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RESUMO: Objetivando avaliar a influéncia individual do carneiro deslanado so-
bre o grau de congelabilidade dos seus ejaculados e a taxa de fertilidade ap6és
inseminacao artificial laparoscopica em tempo fixo (ILTF), foram utilizados nove
reprodutores e 80 ovelhas deslanadas, previamente selecionados. Dez amos-
tras de sémen de cada reprodutor foram congeladas utilizando o diluidor Fiser.
As fémeas foram submetidas a sincronizagdo do estro utilizando o programa
Crestar®, quando se utilizou ¥4 do implante auricular impregnado com 0,75 mg
de Norgestomet, associado & administracéo de 0,75 mg de Norgestomet + 1,5
mg de Valerato de estradiol, via i.m. No momento da retirada dos implantes, dez
dias ap0s sua colocagdo, administrou-se 250 U.l. de eCG e 60ug de cloproste-
nol, por via i.m. As ovelhas foram inseminadas por laparoscopia em tempo fixo,
entre 55 e 60 horas ap6s a remoc¢ao dos implantes, utilizando-se 75 milhdes de
espermatozoides totais/ovelha. O diagndstico de gestacgéo foi realizado através
de exame ultra-sonografico, 40 dias ap6s a ILTF. Os reprodutores classificados
como de alta, média e baixa congelabilidade apresentaram 80,00%, 70,00% e
53,33% de seus ejaculados aprovados, respectivamente. Nao houve diferenca
significativa (P>0,05) na motilidade individual progressiva (MIP), pés-desconge-
lacdo, entre os grupos de alta, média e baixa congelabilidade do sémen. A taxa
de gestacdo nao diferiu estatisticamente (P>0,05) utilizando-se sémen de car-
neiros com diferentes niveis de congelabilidade. Observou-se variacdo na taxa
de fertilidade de cada reprodutor (P<0,05), independente do grau de sensibilida-
de do sémen a criopreservacdo. Conclui-se que existe variacdo individual no
grau de congelabilidade do sémen de ovinos deslanados, todavia este fator ndo
interfere na fertilidade das ovelhas submetidas ILTF. Por outro lado, o reprodutor
exerce influéncia na fertilidade apos ILTF.

Termos para Indexacao: inseminacéao laparoscopica, motilidade, taxa de ges-
tacédo, vigor.

INDIVIDUAL VARIATION INFLUENCE ON SEMEN FREEZABILITY
AND IN VIVO FERTILITY OF HAIR SHEEP

ABSTRACT: Aiming to evaluate the individual influence of hair rams on freezability
levels of its ejaculates and fertility rate after fixed time laparoscopic artificial
insemination (ILTF) were used nine rams and 80 hair ewes, pre-selected. Ten
samples of semen from each ram were frozen using Fiser extender. The females
were submitted to estrus synchronization by Crestar® program, when were used
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Y4 of ear implant impregnated with 0.75 mg of Norgestomet, associated to 0.75
mL of Norgestomet + 1.5 mg of Estradiol valerate, i.m. When the implants were
removed, ten days later insertion, it was i.m. injected, 250 |.U. of eCG and 60ug of
cloprostenol. The ewes were inseminated by laparoscopy in fixed time 55 to 60
hours after implants withdrawal, using 75 millions of overall spermatozoa/ewe.
The pregnancy diagnosis was made by ultrasonography, 40 days after ILTF. The
rams classified as high, intermediate and low freezability had 80.00%, 70.00%
and 53.33% of approved ejaculates, respectively. There was no statistical difference
(P>0.05) on post-thaw individual progressive motility among groups of high,
intermediate and low semen freezability. The pregnancy rate did not show statistical
difference (P>0.05) using semen from different freezability levels rams. It was
observed fertility variation by ram (P<0.05), despite their freezability sensitivity. In
conclusion, there is individual variation on hair sheep semen freezability; however,
this fact do not interfere on fertility after ILTF. By the other hand, the ram exert

83

influence on fertility after ILTF.

