao da perda de enzimas do acrossomo (Maxwell & Watson, 2000) e,
ainda, atua como tampao osmético (Salomon e Maxwell, 1995; Lopes-Zaes et al.,
2000; Paulenz, 2002). Sua utilizagdo no meio extensor ja foi descrita em varias
espécies, como bovinos, ovinos, caprinos e cervideos (Rehman et al., 2014).

A reducao na quantidade utilizada de gema de ovo no meio GGL tem demostrado

melhores resultados apos os processos de refrigeracao e congelamento do sémen.
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Segundo Rodello et al. (2011), a utilizacdo de Glicina-Gema-Leite 5% (GGL5%) em
sémen ovino crioprerservado, fornecem resultados superiores aos diluido em
GlicinaGema-Leite 20% (GGL20%).

O meio Glicina-Gema-Leite com 5% de gema de ovo, com adicdo ou ndo de
antioxidantes (50 uMol/100x108 espermatozdides de Trolox® e 50 yg/mL - 0,0935
U/mL de Catalase) preserva a integridade do acrossomo por 24 horas durante o
processo de resfriamento (Sakashita, 2011).

Sousa (2002) em estudo realizado com ovinos, comparou 0 meio GGL e o0 meio
Glicose Leite (GL). Foram obtidas diferencgas significativas (p<0,05) na preservagao
da integridade de acrossomo apds 24 horas de refrigeragcao com o GGL, devido a
presenca da gema de ovo no meio.

Foi demonstrado também que o uso de gema de ovo purificada e de extrato de
lipoproteinas de baixas densidades no meio extensor GGL, fornece uma efetividade
de 48 horas, sem ocasionar injurias aos espermatozoides (Barbosa et al., 2013).
Ainda, Bergstein-Galan et al. (2016) demonstraram que o diluente GGL preservou o
vigor espermatico, a morfologia espermatica e a integridade de membrana
espermatica por 48 horas.

O meio GGL tem demostrado melhores resultados quando comparado com outros
diluentes, como o meio tris-gema-glicerol. Monrreal et al. (2014) compararam o
diluente GGL e o tris, sendo que o extensor tris apresentou maior perda de motilidade,
e 0 GGL apresentou valores significativos de vigor espermatico.

Cunha & Lopez (2000) compararam dois meios a base de glicose e leite (G1) e
glicina e gema (G2), com sémen fresco de cées (G3). Foi demonstrado que a utilizacao
dos diluentes melhoram a viabilidade dos espermatozoides por 72 horas, e ainda,
produzem menores lesbes de membrana espermatica (20,75% G1, 22,5% G2 e 66,5%
G3), quando comparados ao G3.

Foi verificado também a eficacia do leite de cabra, acrescentado no meio GGL,
demonstrando que o mesmo fornece resultados insatisfatorios apdés o
descongelamento das amostras (Silva e Moreal, 2015), devido a desidratacao

excessiva ocasionada pelo desenvolvimento de um meio isotdnico (Merymann et al.,

1977).
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4.3. Efeitos da centrifugacao e taxa de diluicao

A centrifugacao das células espermaticas atua como uma alternativa para reduzir
o volume e o numero de espermatozoides utilizados por dose inseminante (Freitas,
2014). Essa técnica é recomendada para que seja realizada a remocéo do plasma
seminal quando se deseja utilizar o ejaculado depois de 48 horas (Miro et al., 2009).

Nas espécies domésticas, a retirada ou ndo do plasma seminal € um assunto
extremamente delicado, uma vez que alguns estudiosos recomendam a retirada total
do plasma seminal, e outros recomendam a retirada e posterior adicado de 10% do
plasma seminal durante o armazenamento apds 24 horas (Love et al., 2012).

A centrifugagao acarreta numa melhora dos parametros de motilidade progressiva
no sémen equino quando diluido no meio INRA96® (Riccio et al.,2016). Porém, esse
processo pode ocasionar danos aos espermatozoides, além de aumentar a perda do
numero de espermazoides (10 a 30%). Desse modo, deve-se considerar a forga de
centrifugacao, temperatura, o diluente utilizado, e o volume do sobrenadante (Jasko
et al., 1991; Riccio et al., 2016).

Segundo Busato et al. (2017), a centrifugagado do sémen ovino a 2900 r.p.m nao
ocasionou dano significativo nas células espermaticas, e obteve-se uma perda
espermatica de 35,4 milhdes/ml, através da adicdo da gema de ovo ao meio GGL.
Estes achados sao contraditorios para Pickett et al. (1975), que relataram que a gema
de ovo adicionada foi prejudicial aos parametros de fertilidade do sémen bovino e
equino.

A forca de centrifugacao e o periodo de tempo que as células espermaticas séo
submetidas podem afetar a integridade da membrana espermatica. Foram testadas
trés forgas de centrifugacéo (600 g, 800 g e 1000 g) e trés tempos (3 min, 5 min e 10
min) para avaliar seus efeitos sobre os espermatozoides de equinos, encontrando-se
que a centrifugacado com forga de 600 g durante 10 minutos € a melhor opgéo, para se
manter a viabilidade dos espermatozoides (Dell” aqua et al., 2001).

Em caes, quando comparou-se diferentes forcas de centrifugacao (180 g, 720 g,
1620 g, 2880g), a menor forca de centrifugacdo apresentou maior perda de
espermatozoides (8,9%, 2,3%, 0,4%, 0,006% respectivamente), recomendando o

protocolo de 720 g por 5 min (Rijsselaere et al.,2002).
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Em sémen caprino, foi comparado duas forgas de centrifugagdo no sémen (600xg
e 1200xg), e nao se demonstrou efeitos deletérios na integridade estrutural dos
espermatozoides. Isto pode ser explicado devido a uma quantidade consideravel de
lipidios na membrana dos espermatozoides dessa espécie (Crespilho et al.,2018).

A velocidade da centrifugagcdo também foi estudada, demonstrando-se que
quando se utiliza diferentes gradientes de centrifugagdo no sémen refrigerado equino,
obtém-se uma perda espermatica de 7,4% por dia. Conclui-se entdo que o aumento
da velocidade na centrifugacdo reduz a perda espermatica no sobrenadante
(Hoogewijs et al., 2010).

Shekarriz (1995) relata que a centrifugacdo do sémen humano aumentou a
producdo de ROS, ocasionando diminuicdo da MP em funcdo do tempo de
armazenamento. Porém, em estudos recentes, descreveu-se que a centrifugacao é
benéfica para o prolongamento da sobrevida do sémen refrigerado, devido a
eliminacdo do plasma seminal, que se torna prejudicial para a célula espermatica
durante o armazenamento (Love et al.,2012).

Foi observado em sémen equino, que o grupo com adi¢cao de 10% de plasma
seminal obteve maior integridade de membrana espermatica (p<0,05) e melhor
protecao de acrossomo (p<0,05), quando comparado ao grupo com adigédo de 50% de
plasma seminal (Love et al., 2012).

As taxas de diluicado 1:4 e 1:8, independente do extensor utilizado na espécie
equina, melhora os indices de motilidade espermatica (Pickett et al.,1975). De acordo
com Love et al. (2012), a diluicdo 1:4 ajudas a prolongar a utilizagdo do sémen equino
por 96 horas, diferente de uma diluicdo maior que 1:9, que compromete o volume das
doses inseminantes. Do mesmo modo, foi demonstrado que taxa de diluicdo 1:2
aplicada em sémen equino e bovino antes da centrifugacdo, ndo confere o efeito

protetor esperado para os espermatozoides (Pickett et al., 1975).

4.4. Troca de diluente

Na espécie ovina, o volume do ejaculado é relativamente pequeno e sua
concentragcao espermatica é alta, necessitando ser diluido para fracionar e armazenar

o ejaculado (Maia et al., 2011).
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A diluicdo do sémen permite a amenizacdo da presenga de componentes
téxicos presentes no plasma seminal, 0 aumento da fertilidade devido aos nutrientes
presentes no meio diluidor e a diminuigdo da contaminagao bacteriana devido ao uso
de antibidticos (Samper,2009).

