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Reconcentracao do sémen congelado
de carneiros por centrifugacao da
palheta ap6s a descongelacao: efeito
sobre a cinética espermatica
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Resumo

A inseminacdo artificial cervical (IAC) mostra-se uma opcdo economicamente
vidvel para o incremento da producdo de ovinos, desde que se consiga
minimizar as dificuldades inerentes a técnica e a espécie e que se maximizem
seus indices de fertilidade. O refluxo seminal durante a IAC devido a limitada
capacidade volumétrica da cérvix promove uma diminuicdo de sémen e
consequentemente de espermatozoides disponiveis para o transporte ao sitio
de fertilizacdo. Nessa perspectiva, a centrifugacdo do sémen ovino surge
como alternativa para se depositar um elevado nimero de espermatozoides
viadveis, em pequenos volumes de dose inseminante. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito da centrifugacdo do sémen descongelado sobre

a cinética espermatica a fim de analisar a viabilidade da reconcentracédo dos
espermatozoides como meio de reducao do volume da dose inseminante.
Amostras de sémen de cinco carneiros da raga Santa Inés foram congeladas
em palhetas de 0,25 mL contendo 100 x 10° espermatozoides e submetidas
a centrifugacédo por 10 minutos apds a descongelacéo (37°C/ 30 segundos)
para posteriormente serem avaliadas de acordo com os seguintes grupos de
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amostras removidas das palhetas: antes da centrifugacdo (NC — Controle)

e, pos-centrifugacédo a 800 (96 g), 1000 (150 g) e 1200 (217 g) rpm. Foi
realizada a andlise da cinética espermatica através de sistema computadorizado
no momento da descongelacdo (TOh) e apds incubacédo a 37°C por 2h (T2h) e
4h (T4h) sendo avaliados os parametros: motilidades total (MT) e progressiva
(MP); velocidades do percurso médio (VAP), em linha reta (VSL) e curvilinea
(VCL); retilinearidade (STR) e; linearidade (LIN). A maior forca centrifuga usada
(1200rpm - 217g) aumentou significativamente (p <0,05) as velocidades (VAP,
VCL, VSL), no TOh. Nos demais tempos de incubacdo T2h e T4h néo diferiram
(p>0,05) para nenhum dos parametros cinéticos testados. A centrifugacéo

da palheta de sémen congelado de carneiros apds descongelacdo a uma forca
centrifuga de 1200rpm (217g) durante dez minutos promove um aumento na
velocidade cinética e ndo afeta a proporcédo de células com motilidade total

e progressiva, linearidade e retilinearidade dos espermatozoides, podendo ser
utilizada como estratégia de reconcentracdo espermatica para reducao do
volume da dose inseminante e de refluxo seminal nas inseminacdes cervicais.

Palavras-chave: espermatozéide, fertilidade, refluxo seminal, ovinos.

Introducéo

A producédo de ovinos auxiliada com a inseminacao artificial cervical (IAC)
mostra-se uma opcdo economicamente viavel, desde que se consiga minimizar
as dificuldades inerentes a técnica e maximizar os indices de fertilidade

na espécie. Uma dificuldade relatada é a ocorréncia do refluxo seminal

tendo em vista a limitada capacidade volumétrica da cérvix (RITAR et al.,
1993; AZEVEDO et al., 1997; KERSHAW et al., 2005). O refluxo promove
uma diminuicdo de sémen disponivel, levando a retencdo de um ndmero
insuficiente de espermatozoides no Utero das fémeas para o transporte ao
sitio de fertilizacdo (JONDET, 1987). Nessa perspectiva a centrifugacdo do
sémen ovino surge como alternativa para se depositar um elevado nimero de
espermatozoides vidveis, em pequenos volumes de dose inseminante (COLAS;
GUERIN, 1981).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da centrifugacdo do sémen
descongelado sobre a cinética espermatica a fim de analisar a viabilidade da
reconcentracdo dos espermatozoides como meio de reducdo do volume da dose
inseminante.
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Material e Métodos

Foram utilizados cinco carneiros da raca Santa Inés como doadores de sémen,
sendo colhidos trés ejaculados de cada um por meio de vagina artificial a
temperatura de £42°C e uma fémea em estro como manequim. As amostras
colhidas foram mantidas em banho-maria a 32°C e avaliadas de acordo com
o preconizado pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal CBRA (1998).
Foram selecionadas para a congelacdo amostras que apresentaram como
parametros espermaticos minimos 70% de motilidade e 3 de vigor avaliados
subjetivamente, 60% de viabilidade pela coloracdo da eosina-nigrosina e

no maximo 20% de alteracGes morfolégicas em camara iumida (PBS +
glutaraldeido a 0,2 %).

As amostras de sémen foram diluidas em meio glicina-gema-leite
(Osmolaridade: 281,5 mOsm e pH: 7,3), segundo Gonzalez (1996) com
modificacdes realizadas por Bandeira (2011) e Rodello et al. (2011), e
submetidas a congelacdo automatizada em palhetas de 0,25mL com
concentracdo espermatica de 400x10¢/mL (refrigeracdo a 0,5°C/min até 5°C,
estabilizacdo por 90 minutos, congelacdo a 15°C/min - de 5°C a -80°C -, e
10°C/min - de -80°C a -140°C - e, imersdo em nitrogénio liquido a -196°C).

