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RESUMO

Com a finalidade de verificar o valor de alguns atribuios para avaliagdo da qualidade do sémen congelado, através da
prenhez, duzentas e noventa e sete ovelhas da raga Corriedale foram inseminadas, intra-uterinamente, por laparoscopia.
Utilizou-se cio sincronizado, com pessdrios vaginais contendo 50 mg de MAP (acetato de medroxiprogesterona), por 12
dias, e 400 Ul de eCG (Equine chorionic gonadotrophin) no 12° dia. O sémen, proveniente de 32 carneiros, foi congelado em
pellets. Para a inseminagfo, utilizaram-se amostras de sémen com diferentes padroes de qualidade preestabelecida, de
motilidade progressiva (MP) ao descongelamento, média da MP durante todo o periodo de incubagao (0, 1, 2, 3,4 e 5 horas),
a 37°C, MP apds cinco horas de incubacio e percentagem de células, morfologicamente, integras. O diagnéstico de gestagio
foi realizado por ecografia 40 dias apés a inseminagdo. Obtiveram-se percentuais de prenhez entre 60 ¢ 80% somente
quando as amostras apresentaram um movimento progressivo superior a 40% (68,0%), uma MP média e ap6s 5 horas de
incubagio minima de 20% (64.4 e 72,3%) e uma MP is 5 horas de incubagio quando superior a 10% (61,1 e 78,5%). Com
relagfio ao percentual de células integras, as amostras com um minimo de 40% proporcionaram prenhez de 61,7 e 66,4%,
enquanto nas com menos de 40% o percentual foi de apenas 15,2%. Os parimetros estudados demonstraram eficiéncia para

estimar a capacidade fecundante do sémen congelado para utilizagio em inseminagio laparoscépica.

UNITERMOS: Sémen congelado; Inseminagio intra-uterina; Laparoscopia; Ovino.

INTRODUCAO

inseminacdo artificial (IA) em ovinos, que a
curto prazo representa uma enorme
ossibilidade de incrementar o melhoramento
genético, era restrita a utilizacdo de sémen fresco. Essa
biotecnologia da reproducao obteve um grande impulso, ap6s
o desenvolvimento da técnica de aplicacdo intra-uterina de
sémen por laparoscopia', permitindo a utiliza¢ao exitosa do
sémen congelado. No Brasil, a inseminacdo artificial por
laparoscopia foi relatada pela primeira vez por Bonifacino-
Artola et al.* A criopreservagio do sémen em pellets, nessa
espécie, tem sido utilizada rotineiramente na Austrilia,
Estados Unidos e também no Brasil. Um dos fatores
indispensdveis para o sucesso dessa técnica € a utilizagao de
sémen de qualidade comprovada.

Os testes laboratoriais para avaliagao do sémen sao
importantes nio s6 para uma predi¢io da fertilidade, mas
também para o estudo de novos meios de sua preservacao. A
motilidade, o vigor® e os testes de termorresisténcia
preconizados para bovinos®'! e ovinos** sio os mais utilizados

pelos profissionais que realizam a preservacio de sémen. Em
bovinos?, verificou-se uma correlacéo positiva para motilidade
progressiva apés teste de termorresisténcia rapido (1 hora a
45°C) e lesao de acrossomo apos a descongelacio. No entanto,
a motilidade e a morfologia espermdtica, quando utilizados
para predi¢do da fertilidade, nem sempre sdo parimetros
eficientes para ovinos''. Na avaliagdo do sémen bovino, os
testes de termorresisténcia lento (5 horas de incubagio a 38°C)
, rapido (30 minutos a 46°C) e estressado (24 horas a 5°C)
demonstraram uma correlagdo entre o nimero de
espermatozdides ativos apds o teste e a taxa de fecundacao,
permitindo com isso a eliminagao prévia de amostras de sémen
inadequadas, ou seja, as que apresentam motilidade final
inferior a 20% no final da incubagio®™'"'. Existe também outro
teste rdpido para avaliacio do sémen bovino congelado, o qual
deve permanecer por | hora a 45°C, podendo substituir a prova
lenta. Nesse teste, o sémen deve atingir uma motilidade minima
de 20% no final da incubagdo’. Em ovinos, quando se usa o
teste de termorresisténcia lento (5 horas de incubagao a 37°C),
é aconselhdvel utilizar sémen com no minimo 30% de
espermatozéides vivos no final da incubacdo. Moraes™
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verificou que, diferentemente dos bovinos, os testes de
termorresisténcia lento e rdpido ndo sdo equivalentes para
avaliagio do sémen ovino congelado.