O armazenamento do sémen refrigerado € considerado a melhor biotecnologia da
reproducdo em termos de fertilidade, quando utilizado a curto e médio prazo
(Verstegen et al., 2005). Podé ser utilizado em até 48 horas para inseminacao artificial,
sem o comprometimento dos indices de fertilidade (Bergstein-Galan et al.,2016).

O declinio da qualidade espermatica e fertilidade ocorre por diversos fatores que
ainda n&o estdo bem esclarecidos, sendo que os principais fatores mencionados para
sua ocorréncia sao a redugdao da disponibilidade de substrato, o acumulo de
metabdlitos durante o armazenamento e as alteracbes de pH e osmolaridade
(Verstegen et al., 2005; Love et al.,2012). Ainda, alguns autores relatam a influéncia
da presenca de plasma seminal durante o armazenamento do sémen fresco e
refrigerado (Love et al., 2005; Love et al., 2010).

Segundo Cordova-lzquirdo et al. (2008), o armazenamento do sémen refrigerado
também pode acelerar o processo de maturacdo das membranas espermaticas,
levando a um aumento consideravel de espermatozoides capacitados com uma
reagao acrossOmica positiva (Salomon e Maxwell, 2000; O’hara et al., 2010).

Para que se obtenha a manutencdo da viabilidade dos espermatozoides, é
necessario um ambiente ibnico adequado (Nishigaki et al.,2014). Verstegen et al.
(2005) mencionam que o declino dos parametros espermaticos ocorre por que 0 meio
torna-se inapropriado em periodos prolongados de refrigeragdo. Desse modo, alguns
autores recomendam a centrifugagdo e a ressuspensao diaria do extensor para
prolongar a longevidade dos espermatozoides, obtendo-se uma expansao do seu uso
por até 96 horas em equinos (Love et al.,2012), e até 11 dias em caninos, sem
comprometer a qualidade e fertilidade do sémen (Verstegen et al., 2005).

A longevidade dos espermatozoides diluidos esta correlacionada com a
concentragdo espermatica, uma vez que um sémen altamente concentrado precisa de
uma taxa de diluicdo maior. Ao agregar suficiente quantidade de extensor a uma
amostra de sémen altamente concentrada, ocorre a reducao dos efeitos prejudiciais
do plasma seminal, além de moderar a producdo de metabdlitos liberados pela

atividade dos espermatozoides metabolicamente ativos (Samper, 2009).
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Os fatores pelos quais a troca de diluente torna-se benéfica para os
espermatozoides deve-se a adigao de agucar, gema de ovo fresca e a eliminagao do
substrato velho, além dos produtos degradados pelos espermatozoides (Verstegen et
al., 2005). As lipoproteinas de baixa densidade (LBD), presentes na gema de ovo
ajudam a conservar a integridade do acrossomo e a motilidade dos espermatozoides
(Salamon e Maxwell, 2000; Lopez-Zaes et al., 2000; Paulenz, 2000).

Busato et al. (2017) demonstrou que a troca diaria e ressuspensao de novo diluente
por 120 horas acarretou numa melhora dos indices de motilidade progressiva,
motilidade total e o vigor espermatico, quando comparado ao grupo controle, no
sémen ovino refrigerado. Esses resultados corroboraram com os encontrados por
Quinn et al. (1980), que ao adicionar fosfolipidos ao sémen bovino, conferiu uma
protecao aos espermatozoides.

Com a centrifugagao e ressuspensao de novo diluente, prolonga-se a integridade
de DNA por 4 dias em sémen de equinos, além de preservar a motilidade espermatica
(Love et al.,2012). A PM reduz cerca de 30% durante o periodo de 0 a 72 h de
armazenamento, quando nao é realizada a centrifugacao e a troca de meio do sémen.
Ja no sémen que se realiza a centrifugado e ressuspensédo em diluente fresco, ocorre
reducéo de somente 18% da PM, durante o mesmo periodo (Riccio et al., 2016).

Kiser et al. (2014), obtiveram também melhores valores de TM e VCL apés a
centrifugagéo e ressuspensao do sémen fresco por 96 horas. Na espécie canina a
centrifugacdo e ressuspensdo de diluente fresco preservou a integridade do
acrossomo por 72 horas, encontrando-se valores de 5% (Rijsselaere et al., 2002).

Em jumentos, foi reportado que a centrifugacao e as taxas de diluicbes maiores
com a remocéo total do plasma seminal conservaram por periodo maior a viabilidade
dos espermatozoides (Miro et al.,2009). Porém, a centrifugacao e ressuspensao de
novo diluente com 0% e 5% de plasma seminal durante 72 horas de armazenamento,
acarretou numa motilidade espermatica melhor (59,53% e 62,81%, respectivamente),
quando comparado ao grupo controle (57,81%), na raca arabe equina (El-Badry et al.,
2013).

Em contrapartida, num estudo realizado com suinos selvagens, foi relatado que
apo6s a centrifugacao e troca diaria de diluente, os danos ocasionados aos

espermatozoides foram maiores que no grupo controle, e os parametros espermaticos

(PM, VSL, VAP, VCL e BCF) foram melhores no grupo controle (Bury et al., 2017).
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4.5. Fatores bioquimicos no armazenamento de sémen

A diversidade de enzimas presentes no plasma seminal e nas células
espermaticas do sémen de animais domésticos, sdo bons indicadores da
funcionalidade e fertilidade dos espermatozoides (Katila, 2001). Quando o sémen é
submetido ao armazenamento prolongado durante o processo de refrigeragéo, ocorre
um aumento da porcentagem de danos a membrana espermatica, o que leva a perda
da fungdo metabdlica e enzimatica dessas células (Bansal e Bilaspuri., 2011).

O armazenamento do sémen induz a uma desestabilizacdo das células
espermaticas, devido a reorganizagao dos lipideos na membrana, o que acarreta em

alteracdes estruturais nas enzimas (Petrunkina et al., 2007).

4.5.1. Enzima Aspartato Aminotransferase (AST) e Alanina Aminotransferase

(ALT)

As transaminases AST/ALT sao utilizadas como indicadores da estabilidade da
membrana espermatica. Existe uma correlagdo entre o aumento de espermatozoides
anormais e dessas enzimas (GuUndogan., 2006). Sabe-se que a enzima AST é
essencial para os processos metabdlicos do espermatozoide, promovendo energia
para sua sobrevivéncia, motilidade e posterior capacidade de fertilizagdo (Tuerner et
al.,2003).

Quando é observado um aumento na concentragao das enzimas AST e ALT,
pode-se correlacionar com o aumento de injurias causadas aos acrossomo dos
espermatozoides (Tejaswi et al.,2016). Ainda, a motilidade espermatica decai a

medida que estas enzimas aumentam no diluente (Azawi et al.,1990).

4.5.2. Enzima Lactato Desidrogenase LDH

Para que ocorra a movimentagdo espermatica, € necessario a presenca de
energia, que é obtida a partir do trifosfato de adenosina (ATP). A presenca desse

nucleotideo é fundamental para que seja possivel manter uma alta taxa energética por
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tempos prolongados, induzindo a capacitagao e hiperatividade da célula espermatica
(Pena et al.,2009).

A primeira enzima glicolitica descoberta em células espermaticas foi a Lactato
Desidrogenase (LDH) (Adeva et al.,2013). Essa enzima é encontrada no citosol e na
mitocdndria da célula espermatica (Burgos et al., 1995; Juyena e Stelletta, 2012).
Possui como principal fungdo a metabolizagdo da conversao de piruvato em lactato,
mediante a oxidacdo ou reducdo simultanea de NADH a NAD+, componentes
fundamentais para a produgéo continua de ATP, mediante via glicolitica (Goldberg et
al., 2010; Wang et al., 2013).

A Lactato Desidrogenase possui cinco isoenzimas, cada uma com quatro
subunidades (Gonzalez & Silva, 2017). A LDH-C é uma isoenzima especifica
composta por quatro subunidades C (C4), sendo encontrada nos testiculos de
humanos e animais domeésticos (Adeva et al.,2013).

