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Resumo

A criopreservagdo é uma importante ferramenta da biotecnologia que deve ser utilizada para a
conservacdo do sémen ¢ banco de germoplasma. O presente estudo teve como objetivo avaliar os
parametros de motilidade e vigor na criopreservacdo de sémen de ovinos utilizando diluidor padréo
Glicina Gema Leite (leite de cabra) como controle, e sua combinagdo com o complexo homeopatico
(Cistus canadensis + Arnica montana + Dulcamara) na 12* centesimal hahnemaniana. Para o estudo
foram utilizados cinco carneiros pertencentes ao grupo genético denominado de “Ovino Pantaneiro”. O
sémen foi descongelado apds 30 dias de congelagdo. Os resultados obtidos foram insatisfatorios
permitindo inferir que o complexo homeopatico na 12* Centesimal Hahnemaniana em diluidor padrdo a
base de leite de cabra ndo melhorou a criopreservagdo do s€émen ovino. Mais estudos sdo necessarios
para investigar o componente do diluidor utilizado e sua relagdo com a homeopatia e suas
dinamizagdes.

Abstract

Cryopreservation is an important biotech tool that should be used for the conservation of semen and
germplasm bank. This study aimed to evaluate the parameters motility and vigor in ram semen
cryopreservation using standard thinner Glycine Milk Yolk (goat milk) as a control, and its combination
with homeopathic complex (Cistus canadensis + Arnica montana + Dulcamara) in 12* Hahnemann
censtesimal. Five rams belonging to the genetic group called "Pantanal Sheep" were used. Semen was
thawed after 30 days of freezing. The results obtained were unsatisfactory allowing infer that
homeopathic complex in standard thinner in 12* Hahnemann centesimal goat's milk did not improve the
cryopreservation of ram semen. More studies are needed to investigate the component used thinner and
his relationship with homeopathy and its dynamizations.
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1. Introducéo

A criopreservacgao de sémen consiste em preservar as
caracteristicas seminais visando manter o maximo de
viabilidade espermatica e possibilitar melhor
aproveitamento do ejaculado (Silva e Guerra, 2011).
Entretanto, a criopreservacdo impde aos espermatozoides
condi¢des desfavoraveis a sua viabilidade, promovendo
decréscimo na capacidade de fertilizagdo, integridade
funcional da membrana e influenciando diretamente em sua
sobrevivéncia apos o processo de congelagdo (Moura, 2009).

Segundo Bittencourt et al. (2013) o choque térmico e
o rompimento da membrana plasmatica dos espermatozoides
sdo as principais causas de inviabilidade espermatica. Em
estudo recente o uso de substincias crioprotetoras com o
objetivo de proporcionar melhores indices no processo de
congelagdo e descongelagdo, a utilizacdo da gema de ovo
como crioprotetor mostrou-se satisfatorio para o processo de
criopreservagdo atuando com agdo protetora, visto que os
lipideos e a lectina presente na gema, preservam a
integridade estrutural e fornecem protecdo osmotica a
membrana espermatica (Monreal etal., 2014).

O uso da biotecnologia associada as técnicas de
tratamentos convencionais possibilitam um avan¢o no
melhoramento genético, fazendo com que o potencial de
fertilidade dos animais e a viabilidade do sémen congelado
sejam melhorados aumentando os indices reprodutivos
(Roncoletta et al., 1999). Diante do exposto, Borges et al.
(2011) analisaram os componentes da membrana
espermatica, diferenciando seus componentes estruturais e
analisando o estresse oxidativo ocasionado pelo processo de
criopreservacdo, a partir dai Tonieto et al. (2010)
compararam o uso de crioprotetores tradicionais a base de
gema de ovo e glicerol associados a diluidores como trealose
(100mM) e Low Density Lipoproteins (LDL) (8%) sendo
uma alternativa para criopreserva¢do do sémen de carneiros,
permitindo uma melhora da caracteristica seminal.