Index Therms: laparoscopic insemination, motility, pregnancy rate, vigor.

INTRODUCAO

A inseminacéo artificial (I.A.), quando
criteriosamente trabalhada, apresenta-se
como ferramenta valiosa para difusdo do
patrimdnio genético superior de reproduto-
res, em virtude de sua relativa simplicidade
de execucdo em relacdo as demais biotéc-
nicas reprodutivas. Além disso, a |.A. favo-
rece a diminuicéo ou eliminag&o dos repro-
dutores na propriedade, além de minimizar
o risco de disseminacéo de doencas sexu-
almente transmissiveis, sendo a utilizacdo
de sémen criopreservado um fator funda-
mental para a sua utilizagdo em grande
escala.

Entretanto, um problema de importan-
cia prética na industria de criopreservacao
de sémen é a existéncia de animais deno-
minados de boa e ma congelabilidade. In-
dependente da qualidade seminal prévia, o
sémen de certos individuos séo congela-
dos com menos crioinjdrias do que de ou-
tros (WATSON, 1995). A variacdo na con-
gelabilidade de sémen de carneiros foi de-
monstrada por Mies Filho et al. (1986) e
Windsor (1997), podendo ser influenciada
pela concentragdo espermatica na palhe-
ta, composicao do diluente (D’ALESSAN-
DRO et al., 2001) e estacdo do ano
(D’ALESSANDRO e MARTEMUCCI, 2003).

Associada as caracteristicas de con-
gelabilidade, varios testes laboratoriais vém

sendo conduzidos com o objetivo de predi-
zer a fertilidade potencial de determinadas
amostras de sémen ou reprodutor a ser uti-
lizado para inseminacéo artificial, apesar da
pequena correlagéo entre 0s seus respec-
tivos resultados (RODRIGUEZ-MARTI'N EZ,
2003).

Problemas de fertilidade também tém
sido relacionados aos protocolos utilizados
para sincronizagdo do estro de ovelhas e
cabras. Rubianes e Menchaca (2004) res-
saltaram que a utilizac&o de protocolos lon-
gos (14 ou 21 dias) seria responsavel por
concentracdes séricas “subluteais” de pro-
gestageno, mantendo por tempo demasia-
do longo o foliculo dominante e promoven-
do o envelhecimento do ovdcito. Dessa for-
ma, tem se utilizado protocolo com menor
periodo de duragéo que, em ovelhas desla-
nadas, ndo apresentou diferenca significa-
tiva na proporgéo de fémeas com manifes-
tagéo clinica de estro (SILVA et al., 2004).

Neste trabalho objetivou-se avaliar a in-
fluéncia individual de carneiros deslanados
sobre o grau de congelabilidade dos seus
ejaculados e a taxa de fertilidade apds in-
seminacao laparoscopica em tempo fixo
(ILTF).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados nove reprodutores ovi-
nos, da raga Santa Inés, com idade entre
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12 e 18 meses, previamente selecionados.
Os animais eram criados em regime semi-
intensivo, sendo suplementados com 500g
de concentrado/animal/dia.

Para I.A., foram utilizadas 80 fémeas,
nuliparas e pluriparas, sexualmente madu-
ras, criadas em condicbes extensivas. As
ovelhas foram pré-selecionadas de acordo
com a condicéo corporal (0-5), cronologia
dentaria e exame clinico-ginecoldgico, in-
cluindo ultra-sonografia para diagndstico de
gestacao, tendo sido repetido apés 30 dias,
e descartadas aquelas que apresentaram
escore corporal inferior a dois, perda de
dentes ou gestantes. Tanto 0s carneiros
quanto as matrizes tiveram acesso a agua
e sal mineral ad libitum.

