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RESUMO

Os principios e técnicas a serem utilizadas na criopresevag@o do sémen ovino se equivalem aos demais
ruminantes domeésticos. Ha, entretanto peculiaridades na espécie ovina decorrentes principalmente da composigio
das membranas que conferem aos espermatozéides congelados/descongelados queda na atividade respiratéria,
criocapacitagdo em larga escala, modificagio da interagéo com as células do oviduto e possivelmente pequeno
incremento nas taxas de mortalidade embrionaria. Objetivou-se discutir os avangos no processo de criopreservagio
de sémen ovino e sua aplicagdo em programas de inseminag#o artificial € biotecnologia de embribes; enfatizando-
se'a avaliagdo da qualidade espermatica e as possibilidades de incorporagao ao sémen ou adi¢do aos meios diluidores
de substancias como lipidios, 4cidos graxos, proteinas e antioxidantes. Discute-se, ainda que de maneira sucinta,
as implicacOes da qualidade do sémen na eficiéncia de programas de transferéncia de embrides. Palavras chave:
Ovinos, inseminagéo artificial, transferéncia de embrides, sémen congelado, meios diluidores, adifivos ao sémen.

INTRODUCAO

A criopreservacdo do sémen nas varias espécies leva a uma série de alteragbes celulares que contribuem
para a redugao da fertilidade, quando comparado ao sémen a fresco. As membranas dos espermatozéides s3o uma
das estruturas mais afetadas durante a criopreservagao, especialmente a do carneiro que apresentam peculiaridades
€m Sua composi¢ao. : )

A menor longevidade do sémen .ovino descongelado leva a necessidade da utilizacio da I.A intra-uterina,
depositando-se o sémen préximo ao sitio de fecundagdo por meio da laparoscopia para ‘que se alcance taxas de
fertilidade comparaveis ao sémen a fresco na LA. cervical ou vaginal. Esta revisdo tem por objetivo discutir os
avancos no processo de criopreservacao de sémen ovino a ser aplicado em programas de 1A e TE.

PRINCIPIOS DA CRIOPRESERVACAO DO SEMEN OVINO

A redugdo de temperatura durante o processo de refrigeragéo e congelacio do sémen pode afetar a motilidade
e capacidade respiratoria do espermatozoide. Durante o procedimento, as bombas adenosina trifosfato dependentes,
dentre elas, a de Na"/K* sdo afetadas, provocando despolarizactes parciais das membranas, tornando-as permeaveis
ao calcio. Com isto induz-se a vesiculagdo prematura da membrana acrossomal e danifica-se a membrana
mitocondrial (AMANN & PICKETT, 1987). Injirias na arquitetura da bainha mitocondrial durante a congelacao/
descongelac@o resultam na redugdo da capacidade respiratoria e baixa disponibilidade de energia, diminuindo
assim a motilidade espermatica (GILLAN et al., 2004).

De acordo com Spungin et al. (1995) a despolimerizacio dos filamentos de actina do citoesqueleto € uma
etapa importante da capacitagdo e da reago acrossomal, permitindo a aproximacdo das membranas plasmaticas e
acrossomal promovendo a exocitose acrossomal. Sendo o citoesqueleto celular termo-sensivel, a congelacdo/
descongelagdo das células resultam em uma despolimerizagdo dos filamentos de actina e contribuem para a
desorganizagdo das membranas antecipando o processo de capacitagéo € reagio acrossomal (BRENER et al.,
2003). Além disso, o estresse osmético (CURRY & WATSON, 1994) e oxidativo (CURRY, 2000) causam injurias
nas membranas plasmatica e acrossomal e também contribuem na antecipagdo da capacitagdo e reacio acrossomal
tanto no processo de refrigeracdo quanto na congelagao/descongelagdo causando a redugio da longevidade do
espermatozoide. )

Altos niveis de colesterol na membrana inibem a cristalizagio das cadeias de hidrocarbono a baixas
temperaturas, eliminando desta maneira a transi¢do de fase dos lipidios (ROTTEM et al., 1973). Espermatozoides
de espécies que possuem altas taxas de colesterol, a exemplo dos coelhos e humanos, sdo resistentes ao choque
térmico (MESEGUER et al., 2004). O espermatozéide de carneiro por outro lado, possui menor taxa molar de
colesterol/fosfolipideo quando comparado a essas espécies (DARIN-BENNETT & WHITE, 1977).

