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CRIOPRESERVACAO DO SEMEN OVINO EM
PELLETS COM ETILENO GLICOL!

ETHYLENE GLYCOL FOR FREEZING RAM SEMEN IN PELLETS
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RESUMO

Com a finalidade de avaliar a eficdcia do etileno glicol
para a preservagdo do sémen ovino, utilizou-se 16 pools de sémen,
sendo cada um dividido em quatro aliquotas com concentragbes de
0,3M, 0,5M e 0,7M de etileno glicol para comparagdo com 0,72M
de glicerol. 4 avaliagdo do sémen por teste de termo-resisténcia
demonstrou que a motilidade inicial, final e vigor final foram
semelhantes para 0,5M de etileno glicol e 0,72M de glicerol, e
superiores aos demais tratamentos. No entanto, o grupo que utilizou
o etileno glicol em 0,5M proporcionou uma melhor protegédo
acrossomdtica. Setenta ovelhas divididas em trés grupos (etileno
glicol 0,5M, glicerol 0,72M e sémen fresco), foram submetidas a
sincronizagdo de cios, inseminagdo, pela via cervical e diagnéstico
de gestagdo aos 45 dias de gestagdo por ultra-sonografia. Ndo
foram observadas diferencas significativas entre o grupo do etileno
glicol com os do sémen fresco e glicerol, porém verificou-se
diferenca entre os grupos do sémen fresco e do glicerol. Consideran-
do os resultados obtidos, conclui-se que o etileno glicol utilizado na
concentragdo de 0),5M propicia motilidade e vigor semelhantes ao
glicerol (0),72M), porém proporciona uma melhor protegdo acrosso-
matica.
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SUMMARY

The aim of the present study was to verify the efficiency
of ethylene glycol for freezing ram semen. A total of 16 pools of
semen was used and each pool was divided in four fractions, which
were frozen with ethylene glycol (in concentration of 0.3M, 0.5M or
0.7M) or glycerol (0.72M; control group). The percentage of motile
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spermatozoa after thawing (initial motility) and afier 5 hour of
incubation at 37°C (final motility) as well as the final sperm vigor
were similar after freezing with ethylene glycol (0.5M) and glycerol
(0.72M). The other concentrations of ethylene glycol resulted in

lower sperm motility and vigor. However, ethylene glycol, in the
concentration of 1).5M, was able to increase the number of sperm

with intact acrosomes. Seventy ewes were divided into three different
treatments (ethylene glycol-0.5M, glycerol-0.72M and fresh semen).

The estrous were synchronized and the ewes were inseminated by
cervical technique. Forty-five days after finishing the artificial
insemination program, pregnancy diagnosis was performed by
ultrasound. The pregnancy rate was similar when the ethylene glycol
treatment group was compared to the glycerol and fresh semen.

However, the percentage of pregnancy was higher in the group of
ewes inseminated with fresh semen than with semen frozen with

glycerol (p<0.0003). Considering these results, we can conclude that
ethylene glycol in a concentration of 0.5M is efficient for freezing

ram semen, allowing post-thaw sperm motility similar to glycerol
(0.72M) but with higher number of intact acrosomes.

Key words: ethylene glycol, frozen semen, sheep.

INTRODUCAO

A melhoria da qualidade do sémen ovino
congelado tem sido motivo de muitas pesquisas,
visando o aumento dos indices de nascimento de
ovelhas inseminadas pela via cervical. Esta técnica
torna o emprego do sémen mais acessivel, reduzindo
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os custos e a necessidade de méo-de-obra
especializada requeridas pela inseminagio intra-uterina
utilizando a laparoscopia. A partir da utilizagdo do
glicerol como crioprotetor, as pesquisas sobre
congelagdo de sémen tiveram um grande avango,
porém na espécie ovina o sémen congelado utilizado
pela via cervical ainda nfo proporciona resultados
satisfatorios, devido a alteragbes bioquimicas e
moleculares espermaticas ocorridas durante o processo
de congelagdo e descongelagdo, redugdo do tempo de
sobrevivéncia e falha de transporte apos deposi¢do no
sistema genital da ovelha.