Muradas et al. (2013) mencionam que a LDH esta altamente correlacionada
com a motilidade espermatica e com o0 numero de espermatozoides vivos. Em estudo
realizado por Pesch et al. (2006), observou-se uma correlagao positiva entre o numero
de células espermaticas vivas com a motilidade progressiva e as concentragcdes de
LDH. Conclui-se que a presenga de LDH intracelular garante metabolismo

espermatico (Paoli et al.,2011).

4.5.3. Frutose

A frutose é um carboidrato simples, que esta presente no sémen dos animais
domeésticos. Aléem desse agucar, os espermatozoides de ovinos também conseguem
assimilar outros agucares, quando estes sao adicionados em diluentes, como a glicose
e a manose (Salomon e Maxwell, 2000). No entanto, a frutose é o substrato
primeiramente metabolizado na glicélise do plasma seminal de ovinos (Purdy et al.,
2000).

Na auséncia de oxigénio, a frutdlise anaerobia permite a sobrevivéncia das
células espermaticas e, consequentemente, o aumento de sua longevidade (Mann &

Lutwak-mann, 1948). Este monossacarideo € produzido especificamente nas
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vesiculas seminais dos bovinos, ovinos e suinos selvagens (Mann & Lutwak-mann,
1948; Mann, 1981).

O plasma seminal contém uma série de substratos disponiveis (Juyena &
Stelletta., 2012). Quando agregasse mais frutose aos espermatozoides armazenados,
provoca-se um aumento na oxigenagao como consequéncia do esgotamento de
substrato consumido por essas células, ocasionado por um aumento na taxa
fermentavel da frutose (Mann., 1983). O espermatozoide de ovinos metaboliza em
média uma taxa de 1,5 a 2 mgmg frutose /10° S por hora a 37° C, conhecido como
indice de frutélise (Mann 1983; Cannas, 1986).

Flores et al. (2010) recomendaram a utilizacdo de frutose e glicose como
substratos energéticos, com o intuito de aumentar a motilidade espermatica durante o
armazenamento de sémen refrigerado. Ainda nesse estudo, foi mencionado alguns
agucares que podem atuar como agentes protetores da membrana espermatica como
a trealose.De acordo com Yildiz et al. (2000), os agucares também ajudam na
regulacdo da pressao osmotica e protegcdo da membrana das células espermaticas
contra o choque térmico. Dentre estes, a lactose e a sacarose destacam-se como os
mais estudados contra os danos na membrana espermatica durante o armazenamento
do sémen refrigerado (Salomon & Maxwell, 2000).

Quando ocorre um aumento no consumo de frutose pelos espermatozoides, o
consumo de Ca*? aumenta simultaneamente (Barnabe et al.,1993). Abdel-Rahman et
al. (2000) determinaram um efeito positivo entre o numero de células espermaticas
vivas e os niveis altos de Ca*? e K*, sugerindo que estes minerais auxiliam em uma
maior permeabilidade dos espermatozoides.

A glicose pode ser metabolizada ou transformada para produzir frutose, e ser
utilizada especificamente pelos espermatozoides para sua movimentagao. Esta via
metabdlica é exclusiva para os espermatozoides como mecanismo de reserva,
evitando que outras células utilizem este substrato energético (Gonzalez e Silva,
2017). Os espermatozoides ovinos também podem utilizar o sorbitol como fonte de
substrato para produzir frutose através da enzima sorbitol desidrogenase (Juyena e

Stelletta, 2012).
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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos da troca diaria do diluente no sémen
refrigerado ovino, avaliando sua acdo na viabilidade dos espermatozoides. Para o
estudo, formou-se um pool de sémen com trés ejaculados, de trés carneiros da raga
Dorper, apos a avaliagao subjetivas dos parametros espermaticos. O pool de sémen
foi diluido no meio Glicina-Gema-Leite (GGL), na propor¢ao 1:4, para posterior
fracionamento nos grupos controle (controle GGL), grupo TGG (teste GGL) e grupo
TDD (pds-ressuspensao). Apos a diluigdo, submeteu-se as amostras ao processo de
refrigeracao a 5°C, em Botutainer®. No intervalo de 24 horas, realizou-se a avaliagao
de uma aliquota de cada amostra por 5 dias, agrupando-as em 6 momentos (0h), (24h),
(48h), (72h), (96h) e (120h). O processo de resssuspensdo do pellet de
espermatozoides em diluente fresco foi repetido diariamente até o grupo TG atingisse
o minimo de = 30% de MP, mediante analises subjetivas no microscopio 6ptico. O
grupo controle apresentou menor motilidade e vigor espermatico, e seus SPZ
obtiveram maior percentual de defeitos morfolégicos que os SPZ dos grupos TG e TDD.
Também, apresentou maior concentracao da enzima AST, que foi correlacionada com
o0 aumento do percentual de lesdo de acrossomo nos SPZ, e do menor consumo de
frutose durante o processo. A adi¢ao do diluente novo cada 24 horas apresentou efeito
positivo sobre os SPZ, uma vez que o grupo TG preservou os parametros espermaticos
por 120 horas. No quinto dia de avaliagao, sua MP foi equivalente a 32%, vigor 3,20,
67,30% de SPZ com membrana integra e concentragdo de 184,3 x 108 de SPZ viaveis
por mL antes da centrifugacéo. No grupo TDD, os valores apresentados foram de 37%
de MP, vigor 4,40, 66% de SPZ com membrana integra e concentragédo de 175,8 x 10°
de SPZ viaveis por mL, e um consumo de frutose 19,00 mg/ml. Este foi maior durante
o tempo de avaliagdo do estudo demostrando um maior aproveitamento desse
substrato pelos espermatozoides. Isso demonstrou que a troca diaria de diluente foi
eficiente para preservar a viabilidade espermatica por um maior periodo de tempo.

Palavras chaves: ovinos, refrigeragao, diluicao, s€émen, durabilidade.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effects of daily diluent exchange on
refrigerated sheep semen, evaluating its action on sperm viability for the study, a
semen pool with three ejaculates of three Dorper rams was formed after the subjective
evaluation of sperm parameters. The semen pool was diluted in Glycine-Milk-Yolk
(GGL) medium, in a 1: 4 ratios, for subsequent fractionation in the control (GGL
control), TGG (GGL test) and TDD (post-resuspension) groups. After dilution, the
samples were subjected to refrigeration at 5°C in Botutainer®. Within 24 hours, an
aliquot of each sample was evaluated for 5 days, grouping them into 6 moments (Oh),
(24h), (48h), (72h), (96h) and (120h). The process of resuspension of the sperm pellet
in fresh diluent was repeated daily until the TG group reached a minimum of = 30% of
MP, by subjective analysis under the optical microscope. The control group had lower
sperm motility and vigor, and their SPZ obtained a higher percentage of morphological
defects than the SPZ of TG and TDD groups. Also, it presented higher concentration
of AST enzyme, which was correlated with the increase in the percentage of acrosome
lesion in the SPZ, and the lower consumption of fructose during the process. The
addition of new diluent every 24 hours had a positive effect on SPZ, since TG group
preserved sperm parameters for 120 hours. On the fifth day of evaluation, its MP was
equivalent to 32%, vigor 3.20, 67.30% SPZ with intact membrane and concentration of
184.3 x 106 viable SPZ per mL before centrifugation. In the TDD group, the values
presented were 37% MP, vigor 4.40, 66% intact membrane SPZ and 175.8 x 106 viable
SPZ concentration per mL, and a fructose consumption 19.00 mg / ml. This was higher
during the study evaluation time showing greater use of this substrate by sperm. This
demonstrated that daily diluent exchange was efficient to preserve sperm viability for
a longer period.

Keywords: sheep, refrigeration, dilution, semen pool, durability.
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6.1. INTRODUCAO

O uso de biotecnologias da reproducdo é fundamental para o melhoramento
genético no mundo (Salomon & Maxwell, 2000; Barbas et al., 2013; Najafi et al., 2014;
Ataman et al., 2014; Abella et al., 2015; Masoudi et al, 2016). Desde que Elias Ivanov
inseminou as primeiras ovelhas no inicio do século XX, esfor¢os tem sido desenvolvido
para potencializar esta biotecnologia e melhorar o mérito genético na espécie ovina
(lvanoff,1922).