Foram colhidas 10 amostras de sémen
de cada reprodutor com auxilio de vagina
artificial, diariamente, divididas em dois pe-
riodos de 5 dias, com intervalo de 2 dias
entre eles. Asegquir, o ejaculado foi avaliado
quanto a turbilhonamento (0-5), através da
colocacdo de uma gota de sémen em la-
mina previamente aquecida, seguido pela
analise da motilidade individual progressi-
va (MIP; 0,00-100,00%), que consistiu na
colocacéo de uma gota de sémen pré-dilu-
ida, em lamina aquecida a 37 °C. Aconcen-
tracdo espermética (em bilhdes de esper-
matozoéides/mL) foi determinada em Cama-
ra de Neubauer, apés diluicdo de uma ali-
quota de sémen, na propor¢cado de 1:200,
em solucdo fisiolégica formolizada a 1,00%.

Apoés avaliacdo e aprovacdo dos eja-
culados a fresco, os mesmos foram
criopreservados utilizando-se o diluente
Fiser em duas fragBes, com concentracdo
final de 6,00% de glicerol, de forma a obter
doses inseminantes de 75 x 10° de esper-
matozoides totais/0,25 mL. A primeira fra-
¢ao do diluente foi adicionada as amostras
do sémen na temperatura de 35 °C e, em
seguida, os ejaculados diluidos foram con-
duzidos a refrigeracéo durante 90 minutos
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até atingirem a temperatura de 5 °C. Apé6s
adicdo da segunda fragcdo do diluente, as
amostras foram envasadas e permanece-
ram sob refrigeracdo, por 10 minutos, até
atingirem a temperatura de 0 °C. Posterior-
mente, as palhetas foram colocadas em
uma rampa, 3 centimetros acima do nivel
de nitrogénio liquido (NL,), durante 10 mi-
nutos, sendo imediatamente imersas no
NL, e armazenadas em botijoes
criobiolégicos.

Uma semana apos a criopreservagao,
as amostras foram descongeladas a tem-
peratura de 36 °C, durante 30 segundos, e
avaliadas quanto a MIP e vigor espermati-
€0, em microscoépio de contraste de fase®
(aumento 400X), pelo mesmo técnico, ao
longo de todo o experimento. Foram apro-
vadas apenas as partidas que apresenta-
ram valores minimos de 30,00% e 3, para
a MIP e o vigor, respectivamente.

Apbs a andlise individual dos reprodu-
tores e visando agrupar os animais, de acor-
do com o nivel de sensibilidade dos seus
ejaculados a criopreservacao, analisou-se
0 percentual de partidas aprovadas ha ava-
liagéo pos-descongelagéo, tendo sido ime-
diatamente descartadas aquelas que nao
se enquadraram nos paradmetros minimos
de qualidade pré-estabelecidos.

Com o objetivo de estudar a taxa de
fertilidade in vivo do sémen ovino
criopreservado, realizou-se a sincronizagao
do estro das ovelhas através da utilizacédo
de progestageno®, quando se inseriu ¥ de
implante auricular impregnado com 0,75 mg
de Norgestomet, associado a administra-
¢doi.m. de 0,75 mg de Norgestomet + 1,25
mg de Valerato de Estradiol. Dez dias ap0s,
os implantes foram removidos e, nesse
momento, administrou-se 250 U.l. de go-
nadotrofina coribnica equina’ e 60 ug de
cloprostenol sodico?, por via i.m.

A |.A. laparoscopica foi efetuada entre
55 e 60 horas apds a remocao dos implan-
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tes das ovelhas, as quais foram agrupadas
e inseminadas com sémen criopreservado
de reprodutores com alta (Grupo 1; n = 28),
média (Grupo 2; n = 25) e baixa (Grupo 3; n
= 27) congelabilidade. Para distribuic&o das
fémeas, utilizou-se amostragem néo pro-
babilistica por conveniéncia, de forma a
cada grupo apresentar similar proporcao de
nuliparas e pluriparas, bem como condigéo
corporal média aproximada.