Devido as alteracdes fisicas e osmoticas pertinentes
a criopreservagdo e da membrana plasmatica, e sendo esta
importante para a fertilidade dos espermatozdides, apos o
processo de descongelacdo, o uso do sémen descongelado
para técnica de inseminacdo artificial em indices de
fertilidade satisfatorios, devem ser subme tidos a diluidor e s
com c apa c idade de criopreservagdo adequada visando um
numero de espermatozoides vidvel para o processo de
fecundagdo (Camara e Guerra, 2011).

Como alternativa para o tratamento de sémen
criopreservado, Lima et al. (2012) demostraram que o uso de
medicamento homeopatico pode ser empregado por via oral,
na ra¢do ou no diluidor, tendo resultado significativo no
tratamento de distirbios reprodutivos em animais de
produgdo. Soto et al. (2010) avaliaram o uso de Avena sativa
em forma de globulos diluidos a cada 100 mL de sémen de
reprodutores suinos, detectando maior motilidade e vigor
espermatico no grupo tratado quando comparado ao
controle. Segundo os estudos de Vijnovsky(2010) em
humanos, os medicamentos Cistus canadenses e Dulcamara,
sdo destinados a individuos que sofrem com o frio e
mudangas bruscas de temperatura, € 0 medicamento Arnica
montana, descrito como promotor da melhora de fadiga,
traumas fisicos e cansaco, tendo seus sintomas agravadosem
temperaturas amenas.
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Sendo indicado apods degaste excessivo ou esfor¢o
muscular o medicamento Arnica montana apresenta curto
periodo de ag¢do, sendo benéfico em organismos que estio
em constante movimento, 0 mesmo ocorre para o
medicamento Dulcamara, além de atuar sobre o sistema
linfatico e fibromuscular (Lathoud, 2010). O presente estudo
teve como objetivo avaliar o uso complexo homeopatico
(Cistus canadensis + Arnica montana + Dulcamara) na 12CH
(centesimal hahnemaniana) em diluidor padrdo a base de
leite de cabra para congelar sémen ovino, avaliando os
parametros motilidade e vigor ante e apos a congelacao.

2.Material e Métodos
2.1.Local experimental, alimentacio e animais.

O experimento foi realizado no periodo de agosto a
julho de 2015 no Centro Tecnoldgico para Ovinocultura
(CTO) da Universidade Anhanguera — Uniderp (latitude 20°
33'53,09”’S, longitude 54° 32'29,32” O) em Campo Grande,
estado de Mato Grosso do Sul, Brasil.

No presente trabalho foram utilizados cinco
carneiros pertencentes ao grupo genético denominado de
“Ovino Pantaneiro” com idade média de trés anos. Os
animais foram submetidos a exame clinico geral e
comprovacido de higidez e realizado por um mesmo médico
veterinario, visando o adequado manejo sanitario e
reprodutivo, sendo os mesmos mantidos em galpdes
proprios, sob luminosidade natural recebendo silagem de
milho na quantidade de 5% do peso vivo como alimento
principal duas vezes ao dia (inicio da manha e final da tarde),
suplementacdo proteica (18% PB), na quantidade de
400g/dia/animal, sal mineral especifico e agua ad libidum. O
referido projeto foi aprovado pela comiss@o de ética no uso
de animais CEUA/UFMS com o numero de protocolo
n°271/2010.

2.2. Grupos experimentais.

O trabalho foi composto por dois grupos
experimentais. Sendo G1 o Glicina Gema Leite (GGL) com
leite de cabra para controle, ¢ o G2 sua combinagdo com o
complexo homeopatico (Cistus canadensis + Arnica
montana+ Dulcamara) na 12CH.