Isso pode ser alcangado mediante o emprego do sémen in natura ou
refrigerado, devido a sua alta fertilidade e baixos custos (Schindler e Amir, 1960).
Porém, seu uso € limitado ja que os parametros espermaticos diminuem
gradativamente apos a coleta, fracionamento e armazenamento (Nishikawa,1959).

O declino da qualidade e fertilidade ocorre por diversos fatores que ainda nao
estao bem esclarecidos, porém acredita-se que a redugao do substrato, o acumulo de
metabdlitos durante o armazenamento, as alteragdes de pH e a osmolaridade sejam
fortes indicadores para a ocorréncias desses acontecimentos (Verstegen et al., 2005;
Love et al.,2012). Alguns autores mencionam que a concentracéo e a fonte do plasma
seminal s&o prejudiciais para o armazenamento do sémen fresco e refrigerado (Love
et al., 2005; Love et al., 2010).

Essa técnica ja foi descrita em equinos (Torres-Bogino et al.,1994; Love et
al.,2012; El-Badry et al., 2013; Kisser et al., 2014; Riccio et al.,2016), burros (Mir6 et
al.,2009), caninos (Rijsselaere et al., 2002; Verstegen et al., 2005), bovinos (Pickett et
al.,1975), ovinos (Chandler e Amir 1961) e suinos selvagens (Bury et al., 2017).

A diminuicdo dos parametros espermaticos pode ser convertida quando se
adiciona um novo extensor fresco (Schindler e Amir, 1960). O novo proporciona uma
quantidade nova de agucar, gema de ovo fresca e a eliminagdo do substrato velho,
além de produtos degradados pelos espermatozoides (Verstegen et al., 2005).

Quanto maior o tempo de preservagao do sémen refrigerado, maior € o acumulo
de metabdlitos, e menor a disponibilidade de nutrientes no meio (Busato et al.,2017).
As taxas de dilui¢cao 1:4 e 1:8, independentemente do extensor utilizado, melhoram os
indices de motilidade espermatica (Pickett et al.,1975). Uma taxa maior de diluigdo
ajuda no aperfeicoamento dos parametros espermaticos durante a reposi¢cao do
diluente fresco (Schindler e Amir,1960).
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Nossa hipotese principal € que o sémen ovino refrigerado a 5 °C mediante a
centrifugacao e ressuspensao do diluente Glicina Gema de ovo leite durante cada 24
horas conferira um aumento na longevidade dos espermatozoides logrando
armazenar por mais tempo sua viabilidade.

O presente estudo teve como objetivo verificar os efeitos da troca diaria de
diluente em sémen ovino refrigerado a 5°C sobre a longevidade dos espermatozoides
durante o periodo de 24, 48, 72, 96 e 120 horas, para isso avaliou-se subjetivamente
a motilidade total e progressiva, vigor, morfologia e concentragdo espermatica, além
da verificagdo da integridade de membrana plasmatica, antes e apds centrifugagao e
troca de meio diluidor.

Ainda, objetivou-se determinar o periodo maximo da viabilidade dos
espermatozoides apds troca e centrifugacao diaria do diluente no sémen refrigerado a
5°C, através da verificacdo do consumo de frutose pelos espermatozoides, da
dosagem das principais enzimas (AST, ALT e LDH) no sobrenadante, e também se

estipulou a perda espermatica do sobrenadante na troca diaria de diluente.

6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Local e animais

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais do Setor de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana, protocolo numero 079/2017.

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Reprodugao Animal do Hospital
Veterinario da Universidade Federal do Parana, em Curitiba-PR.

Foram utilizados trés carneiros da raga Dorper, com idade entre 12-24 meses,
e com uma média de peso de 50 kg, pertencentes a Central Alamos de Genética,
localizada no municipio de Palmeira, no estado do Parana, Brasil (Latitude;
25°46’°3645” sul, longitude; -49°72’8794 e altitude de 870 m), entre os meses de
fevereiro a agosto de 2018. Os animais permaneciam em sistema semi-intensivo, com
acesso a pastagem de campo nativo durante o dia e confinados no periodo da noite.
Recebiam suplementagao alimentar com milho e farelo de soja. O fornecimento de

agua e minerais foi ad libitum.
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6.2.2 Coleta do sémen

Inicialmente se realizaram duas coletas, com intervalo de trés dias para
selecionar os carneiros e estabilizar os parametros espermaticos, ja que alguns
reprodutores se encontravam em repouso sexual. Apos sete dias, ocorreu a
normalizagdo dos parametros espermaticos, e 0os animais passaram a ser coletados
semanalmente.

Cada animal foi submetido a cinco coletas de sémen, com intervalos de uma
semana entre coletas, no periodo de fevereiro a agosto. O método de coleta utilizado
foi com vagina artificial (AV) para ovino, com uma fémea contida como manequim para
monta. A AV encontrava-se termo regulada em 40-43°C, acoplada a um com copo
coletor graduado aquecidos e protegidos da luz solar. Todos os animais eram

condicionados a esse sistema de coleta de sémen.

FIGURA 1. Coleta de sémen por vagina artificial em carneiro da raga Dorper ; B, Coleta de sémen

por vagina artificial em carneiro da raga White Dorper.

6.2.3 Analise do sémen

Os ejaculados selecionados apresentaram as caracteristicas macroscopicas e
microscopicas, dentro dos padrées de normalidade para a espécie, segundo CBRA
(2013). O volume foi determinado por meio de tubo graduado em mililitors (mL) utilizado
no momento da coleta.

Foram aproveitados somente os ejaculados que possuiam no minimo volume
de 0,7 ml, movimento em massa 2 (escala 1-3), 80% de motilidade progressiva, vigor

3 em escala de (0-5) e 80% de espermatozoides normais. Ver (Anexo4).
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Toda as avaliagbes subjetivas foram avaliadas por mesmo técnico, e as
amostras foram mantidas em banho marias a 37°C para avaliagdo microscépica. O
primer parametro analisado foi o turbilonamento dos espermatozoides, avaliado por
microscopia o6tica (Coleman, N 107, Brasil) com aumento de 40x, colocando-se uma
gota de sémen in natura sobre uma lamina previamente aquecida. O movimento foi
classificado entre 1-5.

A motilidade espermatica e o vigor foram determinados, mediante uma diluigéo
de 10uL de sémen em 500uL de DMPBS (Dulbecco modificado Phosphate buffered
saline - Nutricell Nutrientes Celulares LTDA, Campinas, Brasil). Apos diluigdo, uma
gota foi colocada sobre uma lamina e recoberta por uma laminula previamente
aquecidas a 35°C. O exame foi avaliado objetivamente por um mesmo técnico para
evitar variagdo nas avaliagdes, os ejaculados foram alocados em banho-maria a 37 °C
para posterior avaliagao microscoépica.

Para motilidade, atribuiu-se uma escala de 0% (auséncia de espermatozoides
com movimentos) a 100% (todos os espermatozoides com movimentos retilineo
progressivo) e para o vigor espermatico, uma escala de 0 ( auséncia de movimento
progressivo dos espermatozoides) a 5 (espermatozoides com movimento rapidos e
vigorosos) mediante a analise subjetiva no microscopio de no menos cinco campos
calculando-se a meédia.

A concentragdo espermatica foi determinada em camara de Neubauer na
diluicdo 1:400 (sémen: solugdo de formol-salino tamponado (Anexo 3)). O resultado
foi expressado em niimero de células espermaticas / por cm?3

Para avaliagédo das caracteristicas morfolégicas, uma aliquota da amostra foi
destinada a diluigdo com DMPBS na concentracao de 1:50, com o objetivo de avaliar
patologias espermaticas, com o método descrito por Cerovsky (1976).realizou-se a
contagem diferencial de 200 células em lamina preparada com esfregago do sémen
diluido na proporgéo 20 pL de sémen diluido em1 mL DMPBS e mergulhados em
vermelho congo durante 90 segundos e violeta genciana 20 segundos.