As doses inseminantes foram consti-
tuidas por 75 milhdes de espermatozdides
totais, sendo depositados metade em cada
corno uterino. A distribuicdo das fémeas no
momento da inseminacdo seguiu um pa-
dréo de alternancia entre grupos de diferen-
tes graus de sensibilidade dos ejaculados
e reprodutores do mesmo grupo, de forma
que um mesmo reprodutor sé foi reutilizado
apos inseminacado com sémen provenien-
te de todos os outros carneiros utilizados
no experimento. Vale ressaltar que no mo-
mento da inseminac&o artificial ndo foi ava-
liado o status ovariano, visando observar
foliculos ou corpos luteos.

O diagndstico de gestacéao foi realiza-
do 40 dias apés a ILTF, através da realiza-
¢&o de exames ultra-sonograficos utilizan-
do aparelho de marca Pie Medical®, com
transdutor linear na freqiéncia de 6 MHz,
por via trans-retal. A taxa de fertilidade foi
obtida utilizando a seguinte equacao:

9 Modelo Falco 100, Holanda

N° de ovelhas gestantes

N°total de ovelhas inseminadas

Os dados obtidos foram comparados
utilizando-se analise de proporgédo e ANOVA,
com grau de significancia de 5,00% e a
comparacgdo das médias foi efetuada atra-
vés da Diferenca Minima Significativa
(DMS), calculada utilizando o teste t. Todos
os dados de MIP foram transformados pela
técnica do arco seno e reavaliados estatis-
ticamente.

Taxa de fertilidade = X 100

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base no percentual de ejaculados
aprovados pés-descongelacao, os reprodu-
tores foram divididos em trés grupos (alta,
média e baixa congelabilidade), cada um
constituido por trés animais, corresponden-
do ao grau de sensibilidade das suas amos-
tras de sémen a criopreservacdo. Dessa
forma, observou-se que os reprodutores
classificados como de alta, média e baixa
congelabilidade apresentaram 80,00, 70,00
e 53,33% de suas amostras aprovadas,
respectivamente.

O percentual de MIP dos espermato-
z6ides ndo constatou diferenca estatistica
entre os grupos de alta (34,00 + 14,76 %),
média (33,17 + 17,49 %) e baixa congelabi-
lidade (28,17 £ 15,78 %), assim como quan-
do foi avaliado esse parametro por carnei-
ro (Tabela 1).
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Tabela 1 — Percentuais médios e desvios padrao de motilidade espermatica individual
pés-descongelagéo (X + DP) de carneiros de alta (G1), média (G2) e baixa
(G3) congelabilidade do sémen e taxa de gestagéo de ovelhas inseminadas
por laparoscopia em tempo fixo com sémen descongelado proveniente de
carneiros deslanados com diferentes graus de congelabilidade

Motilidade espermatica/carneiro

Congg?ubpilci)dade/ Carneiro pés-desg_()r-lgglsgéo Ges;t/?géo

32,00 + 16,19 (0/10) 0,00d

G1 35,00 + 15,81 (1/8) 12,50ce
35,00 + 12,69 (2/10) 20,00bef

Média do G1 34,00 + 14,76 (3/28)10,71

G2 35,50 + 17,33 (1/7) 14,29cf

5 35,50 + 18,63 (5/10) 50,00a

30,05 + 18,02 (2/8) 25,00be

Média do G2 33,17 £ 17,49 (8/25) 32,00

53 32,00 + 16,87 (1/10) 10,00c

27,00 £ 18,29 (1/9) 11,11¢c

25,50 £ 12,57 (2/8) 25,00be

Média do G3 28,17 £ 15,78 (4/27) 14,81

Média Geral 30,40 + 16,23 (15/80) 18,75

Valores seguidos de letras distintas, na mesma coluna, indicam diferenca

significativa (P<0,05), pelo teste t.

