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AVALIACAO DO SEMEN DE BUGIOS (ALOUATTA CARAYA - HUMBOLDT, 1812) SOB
REFRIGERACAO A 40C.
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Curso de Medicina Veterinaria, UFRA, Belém - PA, Brasil.;3- Médico Veterinario,
CENP/SVS/MS, Ananindeua - PA, Brasil.; 4- Setor Rep. Animal, DPMVP/UFRA, Belém — PA,
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1. INTRODUCAO Estudos sobre reproducio de primatas nio humanos (PNH) neotropicais em
cativeiro e aperfeicoamento de novas técnicas de reproducio assistida sdo de grande valia para sua
aplicacdo na preservacdo de espécies ameacadas ou utilizadas como modelos experimentais em
pesquisas biomédicas. A espécie Alouatta caraya, além de ser utilizada em pesquisas biomédicas,
serve de modelo em estudos reprodutivos para que possa ser utilizada como referéncia para
espécies ameacadas de extingdo. O Alouatta caraya é uma espécie de PNH Neotropical do Género
Alouatta, da Familia Atelidae, que abrange os géneros dos maiores Platyrrhini. Usualmente sdo
chamados de guaribas ou bugios, apresentam dimorfismo sexual relacionado a coloragdo, os
machos s@o pretos e as fémeas castanho-amareladas, sdo animais poligdmicos e ndo apresentam
sazonalidade 1. Um dos problemas que dificultam o desenvolvimento de técnicas para a
reproducdo artificial é a conservacdo do sémen. Além disto, o sémen da maioria dos primatas
neotropicais coagula durante ou logo apds a ejaculacdo, prejudicando, ou até mesmo impedindo a
andlise e criopreservagdo, além de dificultar a sua posterior utilizacdo para a fecundagio 3,7-10.
Desta forma, deve-se procurar diminuir a atividade dos espermatozoéides, a fim de impedir que os
elementos fecundantes esgotem a reserva natural encontrada em todo sémen e venham a sofrer
uma auto-intoxicagdo conseqiiente de seu trabalho metabdlico. Esta redugdo de atividade se obtém,
essencialmente, na pratica da conservacio pelo resfriamento do sémen. Neste processo, o choque
térmico deve ser evitado, devendo o sé€men ser mantido nas temperaturas de conservacio
indicadas, apds haver sido submetido ao resfriamento gradativo 4.

2. MATERIAL E METODOS Foram utilizados 5 animais machos da espécie Alouatta caraya,
mantidos em cativeiro no Centro Nacional de Primatas — CENP/SVS/MS, localizado no municipio
de Ananindeua, no Estado do Pard, Brasil. Foram colhidas 31 amostras de s€men pela técnica de
eletroejaculacdo por via retal previamente descrita em outros estudos 5,10, com o animal
anestesiado e contido sobre um suporte de madeiral0. Apés pré-diluicdo em solucdo de Ringer
Lactato (100mL), no intuito de evitar a coagulacdol0, foram confeccionadas laminas para as
avaliacoes. Para ser feita a andlise, foi utilizada uma gota de s€men em uma ldmina pré-aquecida
por uma mesa térmica a 37°C, sendo usada uma laminula, também pré-aquecida, para recobrir a
gota de sémen. Foram realizadas andlises iniciais (TO) de motilidade (MT) e movimentos
progressivos (MP) em microscopia 6tica com objetiva de 40x. Depois da dilui¢do e anélise inicial,
as amostras colhidas foram divididas em duas por¢des, na primeira adicionou-se o diluente TES, e
na segunda utilizou-se diluente RINGER 6 na proporcao de 1:1. As amostras permaneceram por
30 min. a temperatura ambiente (260C) até que fossem levadas para o refrigerador. Neste
experimento, houve uma adapta¢do do TTR Resfriado aplicado para s€émen de eqiiinos2, alterando
a temperatura de resfriamento de 50C para 40C, pois o aparelho refrigerador utilizado no
Laboratdério de Reproducdo do CENP estabiliza-se nesta temperatura, e a avaliacdo, que foi
realizada a cada 30 minutos ao invés de 60 minutos como no teste de s€men equino.
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O teste de termo resisténcia (TTR) consistiu no seguinte protocolo: sujeicio do sémen sob
resfriamento a 40C, verificando-se a manutencdo da MT e MP pdés-colheita, a cada 30 minutos,
nos dois diluidores por um periodo de 5 horas ou até que se extinguissem os movimentos. O
estudo estatistico para comparagdo da MT e dos MP entre os diluidores TES e RINGER foi
realizado com os cdlculos das médias, desvios padrao, Teste “t” e Correlacdo Linear de Pearson
por meio do software Bioestat 2.0.