O teste hiposmotico (HOST), foi realizado segundo a técnica descrita por
(Hishinuma e Sekine, 2004). Obteve-se uma amostra de 10uL do sémen diluido,
depositada em 50uL de agua aquecida a 37°C. Apds 60 minutos de incubagdo em
banho-maria a 37°C, uma aliquota de 10uL dessa suspensao foi depositada entre

lamina e laminula, para posterior avaliagdo em microscépio de contraste de fase com
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aumento de 400x. Realizou-se a contagem diferencial de 200 espermatozoides, com
objetiva de imersao (CBRA, 2013).

Os espermatozoides foram considerados com integridade estrutural funcional
da membrana espermatica quando foi observado edema, reconhecido através do
enrolamento da cauda dos espermatozoides. Os resultados foram expressos em
porcentagem.

O Total de espermatozoides viaveis no ejaculado foi obtido apds a verificagao
de concentragdo espermatica em camara de Neubauer (Anexo 3). Multiplicando-se
esse valor com o volume total da amostra e o valor da motilidade progressiva. O

resultado foi expresso em espermatozoides viaveis por mL.

6.2.4 Diluicao do sémen

O estudo foi realizado com cinco repeti¢des, totalizando-se 15 ejaculados,
pertencentes a trés carneiros. Os ejaculados selecionados foram misturados para a
formagao de um pool de sémen com o objetivo de minimizar a variagao individual de
cada carneiro. As avaliagdes dos pools consistiam em aspectos macroscopicos
(volume, coloragao, aspecto) e microscopicos como motilidades total (MT), motilidade
progressiva (MP), vigor, concentragdo, morfologia espermatica e teste hiposmoético
(HOST), ja descritas anteriormente.

O pool de sémen foi diluido com Glicina-Gema-Leite (GGL) (figura 2), acrescido
de 5% de gema de ovo (Rodello et al.,2011), na proporcéo 1:4 (figura 2), e avaliado
quanto aos mesmos parametros explicados anteriormente. O sémen foi fracionado em
dois grupos, sendo eles: grupo controle (controle GGL) o grupo TGG (teste GGL). Em
seguida as amostras foram armazenadas a 5 °C em Botutainer® e a cada 24 horas
foram homogeneizadas e avaliadas. Apos a ressuspensao foi realizada uma avaliagao
dos parametros espermaticos do grupo TGG, surgindo um terceiro grupo tratamento

apos a ressuspensao imediata do diluente, nomeado grupo (TDD) (Anexo 4).
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FIGURA 2- A, Diluemte Glicina Gema Leite; B, Adicao de diluente GGL na proporcéo 1:4 ao sémen

O grupo TGG foi centrifugado durante 10 minutos a 2900 r.p.m, € o
sobrenadante foi transferido para tubos ependorff com capacidade de 1 mL. Esse
material foi armazenado em freezer para posterior determinacdo da frutose e das
enzimas LDH, AST e ALT. O pellet de espermatozoides foi ressuspendido em diluente
fresco, e realizou-se nova avaliagao logo apos esse procedimento.

Este processo foi repetido diariamente até que os espermatozoides do grupo
TGG atingissem 30% de motilidade progressiva, ja que este € a porcentual minimo
para que os espermatozoides refrigerados possam ser empregados na inseminagao

artificial na espécie ovina.

6.2.5 Determinagcao de enzimas

As amostras do sobrenadante se descongelaram a temperatura ambiente e
centrifugadas a 3000 r.p.m durante 3 minutos. ApOs isso, foram mantidas a 35°C em

banho maria para posterior analise.
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Esse sobrenadante foi analisado em triplicata para a retirada da média de cada
amostra com auxilio do semiautomatico analisador Quimica BS-200 (Mindray Medical
International, Shenzhen, China) utilizando kits de reagentes da Bioclin (Quibasa Basic
Chemical Ltda, Belo Horizonte, Brasil). Os reagentes foram empregados para
determinar as seguintes enzimas aspartato amino transferase (AST), alanina amino
transferase (ALT) e Lactato Desidrogenase (LDH), baseando-se nos trabalhos de Tietz
(1986), Bergmeyer et al. (1985) e Tietz (1986), respectivamente.

6.2.6 Determinacgao de Frutose

As dosagens de agucares foram procedidas no Laboratério de Bioquimica da
Universidade Federal de Parana- UFPR. Para a determinacdo da concentracao de
acgucares redutores presentadas nas amostras utilizou-se o teste colorimétrico com o
acido 3-5 dinitrosa-licilico (DNS), segundo técnica de Miller (1959). Adotou-se como
solugdo padrao a frutose e a leitura foi realizada em espectrofotdbmetro a 540nm,

também gerando a média dos valores da triplicata.

6.2.7 Analise estatistica

Com os dados obtidos no experimento, procedeu-se a analise descritiva dos
mesmos, com estimativa de frequéncia das variaveis qualitativas, média e desvio
padrao das variaveis quantitativas. Posteriormente, as variaveis foram testadas quanto
a distribuigdo normal com o teste Shapiro-Wilk.

As variaveis HOST, perda de espermatozoides e frutose apresentaram distribuicéo
normal, sendo e as diferengas entre grupos, os tempos e as coletas foram verificados
com analises de variancia (ANOVA).

As variaveis AST, ALT, LDH, MT, MP, vigor, lesbes de acrossomo e
espermatozoides viaveis nao apresentaram distribuicdo normal, sendo necessario
avaliar as diferencas entre os grupos e os tempos com a prova de Kruskall-Wallys, e
as diferencas entre as coletas com o teste de Friedman. Para todas as analises,
utilizou-se o nivel de significancia (p<0,05). Para a execugao da estatistica descritiva

e inferencial utilizou-se o software SPSS 20.0.
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6.3 RESULTADOS

Os parametros do sémen fresco, em todas as coletas realizadas, estavam dentro
dos valores normais estabelecido para a espécie (Maia et al.,2011).

Foi observado que as MT e MP foram inferiores (p<0,05) no GC em cada periodo
de tempo analisados, quando comparados aos grupos tratamentos. Em 120 horas de
refrigeracdo foi observada uma perda de MT e MP significativa no GC (p>0,05),
apresentado 70% e 65% de perda.

Foi observado que a MP no grupo TDD foi significativamente superior quando
comparado ao GC, em todos os periodos de tempos analisados (p<0,05). Porém,
comparando-se os grupos tratamentos, sé houve diferenga significativa (p<0,05) nos

tempos 24 e 48 horas. Isso pode ser observado nas figuras 3 e 4.
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FIGURA 3- Valor médio da motilidade total(MT) dos grupos controle (GC), tratamento glicina

gema leite (TGG) e grupo tratamento pos centrifugacao e adigdo de novo diluente (TDD) mantidos a

5°c por 120 horas.
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Figua 4 - Valor médio da motilidade progressiva dos grupos controle (GC), tratamento glicina gema
leite (TGG) e grupo tratamento pds centrifugacdo e adicao de novo diluente (TDD) mantidos a

5°c por 120 horas

Na avaliagcdo da membrana espermatica através do teste hiposmotico (teste Host),
nao houve diferenga estatistica entre os grupos, em qualquer periodo analisado
(p>0,05).

Nos grupos TGG e TDD, a centrifugagado e ressuspensao de novo diluente ndo
afetou a porcentagem de espermatozoides com acrossomo intacto (p<0,05). Porém,

apo6s 120 horas, os resultados do GC apresentaram-se significativamente maior

(p>0,005) do que no grupo TGG. (tabela 1).



54

TABELA 1. MEDIA + DESVIO PADRAO DO TESTE DE INTEGRIDADE DE
MEMBRANA (%) DURANTE A CENTRIFUGAGAO DIARIA E RESUSPENSAO DO DIL
UENTE NO SEMEN OVINO REFRIGERADO NOS GRUPOS (GC), (TGG) E (TDD)
POR 120 HORAS A 5°C.

