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“Nao sei se a vida € curta ou longa para nos, mas sei que
nada do que vivemos tem sentido, se ndao tocarmos o
coracao das pessoas.

Muitas vezes basta ser: colo que acolhe, bragco que
envolve, palavra que conforta, siléncio que respeita,
alegria que contagia, lagrima que corre, olhar que
acaricia, desejo que sacia, amor que promove.

E isso néo é coisa de outro mundo, € o que da sentido a
vida. E o que faz com que ela ndo seja nem curta, nem
longa demais, mas que seja intensa, verdadeira, pura
enquanto durar. Feliz aquele que transfere o que sabe e

aprende o que ensina.”

Cora Coralina
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RESUMO

OLIVEIRA, Carlos Thiago Silveira Alvim Mendes de, M.Sc., Universidade
Federal de Vicosa, fevereiro de 2012. Adicdo de BSA ao diluente BTS
modificado na criopreservacdo de sémen caprino. Orientador: Ciro
Alexandre Alves Torres. Coorientadores: José Domingos Guimaraes e
Giovanni Ribeiro de Carvalho.

Este estudo tem como objetivo verificar se a albumina sérica bovina (BSA)
influencia na integridade estrutural da membrana plasmatica dos
espermatozoides caprinos, bem como verificar o potencial uso desta
proteina em meios diluentes de criopreservacdo de sémen. Foram utilizados
dois machos adultos da raca Alpina e dois machos adultos da raca Saanen.
Para as coletas de sémen foi utilizada vagina artificial onde se obteve cinco
ejaculados por animal. Apés a coleta, fez-se a avaliacdo das caracteristicas
macro e microscépicas. Em seguida, o sémen foi diluido com os seguintes
tratamentos : BIOXCELL® (T1), BTS (T2), BTS + BSA 5% (T3) e BTS + BSA
15% (T4). Apos as diluicdes finais, foram avaliados a motilidade progressiva
e vigor espermatico de cada tratamento. O sémen foi envasado em palhetas
de 0,25mL, as palhetas foram resfriadas a cinco graus celsius, durante uma
hora em refil plastico contendo &lcool etilico. O pré-congelamento foi
realizado em vapor de nitrogénio liquido durante 15 minutos. Apés esse
periodo, as palhetas foram imersas no nitrogénio para o congelamento do
sémen. As partidas foram descongeladas em banho-maria a 37 °C por 30
segundos, acondicionadas em microtubos e homogeneizadas para a analise
imediata de motilidade e vigor espermatico, teste hiposmaotico e teste de
termorresisténcia. No sémen fresco, as caracteristicas fisicas estavam
dentro dos parametros normais. O volume apresentou correlagdo negativa
com a concentracdo e com a motilidade progressiva (r = - 0,38 e - 0,42
respectivamente). Houve correlagcdo positva (r = 0,60) entre o
turbilhonamento e a motilidade do sémen in natura. As médias gerais de
motilidade nao diferiram entre os tratamentos, logo apos o descongelamento
nos tempos cinco e 30 minutos, mas diferiram ao longo do TTR (P < 0,05).
As médias do vigor ndo diferiram no tempo 30 minutos, mas diferiram entre

0os tratamentos nos demais tempos (P<0,05). O vigor do sémen

Xi



descongelado, do grupo controle, apresentou correlagdo negativa com o
vigor do sémen fresco e correlagcdo positiva com a motilidade do sémen
descongelado (r = -0,38 e 0,54 respectivamente). A integridade funcional da
membrana espermatica, avaliada pelo teste hiposmoético, apresentou
diferenca entre o grupo controle e os demais tratamentos (P < 0,05). Houve
correlacdo negativa (r = - 0,55) entre o turbilhonamento e o teste
hiposmotico do tratamento dois. No tratamento trés houve correlacéo
positiva entre a concentracao e o hiposmético. Conclui-se que : nenhum dos
parametros avaliados neste estudo foi afetado pela BSA associada ao BTS
modificado.

xii



ABSTRACT

OLIVEIRA, Carlos Thiago, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February,
2012. BSA added to the modified BTS in cryopreservation of goat
semen. Adviser: Ciro Alexandre Alves Torres. Co-advisers: José Domingos
Guimaraes and Giovanni Ribeiro de Carvalho.

The objectives of this study were to examine whether albumin serum bovine
has an effect on the structural function of goat sperm plasma membrane, as
well to investigate the potential use of this protein in extenders medium for
cryopreservation.Two adult Alpina breed males and two adult Saanen breed
males are used, totalizing five semen samples for each one. After collection,
the physical characteristics of the semen were evaluated. Then the semen
was diluted as follows: BIOXCELL® (Control - T1), BTS (T2), BTS + BSA 5%
(T3) and BTS + BSA 15% (T4). After the final dilutions, the progressive
motility and sperm vigor were performed for each treatment. The semen was
packaged in 025 ml straws were cooled to five degrees for one hour in plastic
container containing ethyl alcohol. The pre-freezing was done in liquid
nitrogen vapor for 15 minutes. After this period, the straws were immersed in
liquid nitrogen. The samples were thawed in a water bath at 37 °C for 30
seconds, packaged in micro tubes and homogenized for immediate analysis
of sperm motility and vigor, hypoosmotic swelling test (HOST) and
thermoresistence test. In fresh semen, the physical characteristics remained
within normal parameters. The average volume correlated negatively with
sperm concentration and progressive motility (r = - 0,38 and — 0,42
respectively). A positive correlation (r = 0,60) was found between fresh
sperm motile and turbulence. The overall averages of motility did not differ
among treatments, after thawing at zero and 30 minutes, but differed over the
TTR (P < 0.05).The average vigor did not differ in time 30 minutes, but
differed between treatments in other times (P<0.05). The strength of the
thawed, the control group, showed a negative correlation with the vigor of
fresh semen and positive correlation with the motility of frozen-thawed semen
(r = - 0.38 and 0.54 respectively). The functional integrity of sperm

membrane, evaluated by hypoosmotic swelling test, was different between
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the control group and the other treatments (P<0.05). There was negative
correlation (r = - 0.55) between the turbulence and the HOST of treatment
two. In treatment three, positive correlation found between concentration and
HOST. It is concluded that: The albumin serum bovine associated with the

modified did not affect any of parameters under study.

Xiv



1. INTRODUCAO

Segundo dados do ANUALPEC (2010), o efetivo de caprinos foi
estimado em mais de sete milhdes de cabecas, sendo que 91,4%
encontram-se na regido Nordeste.

Novas tecnologias e procedimentos zootécnicos tém sido aplicados na
caprinocultura, como, programas institucionais de extensao ou por iniciativa
dos proprios pecuaristas. Contudo, poucos sao os caprinocultores inseridos
nessa modalidade diante do numero existente, a considerar as dificuldades
de investimentos, frente a disponibilidade de recursos financeiros.

As técnicas de reproducao assistida como a inseminacédo artificial e a
transferéncia de embribes, permitem ampliar a utilizacdo de um dado
reprodutor, viabilizando sua avaliagdo genética por meio da progénie em
espaco de tempo mais curto, aumentando assim a eficiéncia reprodutiva do
rebanho.

O sémen de boa qualidade é um dos principais parametros para o
sucesso da inseminacao artificial, por isso seu processamento deve
preserva-lo ao maximo. Os processos de congelamento e descongelamento
do sémen até agora causam diminuicdo do numero de espermatozoides
viaveis por dose (AMANN & PICKETT, 1987; WATSON, 1995), assim,
diminuindo ou controlando qualquer tipo de injuria que afete os
espermatozoides, possibilitando a diminuicdo da concentracdo espermatica
por dose de sémen congelado, porém muitos estudos devem ser realizados
para que tais hipéteses sejam comprovadas.

A peroxidacdo lipidica é uma das injurias causadas nas membranas
dos espermatozoides (JONES & MANN, 1977) causada pelo estresse
oxidativo devido a producdo excessiva de radicais livres, 0os quais estao
associados com o declinio da fertilidade do sémen ap6és o periodo de
estocagem (MAXWELL & WATSON, 1996). O aumento de reacodes
oxidativas possui efeito danoso na membrana espermatica e no DNA dos
espermatozoides. A membrana espermatica é rica em acidos graxos
poliinsaturados, os quais se tornam altamente sensiveis a espécies reativas
de oxigénio (ROS) (COMHAIRE et al., 1999; OCHSENDORF, 1999).



Desde que os primeiros espermatozoides caprinos foram congelados
por SMITH & POLGE (1950), inUmeras pesquisas tém sido realizadas
visando estabelecer protocolos de resfriamento e congelamento do sémen
caprino. Devido a sua alta sensibilidade a peroxidacéo lipidica em relacédo ao
sémen bovino, o processo de congelamento e descongelamento aumenta
essa susceptibilidade a peroxidacdo (BILODEAU et al., 2000). Um bom
diluente deve possuir baixa toxicidade a célula espermatica; osmolaridade
adequada, onde o espermatozoide caprino possui maior viabilidade em
meios hipertonicos entre 425 e 525 mOsm; poder nutritivo e, por fim, ser de
facil preparo e baixo custo (CONCANNON & BATISTA, 1989; PURDY,
2006).

A albumina sérica bovina € uma proteina presente em grande
quantidade no plasma sanguineo da espécie bovina, a sua capacidade
quelante possibilita a inativacdo de metabdlitos toxicos decorrentes da
producao de radicais livres de oxigénio, oriundos da ativacdo de superéxidos
pelos ions metélicos (BAVISTER, 1995).