Metabdlitos reativos do oxigénio (ROS)

O estresse oxidativo, causado pela geragio de altas concentragdes de ROS, que o espermatozéide pode
sofrer durante o processamento do sémen, tem recebido atencdo nas diversas espécies (BILODEAU et al., 2002).

Os principais ROS geradas pelo espermatozéide sdo: o &nion superéxido (0,) o peréxido de hidrogénio
(H,0,) e o radical hidroxila (OH): O peréxido de hidrogénio & considerado o mais téxico dos ROS, por que € mais
estavel e rapidamente atravessa a membrana plasmatica (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

Baixas concentracdes de ROS (0, e H,0,) sdo necessarias para que o espermatozdide adquira a capacidade
fecundante (BAUMBER et al. 2003). No entanto, a geracdo de altas concentragdes de ROS no sémen pode afetar
0 metabolismo de energia do espermatozdide, a motilidade, a viabilidade ¢ a integridade do DNA em varias
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espécies (EILODEAU et al.. 20023,
Lipopémﬁdagﬁo (LPO) e geracdo de ROS no sémen de carneiros

- A membrana plésmética‘do espermatozoide do camneiro-é rica em acidos graxos poli insaturados o que a
torna muitc susceptivel a peroxidac@o lipidica e ao ataque dos ROS. A peroxidagéo dos lipidios (LPO) € uma causa

importante de disfungdo espermatica e estd correlacionada a prejuizo da motilidade e morfologia espermatica.
(AITKEN, 1995) : N e :

' AVALIACAO DO SEMEN CRIOPRESERVADO

Testes invitro sdo fregiientemente realizados na determinagdo da qualidade do sémen para a sua utilizacdo

em inseminacdes artificiais ou em procedimentos de biotecnologia de embrides em ovinos, devido 4 relagdo existente
entre qualidade do material seminal e fertilidade. ; '

Preparagio timida em microscopia de contraste de fase

As técnicas que usam corantes em esfregagos de sémen podem induzir danos s estruturas espermaticas
durante a sua confec¢do, 0 que geralmente nio acontece em preparagdes Umidas. As preparagdes umidas sio as

mais simples e fidedignas para o estudo do acrossomo bem como de outras estruturas espermaticas, sendo aquela

com tampéo fosfato associada a baixa concentragiio de glutaraldeido a mais recomendada (BARTH & OKO,
1989). . : : ' '

Sondas em microscopia epifluorescente

Varias sondas fluorescentes podem ser empregadas para distinguir células espermaticas ovinas viaveis e
n&o vidveis como o diacetato de carboxifluoresceina (CFDA), iodeto de propidio (PI) e o Hoechst 33258.

Como indicadores de danos ao acrossomo, lecitinas marcadas particularmente a aglutinina derivada do
Pisum sativum conjugada com a fluoresceina isotiocianato (FITC-PSA), podem ser empregadas na avaliagio do
sémen ovino com o objetivo de distinguir células espermaticas com acrossomo reagido daquelas com acrossomo
intacto (AZEVEDO, 2006).

Harrison & Vickers (1990) relacionaram a coloragdo da pega intermediaria por CFDA & integridade das
mitocdndrias em ovinos. Ja a fungfo mitocondrial pode ser avaliada usando-se o Iodeto de 5,5°,6,6° tetracloro -
1,1,3,3” - tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1) que permite classificar os espermatozoides que apresentem
alto e baixo potencial de membrana mitocondrial (AZEVEDO, 2006).

Para avaliacio do status de capacitagdo espermatica-em ovinos a técnica de fluorescéncia empregando-se
clortetraciclina (CTC) apresenta a vantagem de permitir ndo apenas a distingfio entre células com acrossomo

intacto € reagido, mas também diferenciar células com acrossomo intacto -em duas categorias funcionalmente
diferentes, capacitadas e néo capacitadas (AZEVEDO, 2006).

Cinética espermdtica em microscepia dtica computadorizada

A cinética dos espermatozoides pode ser avaliada no sémen ovino diluido ou congelado/descongelado
convencionalmente pela motilidade e o vigor espermatico (RODELLO, 2006).

