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RESUMO

BORGES, Juliana Corréa, M. S., Universidade Federal de Vigosa, abril de 2003. Utilizagdo
de antioxidantes associados ou ndo a emulsificante na criopreservacdo do sémen
bovino. Orientador: José Domingos Guimaraes. Conselheiros: Eduardo Paulino da
Costa e Ciro Alexandre Alves Torres.

Este estudo teve o objetivo de avaliar a eficacia de diferentes associaces de
antioxidantes naturais no congelamento de sémen bovino. Dezoito ejaculados de trés touros
foram utilizados para testar as seguintes associa¢fes dos componentes: T1- meio Tris-gema
(controle), T2-controle + equex, T3- controle + vitamina E + equex, T4- controle +
vitamina C, T5- controle + vitamina E + equex e vitamina C. O ejaculado foi distribuido
igualmente em cinco tratamentos, com concentracdo final de 100 x 10° espermatozdides
por mL, envasados em palhetas de 0,5 mL. Estas palhetas permaneceram resfriadas por
cinco horas quando foram congeladas em nitrogénio liquido. O descongelamento foi
realizado submergindo as palhetas em banho-maria a 37°C por no minimo trinta segundos.
Os parametros de turbilnonamento, motilidade espermatica progressiva retilinea, vigor,
patologia espermatica, longevidade e integridade das células espermaticas pelos testes de
termo-resisténcia e hiposmotico foram avaliados antes e ap6s o congelamento. A
motilidade espermatica progressiva retilinea ndo diferiu entre os valores medios observados
nos tratamentos nem antes, nem apds o congelamento (p>0,05). J& o vigor observado no

tratamento 5 foi maior apOs descongelamento, comparado aos demais grupos

xii



experimentais, (3,51; p<0,05). Na avaliagdo da integridade funcional e estrutural da
membrana plasmatica dos espermatozdides, os valores medios obtidos nos tratamentos 2, 3,
4e5 (29,67, 36,55, 31,83, 35,78%, respectivamente) diferiram favoravelmente aos obtidos
no tratamento 1 (controle; 25,17%), com a utilizacdo do teste de fluorescéncia. Pode-se
concluir que a utilizagdo dos antioxidantes no diluente de sémen bovino para o processo de
criopreservacao protege a membrana plasmatica dos espermatozéides, embora ndo tenha
aumentado a motilidade espermatica progressiva retilinea. E que o equex foi eficaz como
emulsificador do tocoferol e também protegeu a membrana plasmatica quando utilizado

sozinho.
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ABSTRACT

BORGES, Juliana Corréa, M. S., Universidade Federal de Vicosa, April 2003. The use of
antioxidants associated or not with emulsified agent in bovine semen
cryopreservation. Advisor: José Domingos Guimardes. Committee members: Eduardo
Paulino da Costa and Ciro Alexandre Alves Torres.

The objective of this study was to evaluate the efficacy of different associations of
natural antioxidants in freezing the bovine semen. Eighteen ejaculates from three bulls were
used to test the following associations: T1 — TRIS egg yolk extender (control group); T2 —
control + equex; T3 — control + Vitamin E + equex; T4 — control + Vitamin C; T5 — control
+ Vitamin E + equex and Vitamin C. The ejaculate was equally distributed in five
treatments with a final concentration of 1000 x 10° sperm cells/ml and they were envased in
0.5 mL straws. The straws were cooled for five hours and then frozen in liquid N, The
thawing of the samples was made by immersion of the straws in a 37° C water-bath for 30
seconds. Moatility, vigor, pathology, longevity and integrity of sperm cells were evaluated
by hiposmotic and termoresistance test pre and pos-freezing. There was no difference (P >
0.05) in motility among treatments neither pre nor pos-freezing. In the pos-thawed semen
T5 showed the best vigor (3.51; P < 0.05). There was significant (P < 0.05) difference
between medium values obtained in T 2, T3, T4, T5 (29.67; 36.55; 31.83; 35.78;
respectively) and the value obtained in T1 (control; 25.17). Treatments 2, 3, 4, 5 showed

higher values for functional and structural integrity of sperm plasma membrane than
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showed treatment 1, as observed in the fluorescent test. It may be concluded that the use of
antioxidants in bovine semen extender for cryopreservation protects sperm plasma

membrane, although it did not increase the sperm motility.
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1. INTRODUCAO

A inseminacao artificial em bovinos € a biotécnica aplicada a reproducdo com
maior difusdo e impacto no melhoramento genético no mundo. Essa técnica possui
importantes vantagens como: melhoramento do rebanho em menor tempo e baixo custo
por meio da utilizagdo de sémen de reprodutores comprovadamente provados para a
producédo de leite e carne; controle de doencas que pela monta natural poderiam ser
transmitidos as vacas; utilizacdo de touros com problemas adquiridos e impossibilitados
de efetuarem a monta; obtencdo de maior nimero de descendentes de um reprodutor;
padronizacdo do rebanho; nascimento de filhos ap6s a morte do pai, face a possibilidade
de congelamento e estocagem de sémen, entre outras. Com isso, a utilizacdo da
inseminagdo artificial apresenta inimeras vantagens tornando a relagéo custo/beneficio
bastante lucrativa.

O sémen de boa qualidade é um dos fatores de fundamental importancia para o
sucesso da técnica, por isso seu processamento deve preserva-lo ao maximo. Os
processos de congelamento e descongelamento causam diminuicdo do numero de
espermatozdides viaveis por dose (AMANN e PICKET, 1987; WATSON, 1995), sendo
assim, ao diminuir ou cessar qualquer tipo de injdria que os comprometam, havera a
possibilidade de diminuir a concentracdo espermatica por dose de sémen congelado e
talvez a chance de flexibilizar o horério da inseminacdo, porém muitos estudos devem
ser realizados para que tais hipoteses sejam comprovadas.

Uma das injUrias ocasionadas aos espermatozoides ¢ a peroxidacdo lipidica das
membranas (JONES e MANN, 1977) causada pelo estresse oxidativo devido a produgéo
excessiva de radicais livres, 0s quais estdo associados com o declinio da fertilidade do

sémen ap0s o periodo de estocagem (MAXWELL e WATSON, 1996).
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Buscando melhora na preservacdo da integridade celular, a associacdo de
componentes antioxidantes tem sido utilizada nos meios de congelamento de sémen de
varias espécies inclusive, a espécie bovina, no intuito de reduzir essas alteracfes
causadas a membrana dos espermatozoéides (BECONI et al., 1993).