A maioria dos testes realizados nos tltimos anos,
tentando predizer a capacidade fecundante de uma amostra
de sémen, fundamenta-se na correlacdo com a fertilidade e
estes procedimentos ndo sdo capazes de identificar com
acuracia todas as amostras de sémen. Para que o
espermatozéide venga todas as barreiras do trato genital
feminino e fecunde o Gvulo, é necessério uma série de atributos,
como uma morfologia e motilidade aceitdveis, capacitagio,
reacio acrossomatica, enzimas necessdrias para a fecundagdo,
um DNA compativel, dentre outros. A avalia¢io do sémen
buscando determinar o potencial para fecundagio deveria ser
realizada pelo percentual de espermatozéides que contenham
todos estes atributos'. Este trabalho teve como objetivo verificar
0 valor real de alguns pardmetros utilizados na avaliacio do
sémen congelado ovino, determinado através da prenhez, apés
inseminagdo intra-uterina por laparoscopia.

MATERIAL E METODO

O sémen de 32 carneiros Corriedale foi colhido,
utilizando-se vagina artificial, colocado em banho-maria a 30°C
e analisado quanto ao volume, turbilhonamento, motilidade
progressiva (MP), concentracdo e morfologia espermaticas.
Os ejaculados foram aproveitados independentemente da sua
condi¢do, com excecdo da concentragdo espermdtica. A
congelacio foi na forma de pellets®, utilizando um diluente
composto por 3,87 g de tris (Hydroximethil) aminometano:
0.533g de glicose; 2,123 g de dcido citrico; 16 ml de gema de
ovo; 5,3 ml de glicerol; 100.000 UI de penicilina; 100 mg de
estreptomicina e dgua destilada deionizada até 100 ml. Cada
pellet foi confeccionado com um volume de 130 pl, contendo
um minimo de 100 milhdes de espermatozéides. A dose
inseminante foi de 50 milhdes de espermatozéides.

Para o descongelamento, foram colocados dois pellets,
por vez, em um tubo de ensaio, contendo 0,5 ml de solugdo de
cloreto de sédio a 0,9%, tendo-se o cuidado de agitar o tubo
até o total descongelamento. A avaliagdo do sémen congelado
baseou-se na motilidade progressiva, no teste de
termorresisténcia (TTR)" e na morfologia espermitica pés-
descongelamento. A MP p6s-descongelamento foi determinada
através da colocagio de uma gota de sémen diluido entre lamina
e laminula para observagao microscépica (objetiva 16) e
expresso em percentual. No teste de termorresisténcia, a
motilidade de cada amostra foi avaliada em momentos
predeterminados, ou seja, no descongelamento (hora 0) e ap6s
uma, duas, trés, quatro e cinco horas de incubag@o em banho-
maria a 37°C. A média da MP foi calculada a partir das
percentagens obtidas nos momentos em que foram realizadas
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as avaliagbes espermdticas (de 0 a 5 horas). Realizou-se a
avaliacao da morfologia espermatica através da colocagio de
algumas gotas de sémen descongelado num frasco contendo |
ml de formol citrato para posterior exame em preparagio timida
entre lamina e laminula, observada em microscépio de
contraste de fase (objetiva 100) e contadas 100 células por
preparagao (amostra). Para efeito de célculo, somente foram
considerados os percentuais de células integras, portanto nio
se levaram em consideragao os tipos de defeitos morfoldgicos.
Para avaliagdo dos efeitos dos diferentes padrdes de qualidade
do sémen, os ejaculados foram agrupados conforme critérios
predeterminados. Para a motilidade progressiva pds-
descongelagao, foram consideradas amostras com percentuais
menores do que 20, entre 20 e 40 ¢ acima de 40. A motilidade
progressiva média foi alcangada mediante calculo da média
aritmética dos resultados obtidos logo apds a descongelagio
(hora 0) e apos 1, 2, 3,4 e 5 horas de incubaciio. Constitufram-
se grupos com percentuais menores do que 20, entre 20 e 40 e
maiores do que 40. Na motilidade progressiva, as 5 horas de
incubagdo, os grupos foram determinados com percentuais
menores de 10, entre 10 e 30 e maiores de 30. Para avaliagio
da percentagem de células morfologicamente integras,
constitufram-se grupos com percentuais menores de 40, entre
40 e 55 e mais de 55% de células morfologicamente integras.
Os critérios de avaliagido foram considerados de maneira
independente. A manutengio do sémen descongelado, para
fins de aplicagdo na inseminacio laparoscépica, foi em banho-
maria a 30°C.