A criopreservagdo atinge diretamente a
membrana plasmatica dos espermatozoides, nas
interagdes entre seus componentes através da
influéncia das diversas etapas de resfriamento,
congelagdo e descongelagdo (PARKS & GRAHAM,
1992). A origem do comprometimento permanece
incerta, mas algumas evidéncias sugerem que a
membrana espermatica fica afetada no reordenamento
lipidico desde o resfriamento até o reaquecimento,
desorganizando as associagSes lipo-proteicas, as quais
sdo indispensdveis para o seu funcionamento. As
membranas celulares, incluindo P dos
espermatozoides, também sdo afetadas durante a
congelagio e descongelagdo, através da adi¢do do
crioprotetor, das altera¢Ses volumétricas, associadas a
distensdo e contragdo em resposta a solugdes
hiperosmoticas, da desidratagdo induzida pela
congelagdo, da elevada concentragdo de solutos e da
formagdo de gelo intracelular (WEITZE &
PETZOLDT, 1992).

A congelagio e a descongelagdo do sémen
determinam marcadas alteragdes na estrutura da
membrana, redugdo do transporte espermatico e sua
viabilidade no sistema genital das ovelhas
(MATTNER et al, 1969; LIGHTFOOT &
SALAMON, 1970; VALCARCEL et al., 1994). Apos
a descongelagfo, o percentual de membranas integras
fica reduzido em 70% e foi encontrada uma correlago
positiva entre este percentual de membranas integras
imediatamente apods a descongelagdo e a motilidade
apos 8 horas de incubagio a 37°C (VALCARCEL et
al., 1994). Outros autores consideram que somente 10
a 20% das células espermdticas continuam
competentes para a fecundagfio, apds a descongelagio.
Isto tem sido sustentado através de experimentos
comparativos, utilizando inseminagdes com sémen
fresco e congelado (SALAMON & MAXWELL,
1995b).

Os crioprotetores podem ser classificados
em intracelulares, constituidos de moléculas pequenas
requerendo maior concentragio e extracelulares,
constituidos de moléculas grandes e que requerem uma

menor concentragdo para que protejam as células
contra as crioinjurtas (MERYMAN, 1971). O glicerol,
o DMSO (dimetil suféxido), o 1,2-propanodiol € o
etileno glicol, sdo intracelulares. Os extracelulares so
constituidos de grandes moléculas de agucar como a
sacarose, rafinose, proteinas e liproteinas contidas no
leite, gema de ovo e soro sangilineo (RODRIGUES,
1992).

O glicerol ¢ conhecido como protetor contra
danos durante a criopreservagdo (POLGE et al., 1949),
€ a sobrevivéncia dos espermatozdides em baixas
temperaturas depende de sua concentragdo no meio
(JONES, 1969, COLAS, 1975, WATSON &
MARTIN, 1975; NEVES, 1980, JOSHI, 1990). O
mecanismo pelo qual ele protege as células ndo estd
completamente esclarecido. A hipdtese mais provavel
€ que sua agfo mais efetiva ocorra ao nivel extracelular
(AMANN & PICKETT, 1987) sendo possivel a
congelagfio do sémen ovino logo apds a sua adigéo
MATOS et al, 1992). Contrariamente,
BERNDTSON & FOOTE (1972) sugerem que ocorra
uma rdpida  penetragdo do  glicerol  nos
espermatozoides. A presenga de glicerol durante a
congelagdo diminui a concentragio de sais no interior
do espermatozéide, esperando-se com isso que ele
auxilie na estabilizagdo da membrana plasmatica, pois
esta alta concentragdo € nociva a membrana (HOLT et
al. 1992).