Oh 24h 48h 72h 96h 120h p-valor

HOST entre
Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP tempos

GC 75,602 3,21 73,80 2,95 72,20° 3,11 70,809 2,86 69,00° 3,61 67,007 3,67 <0,001
TDD . . 73,602 3,13 71,80° 3,27 70,58¢° 2,89 68,20¢ 3,03 66,00° 2,35 0,001
TGG 76,402 1,95 74,600 2,61 73,10° 2,41 71,209 1,92 69,00 2,35 67,307 2,73 <0,001

p-valor

entre 0,655 0,410 0,524 0,952 0,873 0,600
grupos

Diferentes letras correspondem a diferengas significativas (p<0,05) entre tempos.

TGG: Tratamento Glicina Gema Leite centrifugacao e ressuspensao de diluente avaliada cada 24
horas.

TDD: Tratamento apds ressuspensao imediata do diluente
GC: Grupo Controle: Centrifugado ndo trocado diluente avaliada cada 24 horas.

Quanto ao consumo de frutose pelos espermatozoides nao foi observado
diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos nos periodos de tempos de 0, 72 e 96
horas. Porem nos tempos 24 e 120 horas, o grupo TGG apresentou consumo de
frutose significativamente maior do que o GC (p=0,016) (Tabela 2).

TABELA 2. MEDIA + DESVIO PADRAO DO CONSUMO DE FRUTOSE (MG/ML-1)

NO SEMEN OVINO REFRIGERADO DURANTE A TROCA DIARIA DE DILUENTE
NOS MOMENTOS 0, 24, 48, 72, 96 E 120 HORAS, A 5°C.

Oh 24h 48h 72h 96h 120h p-valor
FRUTOSE entre

Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP

tempos

GC 11,562 1,44 11,652 1,41 11,432 2,36 14,352 3,20 12,97. 1,67 11,362 3,00 0,702
TGG 11,642 1,74 14,91, 2,23 16,69 1,96 18,53 2,84 16,58, 3,00 19,00, 2,85 0,014
p-valor
entre
grupos 0,969 0,032 0,016 0,095 0,095 0,016

Diferentes letras correspondem a diferengas significativas entre tempos.
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TGG: Tratamento Glicina Gema Leite centrifugacao e ressuspensao de diluente avaliada cada 24
horas.

TDD: Tratamento apds ressuspensao imediata do diluente

GC: Grupo Controle: Centrifugado nao trocado diluente avaliada cada 24 horas.

Quando se analisou o vigor espermatico, foi observado que no GC esse
parametro reduziu significativamente (p<0,05), quando comparado ao grupo TDD, a
partir do periodo de 48. Quando comparado ao grupo TGG, esse parametro

apresentou-se também mais elevado (p>0,005) a partir de 72 horas (figura 5).
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FIGURA 4- Valores de vigor (1-5) durante a centrifugagao e troca do diluente por 120 horas

a temperatura de 5°C.

Em relacdo a concentragcdo espermatica nao foram encontrados
diferenca significativa entre os grupos, nos periodos de tempos analisados
(p>0,05), com excegao do periodo de 96horas. Nesse periodo foi observado
diferenca significativa entre os grupos (p=0,015), sendo que no grupo TGG os
resultados foram significativamente maiores, quanto ao numero de
espermatozoides viaveis na amostra comparado ao GC (p=0,008) e TDD
(p=0,032) (tabela 3).
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TABELA 3. MEDIA + DESVIO PADRAO DOS ESPERMATOZOIDES VIAVEIS
DURANTE CENTRIFUGACAO E RESSUSPENSAO COM DILUENTE FRESCO DOS
GRUPOS CONTROLE (GC), TRATAMENTO GLICINA GEMA LEITE (TGG) E
GRUPO TRATAMENTO POS CENTRIFUGAGAO E ADIGAO DE NOVO DILUENTE

(TDD)
MANTIDOS A 5°C POR 120 HORAS.
24h 48h 72h 96h 120h p-valor
SPZ entre
viaveis Média Média Média Média Média tempos
DP DP DP DP DP

GC 700640° 18193 538644° 171608 39868° 123489 2166904 17467 1515144 32995 <0,001

TDD 700648 65928 23714802 4060674 448500° 72236 302663c 57214 1958404 41309 0,001

TGG  63126° 12657 492981° 124812 403420° 68981 2899004 52218 184300, 34540 <0,001

Diferentes letras correspondem a diferengas significativas (p<0,05) entre tempos.

A avaliagao das transaminases (AST/ALT), demostrou que a concentracéo da
enzima AST no grupo GC foi significativamente maior (p>0,05), em todos os periodos
analisados, sob refrigeracédo a 5°C, quando comparado ao grupo TGG. Porém, a
enzima ALT ndo demostrou diferencia significativamente entre os grupos, em

quaisquer periodos de tempos avaliados (p>0,05).

Ja a enzima LDH demostrou valores significativamente menores (p<0,05) no
grupo TGG em todos os momentos 24, 48 ,72, 96 e 120 (p=0,008) quando foi

comparado com o GC (tabela4).
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TABELA 4. MEDIA + DESVIO PADRAO DAS ENZIMAS AST (UI), ALT (UI), LDH (Ul)
DURANTE A CENTRIFUGACAO DIARIA E RESSUSPENSAO COM O DILUEMTE
EM SEMEN OVINO NOS GRUPOS CONTROLE (GC), TRATAMENTO GLICINA
GEMA LEITE (TGG) E GRUPO TRATAMENTO POS CENTRIFUGAGCAO E ADICAO
DE NOVO DILUENTE (TDD) MANTIDOS A 5°C POR 120 HORAS.

GC
GO0 TGG

G24 GC
TGG

G48 GC
TGG

G72 GC
TGG

G9% GC
TGG

G120 GC

TGG 28,30+11,892

AST ALT

LDH

555,02cb+4911° 8,37+2,40?
398,7+228,06% 6,54+4,512

512,66+196,12° 8,54+3,082
175,02+106,44% 16,70+8,24°

437,36+137,75° 7,18+3,442
109,42+35,61%¢  10,84+6,68°

373,84+104,13> 6,74+3,332
58,84+23,99b¢ 16,12+8,172

344,68+131,65%° 8,14+4,992

887,90£112,852
662,12+373,462°

1577,44+205,39°°
720,74+387,0°

1575,74+205,25°
553,46+261,372

1537,82+191,35¢
230,50+94,45bc

1585,76+253,65°

43,98+22,55%  21,58+14,392 358,06+461,50a°

315,30+£104,232 9,94+5,382

1590,66+211,19¢

25,92+22,492 119,08+54,71°

Diferentes letras correspondem a diferengas significativas (p<0,05) entre tempos.

A perda espermatica apresentou diferenga significativa no grupo TGG em todos

os momentos avaliados (p=0,03). Sendo que no periodo de tempo 96 horas a perda

espermatica foi significativamente menor do que nos periodos de 24 horas (p=0,03)
e 48 horas (p=0,03) (figura 6).
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FIGURA 5. Perda de espermatozoides durante a centrifugacao e ressuspensio do novo
diluente a 5°C, durante 24, 48, 72, 96 e 120 horas.

Quanto as lesdes de acrossomo analisadas, verificou-se que apds 120 horas, houve

diferenca significativa entre grupos (p=0,019), sendo que o GC apresentou resultados

significativamente maiores do que o grupo TGG (p=0,008). Nao observou-se diferenga

significativa entre o GC e o grupo TDD (p=0,05), e nem entre os grupos tratamentos

(p=0,31) (tabela 5).