O diluidor GGLfoi processado no Laboratorio de
Biotecnologia da Reproducdo de Pequenos Ruminantes
(BIOCAPRI) da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul — UFMS (latitude 20° 30'38,59”S, longitude 54°
37'18,04”W) como proposto por Gonzalez (1996). Os
medicamentos homeopaticos foram manipulados em
farmacia homeopatica (Homeovitae), partindo da 11CH dos
medicamentos e posteriormente dinamizados em solugéo
fisioldgica até a 12CH. Posteriormente foi realizada a
elaboracdo do grupo experimental, de modo que para
composi¢cdo do meio GGL + complexo homeopatico foi
adicionado 20 mL do respectivo produto homeopatico em 80
mL dos 100 mL de agua destilada necessaria a formacao da
solug@o. Apds a diluicdo do medicamento no diluidor os
meios foram congelados para sua utilizagdo posterior
conforme necessidade pelo cronograma de execucao.

2.3. Colheita, andlise e congelacio do sémen.
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Com o intuito de adaptar os animais a vagina
artificial para a colheita de sémen destinada a congelagdo, os
carneiros foram treinados e condicionados a mesma.
Semanalmente, os ejaculados foram coletados, com
frequéncia de duas colheitas/carneiros/semana, durante o
periodo de setembro a novembro de 2014. A vagina artificial
foi aquecida em temperatura média de 45°C e revestida
internamente com uma mucosa de borracha. Um funil de
silicone foi encaixado na vagina e na sua extremidade mais
fina acoplando um tubo de falcon de plastico graduado (15
mL). Esse mesmo tubo foi revestido externamente com papel
aluminio, para manter a temperatura do ejaculado no
momento da colheita pelo meio ambiente e também pela
incidéncia de raios solares. Em seguida, apos a colheita do
sémen o tubo foi encaminhado ao laboratorio, para que
fossem efetuadas as analises laboratoriais.

Os ejaculados foram mantidos em banho-maria a
30°C e em seguida submetidos as avaliagdes macroscopicas
de volume, aspecto e cor, e microscopicas de motilidade,
vigor e concentragio, segundo Evans e Maxwell (1990).

Foi efetuada apds as avaliagdes de motilidade e
vigor, a determinagao da concentragcdo espermatica, para que
o rendimento do numero de doses fosse calculado, para que
cada dose inseminante devesse possuir uma concentragdo de
100 x 106 espermatozodides por palhetas francesas de 0,25
mL.

Para efetuar o calculo, alguns dados foram
fundamentais, como: concentragdo encontrada, motilidade,
volume do ejaculado, concentracido desejada por dose de
sémen (100 x 106) e volume da palheta (0,25 mL). Chegando
ao seguinte calculo:

Numero de doses = [ | do ejaculado x motilidade x volume
ejaculado/100x 106

Volume total =nimero de doses x 0,25 mL

Volume de diluidor a ser adicionado = volume total — volume
ejaculado.

Ap6s o calculo do volume final, o s€émen in natura foi
diluido no meio, Glicina Gema Leite (GGL - leite de cabra) e
sua combinagdo com o complexo homeopatico (Cistus
canadensis + Arnica montana + Dulcamara) na 12CH, para
cada ejaculado distribuido pela metade do volume adquirido.

Em seguida, foi realizado envase mecanico em
palhetas francesas de 0,25 mL, as quais foram lacradas com
alcool polivinilico. Durante as etapas de dilui¢do e envase do
sémen, as amostras e os meios diluentes foram mantidos em
banho-mariaa 30°C.

Apoés o envase, as palhetas foram submetidas ao
resfriamento em camera fria sob temperatura de 5°C, onde
permaneceram por 3 horas. Imediatamente apds o
resfriamento, foi iniciada a curva de estabilizagdo em vapor
de nitrogénio liquido mediante o acondicionamento das
amostras em caixa de isopor convencional de 35L a uma
distancia fixa de cinco cm acima do nivel do nitrogénio por
20 minutos. Decorrido o periodo de estabilizagdo, ocorreu a
congelagcdo das amostras por imersdo direta no nitrogénio
liquido. Em seguida as palhetas foram raqueadas e
armazenadas em botijdo de nitrogénio a -196°C até a sua
descongelacdo e analise.