O etileno glcol ¢ um crioprotetor que
despertou interesse para a congelagio do sémen ovino
e quando utilizado na concentragio de 1,5% e 2,0%
mostrou-se  semelhante ao glicerol (3,5%). A
fertilidade do sémen congelado em meio composto de
citrato, lactose e gema de ovo com 1,75% de etileno
glicol ou 3,5% de glicerol foi de 22%, para ambos os
tratamentos (PLATOV, 1965). Quando utilizado na
concentragdo de 5% foi inferior ao glicerol (5%). O
sémen congelado em pellets utilizando 1,75% e 3,5%
de etileno glicol teve melhor resultado que o glicerol
em iguais concentragdes, porém a concentragio de
etileno glicol que melhor protege os espermatozoides
foi de 1,5% (SALAMON & MAXWELL, 1995a). A
utilizago do sémen equino propiciou resultados
semelhantes ao glicerol, quanto a motilidade e vigor,
no entanto os indices de prenhez foram melhores
quando foi utilizado o etileno glicol (MERCANTE et
al, 1995; NEVES NETO et al, 1995). Atualmente os
estudos com etileno glicol tem se concentrado no
dmbito da criopreservagdo de embrides, permitindo
bons resultados de prenhez e facilitando a
descongelagdo (VOELKEL, 1992ab; VISINTIN ef al.,
1995ab). Este trabalho foi desenvolvido com o
objetivo de avaliar a eficacia do etileno glicol para
preservagdo do sémen ovino.
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MATERIAIS E METODOS

Utilizaram-se trés cameiros da raga Ile de
France € um da 3/4 Romney Marsh + 1/4 Merino
Booroola, todos com 3 anos de idade, em bom estado
nutricional e aptos para a reprodugfo. Durante os
experimentos, os animais foram mantidos em estabulos
individuais num regime de semi-confinamento e
submetidos a um regime de duas coletas de sémen por
dia, duas vezes por semana. Os ejaculados, para
formagio de um "pool", foram obtidos com vagina
artificial e colocados em banho-maria a 30°C, sendo
avaliados quanto ao volume (m¢), turbilhdo (1-3
cruzes), motilidade (%), vigor (1-5) e concentragio
espermatica. Procedeu-se também a tomada de uma
amostra de sémen para avaliagio da morfologia
espermatica.

Foram utilizados somente os ejaculados
com os seguintes padrdes minimos: volume 0,5m¢,
turbilhdo nivel 2, motilidade de 65%, concentragio de
3 x10%mm? (cremoso fino) e 80% de espermatozoides
morfologicamente normais. A avaliagdo da integridade
de acrossomo e da morfologia espermética foram
realizadas em preparagdo Gmida em microscopio de
contraste de fase (1000x). Foram contados um total de
100 espermatozoides por amostra. As demais
avaliagdes foram realizadas em microscopio com
iluminagdo convencional.

O congelamento do sémen foi em pellets,
com volume de 1304 comrespondendo a uma
minima  de 100 x 10¢
espermatozdides/mm?, a partir da diluigdo de uma
parte de sémen para trés partes de diluente, conforme
técnica desenvolvida por EVANS & MAXWELL
(1987). A congelagdo do sémen foi realizada em placa
de acrilico de 4mm de espessura a uma distdncia de
3c¢m acima do nivel do nitrogénio liquido.

concentragio

Para os estudos in vitro, foram constituidos
quatro grupos, conforme o crioprotetor utilizado e sua
concentragiio. Cada pool de sémen, constituido por
quatro ejaculados dos diferentes carneiros utilizados,
foi dividido em quatro aliquotas, as quais foram
diluidas com solugo estoque adicionada do
crioprotetor (0,3M, 0,5M ou 0,7M de etileno glicol ou
0,72M de glicerol - grupo controle). A solug@o estoque
for composta de 3,87g de Tris (Hydroximethil)
aminometano;, 0,533g de glicose; 2,123g de acido
citrico, 16m¢ de gema de ovo; 100.000Ul de
penicilina; 100mg de estreptomicina; dgua tri-destilada
e deionizada até 100m¢  (EVANS &
MAXWELL,1987). Cada pellet foi constituido com
uma concentragdo minima de 100 mlhdes de
espermatozoides.

A descongelagdo do sémen ocorreu sempre
24 horas apds sua congelagdo, em banho-maria 37°C,
em um tubo de ensaio contendo 0,39m¢ de citrado de
sodio a 2,94%, com o cuidado de agitar o tubo até o
completo descongelamento. Foram avaliadas a
motilidade e o vigor logo apés o descongelamento e
ap6s 5 horas de incubagdo, assim como a morfologia
do acrossomo logo apos a descongelacio.