TABELA 5. MEDIA + DESVIO PADRAO DE LESOES DE ACROSSOMO DURANTE
A CENTRIFUGACAO DIARIA E RESSUSPENSAO COM O DILUENTE EM SEMEN
OVINO NOS GRUPOS CONTROLE (GC), TRATAMENTO GLICINA GEMA LEITE
(TGG) E GRUPO TRATAMENTO POS CENTRIFUGAGAO E ADICAO DE NOVO
DILUENTE (TDD) MANTIDOS A 5°C POR 120 HORAS.

i oh 24h 48h 72h 96h 1201 p-valor
Lesoes de entre
acrossomo

Média DP Média pp Média pp Média pp Média pp Média DP tempos
GC 1,602 0,55 2,80. 0,84 540, 1,52 9,20c 1,64 12,604 1,14 16,40 2,07 <0’001
TbD 2,40, %% 440, 989 780, %84 10,80, 130 1320, 70 <0,001
TGG 1,602 0,55 2,60, 0,55 5,20, 1,64 8,40 2,30 10,604 2,30 11,604 2,07 <0,()()1
p-valor entre
1,00 0,679 0,519 0,320 0,148 0,019

grupos

Diferentes letras correspondem a diferengas significativas (p<0,05) entre tempos.
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6.4 DISCUSSAO

A troca diaria de diluente no sémen refrigerado ja foi descrita em varias espécies
(Vestegen et al., 2005; Foste et al., 2011; Love et al., 2012). Entretanto, ndo foram
realizados trabalhos demostrando sus efeitos na viabilidade dos espermatozoides na
espécie ovina, como realizados nesse estudo.

Em ovinos a redugao dos efeitos negativos da refrigeracdo podem ser alcangados
quando é adicionado o diluente correto e armazenado a temperaturas adequadas
(Aisen et al., 2000; Ruiz et al., 2015). Porém seu uso é limitado apenas para um
periodo de 24 a 48 horas (Bersgtein-Galan et al. 2016). Almejando aumentar esse
periodo de manutencgao da viabilidade espermatica do sémen refrigerado, realizou-se
a centrifugacdo e a troca diaria do diluente, tornando-se possivel prolongar a
viabilidade espermatica por um periodo de 120 hora, confirmado assim nossa hipétese
principal.

Esses resultados sao condizentes com o encontrados nosso trabalho piloto
também realizado na espécie ovina (Busato et al., 2017), e também no trabalho
realizado em asininos e por (Miro et al.,2009). N&do entanto diferem dos encontrados
por Bury et al. (2017), que demonstrou que a centrifugacéo e ressuspensao de diluente
diariamente afetou negativamente os parametros espermaticos dos espermatozoides
de suinos selvagens.

Os parametros mais afetados durante a refrigeracdo sao a MP e a integridade
acrossomal (Camara e Guerra, 2011). Neste estudo, a integridade de acrossomo
decaiu a partir de 48 horas ap0s refrigeracao nos trés grupos analisados, sendo maior
no grupo GC. Porém observou-se pouca diferenga entre os grupos tratamentos (TGG
e TDD), o que demostra que a centrifugagcdo do sémen nao ocasiono danos
significativos aos espermatozoides. Estes resultados estdo de acordo com o trabalho
realizado por Love et al. (2012), que demostrou que a centrifugagdo nao ocasionou
danos (p<0,05) ao acrossomo durante 96 horas.

A motilidade € um bom indicador para avaliar os critérios de fertilizagdo no sémen,
e fornece informacgdes valiosas sobre do comportamento dos espermatozoides em
condigdes adversas (Bouchard et al.,1990). A MT neste estudo ap6s 120 horas de

armazenamento foi mantida até o valor minimo aceitavel. Isso provavelmente foi
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possivel devido ao fornecimento de novos substratos aos espermatozoides e a
eliminacao de substrato antigo, reduzindo a produgéao de ROS.

A MP foi inferior nos trés tratamentos no intervalo de 0 a 72 horas de
armazenamento. Em trabalho realizado na espécie equina, observou-se resultados
parecidos quanto a perda de motilidade espermatica quando se submete o sémen
refrigerado ao processo de centrifugacdo, ultrapassando além do tempo de
armazenamento, o que acarreta a redugéao da MP (Riccio et al.,2016).

Em total a perda de MP nesse estudo no periodo total de 120 horas foi de 70 %
grupo GC, 52% para o grupo TGG e de 47% para o grupo TDD, comprovando que a
adicdo de diluente novo foi benéfica para manter um maior numero de
espermatozoides moéveis na amostra. Porém resultados encontrados em javalis,
diferem com os encontrados neste estudo, uma vez que o GC apresentou melhores
parametros de MP em relagdo aos grupos que foram submetidos a centrifugacéo e
adicionado novo extensor ao sémen (Bury et al.,2017). Isso pode ser atribuido ao
estrese que sofrem os espermatozoides de javali na sua membrana plasmatica
durante o processo de centrifugacdo (Alvarez et al.,1993) ou devido ao diluente
adicionado ser libre de plasma seminal e antioxidantes (Bury et al.,2017).

A adigdo de nova gema de ovo, e também o efeito protetor da frutose, reduzem
os efeitos negativos ocasionados pela refrigeracao (Salomon & Maxwell, 2000;
Verstegen et al., 2005). Nesse estudo, o consumo de frutose pelo grupo TGG foi
significativamente maior do que no GC (p=0,016), nas primeiras 24 horas e ap6s 120
horas. Isso demonstra que o diluente adicionado no grupo TGG proporcionou uma
fonte adequada de agucares para os espermatozoides manterem sua atividade
metabdlica durante o periodo de armazenamento.

Estes resultados sao compativeis com os encontrados por Verstegen et al. (2005),
que demonstraram maior consumo de agucares pelos espermatozoides nas primeiras
24 horas, promovendo aumento da taxa metabodlica de essas células espermaticas.
Ainda, Riau et al. (2001), também demonstraram, na espécie canina, um maior
aumento do consumo da frutose apds a troca de diluente.

Esse fator pode ser confirmado também com o aumento do vigor observado
durante o estudo, que aumentou consideravelmente apos a centrifugacéo e adicdo do

diluente. Quanto maior a quantidade de agucares disponiveis maior sera o consumo
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destes pelos espermatozoides e consequentemente, maior o vigor de movimentagao
de essas células.

Verstegen et al. (2005) relataram que a adigao de novo meio extensor proporciona
aos espermatozoides uma nova fonte de agucar e proteinas presentes na gema de
ovo, além de remover os componentes do plasma seminal e de fornecer uma
homeostase dos metabdlitos encontrados no meio (Padilla e Foote, 1991). Isso foi
demonstrado por Cardoso et. (2010) e Busato et al. (2017), que obtiveram redugdes
no vigor no grupo controle apds 24 horas de refrigeragcéo, e aumento no vigor em todos
os momentos apos a troca de diluente, assim observou-se nesse estudo.

Estudos em equinos mencionam que prolongar a longevidade dos
espermatozoides através da troca de diluente € uma alternativa confiavel, podendose
utiliza-lo por até 96 horas (Love et al.,2012). Na espécie canina, sua utilizagédo foi
descrita por até 27 dias, entretanto as melhores taxas de fertilidade foram até os
primeiros 11 dias (Verstegem et al., 2005).

Isso foi observado no nosso trabalho, no qual foi possivel prolongar por 120 horas
a longevidade dos espermatozoides ovinos com uma MP de 32% antes da troca e de
37% apos a troca do diluente. Isto foi possivel uma vez que os espermatozoides com
a membrana plasmatica intacta sdo capazes de reativar a motilidade espermatica
(Kiser et al.,2014).

A integridade estrutural e funcional da membrana espermatica € critica e
fundamental para prolongar o sucesso dos espermatozoides no processo de
fertilizacdo (Bassiri et al., 2013). Nesse contexto, foi demostrado através do teste
hispomotico, que a centrifugacdo nado ocasiona danos a membrana espermatica
(grupo TGG), possivelmente decorrente da adigao de gema de ovo fresca apés a troca
de diluente, que auxilia na protecio das membranas plasmaticas dos
espermatozoides.

Os parametros encontrados coincidem com os resultados apresentados por
Busato et al. (2017), que mencionam que a porcentagem de danos ocorridos a célula
espermatica devido ao processo de centrifugacao (também avaliado pelo HOST) nao
interfere com a motilidade ou vigor. Em nosso estudo a porcentagem de
espermatozoides viaveis durante avaliacio do teste de HOST decai

consideravelmente nas 72 horas apos armazenamento em todos 0s grupos.