3. RESULTADOS Entre a andlise inicial (T0), quando o sémen se encontrava na temperatura
ambiente a 260C e T30 onde o s€men se encontrava no refrigerador a 40C foi decorrido 1 hora de
intervalo. A diminui¢éo verificada na motilidade, de 81% na andlise inicial (TO) para 74% e 71%
em T30 para TES e RINGER, respectivamente e de 74% em TO para 65% e 63% nos movimentos
progressivos também para TES e RINGER, respectivamente (Tab. 1), pode ter ocorrido em fungdo
da diluicdo do sémen nos dois crioprotetores. Apds esta queda inicial, ndo se verificou queda
brusca nos movimentos esperméticos, o que pode ter ocorrido em decorréncia do periodo de 30
minutos que o s€men ficou nos diluidores a temperatura ambiente possivelmente ocasionando uma
estabilizacdo gradual do espermatozéide. Estes resultados podem ser considerados superiores se
comparados aos valores encontrados por Weberl 1, em suinos, que verificou que o resfriamento
direto de 370C para 50C diminui de 81,7 para 12,0% os movimentos espermadticos e quando o
resfriamento foi gradual estes se mantiveram em 48,3%. A manutencdo da viabilidade espermadtica
pode ser observada na andlise da motilidade, que apresentou uma média de 74% no TES e 71% no
RINGER ap6s 30 minutos sob refrigeracdo a 4°C e 43% no TES e 39% no RINGER apds 5 horas
nas mesmas condic¢des (Tab. 1). Na avaliagdo dos movimentos progressivos dos espermatozdides
em cada uma das amostras, a manuten¢do da viabilidade espermética foi constatada pela média de
65% no TES e 63% no RINGER ap6s 30 minutos sob refrigeragdo a 4°Ce 36% no TES e 33% no
RINGER apés 5 horas nas mesmas condi¢gdes (Tab. 1). Tabela 1. Médias e desvios padrdo para o
parametro motilidade espermadtica, nos diluidores TES e RINGER, de 31 amostras de s€men de
Alouatta caraya analisadas a cada 30 minutos por um periodo de 5 horas.

T  MOTILIDADE (%) MOVIMENTOS PROGRESSIVOS (%)
: TES RINGER TES RINGER
[ mmutos) — — — e
Mhedia DP Media DFP Media DP Media DP
0 &1 +15 %1 +15 74 +19 74 +19
30" 74 +20) 71 +20 65 +24 63 +23
60" A9 +21 65 +23 61 +25 58 +25
90" 65 +24 i1 +25 57 +26 54 +27
120" 0 +25 58 +15 52 +26 50 +26
150" 57 +25 54 +26 50 +26 47 +26
180" 54 +25 50 +26 47 +26 44 +37
210" 5] +2 47 +26 44 +24 40 +25
240" 47 +26 44 +27 40 +25 29 +26
270" 45 126 42 126 38 +25 35 +25
300" 43 126 39 427 16 124 33 +25

* Andlise do sémen pré-diluido e 30 minutos antes do resfriamento.
** Tempo de andlise das amostras apds o inicio da refrigeracao.

DP = Desvio Padrao
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Durante o periodo de 5h usados na avaliagdo, o TTR demonstrou uma capacidade de manutencio
da viabilidade espermatica satisfatéria tanto para o TES quanto para o RINGER. Ao final das
avaliacdes, em T300, obteve-se 43% de MT no TES e 39% no RINGER e 36% de MP no TES e
33% no RINGER. Embora numericamente diferentes, o Teste “t” demonstrou que os diluentes
TES e RINGER nido apresentaram diferencas significativas (p<0,05). A andlise pela Correlacdo
Linear de Pearson demonstrou que existe uma correlagdo altamente significativa entre os dois
pardmetros, motilidade e movimentos progressivos. A longevidade das amostras foi avaliada a
cada 30 min., contra o intervalo de 1 hora aplicado ao sémen de eqiiinos2, a fim de se verificar
possiveis alteragdes bruscas nos pardmetros avaliados, obtendo com melhor precisdo o momento
em que estas poderiam ocorrer, porém nao foram constatadas alteracdes bruscas, como pode ser
verificado nas Figuras 1 e 2.

Motilidade

Comparacgao da avaliagao da Motilidade Espermatica
utilizando dois tipos de diluentes
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Figura 1. Médias da motilidade espermatica inicial e a cada 30 minutos apds o resfriamento por
um periodo de 5 horas.
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Comparacao da avaliagdo dos Movimentos Progressivos
espermaticos utilizando dois tipos de diluentes.
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Figura 2. Médias dos movimentos progressivos espermadticos inicial e a cada 30 minutos apés o
resfriamento por um periodo de 5 horas.

Para as diversas espécies animais que se recomenda o uso do TTR, foram estabelecidos valores
minimos para 0s movimentos espermaticos, que classificam sua viabilidade considerando o s€émen
apto ou ndo para sua posterior utilizagdo2. Neste estudo, o valor minimo encontrado, 33%, € maior
que o recomendado para bovinos, que € de 15%, aproximando-se ao de eqiiinos e caprinos, que é
de 30%, e é menor que o encontrado para ovinos, que necessita de pelo menos 40% dos
espermatozoéides com motilidade para ser considerado vidvel2.

4.CONCLUSAO Baseados nos resultados podemos considerar que o protocolo de TTR aplicado
foi satisfatério para que se avaliasse a viabilidade espermadtica nas condicdes do estudo. E também,
que apenas um dos parametros, MT ou MP possa ser utilizado para determinar a capacidade de
movimentacdo espermadtica em avalia¢des e estudos futuros. Os crioprotetores TES e RINGER
demonstraram possuir eficicia comprovada na manutenc¢do da viabilidade espermética no s€émen
sob refrigeracdo a 40C na espécie testada (Alouatta caraya), sendo que o diluente RINGER,
demonstrou ser uma alternativa eficaz e vantajosa por ser um crioprotetor de menor custo. As
avaliagoes entre TES e RINGER para os pardmetros motilidade e movimentos progressivos,
demonstraram que a técnica € viavel e permitird que outros tipos de avaliagdes sejam realizados.
Este estudo inicial demonstrou a necessidade de se avancar nas andlises da qualidade espermatica
e seus crioprotetores, pois apesar dos dados obtidos revelarem a eficiéncia do protocolo testado, a
inclusdo de outros parametros de avaliagdo da viabilidade espermdtica do sémen de PNH
neotropicais como andlise da integridade acrossomal, patologias espermadticas pré e apdés a
dilui¢do, sdo necessdrias para o desenvolvimento de outras pesquisas em técnicas de reproducdo
assistida.
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