A avaliago da cinética de um grande niimero de espermatozéides pode ser determinada em analise do
movimento espermatico monitorada por computador (CASA) no qual cada trajetéria da cabeca do espermatozoide
€ registrada, reconstituida e mensurada (MORTIMER.& MAXWELL, 2004). A CASA proporciona a oportunidade
de acessar miultiplas caracteristicas em uma tnica amostra com alta repetibilidade.

Sousa et al. (2007) propuseram a avaliagdo das sub-populagdes espermaticas pela analise individual da
cinética de cada c€lula no sistema CASA integrada 4 sondas fluorescentes combinadas (SFC - jodeto de propideo;
FITC-PSA; Mitotracker Green FM) considerando os fatores: F1, relacionado 2 progressividade do movimento;
F2, representando o deslocamento espermaético sem considerar a diregdo do movimento; F3, relacionado & energia
disponivel/disponibilizada para a movimentagdo espermatica. Com o uso da analise estatistica multivariada do
sémen ovino congelado/descongelado foi possivel determinar no sistema CASA e teste SEFC diferengas fisioldgicas
e na cinética das sub-populagdes bem como estabelecer a analogia entre parametros do sistema CASA e teste SFC.

ADITIVOS AOS MEIOS DILUIDORES

Baseando-se na composicHo e na dindmica das membranas espermaticas, existem propostas da incorporacgdo

ao sémen ou adicdo aos meios diluidores de diversas substéncias, na tentativa de minimizar os danos impostos
pela criopreservacio aos espermatozodides. ° :

Acidos graxos

O grau de insaturagdo ou a taxa de acidos graxos insaturados em relacio aos saturados influencia nas

propriedades fisicas das membranas e em sua fluidez e resisténcia ao choque térmico 2m especial ao frio (WHITE,
1993).
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A adigdo de acidos graxos insaturados visa aumentar a fluidez das membranas espermaticas conferindo

maior resisténcia 4 criopreservagdo. Entretanto, nenhum efeito da incorporacdo 4 4cido oldiesVinalben Aot
verificado por Azevedo (2006) em relacio & cindtics, viabilidade, inregridade acrossomal € siazus de capacitagdo
¢ reagdo acrossomal de espermatozdides ovinos criopreservados.

Colesterol

Durante a capacitaco, a remogao do ‘colesterol desempenha importante papel na habilidade fecundante
da célula espermatica devido sua ag3o na estabilizagdo dos lipidios (SION et al., 2001), € na regulagdo da fluidez
das membranas (ROTTEM et al., 1973).

Adicionalmente, a incorporag@o de colesterol 2 membrana plasmatica tem sido proposta com a finalidade

de aumentar a longevidade do sémen apds a congelagdo por reduzir a capacitagdo espermatica precoce induzida
pela criopreservagdo (PURDY & GRAHAM, 2004).

Azevedo (2006) ndo obteve efeito benéfico signiﬁé

ativo com a incorporagéo do colesterol ao sémen ovino
previamente ao processo de criopreservagio. :

Proteinas

-A adigdo das proteinas ao meio diluidor antes da ocorréncia de choque térmico pode ter um efeito benéfico
imediato sobre a sobrevivéncia espermatica no sémen ovino. A a-lactoalbumina bovina tem sido utilizada no
sémen ovino com incremento na cinética, viabilidade e manutenc@o da heterogeneidade da populagéo espermatica
(OLLERO etal., 1998). Entretanto, a adi¢io de a-lactoalbumina nfo incrementou a cinética, viabilidade, integridade
do acrossomo e status de capacitagdo e de reagdo acrossomal dos espermatozdides ovinos criopreservados
(AZEVEDO, 2006). '

A capacidade da albumina sérica bovina (BSA) em se aderir a diferentes lipideos é bem conhecida e este
efeito pode ser responsavel pela preservagdo da superficie celular ao rompimento lipidico o que, consegiientemente,
evitaria a perda dos componentes de membrana (OLLERO et al., 1996). A adi¢io de BSA aos espermatozoéides
ovinos tem como beneficio a elevagdo da motilidade, manutengio da cinética espermatica no sémen refrigerado e
a preservacdo da viabilidade espermatica apds a congelagdo (UPRETI et al., 1995; OLLERO et al., 1996).

