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1. INTRODUCAO

A utilizacdo da criopreservacdo de sémen juntamente com a inseminacao
artificial vem se destacando como importantes ferramentas para o melhoramento
genético de varias espécies animais (SILVA et al., 2009). Porém, os procedimentos
de criopreservacdo sédo conhecidos por danificar organelas dos espermatozoides
como as membranas e induzir mudancas na capacitacdo e reagdo acrossémica na
populacédo sobrevivente (KUMAR et al., 2003).

O congelamento provoca danos por dois mecanismos distintos: o primeiro é o
dano mecénico, onde a forma das células é distorcida pelos cristais de gelo. O
segundo dano € causado pelos efeitos quimicos e osmoticos de solutos
concentrados na agua nao congelada residual entre os cristais de gelo. Isso ocorre
porque agua congela como uma substancia pura, que exclui os solutos (WOWK,
2007). Além disso, as proteinas e lipideos de membrana se encontram fluidos em
estado fisiologico, mas sofrem alteracbes fisicas com a continua queda de
temperatura durante o congelamento. Assim, esta passa do estado liquido onde as
cadeias de acidos graxos se encontravam aleatoriamente distribuidas, ao estado de
gel ap6s o congelamento e ordenam-se paralelamente produzindo uma estrutura
rigida, que torna estas areas fracas e suscetiveis a rupturas, fusbes e permeaveis a
ions (GONZALEZ, 2004).

Deste modo, a velocidade de congelamento tem grande importancia devido ao
fato de que uma curva de congelamento muito lenta pode causar desidratagéo
severa na célula e colapso das membranas devido a exposicdo prolongada a
condicdes hiperosmoticas. O ritmo de resfriamento deve ser suficientemente lento
para que a ceélula espermatica tenha chance de ser adequadamente desidratada
evitando a formacéo de cristais intracelulares (AZEVEDO et al., 2005). Este fato
determina a necessidade pela busca de processos que minimizem os danos
provocados pelo congelamento. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar trés
diferentes métodos de congelamento de sémen ovino: vapor de nitrogénio
(convencional), TK e CL (automatizadas).

2. METODOLOGIA

Foram utilizados cinco carneiros adultos da raca crioula coletados
semanalmente, totalizando seis coletas de cada macho pelo método da vagina
artificial (FERRA; SERENO, 2006). Apdés a coleta, o sémen foi diluido na
concentracdo 1:1 em Tris-gema (SALAMON, 2000) e em seguida, foram feitas
analises de motilidade, vigor e concentracdo, conforme recomendagfes do Colégio
Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 2013). Ap0s a determinacdo da
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concentragdo, as amostras foram envasadas em palhetas de 0,25ml, com 50
milhdes espermatozoides/dose e entdo submetidas aos tratamentos de resfriamento
e congelamento: convencional em vapor de nitrogénio (VN), TK-3000® (TK) e CL-
5500 Cryologic® (CL). Esta etapa foi realizada no laboratorio sob temperatura
ambiente controlada.

Em todos os tratamentos o resfriamento inicial foi a 20C. No grupo VN foi
tracada uma curva de resfriamento até 5C de 0,3-0,5T/min em caixa
condicionadora (Koolmate, Minitube). Apés 60min de estabilizacdo a 5C as palhetas
foram expostas ao vapor de nitrogénio liquido (N2) (4 cm acima do nivel do liquido =
-80C) por 10 minutos antes de serem submersas no N2 (-196<C). No grupo TK foi
utilizada a curva P3.S1, que submete as amostras a um resfriamento de 0,25T/min
até 5C. Apos 60min de estabilizacdo a 5C, o case com as palhetas foi submerso
no N2 para congelamento a uma taxa de 20C/min até atingir -120C quando as
palhetas foram transferidas para o N2. No grupo CL foi utilizado o programa 07, que
submete as amostras a um resfriamento de 0,3C/min até 5C. Apds 02min a taxa
de resfriamento passa para 3T/min até -10C, 5C/m in até -35TC e 4T/min até -
43T, quando as palhetas foram imersas no N2.

AvaliacGes de mitocondria e apoptose foram realizadas através de citometria
de fluxo no equipamento Attune® (Life Tecnologies). Foram avaliadas 10 mil células
por tratamento com descricdo da média das células viaveis. As sondas utilizadas
foram YO-PRO-1(Molecular Probes Y-3603) para apoptose e Rodamina 123
combinado com JC-1 (Molecular Probes T-3168) para atividade mitocondrial,
conforme protocolo do fabricante (HOSSAIN, 2011).

Também foi realizado o Teste de termo-resisténcia lento (TTL): as palhetas de
sémen foram descongeladas a 37T por 30 segundos e as amostras foram
colocadas em eppendorfs, sendo incubadas em banho-maria a 37C por 4 horas.
Foram feitas analises de motilidade a cada hora (CBRA, 1998).

Para analise estatistica, foi realizada avaliagdo da normalidade dos dados,
pelo teste de Shapiro-Wilk, sendo os dados ndo paramétricos. Os dados foram
normalizados por Arco Seno e realizada a andlise de varidncia com medidas
repetidas, avaliando o efeito individual do macho e considerando o efeito da rotina
no software Statistix 10 (2013).

2. RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o foi observada diferenca (p>0,05) entre os métodos de congelamento
guanto as analises de mitocondria e apoptose, realizadas no citbmetro (Tabela 1).
Corroborando com RODELLO, (2006) a viabilidade de espermatozoides ovinos
guanto as técnicas de congelamento utilizadas (convencional e automatizada) néo
diferiram entre si.

Tabela 1- Avaliagdo da mitocondria e apoptose de espermatozoides submetidos a
diferentes métodos de congelamento.

Métodos de Mitocondria Apoptose
Congelamento Média% Média% Desvio padrao
Vapor 31,41 23,71 + 3,80

TK 26,10 22,25 + 3,66

CL 22,83 16,75 + 3,57




1 CO2014

XXIICONGRESSODEINICIAGAOCIENTIFICA
DAUNIVERSIDADEFEDERALDEPELOTAS

No TTL ndo houve diferencas significativas, embora os métodos do vapor de
nitrogénio e TK apresentaram tendéncia a melhor motilidade (Figura 1). FERREIRA
et al. (2009), também n&o encontrou diferenca entre a motilidade e o vigor médio do
sémen de caprinos no TTL no método convencional e automatizado.
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Figura 1 - Avaliacdo da motilidade espermatica ao longo de 4h em TTL.

Ambos métodos de congelamento foram eficientes, mas de acordo com ABUD
et al., (2014) no sistema automatizado, tem-se o controle rigoroso das curvas, sem a
influéncia da temperatura ambiente. No sistema convencional pode-se ter a
influéncia da temperatura externa. Porém como o experimento foi desenvolvido no
laboratdrio, ndo houve variacbes extremas de temperatura. Portanto, a curva pode
nao ter sofrido variagdes severas, interferindo de forma positiva nos resultados e nao
sendo observadas diferencas (ABUD et al., 2014). O metodo convencional (VN) é
simples, barato e eficaz, ndo necessitando de equipamentos sofisticados, mas sua
curva nado é totalmente controlada, podendo sofrer interferencias externas de
temperatura. Os métodos automatizados (TK e CL) séo eficientes no controle das
curvas, porém agregam maior custo devido a aquisicdo e manutencdo dos
equipamentos.

4. CONCLUSOES

N&o houve diferenca entre os métodos avaliados, sendo VN, TK e CL eficientes
no congelamento de sémen ovino. Portanto, cabe ao técnico eleger o método que
mais se adequa a sua rotina e condicao financeira.
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