Este estudo teve como objetivo verificar se a adicdo de albumina sérica
bovina (BSA) ao diluente Beltsville Thawing Solution (BTS) modificado
aumenta a estabilidade, a persisténcia e o vigor dos espermatozoides, assim

como o aumento da integridade funcional da membrana plasmaética.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Estrutura da célula espermatica

Os espermatozoides podem ser divididos de acordo com a sua
morfologia em duas estruturas distintas: a cabeca e a cauda. A cabeca, cuja
forma, tamanho e estrutura variam entre as espécies, contém duas regides
principais: acrossomal e a pos-acrossomal. De acordo com BARTH & OKO
(1989) podem ser distinguidas cinco membranas na cabeca dos
espermatozoides: a plasmalema, a membrana acrossomal externa e interna
e a membrana nuclear interna e externa. A integridade e funcionalidade
dessas estruturas estédo fortemente relacionadas com a viabilidade da célula

espermaética.

2.2 - Membrana plasmética do espermatozoide

A membrana plasmatica envolve todo o espermatozoide, constituindo
assim o componente mais externo da célula, € composta por uma bicamada
lipidica com proteinas integrais e periféricas, glicoproteinas de superficie e
glicolipidios organizados em um mosaico fluido (SINGER & NICHOLSON,
1972). Sua composicéo, tipo de fosfolipideos e quantidade de proteinas sao
variaveis e influenciam a sensibilidade ao choque térmico. Sendo os
lipideos, o principal constituinte que confere a membrana a caracteristica de
fluidez, a qual depende tanto da composicdo quanto da temperatura, sendo
gue a mudanca de estado liquido para gel em membranas com maior
proporcdo de lipideos de cadeia insaturada ocorre em temperaturas
menores (AMANN & GRAHAM, 1993). Os lipideos de membrana sé&o
assimeétricos na sua distribuicdo nas duas faces da bicamada, embora a
assimetria, ao contrario daquela das proteinas da membrana, ndo seja
absoluta (LEHNINGER et al., 2000).

O alto conteudo de acidos graxos insaturados no espermatozoide
tende a ocasionar estresse oxidativo (KODAMA et al, 1996). Os
fosfolipideos, cujas cadeias de acidos graxos sdo predominantemente poli-

insaturadas, quando submetidos a reducdo da temperatura, assumem uma
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forma cbnica, na qual as extremidades hidrofobicas sdo externas e as
hidrofilicas internas. Essa estrutura € denominada de forma “hexagonal II” ou
micela invertida. Quando a membrana esta em transicao da fase fluida para
a fase cristalina, para muitos lipidios, a formacéo dessa micela invertida é
transitéria; entretanto, para certos fosfolipideos, esta estrutura persiste
tornando-se irreversivel e impossibilitando a reorganizacdo do arranjo
bilaminar da membrana, mesmo ap0s o reaquecimento do espermatozoide a
temperatura ambiente (AMANN & PICKETT, 1987). Como consequéncia,
tem-se aumento da permeabilidade da membrana com o estabelecimento de
canais que permitem a entrada de ions e pequenas moléculas, podendo
desestabilizar a membrana e, assim, causar danos irreparaveis (PARKS &
GRAHAM, 1992; WATSON, 1995; BEYGI & ZARGHAMI, 2007).

2.3 - Principios da criopreservacao de sémen

A criopreservacdo mantém a vida utili do sémen por um periodo
indeterminado a temperatura de - 196 °C em nitrogénio liquido ja que, nessa
temperatura as reacfes quimicas, processos biologicos e fisicos intra e
extracelulares sao interrompidos. Assim, as alteracdes espermaticas sao
causadas durante o processo de resfriamento, congelamento e
descongelamento (PARKS & GRAHAM, 1992). O estresse inicial se da
guando o espermatozoide passa da temperatura corporal para cinco graus
(SQUIRES et al., 1999). Isto ocorre pela transicdo da membrana plasmatica
do estado liquido cristalino, para o estado de gel (GRAHAM, 1996;
MEDEIROS, 2002). Para minimizar este efeito € necessario controlar a taxa
de resfriamento entre as temperaturas de 19 °C a oito graus e pela adi¢édo
de lipideos (gema de ovo) ou lipoproteina (leite) ao diluente (GRAHAM,
1996), além do uso de curvas de resfriamento lentas (- 0,5 °C/min.). Se o
resfriamento for feito de maneira inadequada, o espermatozoide sofre
choque térmico, o fenbmeno que induz a danos irreversiveis aos
espermatozoides caracterizados por alteracdes nos padrées normais de

motilidade (movimento circular ou retrégado), perda rapida de motilidade,



danos do metabolismo, da membrana plasmatica e do acrossoma
(GRAHAM, 1996; SQUIRES, 1999).

Durante o0 processo de congelamento a suspensdao de
espermatozoides atinge temperaturas abaixo do ponto de congelamento do
meio (super resfriamento), antes que haja a formacao de cristais. Quando os
cristais de gelo comegam a se formar, ocorre um aumento na temperatura
gue € necessario para a cristalizacdo, o que pode vir a ser deletério para o
espermatozoide, sendo minimizado pelo uso de curvas adequadas de
congelamento (SQUIRES, 1999). Em torno de cinco graus a agua intra e
extracelular permanece super resfriada e n&o cristaliza. Entre - 5 °C a - 10
°C comecam a se formar cristais de gelo no meio extracelular que
permanece super resfriado, ocorre troca de agua para manter o equilibrio
entre o meio extracelular e o intracelular ocasionando a desidratac&o celular.
Neste ponto, a curva de congelamento deve ser lenta para evitar o
congelamento da &gua intracelular e, rapida o suficiente para evitar o contato
da célula desidratada com o meio hiperosmotico. Uma desidratacdo severa
promove desnaturacdo das macromoléculas e encolhimento excessivo da
célula até ocorrer um colapso da membrana (MEDEIROS, 2002).

A perda de agua e a desidratacdo sao eventos desejaveis, pois
reduzem a probabilidade de se formarem grandes canais de gelo dentro da
célula que causariam danos as estruturas internas e, ou, a membrana
plasmatica (SQUIRES, 1999).

O descongelamento vai depender de como o sémen foi congelado.
Espermatozoides congelados em curvas moderadas necessitam de curvas
adequadas de descongelamento. Neste caso, como o0 gelo extracelular
descongela lentamente, diluira lentamente o soluto das fracdes de agua que
ndo congela, o que permite que a agua difunda lentamente para dentro da
célula, diluindo o soluto intracelular até atingir a concentracao inicial. Se o
espermatozoide € descongelado rapidamente, o gelo derrete, diluindo o
soluto do meio e a agua entrara no espermatozoide, o qual se encontra

altamente concentrado, danificando o espermatozoide (GRAHAM, 1996).



2.4 - Criopreservacao de sémen caprino

A producéo espermatica dos caprinos sofre influéncia de varios fatores
como racga, idade, nutricdo, fotoperiodo, temperatura ambiente e umidade,
que sdo responsaveis pela variacdo das caracteristicas esperméticas
(CHEMINEAU, 1986) e consequentemente altera a qualidade do sémen
congelado. A célula espermética sofre inUmeros fatores estressantes, que
podem estar ligados ao choque térmico durante o resfriamento do sémen, a
formacdo de cristais intracelulares de gelo ou ao choque osmotico durante o
congelamento e descongelamento, ou ainda a toxicidade devido a adi¢cao do
crioprotetor (WATSON, 2000). A resposta ao processo de criopreservacao
varia de espécie para espécie (HOLT, 2000).

No sémen caprino existem algumas peculiaridades em relacdo ao
sémen de outras espécies, sendo a mais caracteristica a sintese e secrecao
no plasma seminal de enzimas com atividade fosfolipase pelas glandulas
bulbo-uretrais (SIMPLICIO & MACHADO, 1989; LEBOEUF, 2000).

De acordo com IRITANI & NISHIKAWA (1964), essas enzimas
catalisam a hidrélise de lecitinas presentes na gema de ovo em lisolecitinas,
que tém acdo detergente sobre lipidios de membrana, e em &cidos graxos
altamente toxicos para os espermatozoides (PELLICER-RUBIO et al., 1997).
Sendo a lecitina também presente nas membranas plasmaticas dos
espermatozoides, a composicdo enzimatica do sémen do bode e dos
diluidores assumem grande importancia no processo de conservagédo do
sémen congelado (SIMPLICIO & MACHADO, 1989).

Como possivel solugdo desse problema, RITAR & SALAMON (1982)
propuseram utilizar no diluente 1,5% de gema de ovo na sua concentracdo
final, enquanto TULI & HOLTZ (1992) utilizaram 16,8%. No entanto EVANS
& MAXWELL (1987) recomendaram 2,5% no total do volume do diluente.
Diferentes graus de resisténcia da célula espermatica ao processo de
criopreservacdo sao observados entre as espécies. Exames da ultra-
estrutura espermatica em microscopia eletrénica de transmissao (MET),
antes e apdés o congelamento, mostraram que as ultraestruturas de
espermatozoides bovinos eram quase idénticas antes e depois do processo.

Contudo, espermatozoides de ovinos e suinos apresentaram danos
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consistentes na membrana externa e no complexo acrossomal, com
formacdo de edema de acrossoma e remocdo total de regides
citoplasmaticas. Em cdes houve danos ultraestruturais na cabeca e peca
intermediaria, afetando a estrutura basica das mitocondrias (SILVA et al.,
2007). HASHIDA et al. (2005) concluiram que o processo de criopreservacao
causou danos na morfologia do espermatozoide caprino, com subsequente

comprometimento da fertilidade.

2.5 - Danos a membrana decorrentes da criopreservacgao

O processo de criopreservagdo envolve uma seérie de respostas
biofisicas, ainda ndo completamente compreendidas, das células e dos
tecidos. A taxa de sobrevivéncia espermatica ao resfriamento, congelamento
e aquecimento dependem das taxas de resfriamento e aquecimento
utilizadas, do tempo em que a célula permanece em cada etapa, do
transporte de substancias e da formacédo de cristais de gelo. (AMANN &
PICKETT, 1987).