A influéncia do fator individual na con-
gelabilidade dos ejaculados de ovinos ob-
servada nesse estudo ja havia sido detec-
tada por varios autores. Tasseron et al.
(1977) relataram o aproveitamento de ape-
nas 33,00 % dos reprodutores utilizados em
pesquisa sobre congelacéo, enquanto Cano
(1984) classificou, para aproveitamento na
inseminagao artificial, os reprodutores como
de alta e baixa sensibilidade a congelacéo.
Em virtude disso, Cochran et al. (1985) en-
fatizaram a necessidade de avaliacéo preé-
via, tanto do individuo quanto dos ejacula-
dos de um mesmo animal, visando a sua
utilizacdo na I.A.

Essa variagéo individual no processo
de congelacéo do sémen de reprodutores
pode estar relacionada as caracteristicas

Ciénc. vet. trop., Recife-PE, v.7, n° 2 e 3, p. 82-89

bioguimicas do plasma seminal em diferen-
tes ejaculados, em virtude de variarem de
acordo com a proporcdo das secrecdes
provenientes das diferentes glandulas
acessorias, modificando a resposta celu-
lar durante a criopreservacdo bem como in-
terferindo na fertilidade (WINDSOR, 1997).

Neste experimento, os ejaculados fo-
ram colhidos e processados sob as mes-
mas condic¢des, avaliados pelo mesmo téc-
nico, além de todos os reprodutores terem
sido submetidos ao mesmo sistema de
manejo, enfatizando a existéncia de fato-
res intrinsecos ao animal que possam ter
determinado variacdo no grau de congela-
bilidade de suas amostras.

Apesar da variabilidade de congelabili-
dade de seus ejaculados, a taxa de gesta-
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¢do nao diferiu estatisticamente (P>0,05)
entre os grupos de ovelhas submetidas a
ILTF com sémen proveniente de carneiros
com alta (10,71 %), média (32,00 %) e bai-
xa (14,81 %) congelabilidade (Tabela 1),
demonstrando que, nestas condicbes ex-
perimentais, as amostras aprovadas apos
descongelagdo ndo influenciam nos indices
de fertilidade. Além do fato de haver sido
utilizadas ovelhas com condi¢do corporal
dentro do limite satisfatério (2,5-3,5), eviden-
ciando que esse parametro nao deve ter
exercido influéncia sobre a taxa de gesta-
¢do, uma vez que néo diferiram (P>0,05)
entre os grupos de fémeas inseminadas
com sémen de reprodutores classificados
com alta (3,00 + 0,67), média (3,00 + 0,65)
e baixa congelabilidade (2,89 + 0,64).

Na literatura, indices de fertilidade apds
inseminacdo por laparoscopia variam de
44,90% em ovelhas da raca Churra (ANEL
etal., 2005) a 71,60% em lanadas (HILL et
al., 1998), e inseminadas entre 10 e 12 ho-
ras ap0s observagao de estro.

A taxa de gestacao baixa pode ter como
provavel causa o indice reduzido de sincro-
nizac&o do estro observado nos estudos de
Moses et al. (1997), em virtude de que, ao
se trabalhar com inseminagéo artificial em
tempo fixo, é importante ter controle sobre
0 momento da ovulacdo. Em situacdes
onde nao existe sincronia entre o tempo de
ovulagéo e a inseminagéo artificial, os es-
permatozoéides devem ser capazes de so-
breviver no trato genital da fémea por perio-
dos superiores a 24 horas e manter sua
capacidade de fertilizar o ovocito na tuba
uterina (CURRY, 2000). Todavia, sabe-se
que o sémen descongelado apresenta ace-
lerada capacitacdo (PEREZ et al., 1996),
assim como reducédo da heterogeneidade
(OLLERO et al., 1998) e da viabilidade es-
permatica no sistema reprodutor feminino,
dificultando a formacado de reservas
espermaticas no istmo da tuba uterina e
interferindo na sobrevivéncia espermética
no sistema genital da ovelha (CURRY,
2000). Esses fatores podem ter influencia-
do negativamente na fertilidade das ovelhas
deste trabalho, pois a provavel dispersao

do momento da ovulacéo dificultaria o en-
contro dos gametas ainda biologicamente
viaveis, de acordo com Salamon e Maxwell
(2000).