Foram inseminadas 297 ovelhas Corriedale, com idade
entre 2 ¢ 6 anos, em boa condi¢do nutricional e
ginecologicamente sadias, criadas extensivamente, no
municipio de Quarai, na regido da Campanha, do Estado do
Rio Grande do Sul. Para a sincronizagio dos cios, as ovelhas
receberam esponjas intravaginais impregnadas com 50 mg de
MAP (acetato de medroxiprogesterona) por 12 dias, mais 400
Ul de e CG (Equine Chorionic Gonadotrophin) intramuscular
no momento da retirada das esponjas. As inseminagdes foram
realizadas nos meses de marco e abril, portanto em plena
estacdo reprodutiva. As detecgdes de cios foram realizadas
como auxilio de 10% de machos vasectomizados, previamente
submetidos a exame dos ejaculados, colhidos por
eletroejaculagio.

A inseminagao laparoscépica foi realizada'? em ovelhas
previamente submetidas a um jejum completo de 12 horas. A
contengao foi em mesas metdlicas, especiais para esse fim,
nas quais as ovelhas ficavam em deciibito dorso-obliquo, num
angulo de 60 graus, com a porgio caudal suspensa,
Posteriormente, procedeu-se a tosquia, anti-sepsia e anestesia:
local com 6 ml de cloridrato de lidocaina a 2% na regido das
pungoes. Para a inseminagao, foi utilizado um laparoscépio
Storz (H. Strattner & Cia. Ltda.). As ovelhas a serem
inseminadas foram submetidas a pun¢do por dois trocartes, 3
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a 4 cm lateralmente a linha média, um de cada lado, 5a 7 cm
cranialmente ao tibere, com as pungdes sendo realizadas, de
cada lado, em direcdo a cabega do fémur. O trocarte da esquerda
foi utilizado para insuflagio de gas carbdnico e penetragio do
telescopio. No trocarte direito, inicialmente, aplicou-se um
manipulador para posicionamento do titero e, posteriormente,
uma pipeta com o sémen com o qual procedeu-se & pungdo, na
curvatura maior e por¢do medial, de cada corno uterino. A
inseminacdo artificial laparoscopica, utilizou-se uma pipeta
de vidro com didmetro externo de 5 mm e interno de 3 mm,
adaptada a uma seringa de 1 ml, através de uma conexdo de
borracha. As inseminacoes foram realizadas entre 58 e 66
horas depois da retirada das esponjas vaginais. Logo apds a
inseminacao, as ovelhas receberam um repelente no local das
puncdes. O diagndstico de gestacao foi realizado por ultra-
sonografia 40 dias apds a inseminac@o.