Durante o congelamento lento, ocorre o congelamento da agua
inicialmente no meio extracelular, antes que os cristais de gelo sejam
formados no meio intracelular (MEDEIROS et al., 2002). Com a formacao de
cristais de gelo no meio extracelular, a 4gua é removida do ambiente
extracelular e um gradiente osmotico € formado, levando a passagem de
dgua para fora da célula. MAZUR P. (1977) propbs que durante o
congelamento lento o dano celular era causado pelo longo periodo de tempo
em que a célula permanecia exposta as propriedades alteradas dos meios
intra e extracelulares, como resultado da formacéao de gelo. Este fenbmeno é
conhecido como efeito solugdo apresentando: desidratacdo excessiva;
elevada concentracdo de solutos, solucdo toxica a célula; e mudanca de pH
celular, alterando o metabolismo da célula.

Quando a célula é congelada em uma taxa de congelamento muito
rapida, ha a formagdo de gelo extracelular, levando ao aumento na
concentracdo dos solutos extracelulares de forma muito rapida, néo

permitindo que a célula desidrate o suficiente, consequentemente ocorre



maior formacao de cristais de gelo intracelular, letais para a célula. MAZUR
P. (1977) postulou que a formacé&o de cristais de gelo intracelular e o efeito
solucédo causam danos a célula e que a taxa de congelamento 6tima deveria

minimizar este efeito.

2.6 - Meios diluidores e crioprotetores

O sémen caprino € extremamente sensivel ao choque térmico, as
variacdes de pH e pressdo osmoética da solucdo diluente (DEKA & RAO,
1985). Para que o espermatozoide ejaculado sobreviva a longos periodos, é
necessaria a adicdo de agentes protetores no sémen que proporcionem
nutrientes como fonte de energia, o tamponamento do pH, a presséo
osmoética adequada, o equilibrio eletrolitico e o aumento do volume do
ejaculado, aumenta o numero de doses para a inseminacao artificial (AISEN,
2008). Os meios para criopreservacao do sémen caprino sdo constituidos a
base de citrato de sodio, gema de ovo, lactose, dgua de coco, Tris e leite
bovino desnatado em po6 e reconstituido por um crioprotetor interno ou
penetrante (glicerol, etilenoglicol ou dimetil sulféxido), sais (citrato de sédio

ou &cido citrico) e antibioticos (penicilina ou estreptomicina) (PURDY, 2006).

2.6.1 - Crioprotetores nédo penetrantes

Séo substancias constituidas por macromoléculas, lipidios e proteinas
gue ndo atravessam a membrana plasméatica. As mais utilizadas sdo gema
de ovo, leite, carboidratos (glicose, frutose, lactose, sacarose, manose,
rafinose, trealose), polimeros sintéticos (polivinilpirrolidona e metilcelulose) e
albumina sérica bovina (HOLT, 2000; LEBOEUF et al., 2000). Essas
substancias tornam o meio hipertdnico com o aumento da osmolaridade do
meio extracelular, permitindo assim a passagem da agua do interior da
célula espermatica para o meio extracelular, impedindo, desta forma, a
formacao de cristais de gelo no interior na célula durante a criopreservacao
(GONZALEZ, 2004).



2.6.2 - Diluentes a base de gema de ovo

A gema de ovo é um diluente usado rotineiramente na criopreservacao
de sémen dos animais domésticos. O efeito protetor da gema de ovo sobre a
membrana plasmética da célula espermatica ocorre devido a presenca das
fracOes lipoproteicas de baixa densidade na sua composigdo. As
lipoproteinas, como a fosfatidilcolina, presentes na gema de ovo, interagem
com a estrutura lipidica da superficie celular, restaurando a perda de
fosfolipidios que ocorre durante a mudanca brusca de temperatura durante o
resfriamento, prevenindo assim, a ruptura da membrana celular
(FARSTARD, 1996). Essa interacdo ocorre principalmente na fase de
equilibrio (processo de resfriamento a cinco graus celsius).

A protecdo promovida pelos lipideos com relacdo ao choque térmico
parece estar relacionada a quelacdo do fon Ca™ do meio, evitando sua
entrada no espermatozoide. E possivel que os lipossomas interajam com o
calcio e outros componentes do meio de congelamento que afetem a
tonicidade ou a fracdo da agua ndo congelada durante a criopreservacao
(WILHELM et al., 1996).

A gema de ovo previne também a liberacdo da enzima hialuronidase
pela célula espermatica (FOULKES, 1977). ABOAGLA & TEREDA (2004)
sugerem que a adicdo de gema de ovo aos meios para 0 sémen caprino
aumenta substancialmente a proporcdo de espermatozoides viaveis
recuperados apos o descongelamento. BISPO et al (2011) avaliaram por
meio de testes in vitro e de fertilidade in vivo, quais as concentracdes de
gema de ovo (Baixa: 2,5% ou Alta 20%) no diluidor glicose-EDTA
preservam melhor o sémen caprino congelado. Apés o descongelamento, o
diluente contendo baixa concentracdo de gema de ovo (2,5%) melhorou o
congelamento do sémen caprino, independentemente da estacéo

reprodutiva.



2.6.3 - Diluentes a base de leite

O leite desnatado é considerado um dos diluentes de eleicdo para a
espécie caprina, devido a presenca de caseinas e pela fracdo lipidica. A
eficiéncia das proteinas (caseinas) do leite na criopreservacao do sémen se
assemelha ao da gema de ovo, por meio da sua composi¢cao proteica, que
atua como tampéao, e da propriedade quelante diante dos metais pesados,
diminuindo os efeitos deletérios causados pela diminuicdo da temperatura
(SALOMON & MAXWELL, 2000).

A viabilidade do sémen na presenca de diluente a base de leite é de
aproximadamente 12 a 24 horas. O fosfocaseinato nativo € composto pelas
caseinas do leite (a, b), foi destacado como sendo o0 componente mais
eficiente em preservar a motilidade e manter a fertilidade do sémen caprino
estocado durante trés dias, quando comparado a outros tipos de diluente
(LEBOEUF et al., 2003).

Apesar dos efeitos benéficos atribuidos ao leite, assim como na gema
de ovo ocorre um efeito deletério entre o diluente a base de leite e a fracédo
glicoprotéica do plasma seminal caprino (SBUIII) identificada por NUNES
(1982), que é responsavel por hidrolisar triglicerideos de membrana
plasmatica e triglicerideos no leite desnatado, resultando em um &cido
graxo, o acido oléico, que é toxico aos espermatozoides (PELLICER-RUBIO
et al., 1997).

2.6.4 - Crioprotetores penetrantes

Em geral sdo formados por moléculas com a capacidade de atravessar
a membrana plasmatica promovendo uma protecao intracelular das células
espermaticas, porém, também atuam no meio extracelular, diminuindo as
lesbes de natureza quimica ou mecanica que o congelamento provoca no
espermatozoide.

Possuem funcbes coligativas, diminuindo o ponto crioscopico
intracelular permitindo assim a permanéncia da agua no estado liquido sob
baixas temperaturas. Além de diminuir a agua intracelular e,

consequentemente, o tamanho e o niumero de cristais de gelo (WATSON,

10



1995). Sao classificados em dois grupos: os alcodis (etanol, glicerol,
etilenoglicol, entre outros) e as amidas. Um bom agente crioprotetor
permeavel deve possuir baixo peso molecular, alta solubilidade em meio
aguoso e baixa toxicidade celular (MEDEIROS et al., 2002).

O glicerol € o crioprotetor de maior eleicdo para a criopreservagdo do
sémen caprino (RITAR et al., 1990; KUNDU et al., 2000; LEBOEUF et al.,
2000). O seu mecanismo de acado se da pela reducdo da concentracdo do
soluto nos meios intra e extracelulares, diminuindo a formagéo e tamanho de
cristais de gelo (DALIMATA & GRAHAM, 1997) por meio de ligacbes de
hidrogénio entre moléculas de &agua e seus trés grupos funcionais de
hidroxilas.

O crioprotetor pode causar danos osmoticos aos espermatozoides,
mas cada espécie responde de maneira diferente em relacdo ao efeito do
crioprotetor. Os espermatozoides caprino sao ligeiramente tolerantes a
essas condicoes e resistem de forma mais efetiva ao glicerol (MEDEIROS et
al., 2002). Apesar disso, o glicerol pode também produzir danos aos
espermatozoides caprinos, por apresentar graus de toxicidade em
concentracfes acima de sete porcento (LEBOEUF et al., 2000). Esses
danos incluem mudancas nas estruturas citoplasmaticas, alteracdo da
polimerizacao da tubulina e interferéncia direta nas proteinas da membrana
plasméatica (PARKS & GRAHAM, 1992).

Com isso, algumas substéncias tém sido utilizadas como uma
alternativa para os diluidores de congelamento de sémen, como 0s
crioagentes do grupo dos alcodis: etanol, etilenoglicol, metanol,
polietilenoglicol e propilenoglicol; e as amidas, incluindo a acetamida,

formamida, lactamida e dimetil-sulfoxido, além de outras (SNOEK, 2003).

2.6.5 - Diluente Beltsville Thawing Solution (BTS)

O BTS €& um diluidor desenvolvido por PURSEL & JOHNSON (1975)
para sémen congelado na forma de pellet e adaptado para sémen
armazenado na fase liquida por JOHNSON et al., (1988). E um diluente

preconizado para conservacdo do sémen suino. Entretanto, alguns autores
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PAULENZ et al., (2005) tém utilizado esse diluidor na conservacdo de
sémen caprino. MURGAS et al., (2007) afirmam que o BTS possui em sua
férmula componentes que, além de nutrirem células espermaticas e proteger
a face intracelular da membrana citoplasmatica, proporciona um
microambiente osmoticamente favoravel durante o0 congelamento
(MURGAS et al., 2007).

Este diluente contem baixas concentracdes de potassio e parece
manter a concentracao intracelular deste ion em niveis fisiologicos durante o
armazenamento. O EDTA na sua composic¢ao tem a funcédo de capturar ions
divalentes, principalmente Ca*™" para prevenir a capacitacdo e o inicio da
reacao acrossomal (JOHNSON et al., 2000).