Para a inseminagdo artificial foram
utilizadas 70 ovelhas da raca Ideal com idade entre 2
e 3 anos, as quais tiveram ciclo sincronizado com
esponjas Intra-vaginais (50mg de acetato de
progesterona) € ovulagdo induzida com eCG (500UT)
aplicado via intramuscular. Utilizou-se sémen
criopreservado com etileno glicol (0,5M) ou glicerol
(0,72M) por deposigio cervical superficial utilizando
uma pipeta de vidro (EVANS & MAXWELL, 1987),
na qual foi acoplada uma seringa para aspiragéio e
deposigdo do sémen. Cada dose de sémen contintha um
minimo de de 200x10° de espermatozoides,
correspondendo a dois pellets. O sémen fresco foi
obtido com vagina artificial, avaliado e mantido a 30°C
até o momento de sua aplicagdo. A inseminagio foi
realizada em média 12 horas apés detecg@io do clo,
mediante a deposigdo cervical superficial.

O experimento foi desenvolvido em blocos
inteiramente casualizados, sendo que cada "pool" de
sémen utilizado no experimento (n = 16) foi
considerado um bloco. Tendo em vista que os
resultados obtidos foram em percentagem, os dados
foram transformados pelo PROC RANK no programa
estatistico SAS (1988), para usar um modelo de analise
estatistica paramétrico. Os resultados encontrados nos
diferentes tratamentos foram comparados usando o
seguinte modelo aditivo para o delineamento
experimental em blocos casualizados:

Yo=n+o+p+ey

onde Y}, foram as percentagens transformadas obtidas
pelos tratamentos nos diferentes experimentos, u foi a
constante comum a todas as observagdes, o foram os
efeitos dos tratamentos, f3; foram os efeitos dos blocos,
e g foi o efeito residual. As médias foram comparadas
pelo contraste do método dos minimos quadrados
ponderados no PROC GLM (SAS, 1988).

As percentagens de prenhez obtidas com
sémen fresco, congelado com glicerol ou etileno glicol
foram analizadas por qui-quadrado. Os resultados dos

tratamentos foram comparados utilizando a analise de
contraste no PROC CATMOD (SAS, 1988).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 estdo expressos os valores de
motilidade e vigor logo apds o descongelagdo, no final
do teste de termo-resisténcia lento, assim como o
percentual de acrossomos alterados imediatamente
apos o descongelagdo. A concentragdo de etileno glicol
de 0,5M propocionou os melhores resultados, pois
além da mesma motilidade espermaitica observada no
grupo controle (glicerol), proporcionou uma melhor
protego acrossomatica. Os grupos do glicerol e 0,7M
de etileno glicol caracterizaram-se por uma alta
percentagem de alteragdes de acrossomo, diferindo
(P<0,05) das outras duas concentragdes de etileno
glicol. Tanto a motilidade como o vigor, observados
nos diferentes momentos de avaliagdo espermatica,
ndo apresentaram diferengas (P>0,05) entre os grupos
do glicerol e de 0,5M de etileno glicol.

Os resultados indicaram que 0,5M de
etileno glicol for capaz de manter uma motilidade
inicial semelhante a do glicerol (P=0,443) e promover
uma melhor protegdo do acrossomo (P<0,0001),
indicando que a sua capacidade de crioprotegio foi
superior a do glicerol. O etileno glicol (0,3M)
representa 1,7% do diluente, ficando na concentragio
considerada por SALAMON & MAXWELL (1995a)
a ideal. Neste experimento, a utilizagio de 0,3M
proporcionou os melhores percentuais de preservagio
acrossomatica, porém ndo diferiu de 0,5M (P>0,146),
que mostrou-se superior em motilidade inicial
(P>0,0001) ¢ ao final do periodo de incubagio
(P>0,0001), sendo o mesmo efeito observado no vigor.
Quando o etileno glicol foi utilizado na maior
concentragdo  (0,7M = 3.9%), apresentou o pior