As ovelhas foram sincronizadas e as inseminacdes
implementadas variando apenas a qualidade do sémen
conforme cada pardmetro estudado. A andlise estatistica foi
realizada pelo teste de qui-quadrado (), utilizando o programa
estatistico SAS (1988). Os resultados dos diferentes valores
estipulados em cada pardmetro foram comparados, utilizando-
se a andlise de contraste no PROC CATMOD.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de sémen em que a MP, logo apds a
descongelacio, foi superior a 40% proporcionaram um
percentual de prenhez satistatério e mais elevado em relagao as
que tiveram motilidade menor, conforme demonstrado na Tab.
I. A MP média durante as 5 horas de incubagio, quando inferior
a 20%, proporcionou indices de prenhez insatisfatdrios, de
acordo com o expresso na Tab. 2. A MP as 5 horas de incubagio,
quando inferior a 10%, apresentou resultados inferiores aos
demais, conforme Tab. 3. De acordo com a Tab. 4, obtiveram-
se melhores indices de prenhez com aquelas amostras de sémen
que apresentaram uma incidéncia minima de 40% de células
integras. Nas amostras acima de 40%, ndo se verificou diferenca,
e os percentuais de prenhez foram satisfatorios.

A avaliacdo in vitro do sémen congelado é um
procedimento indispensavel em qualquer programa de
inseminacao artificial em que se procure um resultado satisfatério
que justifique todo o investimento em materiais, hormdnios,
técnica laparoscépica para atingir o objetivo fim que € o
melhoramento genético. Quanto mais precisa e completa for a
avaliacdo de uma partida de sémen, tanto melhor se poderd
predizer sua capacidade fecundante, além do que esta avaliagao
€ importante para o estudo de novos meios de preservacio.

Na opinido de Amann', a maioria dos testes realizados
nos tltimos anos, tentando predizer a capacidade fecundante
de uma amostra de sémen, sao baseados na correlagio com a

fertilidade, e esse procedimento nao € capaz de identificar com
acurdcia a qualidade de todas as amostras de sémen. Para que
o espermatozdide venga todas as barreiras do trato genital

Tabela 1
Prenhez de ovelhas Corriedale, inseminadas intra-uterinamente, por
laparoscopia, com sémen congelado em pellets, nos meses de marco
e abril de 1992, em Quarai (RS), conforme a motilidade progressiva
(MP) pos-descongelacio.

MP na Ovelhas Ovelhas
Descongelagcdo  inseminadas prenhes
% n n (%)
<20 19 06 (31,58)*
20 a 40 159 81 (50,94)°
> 40 119 81 (68,07)°

a,b = valores seguidos de letras diferentes, diferem entre si (p<0.01).

Tabela 2
Prenhez e ovelhas Corriedale, inseminadas intra-uterinamente, por
laparoscopia, com sémen congelado em pellets, em Quarai (RS),
nos meses de marcgo e abril de 1992, conforme a motilidade
progressiva (MP) média durante as 5 horas de incubagio.

MP Média nas horas 0, 1, 2, Ovelhas Ovelhas
3,4, e 5de Incubagdo inseminadas prenhes
(%) n n (%)

<20 101 38 (37,62y

20-40 149 96 (64,43)°

>40 47 34 (72,34)

a,b = valores seguidos de letras diferentes, diferem entre si (p < 0,0001).

Tabela 3
Prenhez de ovelhas Corriedale inseminadas intra-uterinamente, por
laparoscopia, com sémen congelado em pellets, em Quaraf (RS),
nos meses de marco e abril de 1992, conforme a motilidade
progressiva (MP) as 5 horas de incubag@o.

MP apods 5 horas Ovelhas Ovelhas
de Incubacao inseminadas prenhes
(%) (%) n (%)
<10 125 58 (46,40)°
10-30 144 88 (61,11)°
> 30 28 22 (78,57)°

a,b = valores seguidos de letras diferentes, diferem entre si (p < 0,01).

Tabela 4
Prenhez de ovelhas Corriedale, inseminadas intra-uterinamente,
por laparoscopia, com s€émen congelado em pellets, em Quarai (RS),
nos meses de marco e abril de 1992, conforme o percentual de
células integras.