O BTS apresenta glicose em sua formulacao (Tabela 2), que, por sua
vez, atua como crioprotetor externo a membrana citoplasmética dos
espermatozoides e serve de substrato para a sintese de ATP. Segundo
COSSON et al., (1999), a fosforilacdo oxidativa mitocondrial é altamente
requerida para producdo de energia durante o batimento flagelar dos
espermatozoides, de modo que a insuficiéncia de ATP constitui uma das
principais causas da reducdo da motilidade espermatica.

2.7- Antioxidantes

A adicdo de antioxidantes ao diluidor tem sido avaliada quanto a sua
capacidade de proteger o espermatozoide do efeito tdéxico das espécies
reativas ao oxigénio (ROS). No entanto, a formagdo de pequenas
guantidades de ROS exerce fundamental importancia na viabilidade
espermatica, sendo que O, e H;O, participam do mecanismo de
capacitacdo, hiperativacéo, reacdo acrossomal e fusdo esperma-ovécito em
varias espécies (MAIA & BICUDO, 2009). Entretanto quando ocorre uma
alteracdo na proporcdo em que a quantidade de radicais livres € superior a
de antioxidantes, se inicia 0 estresse oxidativo, comprometendo assim a
funcdo espermatica (SIKKA et al., 1995).

O choque térmico durante o congelamento contribui para o aumento

das reacOes oxidativas, aumentando assim o efeito destrutivo na membrana
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espermatica e no DNA dos espermatozoides (MAXWELL & WATSON,
1996). A oxidacdo da célula espermética provoca diminuicdo da fluidez da
membrana e aumento de sua permeabilidade. Além disso, existe uma
relacdo entre lipoperoxidacdo, motilidade e morfologia espermatica. Sendo a
peroxidagdo dos lipidios, considerada uma causa importante na disfungéo
espermética. Os espermatozoides caprinos sao mais suscetiveis a
peroxidacdo em relacdo aos espermatozoides bovinos, devido a maior
proporcdo entre acidos graxos saturados e insaturados , tornando sua
membrana mais susceptivel aos danos por peroxidacdo na presenca de
ROS (ALVAREZ & STOREY, 1995). O sémen congelado e descongelado &
mais susceptivel a peroxidacéo lipidica do que o sémen fresco (BILODEAU
et al., 2000).

2.8 - Albumina sérica bovina

A albumina bovina € a proteina mais abundante no plasma sanguineo
bovino e serve como depdsito, assim como transporte de proteina para
numerosos componentes, como cadeia longa de &cidos graxos ou
bilirrubina, ligados por alta afinidade a proteina (NAKAMURA et al., 1997). A
estrutura secundaria da albumina bovina contém muitos residuos de cistina
e estes s&o helicoidais em grande parte da cadeia. E a principal proteina que
contribui para a pressdo coloidal osmética do sangue e também para o
transporte de proteinas para numerosos compostos endégenos e exdgenos
(TATTINI et al., 2006). De acordo com UYSAL & BUCAK (2007) sua
propriedade quelante permite inativar metabdlitos do oxigénio gerados pelo
estresse oxidativo mantendo a integridade da membrana plasmatica dos
espermatozoides canino devido ao processo de criopreservacao.

Também esta relacionada a extracdo do colesterol da membrana
plasmatica. Este processo ocorrera em areas restritas da membrana,
havendo devido a isto, um deslocamento dos fosfolipidios, levando-os a um
novo rearranjo. Nas espécies onde a membrana é rica em colesterol
(humanos e bovinos) tais eventos ndo s&o evidenciados na mesma

velocidade como nas espécies com um baixo nivel (suinos e ovinos). Frente
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a isto, o tempo para capacitacdo varia, sendo verificada a necessidade de
um maior tempo naquelas com altos niveis de colesterol na membrana
(FLESCH & GADELLA, 2000; MAURER, 1992).

TWIGG et al., (1998) analisando o efeito da formagcdo no meio
intracelular de espécies reativas ao oxigénio no meio intracelular de
espermatozoides humanos, verificaram que a presenca de albumina n&o
protegeu contra os danos no DNA induzidos por NADPH, mas foi
extremamente eficaz na prevencao da fragmentacdo do DNA resultante da
supressédo da glutationa peroxidase por meio da atividade com mercapto
succinato. A albumina neutraliza o impacto do estresse oxidativo sobre os
espermatozoides, pela ligacdo aos peréxidos de lipidios toxicos gerados no

interior da membrana plasmatica durante a cascata de peroxidacao lipidica.

2.9 - Resfriamento do sémen

A curva de resfriamento € considerada o principal entrave no processo
de criopreservacdo do sémen (WATSON, 1995). Durante o resfriamento, a
taxa de queda de temperatura entre 19 e 8 °C é um importante fator na
ocorréncia de alteracbes morfolégicas e funcionais do espermatozoide,
devido a ocorréncia de mudancas irreversiveis na atividade metabdlica da
membrana plasméatica do espermatozoide, levando a ruptura e perda de
componentes celulares (GRAHAM, 1996).

O uso de curvas de resfriamento rapida (queda maior que 1 °C/min.),
média (queda entre 1 a 0,3 °C/min.) e lenta (queda menor que 0,3 °C/min.) é
descrito na literatura, principalmente em equinos (JASKO et al., 1991).
Segundo os autores, 0 uso de curvas de congelamento lento € somente
necessario durante a faixa de temperatura na qual a célula espermatica é
mais suscetivel ao choque térmico, entre 15 e 0 °C, diminuindo assim os
danos.

O periodo de equilibrio é o tempo no qual o espermatozoide
permanece a temperatura de 4 a 5 °C antes do congelamento (WIGGIN &
ALMQUIST, 1974). Esse tempo é necessario para que 0s espermatozoides

interajam com 0s constituintes do meio (gema de ovo e crioprotetores) e
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esses adquiram maxima resisténcia aos danos causados a célula
espermatica pelo processo de criopreservacdo (BOUCHARD et al., 1990;
ENGLAND, 1993). Diferentes periodos de equilibrio sdo descritos para
criopreservacdo do sémen caprino (SAHNI & ROY, 1972; WAIDE et al.,
1997; DEKA & RAO, 1985). Segundo DEKA & RAO (1985), essa diversidade
pode ser devido as diferengas na composi¢cao dos meios de congelamento
utilizados durante a diluicdo do sémen. DAS & RAJKKONWVAR (1995) e
DUTTA et al., (1996) disseram que o periodo de equilibrio ideal para o
congelamento de sémen caprino encontra-se entre 1 e 4 horas. No entanto,
RITAR et al., (1990) sugerem que o sémen caprino pode ser criopreservado
sem o0 uso do tempo de equilibrio, quando se utiliza um tempo de
resfriamentode 1 a1,5hora (30 °Ca4-5°C).

2.10 - Congelamento do sémen

Poder armazenar o sémen por um periodo indefinido de tempo e
utiliza-lo a qualquer momento é com certeza uma das maiores vantagens
gue a criopreservacao traz para os programas de Inseminacao Artificial (1A).
Essa técnica, iniciou a aproximadamente 50 anos com a descoberta do
glicerol como crioprotetor (HOLT, 2000).

Em caprinos, o sémen foi congelado pela primeira vez por SMITH &
POLGE (1950), e os autores se reportaram a fertilidade pos-
descongelamento do sémen dessa espécie como muito baixa para ser
considerada de valor préatico. Muitas investigacfes tém sido desenvolvidas
sobre a criopreservacdo do sémen caprino e todas as etapas envolvidas no
processo (LEBOEUF et al., 2000).

Os eventos ocorridos durante a criopreservacao envolvem os seguintes
passos: reducdo da temperatura (como descrito no resfriamento),
desidratacéo celular, congelamento e descongelamento (MEDEIROS, 2002).

A curva de congelamento é de extrema importancia na manutengédo da
integridade celular. Quando a taxa é adequada, a célula torna-se
progressivamente desidratada e permanece funcional apés o

descongelamento. Caso contrario ocorre perda da viabilidade das células,
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possivelmente em fungdo da diminuicdo do conteddo de agua intracelular,
ocasionando aumento das concentracbes de solutos intracelulares e
precipitacdo, com alteracdo de pH e osmolaridade do meio (WATSON,
1995).

Os danos sofridos pelo espermatozoide durante o congelamento e o
descongelamento ocorrem na faixa de temperatura entre - 15 e - 60 °C
(PARKS & GRAHAM, 1992). Entretanto, o tipo de comprometimento celular
dependera da velocidade de congelamento. Dessa forma, a desidratacéo
celular ser4 observada quando a taxa e resfriamento oscilar entre 25 a 40
°C/min., enquanto o congelamento lento causa danos a célula, devido a altas
concentracfes de soluto intracelular durante o processo. Por outro lado, o
resfriamento rapido (60 °C/min.) pode provocar a recristalizacdo apos o
descongelamento, com formacao de grandes cristais de gelo, o que causa
danos fisicos a célula (GRAHAM, 1996).

Apesar da praticidade e possibilidade de armazenamento do sémen
por periodo indeterminado, a viabilidade do sémen congelado/descongelado
em geral € menor do que quando se utiliza o sémen resfriado. Apesar de
imprescindiveis para a sobrevivéncia dos espermatozoides no processo de
congelamento, os crioprotetores possuem efeitos toxicos para o
espermatozoide, tornando algumas  substancias utilizadas na
criopreservacdo de outros tipos celulares improprias para a célula
esperméatica (WATSON, 2000).

2.11 - Exames complementares

2.11.1 - Teste de termorresisténcia

O teste de termorresisténcia (TTR) consiste na incubacdo de uma
amostra de sémen em banho-maria, por tempo pré-estabelecido e sob
determinada temperatura, avaliando-se, ao longo do tempo, a motilidade
progressiva e o vigor esperméatico (DIMITROPOULQOS, 1967 citado por
BORGES, 2003 e SANTOS et al., 2006) no intuito de predizer a fertilidade

seminal.
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O teste de termorresisténcia € utilizado para avaliar o comportamento
(motilidade e vigor) dos espermatozoides quando incubados a 37 °C por trés
horas e, desta forma, predizer a fertilidade seminal (BARNABE et al., 1981).