2.4.Descongelagio do sémen

Ap6s 30 dias, as palhetas foram descongeladas em
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banho-maria a 36°C por 30 segundos sendo o sémen
acondicionado em eppendorfs de 1,5 mL previamente
aquecidos e mantidos em banho-maria a 36°C. Apos a
descongelagdo, o sémen foi reavaliado por meio das técnicas
utilizadas anteriormente a congelagao.

Para avaliar a integridade da membrana dos
espermatozoides, foi utilizada a técnica de eosinanigrosina.
A integridade da membrana ¢ de fundamental importéncia,
de forma a impedir ou ndo a penetragdo do mesmo no
compartimento nuclear dos espermatozdides (Garner et al.,
1986).

O presente trabalho foi analisado estatisticamente
por meio do teste T-Student comparando os dois diferentes
meios de criopreservagdo relacionando as variagdes de
motilidade antes e depois da congelacdo encontradas no
decorrer do experimento. Para realizar a comparagdo dos
dados colhidos em relag@o ao vigor dos espermatozoides, foi
utilizado o teste Wilcoxon, no tempo em que a comparagio
entre os meios utilizados para a crioprotecdo, em relagdo ao
vigor, foi realizada utilizando o teste de Mann-Whitney. Os
demais resultados das variaveis avaliadas neste estudo foram
apresentados na forma de estatistica descritiva ou na forma
de tabelas e graficos. A analise estatistica foi realizada
utilizando-se o “Software” SigmaStat, versao 2.0,
considerando um nivel de significancia de 5%.

3. Resultados

Na tabela 1 estdo expostos os dados da avaliacdo do
sémen antes e apos a sua congelagio. E possivel verificar que
os resultados prévios a congelagdo (vigor e motilidade), o
sémen esta em sua propriedades satisfatorias para
manipulagdo conforme Colégio Brasileiro de Reprodugéo
Animal - CBRA (2013). Nao houve resultado satisfatorio
para o s€émen no grupo controle ¢ homeopatico, pois os
resultados foram baixos para motilidade e vigor na
descongelacio.

4. Discussio

O presente trabalho avaliou os aspectos de
motilidade e vigor antes e apds a descongelagdo do sémen e
os resultados obtidos demostraram que o s€émen estava viavel
no periodo da refrigerac@o, com motilidade superior a 30% e
vigor superior a trés, consideradas caracteristicas seminais
desejadas para a congelagdo de sémen (Colégio Brasileiro de
Reprodugido Animal - CBRA, 2013), acredita-se que o sémen
refrigerado ja tenha sofrido efeito deletério pela baixa
motilidade na pré- congelagéo.

O sémen descongelado apresentou resultado
insatisfatério para ambos os grupos experimentais (GGLe
GGL + Complexo homeopatico) visto que as amostras
estavam mortas (Tabela 1), muito provavelmente ocasionado
pelo leite de cabra. Camara e Guerra (2011) e Gillan et al.
(2004) relataram que as alteracdes no momento da
refrigeragdo danificam os canais proteicos e a
permeabilidade da membrana dos espermatozoides,
aumentando as perdas de varias enzimas no processo de
congelacdo, diminuindo assim os indices de vigor e
motilidade, o que no esfregago para eosina-nigrosina se
confirmou essa afirmacgao.

Segundo Monreal et al. (2012) uma queda na
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Tabela 1. Motilidade e vigor dos espermatozoides antes ¢ apds o descongelamento, Campo Grande, MS, 2015. (GGL

= Glicina Gema Leite, CH = Centesimal Hahnemanniana

Motilidade {%%) Vigor (0-5)
Animal
(miimero) Congelacdo Descongelacao Congelacio Descongelacio
GGL  GGL+12CH | GGL GGL + 12CH GGL  GGL+12CH | GGL GGL+12CH
L 90 80 0 0 4 4 0 0
2 70 30 0 0 3 3 0 0
3 80 80 0 0 3 3 0 0
4 90 [ 0 0 4 3 0 0
5 80 80 0 0 3 4 0 0

motilidade é sempre esperada durante o processo de
manipulagdo do s€men, visto que durante o processo de
congelacdo-descongelagdo, os espermatozdides sdo
submetidos a condi¢des adversas como desidratagio,
mudangas da fase de transi¢do dos fosfolipidios da
membrana, efeito solugio e a formagao de gelo intracelular.