O objetivo do presente estudo foi testar meios diluidores contendo
antioxidantes naturais, com intuito de melhorar a manutencéo das estruturas e funcgdes
espermaticas pds-congelamento, utilizando-se para isto o teste de termo-resisténcia

lento, o teste hiposmotico e o teste de fluorescéncia.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Estrutura dos Espermatozoéides

Ao microscopio Optico os espermatozoides parecem consistir essencialmente
de duas partes: cabeca e cauda. Ao microscopio eletrénico a cabeca é dividida em
quatro regides: apical, pré-equatorial, equatorial e pds-equatorial, onde se localiza o
acrossoma e 0 nucleo, a cauda é observada como sendo subdividida em colo, peca
intermediaria, peca principal e peca terminal (DELLMANN e BROWN, 1982).
Contudo quando se trata da estocagem dos espermatozdides para uso em qualquer
biotecnologia aplicada a reproducdo, é mais relevante considera-los como constituidos
de ndcleos e microtdbulos altamente condensados, fibras e estruturas membranosas,
devido a resposta diferenciada destes componentes estruturais ao choque térmico,
reducdo de temperatura ou criopreservacdo (MAGNAGO, 2000). Os microtubulos e as
estruturas fibrosas sdo importantes para a motilidade espermética porque constituem os
pares do axonema, das fibras densas e do revestimento fibroso das pecas intermediéria e
terminal. Por outro lado, as estruturas membranosas sd8o mais importantes sob a
perspectiva do choque térmico (AMANN e GRAHAN, 1993; WATSON, 1995) e do
estresse oxidativo (O'FLAHERTY et al., 1997 e 1999).

A membrana plasmaética envolve todo o0 espermatozoide e é 0 componente mais
externo. Embora seja continua sobre a superficie dos espermatozdides, a sua natureza
difere regionalmente (FLESH e GADELLA, 2000). Esta membrana € uma estrutura
fina, flexivel, auto-selante e seletivamente permeavel aos solutos polares, com espessura
de apenas 7,5 a 10nm, formada quase que inteiramente por proteinas e lipidios

(GUYTON e HALL, 1997), sendo que proporcdes relativas desses componentes
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sdo distintas em diferentes tipos de membranas (LEHNINGER et al., 2000). A
composicao lipidica € caracteristica para cada reino, espécie, tecido e organela de um
certo tipo celular (SCOTT, 1973). A composicdo de proteinas das membranas de
regides diferentes varia mais do que a composicdo de lipidios, refletindo a
especializacdo funcional. Independente da membrana, esta consiste em trés zonas: a
bicamada lipidica, a superficie de contato entre os fosfolipidios e a agua e o glicocélice.
Além disso, proteinas se encontram adsorvidas na superficie da membrana ou em seu
interior fazendo parte da estrutura (AMANN e GRAHAM, 1993; LEHNINGER et al.,
2000). As proteinas interligadas com os lipidios sdo classificadas como integrais ou
periféricas. As proteinas integrais sdo liberadas da membrana apenas por solventes ou
detergentes, sendo essenciais para sua estrutura (AMANN e GRAHAM, 1993). As
proteinas periféricas, por outro lado sdo soltveis em diluidores seminais e &gua, sendo
facilmente removidas. As proteinas integrais agem como poros ou canais através da
membrana, como receptores para outras moléculas ou sdo encontradas entre as duas
bicamadas da membrana (AMANN e PICKETT, 1987).

2.2. Componentes Lipidicos da Membrana Espermatica e suas Funcdes

O modelo mosaico da membrana é fluido, pelo fato das interacdes entre 0s
lipidios e as proteinas ndo serem covalentes, permitindo que as moléculas individuais
dos lipidios e das proteinas movam-se lateralmente no plano da membrana. Os lipidios
de membrana sdo assimétricos na sua distribuicdo nas duas faces da bicamada, embora a
assimetria, ao contrario daquela das proteinas da membrana, ndo seja absoluta. Na
membrana plasmatica, certos lipidios séo tipicamente encontrados na face externa da
camada (esfingomielina e fosfatidilcolina) e outros na face interna, regido
citoplasmatica (fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol) (LEHNINGER
et al., 2000), sendo o principal constituinte que confere @ membrana a caracteristica de
fluidez, a qual depende tanto da composicdo quanto da temperatura, sendo que a
mudanca de estado liquido para gel em membranas com maior proporc¢éo de lipidios de
cadeia insaturada se dard& em menores temperaturas (ALBERTS et al., 1997). O
conteldo esterol da membrana também é um determinante importante desta temperatura
de transicdo. A estrutura plana rigida do grupo esterdide, inserida entre as cadeias
laterais dos acidos graxos, tendem a moderar os extremos de solidez e fluidez das
membranas.

Os fosfolipidios, cujas cadeias de &cidos graxos sdo predominantemente

poliinsaturadas, quando submetidos a reducdo da temperatura, assumem uma
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forma conica, na qual as extremidades hidrofébicas sdo externas e as hidrofilicas
internas. Essa estrutura é denominada de forma *“hexagonal 1I” ou micela invertida.
Quando a membrana estad em transicdo da fase fluida para a fase cristalina, para muitos
lipidios, a formacdo dessa micela invertida é transitdria; entretanto, para certos
fosfolipidios, esta estrutura persiste. Como conseqliéncia, 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, causando danos
irreparaveis (AMANN e PICKET, 1987; PARKS e GRAHAM, 1992; WATSON,
1995).

Embora exista diferenca consideravel entre as espécies de mamiferos, em geral
a membrana plasmatica contém aproximadamente 70% de fosfolipidios, 25% de lipidios
neutros e 5% de glicolipidios (em base molar) (FLESH e GADELLA, 2000).

Os fosfolipidios parecem ser a fonte principal de substrato para respiracéo
enddgena dos espermatozoides (Mann, 1964, citado por SCOTT, 1973). Segundo
SCOTT (1973) os tipos de fosfolipidios presentes nos espermatozdides variam
consideravelmente de uma espécie para outra, sendo que plasmalogencolina é o
principal fosfogliceridio dos espermatozdides dos ruminantes domésticos. Esses
fosfogliceridios sdo hidrolizados e ha liberacdo de acidos graxos, que sdo oxidados
rapidamente, promovendo desta maneira energia celular (MILLS e SCOTT, 1969). O
principal &cido graxo poliinsaturado dos fosfolipidios colina é o acido
docosahexaenoico (22:6); enquanto que da fracdo fosfolipidica etanolamina, o &cido
linoleico (18:2) é o principal acido graxo insaturado. Ocorre aumento na proporgao de
acidos graxos poliinsaturados dos espermatozoides durante sua fase de maturagdo no
epididimo, devendo ter efeito pronunciado nas propriedades fisicas e quimicas da
membrana lipoproteica (VANDENHEUVEL, 1971). Assim, qualquer mudangca que
ocorra em cada fosfolipidio individual ou na composicdo de seus acidos graxos,
ocorrera alteracdo na estrutura e funcdo da membrana dos espermatozoides.