O teste de termorresisténcia rapido (30 minutos a 46 °C) utilizado na
avaliacdo de sémen congelado constitui-se como uma prova de grande
aplicabilidade (ARRUDA, 1988), especialmente por sua correlacdo com
fertilidade a campo. Outros trabalhos verificaram a associacdo da resisténcia
dos espermatozoides imposta ao periodo de incubacdo estabelecido em
testes de termorressisténcia com importantes implicacdes fisiolégicas e
praticas, sendo que as correlagbes com fertilidade in vivo e a campo
mostraram — se presentes (VISHWANATH & SHANNON,1997).

2.11.2 - Teste hiposmaético (HOST)

O teste hiposmotico, desenvolvido por JEYENDRAN et al., (1984) em
sémen humano, visa avaliar a integridade funcional da membrana
espermatica. Uma das propriedades da membrana plasmatica é sua
capacidade de permitir o transporte de moléculas seletivamente. Quando a
célula espermética € exposta a um meio hipotdnico, ocorre a passagem de
agua pela membrana plasmatica para o interior da célula, numa tentativa de
restabelecer o equilibrio osmético entre o meio intra e extra-celular. O
aumento de volume ou “edemaciamento” do espermatozoide é
particularmente visivel na cauda, pois a membrana plasmatica que a envolve
parece ser mais frouxamente aderida a membrana que envolve a cabeca,
por isso a regido enrola-se com facilidade. De acordo com JEYENDRAN et
al., (1984) pode-se relacionar o enrolamento da cauda com uma boa
funcionalidade da membrana da cabeca, ja que no seu trabalho houve
correlacdo positiva entre caudas enroladas e penetracado do espermatozoide
em odcitos de hamster.

O meio hiposmético ideal deve exercer estresse suficiente para causar
um aumento de volume observavel ao microscépio de luz, sem causar a lise
da membrana esperméatica. O HOST tem sido utilizado como protocolo de

avaliacdo da viabilidade funcional da membrana espermética de diversas
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espécies: humanos (JEYENDRAN et al., 1984), equinos (MELO, 1999),
caninos (KUMI-DIAKA, 1993), ovinos (OBERST et al., 2003) e caprinos
(FONSECA et al., 2001; SANTOS et al., 2001; SALGUEIRO et al., 2003).

Trabalhando com sémen caprino, FONSECA et al., (2001) utilizaram
uma solucdo hiposmotica formulada pela combinagdo de citrato de sodio
(50%) e frutose (50%) em &gua destilada e testaram osmolaridades que
variavam de 50 a 300 mOsmol/L. Os autores observaram que a maior
percentagem de espermatozoides reativos ao teste e com um maior grau de
reacdo (dobramento de cauda e edema) foi obtida em solug&o hiposmatica a
125 e 150mOsmol/L. SANTOS et al., (2001) também encontraram bons
resultados, trabalhando com um tempo de incubacao de 60 minutos, a 37°C.
Esse tempo € superior ao preconizado por CAIZA DE LA CUERVA et al.,
(1997) que citam que o tempo ideal para que ocorram as reagdes é de 20 a
30 minutos.

Estudos tém demonstrado a correlagdo do HOST com a fertilidade in
vitro do sémen de touros (ROTA et al., 2000), de hamsters (JEYENDRAN et
al., 1984) e com a motilidade esperméatica do sémen canino descongelado
(KUMI-DIAKA, 1993). Esse teste também é importante por acusar alteracdes
intensas da funcionalidade espermatica, em amostras que nao seriam
condenadas somente pelos resultados das avaliacbes de motilidade e
morfologia esperméticas (MELO, 1999).

Apés o periodo de incubacao, as amostras do teste hiposmaético podem
ser fixadas com solucdo de formol-salina tamponada para serem avaliadas
futuramente, sem comprometer, com isso, os resultados (ALVES et al., 2004
citado por BITTENCOURT et al., 2005).

O célculo do niumero de espermatozoides reativos ao teste hiposmotico
pode ser realizado por intermédio da seguinte férmula citada por
BITTENCOURT et al., (2005): HOST% = (% de alteracbes na regido da
cauda apos teste HOST) — (% de alteragBes na regido da cauda antes do
teste HOST).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 - Local e periodo de experimentacao

O experimento foi desenvolvido nas dependéncias do Setor de
Caprinocultura e no Laboratério de Reproducdo Animal do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Vicosa, Minas Gerais, nas
coordenadas geograficas de 20°45'14”, latitude sul, e meridiano 42°52°54”
longitude oeste, altitude média de 752,5 m de altitude. A temperatura média
anual é de 18,5 °C, indice pluviométrico anual de 1221,4 mm e o clima da
regido é, segundo a classificacdo de Kdppen, do tipo Cwa - clima tropical de
altitude com inverno seco e verdo chuvoso. O periodo experimental foi de
outubro a novembro de 2011, periodo este em que 0sS animais se

encontravam em estacdo de monta induzida.

3.2 - Animais, alimentacao e sanidade.

Foram utilizados como doadores de sémen quatro reprodutores
caprinos adultos com idade variando entre um ano e meio e trés anos, das
racas Alpina (n = 2) e Saanen (n = 2), higidos e com historico de fertilidade
comprovada. Antes do periodo experimental, os animais foram submetidos
ao exame androlégico e aprovados para reproducdo, de acordo com 0S
padrbes seminais para a espécie do Manual para Exame Androlégico e
Avaliacdo de Sémen Animal, do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal
(CBRA, 1998).

Os animais foram mantidos em baias individuais, com alimentacao
volumosa fornecida duas vezes ao dia composta de silagem de milho e
concentrado protéico (550 g/ dia), bem como mistura mineral e agua ad
libitum, atendendo as exigéncias nutricionais dos reprodutores. O exame

clinico dos animais foi realizado periodicamente.
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3.3 - Coletas de sémen

As coletas de sémen foram realizadas com intervalo de 48 horas,
durante o periodo matutino, nos meses de outubro e novembro de 2011.
Foram coletados cinco ejaculados por animal, totalizando 20 ejaculados.
Foram utilizadas como manequim, fémeas em estro induzido pela aplicacéo
semanal de 1 mg de cipionato de estradiol pela via intramuscular. As fémeas
foram mantidas em tronco de contencédo adequado para a espécie.

O método de coleta empregado foi o da vagina artificial modelo curto
(Modificado de MIES FILHO, 1987) com agua aquecida entre 42°C e 44°C
no momento da coleta. Como revestimento da mucosa da vagina artificial,
foram utilizados sacos plasticos em forma de funil (camisa sanitaria), onde
na extremidade mais estreita foi inserido um tubo de centrifuga de plastico
graduado (15ml). Esse mesmo tubo foi revestido externamente com papel
aluminio para evitar mudancas bruscas de temperatura e radiagcédo solar. O
tubo com o ejaculado foi encaminhado o mais rapido possivel ao laboratério,
para realizar avaliacdes fisicas e logo apds o processamento do sémen para

a criopreservagao.

3.4 - Andlises fisicas do sémen

Os tubos de coleta de sémen ficaram em suportes sobre a bancada do
laboratério, em temperatura ambiente, juntamente com o diluente de cada
tratamento, os quais foram retirados do banho-maria a 37°C assim que o
sémen coletado chegou ao laboratério.

Todo material utilizado como laminas, laminulas, ponteiras e
recipientes durante a avaliacdo do sémen foi previamente aquecido a 37 °C
em uma placa aquecedora.

O volume da amostra foi verificado por meio de leitura direta no tubo de
coleta (graduado) e registrado em mililitros (mL).

O aspecto e coloragdo do ejaculado foram verificados visualmente e
inferido valor de acordo com escalas pré-definidas para aspecto (1: aquoso,
2: leitoso, 3 cremoso) e coloracdo (1: branca, 2: branco-amarelada, 3:

amarelada).
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O turbilhonamento foi avaliado por meio da deposi¢cdo de uma gota de
sémen (10pL) em lamina, observando em microscopio de luz no aumento de
100X para posterior classificacdo em escala de zero a cinco, admitindo-se
zero como auséncia de parametro e cinco, como valor maximo para o
movimento de massa.

Em uma lamina escavada foi colocado 10 pL do sémen e 100 pL do
diluente, que depois de homogeneizado, foi retirada uma aliquota de 10 uL
para realizar a avaliacdo da motilidade e vigor. A observacédo foi feita em
microscopio de luz, no aumento de 200X, utilizando-se laminas e laminulas
pré-aquecidas.

No parametro motilidade foram atribuidas notas percentuais subjetivas
de zero a 100% em relacédo a quantidade de espermatozoides moveis totais,
enquanto para o vigor, os valores de zero a cinco foram atribuidos conforme
a intensidade e velocidade do movimento.

Para realizacdo da concentracdo espermatica, o sémen foi diluido em
agua destilada, na proporcéo de 1:200 (agua: diluidor), utilizando-se a pipeta
de volume variavel. Preenchida a cAmara de Neubauer, o material foi levado
ao microscopio de contraste de fase em aumento de 40 vezes para
quantificacdo do numero de células espermaticas por mL (FONSECA et al.,
1992).

3.5 - Diluicdo do sémen

Os tubos que continham o diluente para os diferentes tratamentos
foram retirados do banho-maria e colocados sobre a bancada do laboratoério
(temperatura ambiente), juntamente com o sémen recém - coletado. Apds as
avaliacOes fisicas e célculo da concentracdo do ejaculado, o diluente foi
adicionado a amostra de sémen para uma concentracdo final de 50 x 10°
espermatozoides por ml.

O sémen diluido foi envasado em palhetas de 0,25 mL, e lacradas com

massa de modelar atdxica.