62

Camara e Guerra (2011), relataram que as alteragdes no momento da refrigeracéo
danificam os canais proteicos e a permeabilidade da membrana dos espermatozoides,
aumentando as perdas de varias enzimas no processo de congelagao e reduzindo os
indices de vigor e motilidade espermatica.

Nesse trabalho, observou-se que o GC apresentou concentracdo das enzimas
AST e LDH significativamente maior (p>0,05) em relagdo ao grupo TGG durante os
diferentes tempos de armazenamento. Quando os danos ocorrem na parte média da
membrana plasmatica é liberada a enzima AST, que é a principal enzima produtora
de ATP mitocondrial, alterando a motilidade espermatica (Colebrander et al.,1992).

Estes achados corroboram com os resultados de Tejaswi et al. (2016), que
correlacionou o aumento destas enzimas com lesdes da membrana espermatica no
sémen de ovino. Estes achados corroboram com os resultados de Tejaswi et al. (2016),
que correlacionou o aumento destas enzimas com lesbées da membrana espermatica
no sémen de ovino refrigerado. Porém, em trabalhos desenvolvidos por Arifiantini e
Purantara (2010) n&o foi encontrado diferenga significativa na avaliagdo da enzima
AST.

Segundo Azawi et al. (1990), o aumento das transaminases (ALT/AST) no meio
de armazenamento esta correlacionado com a perda da motilidade. Porém, nao foi
observado alteragdes nas concentragdes da enzima ALT neste experimento. Muradas
et al. (2013) relataram que a enzima LDH é altamente correlacionada com a motilidade
espermatica e com o numero de espermatozoides vivos na amostra. Porém, esse fator
difere dos resultados encontrados nesse trabalho, uma vez que o GC apresentou
menores valores de motilidade espermatica e numero de espermatozoides viaveis, e
maiores concentragdes da enzima quando comparado com os grupos tratamentos.

O aumento das enzimas AST e LDH no GC é possivelmente devido a presenca
do plasma seminal durante o periodo de 120 horas. No entanto, no grupo TGG, que é
submetido ao processo de centrifugagéo e ressuspensao, retira-se o plasma seminal,
juntamente com os conteudos prejudicais para a viabilidade espermatica.

Este é o primer trabalho detalhando o uso de enzimas como ferramentas para
auxiliar na analise do sémen, superior a um periodo de 24 horas no resfriamento do
sémen de ovinos. Tejaswi et al. (2016) utilizou varias enzimas para avaliagao do
sémen ovino in natura e refrigerado, porém sua viabilidade foi limitada ao periodo de

24 horas de armazenamento.
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6.5 CONCLUSAO

E possivel manter o potencial fertilizante de espermatozoides ovinos
refrigerados a 5°C por um periodo de 120 horas, desde que seja realizada a troca do
diluente diariamente.

O processo de centrifugagdo e ressuspensao acarretam na melhora dos
parametros espermaticos analisados.

A perda de espermatozoides apds a centrifugagao e ressuspensao foi reduzida,
nao interferindo na concentragao de espermatozoides viaveis no ejaculado.

O consumo de frutose foi maior no grupo que se realizou a troca de diluente,
demonstrando um maior aproveitamento desse substrato pelos espermatozoides.

Foi observado que as enzimas AST e LDH estdo presentes em maiores
concentragdes quando o sémen nao é submetido aos processos de centrifugacao,

ressuspensao e troca de diluente.
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7 ANEXOS.
ANEXO 1.- CERIFICADO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO
Certificamos que o protocolo numero 079/2017, referente ao projeto “Efeitos da troca
diaria de diluente sobre a longevidade do sémen ovino refrigerado”, sob a
responsabilidade de Romildo Romualdo Weiss — que envolve a produ¢ao, manutencao
e/ou utilizacao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino — encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de Outubro, de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho
de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagao Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO
DE ANIMAIS (CEUA) DO SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DO PARANA - BRASIL, com grau 2 de invasividade, em reunido de
04/09/2017.

Vigéncia do projeto Janeiro/2018 até Dezembro/2018

Espécie/Linhagem Ovis aries (ovino) / Dorper

Numero de animais 4

Peso/ldade 50 kg /2 a4 anos

Sexo Macho

Origem Central Alamos de Genética em Palmeira, Parana
CERTIFICATE

We certify that the protocol number 079/2017, regarding the project “Effect of daily
extender exchange on the longevity of cooled ram semen” under Romildo Romualdo
Weiss supervision — which includes the production, maintenance and/or utilization of
animals from Chordata phylum, Vertebrata subphylum (except Humans), for scientific or
teaching purposes — is in accordance with the precepts of Law n°® 11.794, of 8 October,
2008, of Decree n°® 6.899, of 15 July, 2009, and with the edited rules from Conselho Nacional
de Controle da Experimentacao

Animal (CONCEA), and it was approved by the ANIMAL USE ETHICS COMMITTEE OF
THE

AGRICULTURAL SCIENCES CAMPUS OF THE UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
(Federal

University of the State of Parana, Brazil), with degree 2 of invasiveness, in session of
09/04/2017.

Duration of the project January/2018 until December/2018
Specie/lLine Ovis aries (ovine) / Dorper

Number of animals 4

Wheight/Age 50 kg / 2 to 4 years

Sex Male

Origin Alamos Genetics Central in Palmeira, Parana

Curitiba, 2 de setembro de 2017.
Chayane da Roch



ANEXO 2.

Formulagao do diluidor glicina, 5% de gema de ovo e leite (GGL5%). (Rodello et
al., 2011).

COMPONENTE VOLUME
Fracao |
Solugao A+B em partes iguais (mL) 75
Gema de ovo (mL) 5
Orvus Es Paste — OEP — Procter & Gambler (mL) 0,4
Leite desnatado 11% - La Serenissima (mL) 15
Agua destilada (mL) 4.6
Fragao Il
Solugdo A+B em partes iguais (mL) 69
Gema de ovo (mL) 5
Orvus Es Paste — OEP (mL) 0,4
Leite desnatado 11% (mL) 15
Glicerol — Sigma, G2025 (mL) 10
Solugao A
Glicina — Sigma, G7126 1,49
Citrato de Sodio — Sigma, S4641 2,979
Agua destilada 100mL
Solugao B
Frutose — Sigma, F3510 39
Amicacina 0,04g

Agua destilada 100mL
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ANEXO 3.

Solugao formol-salina tamponada (HANCOCK, 1957) Solugao estoque de NaCl

Na ClI 9,01g
Agua destilada 500 mL

Solugao estoque tampao

Solugéo 1
NazHPO4 21 ,689
Agua destilada 500 mL

Solucao 2

KH2PO4 11,13¢g
Agua destilada 500 mL

Solugao tampao final

Adicionar 200 mL da solucédo 1 em 80 mL da solugao 2
Solugao formol-salina

Solucao estoque de NaCl 150 mL
Solugao estoque tampao 100 mL
Formaldeido 40% 62,5 mL

Agua destilada 500 mL



ANEXO 4. Fluxograma do experimento

Coleta Carneiro 1 Coleta Carneiro 2 Coleta Carneiro 3

v v A4
Avaliagao Avaliagao Avaliagao
v
A A
Pool Sémen
v
Diluigédo 1:4
GGL
b A
Grupo Control TGG
v v
Avaliagao Avaliagao
I3 4

Refrigeragdoa 5°C

TGG
GC

Centrifugacgao e troca
do novo diluente
Avaliacao c/24h

Centrifugagao e
Avaliagao c/24h

TDD Avaliagao

inmediata apés adigdo

do novo diluente

75

Volume
MP
MT
Turbilonamento
Concentragéo
Vigor

MT
MP
Turbilhonamento
Concentragao
Vigor

MT
MP
Concentragao
Vigor
AST
ALT
LDH
Frutose

Host

Host

MT

MP

Concentracao
Vigor
AST
ALT
LDH
Frutose

MT

MP
Concentragéo

Vigor
Perdida SPZ

Host