O colesterol é o principal esterdide dos espermatozoides ejaculados (CROSS,
1998) e algumas dessas moléculas sugerem ser importantes reguladores da fungéo
espermatica (LANGLAIS e ROBERTS, 1985). In vitro, a adicdo de colesterol ao meio
previne os espermatozoides de tornarem-se capazes de iniciar a rea¢do acrossomica
(ZARINTASH e CROSS, 1996) ou fertilizar ovocitos (GO e WOLF, 1985), porém,
geralmente promove a fusdo da membrana mais que a iniboe (CHERNOMORDIK et al.,
1995).

No modelo proposto por Davis (1978) citado por CROSS (1998) um
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ejaculado in natura possui alta taxa de colesterol/fosfolipidio; e durante a capacitacao, o
colesterol se move da membrana espermatica para “solubilizar proteinas e receptores”, e
os fosfolipidios se movem para dentro da membrana espermatica. A baixa taxa de
colesterol/fosfolipidio diminui a microviscosidade da membrana, expondo 0s
fosfolipidios da membrana, e talvez permitindo aumentar o influxo de célcio,
conduzindo a reacdo acrossomal. Em algumas espécies a concentracdo de colesterol na
membrana plasmatica se altera com a passagem dos espermatozéides pelos epididimos.
A taxa colesterol/fosfolipidio da membrana plasmatica dos espermatozéides de
carneiros e bodes aumenta durante o transito epididimario (PARKS e
HAMMERSTEDT, 1985; RANA et al., 1991), entretanto diminui para ratos e eqiinos
(HALL et al., 1991) e ndo se altera para suinos (NIKOLOPOULOU et al., 1985). Os
espermatozéides emitidos no ejaculado podem obter colesterol adicional do plasma
seminal. O colesterol reside nas lipoproteinas e nas vesiculas (CROSS, 1998).

2.3. Capacitacdo Espermatica e Reacdo Acrossémica

Os espermatozodides localizados na cauda do epididimo sdo capazes de
fecundar ovocitos, mas, ao entrar em contato com o plasma seminal durante a
ejaculacdo, estas células sdo recobertas por proteinas (fatores decapacitantes) que
impedem a ocorréncia da reacdo acrossomal (YANAGIMACHI, 1994).

E para adquirir novamente o potencial de fecundacgdo, os espermatozoides de
bovinos precisam passar por uma série de mudangas fisiologicas e bioquimicas no trato
reprodutivo  feminino, denominadas de capacitacdo e reacdo acrossomal
(YANAGIMACHI, 1994). Deste modo, a capacitacdo espermatica € um requisito
necessario para que ocorra a fertilizacdo e constitui de alteragcbes na membrana
plasméatica que tornam os espermatozoides capazes de efetuar a reagcdo acrossomal
verdadeira, quando em condicdes fisioldgicas, sdo expostos a uma glicoproteina que
compde a zona pelucida do ovocito (BLEIL e WASSARMAN, 1983).

Os estagios iniciais da capacitacdo, nos ruminantes e primatas, ocorrem na
cerviz, pela passagem dos espermatozdides nas microestruturas do muco cervical
(HAFEZ, 1995; SCOTT, 2000), promovendo a remocao e alteragdo de componentes
derivados dos testiculos, como as glicoproteinas (THERIEN et al., 1998) e do plasma
seminal que foram adsorvidos ou ligadas a membrana plasmatica dos espermatozdides
(MILLER e HUNTER, 1986; CHANDONNET et al., 1990). Das estruturas dos
espermatozéides, a membrana plasmética € a que mais sofre mudancas durante a

capacitacao, principalmente por estar em contato direto com 0 meio capacitante.
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Entre as principais mudancas estdo: deplecdo da relacdo colesterol/fosfolipidio
espermatico na superficie (THERIEN et al., 1998; WOLFE et al., 1998; FLESCH e
GADELLA, 2000) permitindo aumento da fluidez da membrana, principalmente pelo
aumento da concentragcdo de fosfatidilcolina, desestabilizador de membrana; ocorrem
também alteracdes nas glicosaminoglicanas; influxo de ions célcio; aumento do nivel de
AMP ciclico e modificacdes de algumas atividades enzimaticas, principalmente a
proteina quinase C (FOURNIER-DELPECH et al., 1993; HAFEZ,1995; O’FLAHERTY
etat., 1997 e 1999; BILODEAU et al., 2000).

O efluxo de colesterol comeca logo apos a separacdo dos espermatozéides do
plasma seminal. Parece ser dirigido pela acdo de moléculas lipofilicas do meio, como a
albumina e lipoproteinas. A perda do colesterol permite 0 aumento do pH intracelular
(de 6,7 para 6,92) fazendo com que o acrossoma se torne responsivo. Ha elevacdo dos
niveis de bicarbonato intracelular, implicando no aumento da concentracdo de ions de
calcio e ativacdo da adenilatociclase (FRESCH e GADELLA, 2000).

Os agentes indutores da capacita¢do mais utilizados sdo o célcio (LAPOINTE e
SIRAND, 1996) e os glicosaminoglicanos, destacando a heparina como mais eficiente
dentro deste grupo (PARRISH e SUSKO-PARRISH, 1988).

Os mecanismos da inducdo da capacitacdo pela heparina envolvem ligacoes
reversiveis e exotérmicas com o0s espermatozoides, alteracbes das proteinas da
membrana plasmatica e dos sitios de ligacdo de proteinas, como exemplo, as lecitinas
(MAHMOUD e PARRISH, 1996), ativando os canais iénicos para elevacao de calcio,
pH e AMP ciclico (THERIEN et al., 1998), além de acelerar a conversio da proacrosina
em acrosina (YANAGIMACHI, 1994). A proacrosina € uma proteina localizada na
vesicula acrossomal, sendo liberada provavelmente por protedlise (KIM et al., 2001).

H& indicios que o0s processos de capacitacdo sejam estimulados por
lipoproteinas de alta densidade (HDL), provenientes do fluido folicular ou do oviduto, e
que proteinas do plasma seminal bovino (BSP’s) aceleram a capacitacdo provida por
seus indutores (THERIEN et al., 1995). Embora os radicais livres sejam tidos como
prejudiciais aos espermatozdides, O'FLAHERTY et al. (1999) demonstram que
quantidades controladas do anion superéxido (O,") sd0 necessarias para 0s processos de
hiperativacdo/capacitacdo e que o peroxido de hidrogénio (H.0,) participa como indutor
da reacdo acrossomal em sémen bovino. Desta maneira, DE LAMIRANDE e GANON

(1993) mencionaram que a capacitagdo é parte de um processo oxidativo.