21



3. 6 - Resfriamento do sémen

ApoOs o envase, as palhetas foram colocadas em tubos de ensaio de
vidro (15 mL). Em seguida, os tubos de ensaio revestidos por um refil (saco
plastico) foram acondicionados em recipientes plasticos (240 mL) contendo
120 mL de &lcool absoluto, e mantidos em temperatura ambiente. Logo
apos, o conjunto foi levado ao interior de uma geladeira, permanecendo na
posicdo horizontal em temperatura de cinco graus Celsius, por uma hora,
seguindo a curva de resfriamento (45 minutos) e tempo de equilibrio (15
minutos), de acordo com FURST (2002).

3. 7 - Congelamento do sémen

O congelamento foi realizado em vapor de nitrogénio liquido, colocando
- se as palhetas que estavam em equilibrio a 5°C, no botijdo, a uma altura de
5 c¢cm do nitrogénio, na posi¢ao vertical, por 15 minutos. Apos este periodo,
as palhetas foram mergulhadas no nitrogénio liquido e, a seguir,
acondicionadas em canister apropriado para serem armazenadas em botijao

de nitrogénio liquido (FURST, 2006) até sua avaliacao.

3. 8 - Delineamento experimental

Foram realizadas cinco coletas (partidas) em cada animal, totalizando
20 partidas no final do experimento. Em cada partida, foram realizados os
testes e andlises para cada um dos quatro tratamentos: bioxcell® (T1); BTS
(T2); BTS + 5% BSA (T3) e BTS + 15% BSA (T4). Sendo que os tratamentos
T2, T3 e T4 apresentavam em sua composicao 2,5% de Gema de Ovo
(BISPO, 2011) e 2,5% de etilenoglicol.

Os ejaculados apos serem diluidos nos meios experimentais, sendo
que os tratamentos (T3) e (T4) continham albumina sérica bovina — fracao V
(Vetec®) nas concentracdes 5% e 15% respectivamente, foram envasados
em palhetas de 0,25mL com concentracdo de 200 milhdes de

espermatozoides/mL, em seguida resfriados e congelados em nitrogénio
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liguido (- 196°C). No momento da andlise, as palhetas de sémen foram
descongeladas a 37 °C / 30 segundos. Em seguida realizou-se as andlises
fisicas (motilidade e vigor espermatico) e os testes complementares (TTR e

hiposmaotico).

3.9 - Diluentes

Todos os diluentes utilizados no presente estudo sdao sumariados nas
tabelas 1, 2 e 3.

Tabela 1 - Composicao quimica do diluente referente ao grupo controle

(BIOXCELL®).

CONSTITUINTE g/L
Tris 2,3
Citrato de Sodio 6,2
Cloreto de Potéssio 0,8
Frutose 1,2
Lactose Monohidratada 0,8
Glicina 0,2
Glicose Anidra 0,5
Taurina 0,005
Sulfato de Gentamicina 0,24
Tartarato de Tilosina 0,33
Lincospectina 100 0,383
Glicerol 40,2
Hidrato de Lactato de Célcio 0,7
Lecitina de Soja 15
Acido Citrico Monohidratado 2,5
Agua Ultra Pura g.s.p. 1000 mL

Fonte: IMV® - Brasil
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Tabela 2 - Composi¢éo quimica do diluente Beltsville Thawing Solution® - BTS

CONSTITUINTE (g/L)
Glicose 15,98
Citrato de sodio 2,542
EDTA 0,53
Bicarbonato de sddio 0,53
Cloreto de potéssio 0,318
Sulfato de gentamicina 0,10
Agua Ultra Pura g.s.p. 1000 mL

Fonte: minitube® - Brasil

Tabela 3 - Composicao dos diluentes de cada tratamento.

TRATAMENTOS COMPOSICAO DOS DILUENTES
T1 BIOXELL®
T2 BTS + Gema de ovo 2,5% + Etilenoglicol 2,5%
T3 BTS + Gema de ovo 2,5% + Etilenoglicol 2,5% + Albumina 5%
T4 BTS + Gema de ovo 2,5% + Etilenoglicol 2,5% + Albumina 15%

3. 10 - Descongelamento e analises do sémen

As palhetas foram descongeladas em banho-maria a 37 °C, por 30
segundos e, posteriormente, secas em papel toalha evitando o atrito entre o
papel e a palheta. Em seguida, realizaram - se as avaliacdes de rotina de
acordo com os parametros minimos exigidos pelo CBRA para o sémen
caprino descongelado, conforme a tabela 4, bem como a avaliagéo por meio
de testes complementares, como o teste de termorresisténcia e o
hiposmaotico.

Tabela 4 - Valores minimos para caracteristicas seminais p6s-descongelamento
para bodes doadores de sémen (CBRA, 1998).

PARAMETROS VALOR
Motilidade (%) 30
Vigor 2
Espermatozoides normais (%) 80
Concentracéo de espermatozoides /mL 40 x 10°

com motilidade progressiva

Fonte: CBRA,1998.
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3.10. 1 - Teste de termorresisténcia

A longevidade dos espermatozoides foi avaliada pelo teste de
termorresisténcia (TTR), que consistiu em colocar uma amostra de sémen
de 0,25 mL, referente a cada tratamento a ser avaliado, em micro tubo do
tipo ependorff de 1,5mL, e incubando a 37 °C por um periodo de até 90
minutos. A motilidade e o vigor espermaticos foram avaliados pelo TTR nos
tempos de cinco, 30,60 e 90 minutos.

Para observacédo da motilidade e do vigor, os procedimentos adotados
foram os mesmos descritos anteriormente para analise do sémen fresco. No
tempo de cinco minutos também foi retirada aliquota do sémen para o teste

de funcionalidade da membrana (teste hiposmatico).

3. 10. 2 - Teste hiposmético

A integridade funcional da membrana plasmatica foi avaliada pelo
Teste hiposmatico, utilizando-se solugdo hiposmética de 100 mOsmol/Kg
como preconizado por SOUZA et al., (2000) e por FONSECA et al., (2001).
Para o preparo da solucdo hiposmatica foram dissolvidos em 1000 mL de
agua deionizada, nove gramas de frutose e 4,9 g de citrato trissodico
(REVELL & MRODE, 1994).

Uma aliquota de 20uL de sémen foi adicionada a uma mL de solugéo
hiposmoética e incubada por meia hora em banho-maria a 37°C.
Posteriormente, foram adicionados 0,5 mL de solugdo de formol-salina
tamponada as amostras de sémen para fixacdo das mesmas.

Posteriormente uma amostra foi montada entre lamina e laminula e
analisada em microscopia de contraste de fase, em aumento de 400X, onde
foram analisados 200 espermatozoides por amostra. Os espermatozoides
foram classificados quanto a presenca ou ndo de cauda enrolada, sendo
classificados como normais aqueles que apresentaram cauda enrolada
(reativos ao teste) e aqueles com cauda reta, foram classificados como

membrana lesada.
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3.11 - Analises estatisticas

Para as analises estatisticas, as variaveis quantitativas foram
submetidas aos testes de normalidade (teste de Liliefors) e
homocedastidade (teste de Cochram & Bartlet) e, posteriormente, a anélise
de variancia (ANOVA), aplicando-se a comparacdo de médias pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade de erro para aquelas que apresentaram
significancia no teste F.

A determinacdo das relacbes entre as caracteristicas estudadas foi
realizada pelo teste de correlagdo simples de Pearson, e a avaliacdo das
médias e desvios-padrdo da média, por meio de estatistica descritiva.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Sémen fresco

Os valores médios, com seus respectivos desvios padrdo da média
(Média * Sy) referente as caracteristicas fisicas, quantitativas e qualitativas
do sémen fresco estdo sumariados na tabela 5. Os parametros estudados

sao considerados normais para o sémen caprino (CBRA, 1998).

Tabela 5 - Volume, aspecto dos ejaculados, coloracdo, concentragao,
turbilhonamento, motilidade e vigor do sémen fresco de caprinos.

Parametros Freq (%) Médias + S,
Volume (mL) 1,18 + 0,03
Aspecto

Agquoso 5

Leitoso 95

Cremoso 0
Coloracéo

Amarelada 3

Branco — amarelada 75,25

Branca 19,75
Concentracéo 4,00 + 0,04 x 10%/mL
Turbilhonamento (0 - 5) 3,13+ 0,77
Motilidade (O - 100 %) 80,32 + 0,31
Vigor (0 - 5) 3,37+ 0,02

Em relacdo a varidvel volume do ejaculado, os valores médios
verificados foram de 1,18 = 0,03 mL, valores estes dentro do preconizado
pelo CBRA (1998), que € no minimo 0,8 mL. De acordo com NUNES (2002)
e HAFEZ (2004), o volume seminal de caprinos sofre variacdo de 0,2 a 2mL,
sendo que animais da raga Alpina sofrem uma variagéo de volume de 0,6 e
1,3 mL, e animais da raga Saanen de 0,7 e 1,1mL, fora e dentro da estacao
reprodutiva respectivamente. O volume seminal obtido neste trabalho ficou
dentro do intervalo de confianca dos valores obtidos por SANTOS et al.,
(2006) e CASTILHO (2008) que foram de 1,1 = 04 e 09 £ 0,3

respectivamente.
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No parametro aspecto do sémen é feita a avaliacdo da cor e da
aparéncia. De acordo com HAFEZ (2004) os ejaculados foram classificados
neste trabalho, quanto ao aspecto, em aquoso (5%), leitoso (95%) e
cremoso (0%) (Tabela 5). A metodologia utilizada, para o parametro
coloragéo foi feita de acordo com a classificagcdo de trés valores (1 = branca;
2 = branco - amarelada; e 3 = amarelada). Contudo, a coloragdo amarelada
foi a menos observada (5%) nas avaliagcbes realizadas nos ejaculados,
predominando as cores branca (19,75%) e branco - amarelada (75,25%).
Estes pardmetros estdo correlacionados com a concentragdo espermatica e
uma eventual presenca de urina, pus, sangue e demais componentes
anormais no sémen (SALVIANO & SOUZA, 2008). Nos caprinos, 0 sémen
se apresenta naturalmente mais amarelado (HAFEZ, 2004) e, na maioria das
vezes, é devido a presenca do plasma em grande quantidade. No entanto
quanto mais branco for o ejaculado, maior serd a concentracao espermatica
(HAFEZ, 2004).