Antioxidantes

Para combater o estresse oxidativo e a lipoperoxidacao o espermatozoide conta com um sistema antioxidante
constituido da glutationa reduzida (GSH), glutationa peroxidase (GSH-Px), catalase (CAT), superéxido dismutase
(SOD), acido ascérbico e Ot-tocoferol (AITKEN, 1995). Extracelularmente ele é protegido pelo plasma seminal
que contém varios redutores de ROS, enzimaticos e nfo enzimaticos que incluem: acido ascorbico, acido urico,
albumina e outras proteinas, catalase, SOD, glutationa e outros ti6is, taurina, hipotaurina e vitamina E (ZINI et al.
2000).

No sémen de carneiro, mantido na forma liquida, Sarlos et al., (2002) avaliaram o efeito dos antioxidantes:
acetato de O-tocoferol, glutationa peroxidase, aromex, resveratrol e da associagfo de resveratrol + vitamina E ou
resveratrol + aromex, na motilidade e integridade das membranas espermaticas e observaram que a adi¢fo de
antioxidantes prolongou o periodo de conservagdo do sémen, melhorou a motilidade do espermatozéide e reduziu
o grau de danos celulares. Maxwell & Stojanov (1996) avaliaram o efeito da adigfio de catalase, superéxido
dismutase, citocromo c e glutationa peroxidase ao diluidor, sobre a viabilidade espermatica e observaram que
todos os antioxidantes foram habeis em melhorar tanto a sobrevivéncia quanto a integridade acressomal do
espermatozoide durante a estocagem do sémen na forma liquida. Ja Uperti et al., (1997) ndo observaram efeito
benéfico da adigdo de antioxidantes (vitamina E, BHA, n-propil galato, Desferal e catalase) ao diluidor na
manutencdo da motilidade do espermatozéide de carneiros incubados a 38 °C.

No sémen ovino congelado/descongelado com diluente Tris—gema, Sanchez-Partida et al., (1997) avaliaram
o efeito dos compostos epididimarios taurina, hipotaurina e inositol e dos antioxidantes carnosina e acido ascérbico
sobre a motilidade e a fertilidade do espermatozéide e observaram que apenas a taurina exerceu efeito positivo na
motilidade espermatica, sem, no entanto, apresentar qualquer efeito sobre a fertilidade do sémen. Maia (2006)
observou que a adicdo de catalase ndo melhorou a motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), VAP e
VCL em relacdo ao controle (sem antioxidantes).

Maia (2006) constatou que a suplementacdo. do diluidor com os antioxidantes Trolox-C ou catalase
individualmente, teve efeito benéfico na manutengdo da integridade de membrana plasmatica e acrossomal, avaliado
pelas sondas IP e FITC-PSA, em relagdo ao controle (TRIS). O percentual de espermatozdides vidveis com acrossomo
intacto foi maior no diluidor aditivado de catalase, sendo que o Trolox-C também exerceu efeito semelhante ao da
catalase, embora em proporgao inferior.

A peroxidac@o dos lipidios da membrana espermatica pode ser controlada ou mesmo revertida pela adigio
de antioxidantes ao meio diluidor. Maia (2006) mediu a lipoperoxidag@o espontfinea e induzida por ferro, em
amostras de sémen de carneiros Santa Inés congelado no diluidor Tris-gema aditivado ou nfio do antioxidante
Trolox-C. A concentragdo de TBARS gerados na lipoperexidacio espontinea nfo diferiu entre as amostras
congeladas com ou sem antioxidante. No entanto, quando a LPO foi induzida pelo ferro, a concentragio de
TBARS foi maior (P<0,05) no diluidor sem Trolox-C que na presen¢a do antioxidante. Deduz-se que em situacio
de estresse oxidativo o Trolox-C € habil em inibir a propagac¢@o da lipoperoxidagio no sémen ovino durante um
cicle de congelaciio/descongelacdo. Sarlos et al. (2002) observaram um aumento da conceatracio de MDA em
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amostras de sémen de carneiros incubado a 37°C por 120 minutos sem antioxidante, enquanto que nas amostras
incubadas com antioxidante, os niveis de MDA mantiveram-se mais baixos ou semelhantes, aos 30, 60 e 120
minutos de incubagio.