Os estagios finais da capacitacdo parecem acontecer na parte inferior do
isthmus (SCOTT, 2000), sendo que o processo de fecundacdo ocorre na ampola
(HAFEZ, 1995; LEFEBVRE e SUAREZ, 1996).

A capacitagdo termina com o0 evento de exocitose chamado de reacgdo
acrossomal, que tem como objetivo, permitir que o0s espermatozoides possam penetrar
na zona pelucida do ovocito (YANAGIMACHI, 1994).

O acrossomo ¢ a estrutura limite dos espermatozdides, em forma de capuz, que
recobre a porcdo anterior do nucleo. Possui em torno de 20 enzimas hidroliticas
localizadas na vesicula acrossomal, sendo as mais estudadas a acrosina e a hialuronidase
(YANAGIMACHI, 1994).

Estas enzimas permitem que a membrana acrossomal externa seja destruida
(digerida) ou destacada dos espermatozoéides mortos ou moribundos. Isso faz com que
estes espermatozoides se parecam com o0s que sofreram, ou estdo sofrendo reacéo
acrossomal (YANAGIMACHI, 1994). Esse processo é conhecido como “falsa reagédo
acrossomal”, sendo necessario distingui-lo da verdadeira reacdo acrossomal, que ocorre
fisiologicamente nos espermatozdéides vivos e mdveis (YANAGIMACHI, 1994).

A verdadeira reacdo acrossomal envolve mdltiplas fungdes entre a membrana
acrossomal externa e a membrana plasmatica, permitindo que o conteddo do acrossomo
seja liberado através da membrana fenestrada (THERIEN et al., 1995). Os locais onde
estas fusGes se iniciam sdo aqueles onde a membrana acrossomal externa € menos
estavel e onde ha maior quantidade de sitios de ligagdo para o calcio (YANAGIMACHI,
1994).

O influxo de calcio é um passo essencial para a reagdo acrossomal nos
espermatozdides de mamiferos (BAILEY e BUHR, 1993), onde 0s mesmos, inativam a
bomba de sodio-potassio-ATPase, resultando em rapido aumento de sddio intracelular,
promovendo o efluxo do ion hidrogénio, levando ao aumento do pH intracelular
(YANAGIMACHI, 1994). Substancias fusogénicas, como o acido aracdbnico e
lisofosfolipidios, sdo produzidas pela ativacdo das fosfolipases da membrana pelo
calcio.

A criopreservacdo eleva os niveis de célcio intracelular, assim como a
capacitacdo (WATSON, 2000). Conseqlientemente, a reacdo acrossomal em
espermatozdides provenientes de sémen congelado pode ser realizada em tempo menor
que 0 necessario para sua inducdo in natura no trato genital da fémea (O'FLAHERTY
etal., 1999, WATSON, 2000).



A falsa reacdo acrossomal é possivel porque ions intracelulares podem sair de
dentro das celulas, permitindo a entrada de outros ions extracelulares, desencadeando
outros processos que levam a desestabilizacdo da membrana. A proacrosina pode ser
convertida em acrosina que digerird a matriz acrossomal. Acrosina e outras enzimas da
matriz atacardo as membranas espermaticas resultando no seu desaparecimento
(YANAGIMACHI, 1994). Esse processo ocorre durante a senecéncia ou degeneracao
dos espermatozdides.

Os espermatozdides dos mamiferos sdo extremamente sensiveis aos danos
oxidantes induzidos por alta concentracdo de oxigénio (MacLeod, 1943; citado por
O’FLAHERTY et at.,, 1997 e 1999) que ocasiona a peroxidacdo das membranas
(JONES e MANN, 1977), provocando a desestabilizacdo da bicamada fosfolipidica,

permitindo a ativagdo acrossomal (HAFEZ, 1995) e diminuindo a viabilidade do sémen.

2.4. Radicais Livres e Antioxidantes

A oxidacdo de lipidios é um exemplo tipico de reacdo envolvendo radicais
livres (ARAUJO, 2001). Segundo o autor, a velocidade de reacio de oxidacdo depende
do grau de insaturacdo na molécula do acido graxo, assim, quando maior o grau de
insaturacao, maior sera a suscetibilidade a oxidacao.

Desta maneira, 0s acidos graxos insaturados podem ser atacados quimicamente
pelo radical livre, fazendo com que ocorra reacdo propagadora de auto-oxidacdo, na
formagc&o de novos radicais livres (BOOTH e MCDONALD, 1992; ARAUJO, 2001).
Sendo a membrana espermatica rica em acidos graxos poliinsaturados (ZALATA e
DEPUYDT, 1998) torna-se altamente sensivel as espécies reativas de oxigénio (ROS)
(COMHAIRE et al., 1999; OCHSENDORF, 1999).

O organismo produz naturalmente radicais livres e outras espécies reativas
oriundas do oxigénio pelo préprio metabolismo, como subprodutos da respiracdo e da
sintese de estruturas mais complexas. Baixas concentracdes de radicais livres séo
importantes para processos bioquimicos normais como na sinalizacdo e no controle do
crescimento celular, no ataque de patdgenos invasores, na sintese enzimatica de
processos bioativos pelas ciclooxigenases, lipoxigenases e pelo nucleotideo redutase
(formacéo de deoxirribonucleitideos a partir de ribonucleotideo), na detoxificagdo de
substancias estranhas. Porém, quando sua producdo ocorre em quantidade superior a
capacidade de neutralizacdo pelas células, distdrbios celulares e metabdlicos ocorrerdo

de diversas maneiras.



Quimicamente, os radicais livres sdo substancias que apresentam ndmero impar
de elétrons, sendo, portanto, altamente energéticos e instaveis; podem ser formados pela
acao direta de alguma fonte de energia externa (luz, calor e radiacdo), ou interna,
préprio metabolismo, por reagcfes catalisadas pelos metais (ferro e cobre) ou por
enzimas. Essa energia ao atingir o a&tomo faz com que um elétron, seja removido do seu
orbital, formando novo atomo contendo um elétron extra, denominado, radical livre, e
para se tornar novamente estavel, precisa liberar essa energia acumulada.

Os termos espécies de oxigénio reativas (ROS) se referem a todos radicais
livres ou espécies de oxigénio ativas, tais como, radical livre superdxido, radical
hidroxil, peréxido de hidrogénio e oxigénio singlete, que podem causar injuria oxidativa
em membranas lipidicas, proteinas trans membranas e carboidratos, danificando acidos
nucléicos e despolimerizando &cidos hialurénicos (OCHSENDOREF, 1999).