A concentracdo espermatica média observada foi de 4,00 + 0,04 x 10°
espermatozoides/mL (Tabela 5), resultados semelhantes aos verificados por
DIAS (2010) 3,33 + 0,2 x 10° e PENITENTE (2010) 3,35 + 0,23 x 10°. Os
resultados deste trabalho também se encontravam dentro do mesmo
intervalo de confianca (95%) relatado por esses autores. De acordo com
MIES FILHO (1987), a concentracdo de espermatozoides na espécie caprina
varia de 1,0 a 5,0 bilhdes de espermatozoides/mL, sendo a média 3,0
bilhdes. Para HAFEZ (2004) a concentracdo espermatica em caprinos se
apresenta variando de 2,5 a 5,0 bilhdes de espermatozoides/mL.

O turbilhonamento é o resultado da acédo conjunta entre 0s parametros
de concentracdo, motilidade e vigor espermatico. Neste trabalho, o
turbilhonamento apresentou média de 3,13 + 0,77 (Tabela 4), concordando
com os 3,9 + 0,1 encontrados por SILVA (2006), aos 3,6 + 0,23 verificado
por SANTOS (2010) e aos 4,06 £ 0,66 relatados por MARTINS et al., (2006),
sendo considerados dentro do recomendado pelo CBRA (1998). Fatores de
natureza externa como meétodo de colheita, temperatura e forma de
manipulacdo da amostra prejudicam a avaliacdo do turbilhonamento real do

ejaculado.
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A motilidade envolve o percentual de células moveis presentes no
ejaculado. Nesse experimento, a motilidade do sémen fresco foi de (80,32 +
6,19%) (Tabela 5) avaliacdo considerada acima do valor minimo exigido pelo
CBRA (1998) para o sémen caprino in natura que é de 70%. Esses
resultados sdo semelhantes aos valores de 82,33 £ 9,79 encontrados por
BISPO (2005), e de 82,87 + 7,32 encontrados por MARTINS et al., (2006).

Da mesma forma, o vigor espermatico apresentou valor meédio 3,37 +
0,39 préximos aos 3,93 = 0,41 reportados por BISPO (2005) e aos 3,35 +
0,46 relatados por MARTINS et al.,, (2006). Esses valores encontram-se

dentro do preconizado para a espécie (CBRA, 1998).

5.2 - Sémen descongelado

Todas as partidas descongeladas atenderam aos requisitos minimos
exigidos para o sémen caprino descongelado, em relagédo aos aspectos de
motilidade espermética (>30%) e vigor espermatico pds-descongelamento
(>2), de acordo com as exigéncias do Colégio Brasileiro de Reproducéo
Animal (CBRA, 1998).

Na tabela 6 estdo sumariados os valores para motilidade e vigor do
sémen descongelado no teste de termorresisténcia (TTR) para os quatro
tratamentos experimentais.

A maior parte dos parametros do sémen analisado na pos-
descongelacdo atendeu as normas do CBRA (Tabela 4) no inicio do TTR
(Tabela 6 — Tempo 5’)

Observa-se, pelos dados apresentados, que a longevidade do sémen
nao apresentou o0s parametros minimos (motilidade 15% e vigor 3)
preconizados pelo CBRA (1998) ao final do TTR para os tratamentos. Sendo
que apenas a motilidade do grupo bioxcell, apresentava valor minimo
recomendado pelo CBRA (1998).

Os resultados do TTR evidenciaram de um modo geral, queda brusca
dos parametros de motilidade espermética progressiva e vigor, ao longo de

90 minutos de duracdo do teste, o que também foi observado por

29



PENITENTE (2010), ao avaliar a longevidade do sémen caprino apds o
descongelamento utilizando do mesmo diluente para o grupo bioxcell.

Tabela 6 — Valores médios, desvios-padrao da média para motilidade e vigor no
teste de termorresisténcia do sémen caprino descongelado para os
diferentes tratamentos experimentais e em funcéo do tempo (minutos).

TRATAMENTOS

TEMPOS BIOXCELL BTS BTS+BSA BTS + BSA 15%
(minutos) 5%

5’ Mot 32,25+ 0,45 34,00+0,46° 36,00+ 0,39" 35,75 + 0,38"
5’ Vig 2,7+0,03° 3,37 +0,03° 3,45+ 0,02° 3,5+0,02%
30" Mot 255+ 0,36° 21,00+0,56° 22,00 +0,43* 24,25 + 0,44%
30’ Vig 2,35+0,02° 2,32+0,04° 2,3+0,03 2,47 +0,03°
60’ Mot 20,5+0,35" 6,5+0,38° 6,75 + 0,37° 7,75 +0,35°
60’ Vig 1,95+ 0,02 0,77 +0,04° 0,85 + 0,03" 0,95 + 0,04°
90’Mot 15,5+ 0,42 1,00+0,13" 2,00 + 0,24° 1,25+ 0,15"
90'Vig 1,52+0,03* 0,2+0,02° 0,22 + 0,02° 0,2 +0,02°

Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Tukey.
BTS - Beltsville Thawing Solution; BSA - Bovine serum albumin; Mot - motilidade progressiva; Vig -
vigor.

A adicdo de albumina sérica bovina nas concentracdes de 5% e 15%,
em relagé@o ao grupo bioxcell, ndo afetou a queda da motilidade progressiva
do sémen descongelado, submetido ao teste de termorresisténcia de 5, 30,
60 e 90 minutos.

Os tratamentos experimentais BTS, BTS + BSA 5% e BTS + BSA
15% (Tabela 6) iniciaram o TTR com motilidade maior que a do bioxcell. No
entanto, apresentaram queda acentuada na motilidade e menor longevidade
espermatica. Porém, o grupo com BSA 5% teve uma média relativamente
maior no tempo 5 minutos, mas ndo apresentou diferenga significativa
(P>0,05), em relacdo aos demais grupos experimentais. E possivel que
fatores diversos como acondicionamento espermatico e/ou velocidade de
congelamento e descongelamento, além de modificacdes fisico-quimicas no
diluidor durante o crioprocessamento tenham influenciado os resultados
apresentados nesse experimento.

O declinio da motilidade espermatica verificado no TTR, pode ser
devido a lesBes estruturais das membranas das células espermaticas,
provocando assim, perdas dos componentes intracelulares decorrentes tanto

do processo de congelamento como de descongelamento (WATSON, 1995).
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Com excecdo do bioxcell, os valores encontrados para motilidade
espermética neste trabalho estédo baixos em relacdo aos valores observados
no teste hiposmotico. O teste hiposmético € um teste quantitativo e a
motilidade uma avaliacdo subjetiva. Porém, geralmente os seus valores
ficam proximos, desde que a avaliacdo da motilidade seja realizada com
critério. Como o teste hiposmatico avalia a funcionalidade da membrana da
célula espermatica, caso a sua funcionalidade esteja comprometida, é
grande a probabilidade do espermatozoide estar sem motilidade ou sofrer
uma diminuigdo em seu vigor.

Neste trabalho apenas o grupo controle do teste hiposmético (Tabela 7)
apresentou médias semelhantes ao valor encontrado no descongelamento
no tempo cinco minutos do grupo controle do TTR, indicando que no
descongelamento as células espermaticas poderiam apresentar motilidade

mas com a presenca de lesdes na sua membrana.

Tabela 7 — Valores médios e desvios-padrdo do teste hiposmatico (% de células
funcionais) do sémen descongelado, entre os tratamentos.

Tratamentos
Teste . BTS + BSA BTS +
Bioxcell BTS 50 BSA 15%
HostSD 35,95 0,70° 19,1 + 0,32° 15,9+ 0,36° 17,1 +0,39"

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (P<0,05) pelo teste
de Tukey. HostSD - teste hiposmotico do sémen descongelado.

A membrana plasmatica do espermatozoide € composta de diversos
compartimentos com diferengas estruturais e funcionais, integrando desta
forma um mosaico fluido de dominios especificos, com fun¢Bes distintas e
especializadas (KNOBIL & NEILL, 2006). Em func¢éo disto, outras avaliacdes
especificas, como o uso de sondas fluorescentes para avaliacdo da
integridade do acrossoma, integridade da membrana plasmética e atividade
mitocondrial s&o necessarias para a caracterizacdo dos diferentes aspectos
e estruturas da membrana, bem como, do seu efeito protetor.

A utilizacdo de sondas fluorescentes possibilita uma avaliagdo mais
criteriosa dos compartimentos estruturais da membrana, assim como a sua
funcionalidade e com isso explicar a queda brusca da motilidade durante o

teste de termorresisténcia. As células espermaticas apresentaram motilidade
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apos o descongelamento, porém as membranas poderiam estar alteradas e,
assim, ndo permitirem a sobrevivéncia dos espermatozoides por um periodo
maior. Somente o teste hiposmatico é insuficiente para tal conclusdo, uma
vez que ele mostra aqueles espermatozoides que possuem a membrana
afuncional impedindo desta forma o dobramento da cauda. No entanto as
membranas poderiam ndo estar totalmente danificadas, mas alteradas ao
ponto de ndo suportarem o desafio da temperatura (37°C) por um periodo
maior.

A realizagdo da inseminacdo artificial com o sémen acrescido dos
diluentes seria conclusivo para verificar se o tempo de sobrevivéncia
apresentado a uma temperatura de 37°C é suficiente para realizar a
fertilizacao.

Na tabela 8 estdo sumariadas as correlagbes de Pearson entre o0s
parametros fisicos, a motilidade do sémen fresco e descongelado e o teste
hiposmotico para o tratamento bioxcell.