Maia (2006) quantificoua geragdo de ROS no sémen ovino criopreservado no diluidor Tris-gema aditivado
de Trolox-C e catalase e observou que a geracdo de O, H.O, e OH (LPO) foi detectada no sémen congelado/
-descongelado em todos os diluidores € que em situagdo de estresse oxidativo, induzido pela adicdo de ferro, H,O,

ou sistema gerador de O,’, a0 meio de incubacéo, os antioxidantes foram eficazes em remover o excesso de ROS e
manter o equilibrio do sistema.

IMPLICACOES DA QUALIDADE ESPERMATICA NA EFICIENCIA DE PROGRAMAS DE
TRANSFERENCIA DE EMBRIOES

A taxa de fertilizagdo de ovocitos em programas de transferéncia de embrides € um dos fatores importantes
para o sucesso em programas de milltipla ovulacéo e transferéncia de embrides. A qualidade espermadtica deve ser
controlada sistematicamente de acordo com critérios minimos estabelecidos para a inseminacéo artificial e/ou
monta natural (BARIL et al., 1995), sendo que a qualidade espermatica estd diretamente relacionada a fatores
individuais dos reprodutores e tipo de processamento do sémen.

Fukui et al (1988) utilizando sémen fresco e Morris et al (1998) sémen congelado demonstraram que 0s
carneiros individualmente afetam a taxa de fertilizagdo e a habilidade de clivagem apds a fertilizaggo.

As caracteristicas seminais como viabilidade e morfologia espermatica estdo associadas com falhas na
fertilizagdo e embriogénese (CHENOWETH, 2007). Tornou-se evidente que o sémen criopreservado afeta de
forma significativa diversos atributos espermaticos, como a motilidade, atividade respiratoria, status de membrana
e qualidade de DNA. Consequentemente, a viabilidade espermatica diminui alterando o tempo e a taxa de
fertilizagdo, comparados com espermatozdides a fresco (GILLAN et al., 2004). Dessa forma, baixas porcentagens
de embrides recuperados em ovelhas superovuladas e inseminadas com sémen congelado séo obtidas em relagéo
as ovelhas inseminadas com sémen fresco. A curta durag@o da sobrevivéncia espermatica apos a descongelacéo,
associado a nnprecxsao do momento da ovulagdo constitui fatores limitantes para.o éxito da produg@o de embrides
utilizando sémen congelado (BARIL et al., 1995).

Falhas na fertilizacdo também podem ser observadas quanto ao local de deposi¢do do sémen. Utilizando-
se inseminagdo intra-uterina com sémen fresco em ovelhas superovuladas, encontram-se taxas de fertilizagdo de
ovocitos variando de 70 a 90% (LYMBEROPOULOS et al. 2001). Porém taxas inferiores sdo obtidas quando
ovelhas superovuladas sdo inseminadas por via cervical ou cobertas por monta natural (ROBINSON et al. 1989).
Dessa forma, a inseminacéo intra-uterina € um meétodo vélido para aumentar a fertilizagdo dos ovocitos, pois em
ovelhas superovuladas parece haver uma falha no transporte espermético ao utero e oviduto através da cérvix e
conseqiiente prejuizo na fertilizagdo (EVANS & ARMSTRONG, 1984).

Conclui-se que um dos fatores que limita o sucesso da transferéncia de embrides em ovinos ¢ a falha da
fertilizago ap6s a superovulagéo, ocorrendo principalmente em ovelhas com alta taxa ovulatéria (D ALESSANDRO
et al., 2005). Sendo necessério ponderar o tipo e a qualidade do sémen a ser utilizado, além do local de deposigdo
dos espermatozdides para se obter maior sucesso.em programas de transferéncia de embrides.

CONSIDERACOES FINAIS:

A conservagdo do sémen sob congelagdo ¢ uma importante ferramenta do melhoramento genético e da
preservagdc de material biologico-de alto interesse. Os programas comerciais mais bem sucedidos e de maior
abrangéncia comercial sdo desenvolvidos em bovinos. H4, entretanto grande interesse comercial e cientifico no
aprimoramento da eficiéncia da criopreservagdo do s€émen ovino. Nas tltimas décadas muitos progressos tém sido
feitos no sentido de melbor entender as peculiaridades que envolvem a preservacdo do sémen desta espécie e estes
conceitos se adequadamente aplicados representaram avangos técnicos importantes. Persistem ainda algumas

g=J
barreiras a serem superadas, porém o status da arte atual ja permite a utilizagdo comercial com sucesso-do sémen
ovino congelado.
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