O processo de geracdo de (ROS) é componente chave de processos como:
inflamacdo, isquemia, envelhecimento e carcinogeneses. Por isso que, o desbalanco
entre oxidante e antioxidante favorece a formacdo de perdxidos causando estresse
oxidativo e consequentemente sequelas patoldgicas (OCHSENDORF, 1999).

O estresse oxidativo € um fator associado com a diminuicdo da fertilidade
durante a estocagem do sémen (TRINCHERO et al., 1990; O FLAHERTY et al., 1997;
BILODEAU et al., 2000). A geracdo de (ROS) em excesso parece estar envolvida nos
danos causados na membrana plasmatica e no DNA dos espermatozdides
(OCHSENDORF, 1999) em condic¢Bes hipotérmicas de estocagem (MAXWELL e
WATSON, 1996).

Embora os espermatozdides dos bovinos ndo sofram facilmente peroxidacéo
qguando comparados com os espermatozdides do humano, do garanhdo e do bode, o
sémen congelado e descongelado é mais susceptivel a peroxidacdo lipidica do que o
sémen in natura (TRINCHERO et al., 1990). Ja para o sémen de eqlino, o peroxido de
hidrogénio é o principal radical livre responsavel pelas alteracdes que levam a perda da
motilidade espermatica (BAUMBER et al., 2000).

A maioria das espécies vivas possui eficiente sistema de protecdo capaz de
neutralizar os efeitos maléficos ocasionados pelas espécies reativas formadas durante o
metabolismo do oxigénio e da oxidacdo de lipidios. Diversas enzimas estdo envolvidas
nesse mecanismo: a superéxido dismutase, remove o radical superdéxido, convertendo-o
em perdxido de hidrogénio; a catalase, destroi o perdxido de hidrogénio, convertendo-o
em &gua e oxigénio; a glutationa peroxidase, € a mais importante na remocdo de

peroxido nas células; os antioxidantes, como a-tocoferol (vitamina E), &cido
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ascoérbico (vitamina C) entre outros, participam desse sistema bloqueando a acdo dos
radicais livres, envolvidos na oxigenizacdo de A&cidos graxos poliinsaturados, e
conseqilentemente, na formagao de per6xidos (ARAUJO, 2001).

Segundo ARAUJO (2001) o radical livre que é produzido no interior
hidrofébico da membrana combina com o oxigénio que & se encontra dissolvido,
formando o radical peroxil. O radical resultante ataca as proteinas e oxida novamente 0s
acidos graxos poliinsaturados adjacentes. Os hidroperdxidos, formados pela oxidacao,
por serem mais hidrofilicos, migram para a superficie da membrana para interagir com a
agua, provocando sua ruptura e alterando sua fluidez. A protecdo da membrana é
alcancada por meio dos seguintes mecanismos; remocao dos radicais livres, sendo que
nas membranas, o principal removedor é o a-tocoferol. Os tocoferdis removem 0s
radicais peroxil antes que estes venham a oxidar os acidos graxos adjacentes ou as
proteinas. O grupo hidroxila presente no tocoferol doa seu atomo de hidrogénio para o
radical peroxil, convertendo-o em perdxido. Desta forma as enzimas atuardo para a
remocao dos novos radicais formados.

Essas enzimas estdo presentes no plasma seminal e nos espermatozoides dos
animais, sendo que, na espécie bovina, as enzimas encontradas no plasma seminal
foram a glutationa peroxidase, superdxido dismutase e a catalase (em baixo nivel) e nos
espermatozéides foram principalmente a superéxido dismutase e baixos niveis de
glutationa peroxidase. Verificou-se auséncia da catalase nos espermatozoides bovino,
diferindo de outras espécies como no homem e ovino, nas quais a atividade da catalase
foi detectada (BILODEAU et al., 2000).

Os antioxidantes podem ser classificados como primarios e secundarios (ou
sinérgicos). Os primarios incluem os compostos fendlicos poliidroxilados (Galatos) e o0s
fenois com impedimento estrutural (Butil hidroxianisol - BHA, Butil hidroxitolueno -
BHT, Butil hidroxiquinona - TBHHQ e tocoferdis) e possuem a funcéo de inibir a fase
inicial da reacdo pela interacdo com os radicais livres, ou na etapa de propagacéo,
reagindo com os radicais alcoxil ou peroxil, e ou, pela formacdo do complexo
antioxidante-peroxil. Os sinérgicos sdo classificados de forma genérica como
removedores de oxigénio e complexantes, sendo o &cido ascorbico o principal
antioxidante deste grupo (ARAUJO, 2001). Estes podem atuar na regeneracdo do
radical fenoxil, doando hidrogénio e consequentemente regenerando o antioxidante
primario. Essa interacdo entre os varios antioxidantes com a habilidade de regenerar
outras espécies oxidadas (vitamina E, vitamina C e glutationa) é, talvez, mais

importantes que o nivel destes no organismo (BUETTNER, 1993).
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Vitamina E é o nome dado a um grupo de tocoferdis biologicamente ativos
derivados de componentes presentes nos vegetais. O principal composto ativo que
ocorre naturalmente é o d-a-tocoferol, sendo a forma y a menos ativa (BOOTH e
MCDONALD, 1992; SWENSON et al., 1996).

Os tocoferdis ou vitamina E tem como funcdo a manutencdo da integridade e
da funcionalidade dos sistemas reprodutivo, muscular, circulatério, nervoso e imune.
Algumas dessas func¢des podem ser realizadas inteiramente ou parcialmente pelo selénio
ou certos antioxidantes sintéticos. Ela também esta relacionada a rea¢cdes normais de
fosforilagdo (ATP); protecdo das vitaminas A e C contra oxidagdo; sintese de
ubiquinona; metabolismo de aminodacidos sulfurosos; metabolismo de vitamina B,
sendo que a deficiéncia afeta a conversdo da vitamina em coenzima (injdrias
neuroldgicas); metabolismo da vitamina D no figado e rins, sendo que a deficiéncia
reduz a atividade das hidroxilases.

A vitamina E natural esti sujeita a destruicdo por oxidacdo que pode ser
acelerada pelo calor, umidade, gordura rancificada, luz, alcali e microminerais (cobre e
ferro). A esterificacdo da vitamina E aumenta sua estabilidade, por isso, formas
comerciais usualmente contem acetato, sendo muito estavel a oxidacdo e ndo possuindo
atividade antioxidante in vitro (MCDOWELL et al., 2000).

No plasma, a vitamina E liga-se a lipoproteinas, sendo carreada ao figado que a
devolve para circulacéo ligada ao colesterol LDL.