Foi encontrada correlacdo negativa entre vigor do sémen fresco e do
sémen descongelado (r= -0,38), mostrando que quanto maior o vigor do
sémen fresco menor era do sémen descongelado, sugerindo uma diminuigéo
da energia metabdlica no descongelamento com um aumento do gasto
energético inicial da célula espermatica. Na mesma tabela observa-se uma
correlacdo positiva da motilidade espermatica no descongelamento com o
vigor do sémen descongelado, mostrando que quanto maior a presenca de
células moveis maior a velocidade de sua movimentacao.

Foi verificada correlacdo negativa entre o volume e a concentracéo (r =
-0,38 P<0,05) (Tabela 8), demonstrando que guanto menor o volume do
sémen observado no ejaculado, maior a concentracdo espermatica do
mesmo.

A motilidade do sémen fresco apresentou correlacéo positiva (r = 0,60
P<0,05) (Tabela 8) com o turbilhonamento em que um aumento no
movimento de massa da amostra avaliada, aumenta a motilidade
progressiva da célula espermatica. No entanto, a motilidade do sémen fresco
apresentou correlacdo negativa (r = -0,42 P<0,05) (Tabela 8) com o volume
do ejaculado, mostrando que a presenga de um menor volume do sémen,

aumenta a motilidade do sémen fresco.
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Tabela 8 - Correlagdes Simples de Pearson para aspectos fisicos do sémen fresco
e descongelado, e também a avaliacdo hiposmética do sémen
descongelado para o tratamento bioxcell.

TRATAMENTO BIOXCELL

VOLUME TURB CONC MotSF VGSF MotSD VGSD HOST

VOLUME 1 -0,23 - 0,38* -0,42* -0,36 0,11 0,28 0,33
TURB 1 0,04 0,60* 0,02 0,11 0,30 -0,13
CONC 1 0,22 0,30 -0,05 -0,05 0,19
MotSF 1 0,08 0,14 0,33 -0,15
VGSF 1 0,34 -0,38* -0,21
MotSD 1 0,54* -0,03
VGSD 1 0,30
HOST 1

Valores seguidos por (*) apresentam correlacéo significativa (P<0,05). TURB - turbilhonamento; CONC
- concentracdo; MotSF - motilidade do sémen fresco; VGSF - vigor do sémen fresco; MotSD -
motilidade do sémen descongelado; VGSD - vigor do sémen descongelado; HOST - teste hiposmaético
do sémen descongelado.

Observa-se na tabela 9 uma correlagdo negativa (r= -0,55) do
turbilhonamento e o teste hiposmoético no tratamento em que ndo houve
adicdo de BSA. Contudo houve uma correlacdo positiva entre a motilidade
do sémen descongelado com o vigor do mesmo (r = 0,59), podendo explicar
a diminuicdo de células funcionais em que um aumento da motilidade e do
vigor, aumentaria a producdo de metabdlitos reativos ao oxigénio,
comprometendo assim a funcionalidade da membrana o que possivelmente
pode ser explicado pela diminuicdo de células que apresentaram o
dobramento da cauda devido a choque osmotico.
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Tabela 9 - Correlagfes Simples de Pearson dos aspectos fisicos do sémen fresco e
descongelado, e também a avaliacdo hiposmoética do sémen
descongelado para o tratamento BTS.

TRATAMENTO BTS

VOLUME TURB CONC MotSF VGSF MoTSD VGSD HostSD

VOLUME 1 -0,23 -0,38* -042* -0,36 0,07 0,11 -0,10
TURB 1 0,04 0,60* 0,02 - 0,05 0,29 - 0,55*
CONC 1 0,22 0,30 - 0,19 0,06 0,34
MotSF 1 0,08 - 0,10 0,17 -0,16
VGSF 1 -0,18 - 0,26 -0,10
MoTSD 1 0,59* -0,15
VGSD 1 -0,14
HostSD 1

Numeros seguidos por (*) apresentam correlagdo significativa (P<0,05). BTS - Beltsville Thawing
Solution; BSA - Bovine serum albumin TURB - turbilhonamento; CONC - concentragdo; MotSF -
motilidade do sémen fresco; VGSF - vigor do sémen fresco; MotSD - motilidade do sémen
descongelado; VGSD - vigor do sémen descongelado; HostSD - teste hiposmético do sémen
descongelado.

Observa-se pelos dados apresentados na tabela 10 uma correlacao
positiva entre a concentracdo e o teste hiposmotico (r = 0,42), mostrando
que quanto maior a concentracao espermatica, maior a presenca de células
reativas ao teste hiposmotico quando a concentracdo de BSA é 5%.

De forma geral, as correlacbes entre motilidade e teste hiposmatico
nao mantiveram um padrdo de comportamento, dessa forma, ndo é possivel
afirmar que a motilidade progressiva € um bom parametro para a predicao
da integridade funcional da membrana espermaética.

O parametro motilidade espermatica parece ndo ser isoladamente
eficaz em predizer a viabilidade espermatica de sémen congelado para uso
em programas de inseminacdo artificial, sendo necessario uso de testes
complementares que possam elevar a acuracia em predizer a fertilidade do
sémen (CASTILHO, 2009). Tal observacdo é respaldada pelo presente
experimento em que os valores médios obtidos no teste hiposmatico foram
inferiores aos da motilidade espermatica, indicando menor concentracdo de

espermatozoides viaveis e com potencial por dose.
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Tabela 10 - Correlagfes simples de Pearson dos aspectos fisicos do sémen fresco
e descongelado, e também a avaliacdo hiposmaética do sémen
descongelado para o tratamento BTS + BSA 5%.

TRATAMENTO BTS + BSA 5%

VOLUME TURB CONC MotSF VGSF MoTSD VGSD HostSD

VOLUME 1 -0,23 -0,38* -042* -0,36 -0,23 0,17 0,13
TURB 1 0,04 0,60* 0,02 -0,19 -0,04 -0,26
CONC 1 0,22 0,30 - 0,23 - 0,02 0,42*
MotSF 1 0,08 0,01 0,13 -0,17
VGSF 1 -0,21 -0,29 -0,24
MotSD 1 0,20 -0,21
VGSD 1 0,01
HostSD 1

Numeros seguidos por (*) apresentam correlagdo significativa (P<0,05). BTS - Beltsville Thawing
Solution; BSA - Bovine serum albumin; TURB - turbilhonamento; CONC - concentragdo; MotSF -
motilidade do sémen fresco; VGSF - vigor do sémen fresco; MotSD - motilidade do sémen
descongelado; VGSD - vigor do sémen descongelado; HOST - teste hiposmético do sémen
descongelado.

Na tabela 11 ndo foram encontradas correlacdes significativas entre os
diferentes parametros para o sémen descongelado sob efeito do tratamento
BTS + BSA 15%.

O BTS é um diluidor desenvolvido e empregado extensivamente para
conservacdo do sémen suino. Entretanto tem sido utilizado em pesquisas
com peixes de piracema (MURGAS et al., 2007) entretanto ndo possui
albumina sérica em sua composicdo. A adicdo da BSA aos diluentes tem
apresentado resultados variaveis entre as espécies. Em suinos a presenca
da BSA (fracdo V) em diluentes Modified-Zorlesco (ZOR) e BTZOR,
proporcionou melhores condigbes aos espermatozoides, em funcao de suas
propriedades anti-aglutinantes e anti-toxicas (VASCONCELOS et al., 2001).
Em caes, RODRIGUES, B.A. (1997) demonstrou que a adicdo de BSA no
diluidor TRIS-gema de ovo é eficaz no congelamento de sémen canino,
porém ndo foram verificadas diferengas significativas na percentagem de
integridade acrossdmica entre as trés concentracfes testadas (0,25%,

0,50% e 1,00%).
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Tabela 11 - Correla¢des Simples de Pearson entre aspectos fisicos do sémen fresco
e descongelado, e também a avaliacdo hiposmaética do sémen
descongelado para o tratamento BTS + BSA 15%.

TRATAMENTO BTS + BSA 15%

VOLUME  TURB CONC MotSF VGSF MotSD  VGSD  HostSD

VOLUME 1 -0,23 -0,38* -042* -0,36 -0,24 0,16 0,25
TURB 1 0,04 0,60* 0,02 0,04 0,36 0,12
CONC 1 0,22 0,30 0,09 0,16 0,35
MotSF 1 0,08 0,32 0,11 - 0,07
VGSF 1 0,20 - 0,05 - 0,16
MotSD 1 - 0,09 - 0,26
VGSD 1 0,30
HostSD 1

Numeros seguidos por (*) apresentam correlac@o significativa (p < 0,05). BTS - Beltsville Thawing
Solution; BSA - Bovine serum albumin TURB - turbilhonamento; CONC — concentracdo; MotSF —
motilidade do sémen fresco; VGSF — vigor do sémen fresco; MotSD — motilidade do sémen
descongelado; VGSD - vigor do sémen descongelado; Host — teste hiposmotico do sémen
descongelado.

No presente estudo verificou-se que a adicdo de BSA ao BTS
modificado na criopreservacdo de sémen caprino ndo afetou os parametros
seminais: motilidade, vigor, longevidade, nem a integridade funcional da
membrana espermatica.

A questdo relativa a capacidade antioxidativa seguinte ao
descongelamento de sémen permanece sem ser elucidada. Mudancas na
composicdo do diluente com um ambiente hiperténico, concentracdes dos
aditivos antioxidantes ndo melhoram os parametros de qualidade do sémen
(MAIA & BICUDO, 2009).

Apesar de vasta literatura a respeito da utilizacado de antioxidantes, séo
requeridos estudos adicionais com maior numero de concentracdes de BSA
entre os tratamentos para uma melhor compreensdo das mudancas
bioquimicas e obter informacdes na formacao excessiva de radicais livres e

capacidades antioxidantes no sémen caprino criopreservado.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados do presente estudo conclui-se que a
adicao de albumina sérica bovina (fracdo V) no BTS modificado néo afetou
nenhum dos parametros avaliados neste estudo.

N&o houve o efeito protetor esperado do diluente BTS modificado.
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