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1. INTRODUCAO

O atual crescimento da raca Crioula no Brasil possibilita investimentos em
biotecnologias, resultando em importante avanco genético para a raga. Dentro das
biotecnologias reprodutivas difundidas, a criopreservacdo de sémen € eficiente em
maximizar o uso de garanhdes geneticamente superiores, idosos ou ja falecidos.

A criopreservacdo de sémen é estudada desde a descoberta do agente
crioprotetor glicerol em 1949, porém os resultados referentes a conservacdo da
integridade do espermatozoéide ainda ndo sdo os desejaveis (BARKER & GANDIER,
1957).

Dentre os testes existentes para avaliacdo, a motilidade espermatica € um
dos principais métodos de avaliacdo fisica da preservacdo de espermatozoides e
constitui um elemento importante na estimativa da viabilidade espermatica (KENNEY
et al.,, 1983; VARNER et al.,, 1988; PICKET, 1992). A avaliacdo da motilidade
espermatica determina a percentagem de espermatozoides totais com movimento
em um ejaculado. Para se obter uma avaliacdo mais precisa € possivel avaliar a
motilidade progressiva que esta relacionada com alta fertilidade (PICKETT, 1992).

O objetivo deste trabalho foi avaliar as caracteristicas fisicas do sémen pré e
pos criopreservacdo de garanhdes da raca Crioula com diferentes idades em
distintas estac¢des do ano.

2. METODOLOGIA

Nove garanhdes da raca Crioula foram utilizados no estudo. Os animais foram
divididos em dois grupos de acordo com a idade, o grupo 1: pertence aos garanhdes
de até 10 anos de idade; e o grupo 2: garanhdes acima de 10 anos de idade. Estes
animais foram mantidos sob um regime regular de colheita de sémen sendo
consideradas duas estacdes do ano: os meses de outono/inverno e os meses de
primavera/verdo. Somou-se um total de 95 amostras submetidas a criopreservagéo e
analises.

As coletas de sémen foram realizadas utilizando vagina artificial modelo
Hannover (GOTZE, 1949). A temperatura interna da vagina artificial ficava entre 40°
C e 42° C, conforme adaptacéo do garanhao (MATTOS, 1995).

Inicialmente, para exame macroscopico do sémen, procedeu-se a avaliacao
do aspecto do ejaculado, que foi avaliado de acordo com sua consisténcia e
coloracdo. A segquir foi feita a separacdo da fracdo de gel, quando existente, com
pipeta Pasteur e filtragem da porcéo rica do sémen através de filtro especifico. O
volume do ejaculado foi determinado em proveta estéril.

A motilidade progressiva e a motilidade total dos espermatozoéides foi
registrada logo apos a filtragem do sémen. A avaliacdo das -caracteristicas,
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motilidade e vigor foi realizada de forma subjetiva pelo mesmo avaliador, conforme
método definido por Kenney et al. ,1983.

A motilidade progressiva foi avaliada pela percentagem de espermatozoides
que se movimentavam ativamente em circulos amplos e para frente. Considerou-se
como motilidade total a percentagem de espermatozoides que apresentavam
movimento. Para diminuir erros na observacdo, no minimo duas laminas eram
preparadas por amostra, sendo observados no minimo cinco campos em cada. Para
determinacdo da concentracdo espermatica utilizou-se contagem em camara
hematimétrica (Neubauer), segundo protocolo adaptado de Krause, 1996.

Para a criopreservacdo dos ejaculados, utilizou-se a técnica descrita por
PAPA et. al 2008. Como método de descongelacdo utilizava-se banho-maria a
temperatura regulada em 37°C e procedia-se com a imersdo das palhetas por 30
segundos. Apds submetia-se 0 sémen para exame fisico p6s descongelamento e
teste de termo-resisténcia rapido (TTR).

Para analise estatistica, foi utilizado o software Statistix 10. No teste de
Shapiro-Wilk as variaveis ndo apresentaram distribuicdo normal. Para comparacao
das variaveis dependentes foi utilizado o teste T (Two-sample). O nivel de
significancia foi atribuido aos valores de p<0,05. Os valores estdo expressos em
meédia + erro padrao da média (EPM).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliacao fisica do sémen, foi observado que os garanhdes do grupo 1,
demonstraram motilidade superior pré e pos criopreservacdo quando comparados
aos garanhdes do grupo 2, conforme descrito na tabela 1. Entretanto, em garanhdes
mais velhos (> 10 anos) houve maiores valores de concentracdo e motilidade pré e
pés criopreservacdo nos meses de outono e inverno em comparacdo aos garanhdes
jovens, conforme descrito na tabela 2.