Além disso, a baixa taxa de gestacao
observada nas ovelhas pode estar relacio-
nada a concentracao de progestageno ad-
ministrado por implante auricular, sendo in-
suficiente para bloquear as ondas
foliculares e permitindo o envelhecimento
do ovdcito por excessivo crescimento e
persisténcia do foliculo dominante
(RUBIANES e MENCHACA, 2004).

Aforma de avaliagdo da motilidade tam-
bém pode ter influenciado o percentual de
gestacdo, uma vez que, quando analisada
de forma subjetiva, Grasa et al. (2005)
evidenciaram nao haver relagéo entre ferti-
lidade ap0ds inseminagdes intra-uterinas e
motilidade espermatica do sémen fresco de
ovinos, enquanto Januskauskas et al.
(2003) constataram correlacdo positiva e
significativa entre a motilidade, ap6s anali-
se computadorizada de amostras de sémen
de touros, e a taxa de fertilidade. Por con-
seguinte, os dados desse experimento po-
dem ser explicados pelo fato de que, em
virtude da MIP haver sido analisada de for-
ma subjetiva, a sua média pds-descongela-
¢ao nado apresentou diferenca estatistica in-
dividual ou entre os grupos de reproduto-
res (P>0,05), n&o interferindo no resultado
final de prenhez (Tabela 1).

Mesmo ndo havendo diferenca estatis-
ticamente significativa, o grupo de ovelhas
inseminadas com sémen proveniente de
carneiros com média congelabilidade apre-
sentou, em termos absolutos, uma taxa de
gestacao superior (32,00%) em relacéo as
fémeas inseminadas com sémen de repro-
dutores de alta (10,71 %) e baixa congela-
bilidade (14,81%). Objetivando melhor com-
preender esses achados, os dados foram
avaliados individualmente, por reprodutor
(Tabela 1), onde se observou que alguns
animais apresentaram fertilidade significa-
tivamente superior (P<0,05) em relacéo aos
outros.

A individualidade na capacidade fertili-
zante do sémen de diversas espécies do-
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mésticas tem conduzido pesquisadores a
buscar marcadores que possam predizer
a taxa de fertilizacdo através de parame-
tros morfoldgicos (MIES FILHO etal., 1986),
analises computadorizadas da motilidade
(EPPLESTON e MAXWELL, 1995) ou bio-
quimicas (FROMAN et al., 1987), associa-
dos a componentes do plasma seminal
(RONCOLETTA et al., 2004).

Dessa forma, apesar da variagdo indi-
vidual na fertilidade das ovelhas detectada
neste experimento corroborarem com re-
latos anteriores (EPPLESTON e MAX-
WELL, 1995; WINDSOR, 1997; HILL, 1998;
GRASA et al., 2005), outros estudos de
amostras de sémen através de marcado-
res especificos sdo necessarios para me-
Ihor identificar e predizer o grau de sensibi-
lidade de amostras de sémen de carneiros,
antes de serem utilizadas em programas
comerciais de L.A.

CONCLUSOES

Como carneiros deslanados apresen-
tam variacdo individual no percentual de
seus ejaculados aprovados apds descon-
gelacao, esta caracteristica ndo é um indi-
cador seguro de altos indices de fertilidade
das ovelhas submetidas a ILTF. Por outro
lado, alguns reprodutores podem apresen-
tar melhores indices de fertilidade, indepen-
dente do percentual de seus ejaculados
aprovados ap0s a congelacédo/descongela-
céo.
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