Células Ovelhas Ovelhas

integras inseminadas prenhes
(%) n n (%)
<40 46 07 (15,22)*

40 - 55 123 76 (61,79)°
>55 128 85 (66,41)°

a,b = valores seguidos de letras diferentes, diferem entre si (p < 0,0001).
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feminino e fecunde o Gvulo, é necessdrio que ele tenha uma
série de atributos, como uma morfologia e motilidade de tal
ordem que tenha condi¢des para sofrer capacitagdo e a reagao
acrossomaltica, que contenha todas as enzimas necessdrias para
a fecundacio, bem como um DNA compativel, dentre outros.
A avaliagdo do sémen buscando determinar o potencial para a
fecundagdo deveria ser realizada pelo percentual de
espermatozéides que contenham todos estes atributos.

Constatou-se que a avaliacio da MP pés-
descongelamento ¢ um método simples e rdpido para avaliagdo
do sémen™”. No entanto, quando utilizado isoladamente, ndo
é capaz de detectar possiveis problemas decorrentes de falhas
na criopreservagao que promovam lesdes de membranas, nem
mesmo pequenas alteragdes de osmolaridade e pH que se
manifestem somente mediante a permanéncia da amostra em
incubagdo. :

Na avaliagio do sémen bovino, os testes de
termorresisténcia lentos demonstram que hd uma correlagao
entre o nimero de espermatozdides ativos apds o teste e a taxa
de fecundagdo, permitindo com isso eliminagdo prévia de
amostras de sémen inadequadas, ou seja, que apresentem
motilidade inferior a 20% no final de incubag@o®™'', Outro teste

de termorresisténcia foi preconizado por Barnabe et al.?, no
qual o sémen permanece por uma hora a 45°C. Em ovinos,
Moraes" estudou os testes de termorresisténcia lento (37°C/5
horas) e rapido (46°C/30 minutos) utilizados para sémen bovino,
concluindo que ndo sdo equivalentes para avaliagdo do sémen
ovino. Os resultados obtidos neste experimento indicaram que
os percentuais de células com motilidade progressiva
representados pela média das avaliagoes, bem como a motilidade
final, afetaram significativamente os resultados de prenhez.

A morfologia espermdtica, em especial a integridade
das membranas, ¢ um dos atributos essenciais para um
espermatozéide ser fértil, por isso, a andlise desse pardmetro é
considerada fundamental para predicéo da fertilidade. Ocorrem
lesdes do acrossomo durante o congelamento e o
descongelamento'™"'%, as quais ndo interferem na motilidade
espermatica.

Conclui-se que os parimetros motilidade pés-
descongelamento, teste de termorresisténcia e percentual de
células integras sdo eficientes para estimar a capacidade
fecundante do sémen congelado, para utilizagdao em
inseminac¢do laparoscopica, e devem ser utilizados em
conjunto.

SUMMARY

The aim of the present study was to verify some parameters for evaluating frozen semen, throughout pregnancy rate, in
sheep. Two hundred and ninety-seven ewes from the Corriedale breed were inseminated by laparoscopic method. The estrus
were synchronized with intravaginal sponge. containing 50 mg of MAP (medroxyprogesterone acetate), for 12 days and eCG
(Equine Chorionic Gonadotrophin; 400 IU) was given in a single intramuscular injection at the moment of withdrawing the
sponges. The semen from 32 rams was frozen in pellets. Semen of different qualities was used. The quality of the semen was
determined by evaluating sperm motility at thawing, sperm motility after 5 hours incubation, the mean of sperm motility
during incubation period (0, 1, 2. 3, 4 and 5 hours) and the percentage of normal sperm cells. Each of these parameters was
correlated with pregnancy after laparoscopic insemination. The diagnosis of pregnancy was performed by ultrasonography at
40 days after insemination. The percentages of pregnancy were from 60% to 80% only when the sperm samples exhibited
sperm motility higher than 40% (68.1), mean of sperm motility and after thawing at least of 20% (64.4 and 72.3) and sperm
motility after 5 hours of incubation superior to 10% (61.1 and 78.6). With regard to the percentage of viable cells, the
samples with at least 40% of sperm motility resulted in 61.8% and 66.4% of pregnancy while sperm motility less than 40%
resulted in only 15.2%. The parameters investigated were efficient to evaluate the capacity of frozen semen to fertilize sheep
to use in laparoscopic insemination.

UNITERMS: Frozen semen; Intrauterine insemination; Laparoscopy; Sheep.
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