desempenho, tanto em motilidade e vigor, quanto em
alteragdes de acrossomo. Outros experimentos
comparando glicerol e etileno glicol em concentragdes
idénticas (5%), demonstraram uma superioridade do
glicerol (SALAMON, 1968). Resultados similares
foram observados neste experimento, onde foi
encontrada uma diminui¢do significativa da eficiéncia
do etileno glicol, na maioria dos pardmetros estudados,
quando as concentragdes foram superiores a 0,5M
(2,8%). Assim, pode-se determinar que sdo necessarias
menores concentragdes de etileno glicol do que de
glicerol para obter indices ideais de criopreservagio
do sémen ovino. A propriedade do etileno glicol em
melhor preservar o acrossomo, pode significar também
uma melhor preservagdo de outras estruturas dos
espermatozoides, como o nucleo, cuja integridade ¢
indispensavel ~para que ocorra um perfeito
desenvolvimento embrionario e que a gestagio chegue
a termo. Isto pode explicar porque em equinos, onde o
glicerol e o etileno glicol foram semelhantes em
motilidade e vigor, houve superioridade em prenhez
quando o crioprotetor utilizado foi o etileno glicol
(MERCANTE et al,1995; NEVES NETO et al,
1995).  Este fato ¢ importante, pois a utilizagio de
sémen congelado na espécie ovina proporciona uma
maior perda embrionaria (MIES FILHO, 1987:
MORAES, 1992) .

A melhor prote¢do do acrossomo com a
utilizagdo do etileno glicol (0,5M), pode ser explicada
pela sua velocidade de penetragdo. O etileno glicol
penetra mais rdpido na célula, o que podera
proporcionar uma diminuigo da alta concentragdo de
sals no interior do espermatozoide. Esta alta
concentragdo de sais € nociva a membrana espermatica
(HOLT et al 1992). Os
efeitos do glicerol sobre o
espermatozoide tem  sido
motivo de varias pesquisas,
porém ainda ndo se conseguiu
bons indices de nascimento de
cordeiros em programas de
inseminagdo  cervical, uti-
lizando este crioprotetor com
os atuais diluentes. O po-
tencial do etileno glicol em
melhor proteger a membrana
celular faz acreditar que com
esse crioprotetor as chances
em obter sucesso através da
inseminagdo  cervical  sdo
maiores, pois permitiria uma
maior  sobrevivéncia  es-
permatica, considerando as
correlagdes ja estudadas sobre
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integridade de acrossomo e motilidade espermatica
(BARNABE et al. 1981).

A inseminagdo artificial serviu de um
indicativo de que o etileno glicol (0,5M) pode propor-
cionar melhores resultados que o glicerol na insemina-
¢do cervical ovina, como mostra a Figura 1. No
entanto, esta tecnologia ainda ¢ um desafio, pela
complexidade do assunto, onde a verdadeira causa da
instabilidade dos resultados ndo esta bem definida, ou
seja, se ela tem origem na manipulagdo do sémen
doado pelo macho, na complexa estrutura cervical, no
transporte espermatico na fémea ou associagdo destes
fatores. O etileno glicol (0,5M) propiciou melhores
resultados que o glicerol (0,72M), principalmente no
que se refere a preservagdo do acrossomo, estrutura
indispensavel no momento de fecundago.

Conclui-se que o sémen ovino pode ser
congelado utilizando como crioprotetor o etileno
glicol, que quando utilizado na concentragdo de 0,5M
proporciona motilidade e vigor semelhantes a do
glicerol, porém com uma melhor prote¢do acrossoma-
tica.

70 _ .
axb-x2-2,83; 1GL; p=0,0920 n=23114
60 1|4 x ¢ = x*=8,72; 1GL; p=0,0003 ]
50 bxc=x*=2,14; IGL; p=0,1436
n=23/9"
% 40
30
20 n=24/4*
10
0 +
Glicerol Etileno Glicol Fresco
Tratamentos
Figura | - Efeito de dois crioprotetores em comparagdo com o

sémen fresco na percentagem de prenhez de ovelhas
inseminadas pela via cervical superficial.
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