Dado aos resultados insatisfatorios do sémen
descongelado na presente experimentagdo investigou-se as
provaveis causas, observamos que algumas varidveis
deveriam ser alteradas, tal como a temperatura do
banhomaria, alterada de 36°C para 30°C para o envase e
descongelacdo do sémen, pois 0s espermatozdides estavam
morrendo rapidamente no momento da imersdo das
palhetas. De acordo com Moura et al. (1995), a porcentagem
de células mdveis é maior quando adicionadas a 30°C
devido a direta influéncia da temperatura no diluidor aos
parametros de motilidade e vigor, entretanto, ambos os
pardmetros apresentaram redu¢do ao longo do periodo de
descongelacdo, independente do diluente utilizado, havendo
efeito deletério menor apds descongelacdo do sémen.
Procedemos a redugdo da temperatura, mas os resultados
permaneceram 0s mesmos.

O tempo utilizado para a refrigeragdo do sémen de
30°C a 0°C foi alterado, anteriormente utilizado 3 horas,
passou para 1 hora permanecendo a 4°C. Varios autores
relatam diferentes periodos de refrigeragdo, portanto ndo ha
uma padroniza¢do quanto ao tempo ideal necessario para
garantir o minimo de dano a membrana espermatica, muitos
utilizam uma hora (Paulenz et al., 2002) ¢ duas horas (Bag et
al., 2002), no entanto acreditamos que a metaboliza¢do do
sémen refrigerado em trés horas € pertinente.

Com o intuito de averiguar a integridade da
membrana junto as substancias presentes no diluidor, foi
alterado a composi¢do do GGL, a quantidade de gema de
ovo presente no diluidor foi alterada para 5%, visto que a
gema de ovo ¢ considerada composi¢do crioprotetora,
preservando a integridade da membrana, atuando como
protetor osmotico (Gil et al., 2003). Segundo Monreal et al.
(2014), a utilizagdo de gema de ovo em 20% e 10% de
glicerol em leite de vaca apresentaram resultados
significativos aos parametros de motilidade e vigor no
processo de criopreservagdo, o que neste experimento nao
foi satisfatorio com leite de cabra.

De acordo com Roncoletta et al. (1999), a
congelabilidade do sémen ¢ influenciada pelo individuo em
si, alguns animais ndo apresentam caracteristicas de

Perspectivas Experimentais e Clinicas, Inovagdes Biomédicas e Educag¢@o em Saude

congelacdo de sémen, entretanto todos os ejaculados dos
cinco animais foram insatisfatorios apds a descongelagio,
mostrando que isso provavelmente ndo tenha ocorrido. Em
virtude dos diferentes fatores que envolvem o processo de
congelagio, os danos causados por este a célula espermatica,
ndo podem ser resolvidos isoladamente (Frazdo-Sobrinho et
al.,2014). Gomes et al. (2009) relatam que o equilibrio entre
o tempo de resfriamento, a temperatura e o diluidor a ser
utilizado no processo de congelacdo em que o sémen ¢
submetido, corresponde ao aumento dos indices de
motilidade e vigor apds o processo de descongelagdo.
Portanto podemos sugerir que o leite de cabra tenha
prejudicado o material bioldgico.

O uso do complexo homeopatico na 12CH em
diluidor padrdo para a congelagdo de sémen ovino ndo
melhorou a criopreservagdo do sémen com GGLa base de
leite de cabra. Mais estudos sdo necessarios para investigar o
componente do diluidor utilizado e sua relagdo com a
homeopatia e suas dinamizagdes.
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