As palhetas contendo as amostras de sémen foram descongeladas a 37°C/30s
e divididas em grupos (ndo centrifugado e centrifugados) durante 10 minutos
em uma centrifuga (Centribio® — Mod. 80 2B, Centribio Co., LTDA, China)
adaptada, sendo testadas trés diferentes velocidades: 800, 1000 e 1200 rpm
correspondendo a respectivamente 96, 150 e 217g. A andlise da cinética
espermatica foi realizada por meio do software Sperm Class Analyzer (SCA®,
Microptics, S.L. Versao 5.0, Barcelona, Espanha), imediatamente apds a
descongelacao (Oh) e apés a incubacdo em banho-maria (37°C) em solucao

de avaliacdo por duas (T2h) e quatro (T4h) horas, sendo considerados os
seguintes parametros: motilidades total (MT) e progressiva (MP); velocidades
do percurso médio (VAP), em linha reta (VSL) e curvilinea (VCL); retilinearidade
(STR) e; linearidade (LIN).

Apds a andlise de variancia, os dados foram submetidos ao teste de Scott-
Knott a um nivel de significancia de 5%.
Resultados e Discussao

A maior forca centrifuga usada (1200rpm - 217g) aumentou significativamente
(p<0,05) as velocidades do percurso médio (VAP), curvilinea (VCL) e em linha
reta (VSL), no TOh (Tabela 1).
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Tabela 1. Efeito das diferentes forcas de centrifugas (C) aplicadas a palheta

de sémen de carneiros imediatamente apds a descongelacdo (TOh) e incubacéao

(T2h e T4h) sobre os parametros de cinética espermatica (média + desvio

padrao).

Oh

MT (%) 2h

4h

Oh

MP (%) 2h

4h

Oh

VCL (um/s) *h

4h
Oh

VSL (um/s) oh

4h
Oh

VAP (um/s) *h

4h
Oh

LIN (%) 2h

4h

Oh

STR (%) 2h

4h

57,0410,4
21,2411,7

5,6+4,0

26,4+5,3
6,4+4,8

0,5+0,7

192,1+12,4b

141,5+18,3
93,6+20,0

97,6+11,6b
558+13,4
22,7+10,1
122,4+10,5b

79,5+13,8

47,8+11,0
50,65+3,5
38,5+6,5

22,4+6,6

79,4433
68,3+7,6

42,9411,0

5424145
25,5+15,3

7,2+10,3

20,4+9,1
6,7£7,1

0,6+1,3

180,4427.2b

136,1£27,7
92,5+£33,7

87,1+23.4b
52,5420,5
19,6+16,0
112,8422,1b

77,3£19.,9

46,7+19,1
47,5462
37,549,1

18,1+11,1

76,3+6,3
65,9+11,6

35,4£19,6

56,2+16,8
20,2+19,9

6,3+8.,2

25,5+8,7
4,846,1

0,4+0,9

193,8+27,9b

137,3+21,4
80,7£31,0

97,6+18,8b
50,7+13,7
15,9+13,1
123,3+19,7b

75,9+14,3

39,4+16,8
50,0+3,6
37,7£6,9

17,8+8.,3

78,843.,5
66,1+9,2

35,9+15,2

54,8+21,8
23,0£17,7

5,0£6,5

27,3+12,3
5,7£5,6

0,3£0,7

209,9+27,1a

142,7+30,9
77,7£36,9

109,4425,5a
54,8+20,3
18,6+17,7
135,4+21,9a

81,0+19,7

38,8422, 1
51,5+7,7
37,349,2

19,7+13,6

79,7+8,7
65,6+13,8

38,1422,7

NC - grupo controle ndo centrifugado; C800, 1000 e 1200 - grupos centrifugados a
800, 1000 e 1200 rpm (96, 150 e 2179 respectivamente); MT- motilidade total; MP

- motilidade progressiva, VCL - velocidade curvilinea; VSL - velocidade em linha reta;

VAP - velocidade do percurso médio; LIN — linearidade; STR - retilinearidade. Teste de

Scott-knott p< 0,05 para médias seguidas de letras diferentes na mesma linha.
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Os dados obtidos no TOh corroboram com aqueles encontrados por Gil et al.
(2000) que trabalhando com reconcentracdo espermatica antes da congelacéo
e do envase do sémen de ovinos relataram maiores valores das velocidades
em linha reta e do trajeto médio para os grupos centrifugados (700 g/10min)
em relacdo aos nao centrifugados: VSL = 121,0+4,3 vs. 104,0+4,3; VAP
= 133,1 3,8 vs. 120,3 + 3,8 respectivamente. Espermatozoides equinos
centrifugados produziram mais energia quando comparados aqueles néo
centrifugados e, este fato, foi supostamente atribuido a ressuspensdo das
amostras em meios que oferecem novos substratos apds a centrifugacéo,
ou a propria centrifugacdo, que pode ter promovido um aumento no nimero
de receptores para glicose e do metabolismo celular (VASCONCELOS et al.,
2010).

Além disso, a centrifugacdo pode ter livrado os espermatozoides de alguns
componentes viscosos do meio diluidor usados na congelacédo, a exemplo do
glicerol e o OEP, permitindo que os espermatozoides presentes apresentassem
maior velocidade quando diluidos na solucéo avaliadora. O aumento da
viscosidade do meio diluidor tem sido relatado como uma barreira fisica ao
movimento espermatico. Bandeira (2011) observou uma reducéao significativa
(p<0,05) dos parametros MP, VCL, VSL, VAP e ALH, em virtude da
viscosidade do meio testado.

Conclusoes

A centrifugacdo da palheta de sémen congelado de carneiros apds
descongelacdo a uma forca centrifuga de 1200 rpm (217 g) durante dez
minutos promove um aumento na velocidade cinética e ndo afeta a proporcao
de células com motilidade total e progressiva, linearidade e retilinearidade dos
espermatozoides, podendo ser utilizada como estratégia de reconcentracao
espermatica para reducédo do volume da dose inseminante e de refluxo seminal
nas inseminacdes cervicais.
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