Em tecidos, sugere-se que o tocoferol esteja presente na dupla camada lipidica
de membranas celulares. Supde-se que a cadeia lateral do tocoferol mistura-se com 0s
acidos graxos de cadeia longa com o ndcleo cromado na superficie da membrana celular
(BOOTH e MCDONALD, 1992). Neste local, o tocoferol atua como antioxidante para
proteger a membrana celular dos efeitos nocivos de radicais livres. Os acidos graxos
poliinsaturados contém a configuracdo de -CH=CH-CH,-CH=CH- em que o hidrogénio
no atomo de carbono central é facilmente removido, resultando na formacdo de um
radical livre. Os elétrons no radical reajustam-se e é adicionado oxigénio para formar
um peroxido. Os perdxidos podem romper-se para formar dois radicais livres,
resultando numa reacdo de cadeia autopropagadora. Os antioxidantes atuam fornecendo
hidrogénio para o radical livre e o estabiliza. O antioxidante torna-se um radical livre,
mas tem a propriedade de poder reajustar-se em um conjunto estavel e dessa maneira
interromper a reacdo de propagacdo (SWENSON et al., 1996).

A acdo do tocoferol como antioxidante é suplementada pela presenca de

glutationa-peroxidase no  componente solUvel da célula. A glutationa-peroxidase
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cataliza a conversao de perdxidos organicos e perdxidos de hidrogénio em alcoois ou
agua, evitando assim que os perdxidos lesem componentes celulares. A glutationa-
peroxidase contém selénio como elemento de seu local ativo e constitui uma explicacédo
das observagdes de que o selénio é eficaz na prevengdo de algumas das condigfes de
deficiéncia que também sdo evitadas pelo tocoferol (SWENSON et al., 1996). Assim, 0
selénio atua como estoque adicional de vitamina E, retardando os sinais de deficiéncia
desta vitamina.

Segundo SEOUNGSOO e NOHYOUNG, (2000) a utilizagdo de Selénio
melhorou a viabilidade e motilidade espermatica das amostras analisadas. Por sua vez, a
adicdo de superoxido dismutase (SOD) no diluente causou reducdo nos niveis de
capacitacdo espermatica, indicando que anions superoxidos podem despolarizar
membranas celulares e desta forma modular a interagdo entre gradientes ibnicos e
funcoes celulares (SCOTT, 1973).

Antioxidantes quimicos ndo sdo efetivos como a vitamina E, pois ndo sdo
estocados no corpo do animal (MCDOWELL et al., 2000). Foi verificado que depois de
uma determinada quantidade de suplementacdo ndo ha incremento da desintoxicacao de
radicas livres.

A vitamina E € um inibidor reconhecido da peroxidacdo de lipidios em
membranas bioldgicas (ERNSTER, 1993) e tem efeito de protecdo na atividade
metabolica e viabilidade celular de espermatozéides bovinos criopreservados (BECONI
et al., 1993). Porém, O’FLAHERTY et al., (1997) ndo obtiveram modifica¢cbes nos
parametros de viabilidade espermatica ap6s o descongelamento de sémen contendo
vitamina E.

BILODEAU et al. (2000) sugerem que o balango entre a producdo de ROS e a
desintoxicacdo dos mesmos, pode ser importante fator de sobrevivéncia e
funcionalidade dos espermatozdides antes, durante e apds sua criopreservacao,
exercendo influéncia direta sobre a fertilidade. Eles notaram que o0s espermatozdides
bovino sdo pouco adaptados para metabolizar o tdxico perdxido de hidrogénio (H20,).
Observaram que a principal enzima antioxidante envolvida na desintoxicacdo das ROS
no sémen bovino séo glutationa peroxidase e superoxido dismutase, a glutationa que é
um cofator das enzimas também possui papel antioxidante. Segundo BECONI et al.
(1993) e BILODEAU et al. (2000) os niveis de glutationa e superoxido dismutase,
respectivamente, sdo afetados significativamente no processo de criopreservacdo de

sémen bovino.
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J& o &cido ascorbico primeiramente ocorre em duas formas, chamada de acido
ascorbico reduzido e acido dehidroascorbico oxidado, essa oxidacdo ocorre tdo rapido,
de forma que a vitamina C protege outros compostos contra oxidacdo. A oxidacao-
reducdo reversivel do &cido ascorbico com acido dehidroascorbico é a propriedade
quimica mais importante da vitamina C (MCDOWELL et al., 2000).

O radical tocoferol formado pela oxidacdo da vitamina E é regenerado pela
vitamina C, sendo o acido ascorbico solivel em agua, este mecanismo pressupde que o0
radical tocoferol se mova através da membrana até a superficie, para ser entdo reduzido
pelo &cido ascérbico. Dessa interacdo ocorre formagdo do radical ascorbato (muito
pouco reativo) e dois destes podem interagir com o NADH, regenerando o ascorbato.
Deste modo a vitamina C é um antioxidante sinérgico a vitamina E (BUETTNER, 1993,
ARAUJO, 2001).

2.5. Diluentes e Crioprotetores

Os meios diluidores sdo constituidos de substancias que permitem a
preservacdo da motilidade e da integridade da membrana plasmatica dos
espermatozdides, por estabilizar o pH do meio, neutralizar produtos tdxicos produzidos
pelos espermatozdides, proteger os mesmos contra o choque térmico, manter o
equilibrio eletrolitico e pressdo osmatica compativel com os espermatozoides, atuar
como fonte de energia, estabilizar sistemas enzimaticos e ainda inibir o crescimento
bacteriano (PICKETT e AMANN, 1993; ENGLAND, 1993).

Muitos estudos tem sido realizados na tentativa de desenvolver um meio que
atenda todas essas qualidades, fazendo com que o minimo de espermatozdides sejam
perdidos no processo de criopreservacao.

Como visto anteriormente, existem diferencas na composi¢cdo lipidica da
membrana plasmatica entre as espécies, racas e ainda entre individuos da mesma
especie, 0 que pode explicar o maior ou menor efeito protetor de um diluente aos
espermatozdides de um determinado individuo (HOLT, 2000), sendo que aqueles cujo
sémen tolera os efeitos da criopreservacdo sdao denominados de bons congeladores
(WATSON, 2000).

Os sistemas tampdes devem ser um dos constituintes dos diluidores, para que
os ions hidrogénio produzidos pelo metabolismo dos espermatozdides sejam
neutralizados, fazendo com que o pH da solucdo seja mantido préximo a neutralidade

(6,8 a 7,1), pH 6timo para os espermatozéides. Os meios tampdes mais utilizados nos
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diluentes para sémen de bovinos s&o o citrato e o Tris (Tris-hidroximetil aminometano).

Os acucares sdo adicionados ao meio diluidor como substratos exdgenos de
energia, além de componentes osmoticos. Os espermatozdides sdo capazes de
metabolizar glicose, frutose e manose.