Em relagdo ao protocolo de criopreservagdo utilizado em nosso estudo, 0s
resultados da avaliacdo dos parametros utilizando o sistema convencional foram
semelhantes aos descritos na literatura com utilizacdo de sistema automatizado.
Este achado demonstra que € um método de baixo custo e relativamente simples
para a avaliacdo na qualidade do sémen apos a criopreservacdo (MAZIERO et. al,
2013).

Foi observada motilidade média geral de 74,44% pré criopreservacao. Esta
média esta de acordo com o descrito por Hafez & Hafez, 2004, que descreve como
motilidade média geral satisfatoria pos coleta de sémen 74,44%.

Goolsby et al., 2004 utilizando diferentes protocolos de criopreservacao
obteve de 19 a 24% de motilidade pds criopreservacdo em garanhfes da raca
Quarto de Milha durante a temporada reprodutiva. Entretanto, em nosso estudo, foi
observada uma motilidade média de 34,44% pOs criopreservacao, sendo superior ao
descrito anteriormente, sugerindo maior resisténcia do sémen de garanhdes da raca
Crioula quando submetidos ao processo de criopreservacao.

Garanhdes de até 10 anos de idade demonstraram ao exame de motilidade
progressiva pré e poOs criopreservacao seminal resultados superiores quando
comparados garanhdes acima de 10 anos de idade. Este resultado esta de acordo
com o descrito por Dowsett & Knott, 1996.



Tabela 1. Comparacdo das variaveis fisicas entre os grupos 1 e 2, motilidade pré
criopreservacao, vigor pré criopreservacao e concentracdo pré criopreservacao, motilidade
pés criopreservacado e vigor pos criopreservacao.

VARIAVEIS FISICAS Grupo 1 Grupo 2
Motilidade pre 81.45% £ 1.47 76.95" + 1.43
criopreservacéo
Vigor pré criopreservagéo 3.16%+0.06 3.06% +0.06
Concentracao 189.9% + 24.5 169.22% + 12.85
Motilidade pos 41.45% + 1.64 33.35° +1.13
criopreservacao
Vigor pés criopreservagéo 2.9%£0.05 2.81%£0.05

ab letras diferentes na linha demonstra diferenca significativa entre os grupos (p<0.05).

Tabela 2. Comparacao das variaveis fisicas entre os grupos 1 e 2 de acordo com as
estacdes do ano (Primavera/Verdo e Outono/Verao).

VARIAVEIS Grupo 1 Grupo 2
FISICAS

Primavera/ Outono/ Primavera/ Outono/
Verao Inverno Verao Inverno

Motilidade pré  81.11°+1.82 81.59*+1.95 70.55%+ 3.20 79.45° + 1.41
criopreservacao

Vigor pré 3.11°+0.11 3.18%+0.08  2.94*+0.09 3.10% + 0.07

criopreservacao

Concentracéo 139.0% + 210.73% + 133.44% + 183.22° + 16.15
22.11 32.57 17.57

Motilidade p6s 41.11°+2.46 41.59%°+2.11 29.16°+1.62 35.00° + 1.37
criopreservacao

Vigor poés 2.88%+0.11 2.90% + 2.55%+0.12 2.91%+0.06
criopreservacao 0.06

P |etras diferentes nas linhas demonstram diferenca significativa no mesmo
grupo (p<0.05).

A variacdo na qualidade seminal pré e poés criopreservacdo demonstrou ser
maior nas estagOes de outono e inverno em garanhdes acima de 10 anos de idade.
Os dados apresentados confirmam que a criopreservagcdo de sémen realizada nos
meses previos a estacao reprodutiva resultam em melhores resultados na qualidade
seminal poés criopreservacdo em garanhdes da ragca Crioula. Este resultado é
semelhante em garanhdes da raga Quarto-de-Milha (WRENCK et. al, 2010).

4. CONCLUSOES
Foram observadas melhores caracteristicas fisicas seminais pré e pos

criopreservacdo em garanhdes da raca Crioula com idade superior a dez anos nos
meses de outono e inverno, ou seja, anteriores a estagéo de reprodutiva.
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