Antibiodticos também sdo acrescentados ao meio diluidor, para prevenir
contaminacfes das amostras de sémen, principalmente durante a manipulacdo do
mesmo. Os antibi6ticos comumente utilizados sdo a penicilina e a estreptomicina.
Adicionalmente, CASH (1997) mostrou que a penicilina possui a funcdo de impedir a
peroxidacdo lipidica, podendo atuar sinergicamente na prote¢do de radicais livres.

A gema de ovo, particularmente seus componentes fosfolipides, como a
fosfatidilcolina (lecitina), possui a¢do protetora sobre membranas celulares. Em funcéo
de ocorrer uma interacdo dos fosfolipidios com o0s constituintes das membranas
espermaticas, por meio da ocupacdo por parte desses lipidios, em sitios especificos da
superficie das membranas. Por isso, tem sido acrescentada aos meios diluidores de
varias espécies, com intuito de conferir maior protecdo as membranas dos
espermatozéides, durante o processamento do sémen. No intuito de previnir as lesdes
priméarias associadas ao choque térmico, principalmente aquelas que alteram a
permeabilidade da membrana (QUINN et al., 1980; ENGLAND, 1993; WATSON,
1995).

Pesquisas sobre antagonistas a criopreservacao presentes na gema do ovo e a
simplificacdo das técnicas para obtengdo das lipoproteinas de baixa densidade reforcam
que essas LDL seriam responsaveis pela resisténcia dos espermatozéides ao choque
térmico devido a capacidade dessa fracdo de estabilizar e manter a integridade das
membranas celulares (QUINN et al., 1980; WATSON, 1981; MOUSSA et al., 2002).
Adicionalmente, a presenca dos fosfolipidios da gema de ovo evita 0 aumento de Ca?*
intracelular durante o resfriamento do sémen, permitindo que as membranas ndo sofram
disfungdes e morte celulares (WATSON, 1981; AMANN e PICKETT, 1987).

A concentracdo da gema de ovo, também é fator importante que deve diferir
entre espécies, mas normalmente varia entre trés a 25%, mais especificamente para
bovinos, varia de 10 a 25%.

A utilizacdo de substancias emulsificantes, como Equex (Equex STM Paste),
tendo como principio ativo o dodecil-sulfato de sodio, tém sido adicionado ao meio
diluidor, principalmente de cées e equinos, pois aumenta a capacidade protetora dos
fosfolipidios da gema de ovo por deixa-los mais disponiveis, protegendo a membrana

plasmatica dos espermatozdides contra choque térmico e danos do congelamento
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(THOMAS et al., 1992; ROTA et al., 1999; PENA e LINDE-FORSBERG, 2000; PENA
et al., 2002). A concentracdo utilizada no diluente recomendada pelo fabricante esta
entre 0,5 a 1%. PENA et al. (2002) verificaram que a adicdo do dodecil-sulfato de sodio
aumentou o influxo de Ca?*, mas n&o interferiu na capacitacéo e reacdo acrossomal.

Com o objetivo de manter sempre a integridade da membrana e aumentar a
viabilidade espermatica, experimentos utilizando antioxidantes (vitamina E, vitamina C,
catalase, superdxido dismutase, entre outros), como componente do diluente, tem sido
empregado em varias espécies (BECONI et al., 1993; AURICH e SCHONHERR, 1997;
O FLAHERTY etal., 1997 e 1999; UPRETI e JENSEN, 1998; BILODEAU et al., 2000
e BALL etal., 2001), sendo que 0s mesmos inibem ou diminuem a producao de radicais
livres, mas algumas vezes ndo interferem nos parametros da viabilidade espermaética
(O'FLAHERTY et al., 1997).

J& os crioprotetores que sdo substancias capazes de promover a sobrevivéncia
celular durante o resfriamento, congelamento e descongelamento, podem ser
classificados de duas maneiras: intracelulares e extracelulares (AMANN e PICKETT,
1987). Entre os crioprotetores intracelulares, que sdo pequenas moléculas que
atravessam a membrana plasmatica e atuam no meio intracelular e extracelular, estdo o
glicerol, etilenoglicol, acetamida, dimetilsulfoxido. Os crioprotetores extracelulares néo
atravessam as membranas plasmaticas, sendo formado por grandes moléculas como as
proteinas presentes no leite e gema de ovo, acucares como lactose, rafinose, trealose,
metilcelulose entre outros (PICKETT e AMANN, 1993).

Os crioprotetores devem ser substancias de baixo peso molecular e de baixa
toxicidade para as células, embora todos os crioprotores sejam toxicos para as células
em algumas concentracfes (FAHY, 1986).

O glicerol, um &lcool polihidrico altamente permeével, é o crioprotetor mais
empregado no congelamento de sémen nas diferentes espécies. Sua concentragdo 6tima
pode ser influenciada por outros componentes do diluente, além da curva de
resfriamento, e protocolo de congelamento e descongelamento. Contudo o fator
determinante esta relacionado com a espécie, embora seu efeito toxico sobre o0s
espermatozéides seja observado em algumas concentracdes, levando a perda da
capacidade de fertilizar, o que pode ser restaurado quando 0 mesmo é removido (HOLT,
2000).

O mecanismo exato pelo qual o glicerol protege as células ndo esta
completamente elucidado (PARKS e GRAHAM, 1992). No entanto, AMANN e

PICKETT (1987) sugerem que o maior efeito do glicerol é extracelular, pois ao se
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ligar & &gua, diminui o ponto de congelagdo das solu¢des, aumentando a quantidade de
agua nao congelada, permitindo que a celula se desidrate mais lentamente e,
conseqiientemente, reduz a concentracdo de soluto no liquido residual. O glicerol reduz
também a fluidez da membrana e ainda facilita o rearranjo de sua estrutura (PARKS e
GRAHAM, 1992). HOLT (2000) relata que no momento em que o glicerol alcanga o
interior da célula provavelmente modifica a viscosidade citoplasmatica provocando
alteracdes em todos os processos de difusdo celular. O glicerol poderia ainda alterar o
estado bioenergético dos espermatozdides interferindo no balanco entre a sintese e a
utilizacdo do ATP.

O glicerol pode ser mais deletério aos espermatozdides durante o processo de
descongelamento que no congelamento. Durante o resfriamento, o glicerol entra nas
células e no descongelamento se move das células para o meio extracelular. Quando a
permeabilidade da membrana plasmaética é insuficiente para permitir esse movimento, o
resultado € les@o permanente (AMANN e PICKETT, 1987).

2.6. Criopreservacao Espermatica

E durante o periodo de resfriamento que os espermatozoides interagem com o0s
componentes da gema do ovo e adquirem resisténcia ao choque térmico e a
criopreservacdo (WATSON, 1995), sendo este periodo o principal entrave no sucesso
do congelamento. As mudancas irreversiveis a membrana plasmatica dos
espermatozéides ocorrem de maneira geral entre 20°C e 5°C (QUINN et al., 1980;
WATSON, 1995).

Dessa forma, a curva de resfriamento rapida imposta ao sémen é responsavel
pela maioria das lesdes celulares, em decorréncia da alteracdo das propriedades fisicas
das membranas espermaticas (WATSON, 1981). O choque térmico, que ocorre durante
a fase de transicdo (entre 20°C e 1°C), e caracteriza-se pela passagem da membrana
plasmatica do estadio liquido para o estadio cristalino (gel), causa mudancas
irreversiveis a membrana plasmatica dos espermatozdides, devido a ruptura e perdas de
seus arranjos celulares (AMANN e PICKETT, 1987; HOLT, 2000). Essas alteracdes
sdo associadas a diminuicdo da producdo de energia (movimento circular ou perda
prematura de motilidade) e aumento da permeabilidade da membrana.

A sensibilidade ao choque térmico varia de acordo com o grau de maturacao
dos espermatozoides, com a espécie, com a qualidade e quantidade do plasma seminal,
podendo ser determinada pelo contetdo de colesterol na membrana e o grau de

saturacdo dos &cidos graxos (WATSON, 1981).
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O tipo de fosfolipidios e a quantidade de proteinas presente na membrana
plasmatica também influenciam na sensibilidade ao choque térmico, sendo que espécies
que possuem maior proporcdo de fosfatidil colina : fosfatidil etanolamina sdo mais
resistentes, enquanto que espécies que possuem maior conteido de proteina séo menos
resistentes (PARKS e LYNCHY, 1992).

A curva de congelamento é de extrema importancia na manutencdo da
integridade celular, pois se a mesma € muito rapida, ndo ha tempo para que ocorra a
desidratacdo dos espermatozoéides, o que possibilita a formacdo de gelo intracelular, que
é prejudicial a célula. Em casos de curva de congelamento lenta, havera a desidratacdo
dos espermatozdides impedindo a formacdo de gelo intracelular, porém a alta
concentracdo de solutos também pode causar danos a célula (WATSON, 1995).

Além das lesdes sofridas pela membrana plasmatica durante o congelamento,
também ocorrem danos durante o processo de reaquecimento da célula apos o
descongelamento, uma vez que a membrana € submetida a rearranjos estruturais
envolvendo lipidios e proteinas e a passagem rapida de agua para o interior da célula
pode causar o rompimento das membranas (WATSON, 1995; HOLT, 2000). Assim, a
fase de descongelacdo € tdo importante quanto a congelagdo para a sobrevivéncia da
célula. O protocolo de descongelamento preconizado para bovinos € de 37°C, por no

minimo 30 segundos, para palhetas de 0,5ml (ASBIA).

2.7. Testes Complementares

Para serem férteis, os espermatozoides devem ser capazes de expressar varias
caracteristicas, em uma determinada ordem e tempo. Além disso, nimero suficiente de
espermatozdides férteis deve estar presente na proximidade dos ovocitos, para
ocorréncia da fecundacdo. Sendo que estes devem apresentar pelo menos quatro
atributos bésicos pds-descongelamento, tais como: metabolismo para produgdo de
energia; motilidade progressiva; enzimas acrossomais intactas, necessarias para a
penetracdo dos espermatozlides através das estruturas que circundam o ovocito;
proteinas da membrana plasmatica, importante para a sobrevivéncia dos
espermatozdides no trato reprodutivo feminino e para a juncdo dos mesmos ao ovocito
no momento da fertilizagdo (AMANN e PICKET, 1987).

No entanto, predicdo da capacidade fecundante de amostras de sémen pode nédo
ser precisa com a realizacdo de um Unico teste in vitro, porém quando 0s métodos in
vitro sdo usados em conjunto, aumenta-se a acuracia em predizer o potencial de

fertilidade do sémen criopreservado (SIKKA, 1996).
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Desta forma, métodos concretos de avaliagdo do sémen pds-descongelamento,
bem como sua viabilidade, possuem significado econémico (FAZELI et al., 1997;
RODRIGUEZ MARTINEZ et al., 1997).

2.7.1. Caracteristicas Fisicas e Morfoldgicas do Sémen

FONSECA (1999) relata que dentre os aspectos fisicos do sémen, a motilidade
espermatica progressiva e 0 vigor espermatico sao as caracteristicas mais antigas para
predizer a qualidade seminal a campo. Segundo o autor, estes parametros séo de grande
importancia e podem revelar, por si s6, a existéncia de distarbios bioquimicos no sémen,
associados ou nao com alteracdes da espermiogénese. Entretanto, STOLHAMAR et al.
(1994) ressaltam as limitaces da analise isolada da motilidade espermaética progressiva
como critério Unico de avaliagdo de sémen bovino.

A evidéncia de relacdo entre morfologia espermatica e fertilidade de touros foi
descrita primeiramente por Williams e Savage (1927) citados por varios autores que
avaliaram sémen bovino tanto a fresco quanto criopreservado (RAO et al., 1980;
SODERQUIST et al. 1991).

BARTH e OKO (1989) citam a importancia da morfologia espermatica na
indicacdo do estaddio de normalidade da motilidade espermatica progressiva e da
producéo espermatica. Segundo os autores, a qualidade do sémen por meio do estudo da
morfologia das células espermaticas reflete a satde dos tabulos seminiferos, epididimos
e glandulas anexas.

Diversos autores tém relatado que estes parametros, embora importantes, ndo
podem avaliar conclusivamente a capacidade de fecundacdo do sémen (AMANN, 1989;
FAZELI et al., 1997; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 1997), sobretudo quando se
avalia o sémen descongelado e o relaciona com indices obtidos a campo.

Dessa forma, faz-se problema para as inddstrias de inseminacéo artificial, nas
especies de animais de producéo, a diferenca encontrada na fertilidade sem que ocorra
maior diferenca na motilidade e morfologia espermatica, exceto nos casos mais severos
(FAZELI et al., 1997). Tal fato assume grande importancia uma vez que, na maioria dos
casos, os touros doadores de sémen tém sido selecionados com base nas caracteristicas

fisicas e morfologicas do sémen (SILVA, 2000).
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2.7.2. Teste de Termo-resisténcia

O teste de termo-resisténcia (TTR) consiste na incubacdo de uma amostra de
sémen descongelado, em banho-maria, por tempo pré-estabelecido, sob determinada
temperatura, avaliando-se a motilidade progressiva e 0 vigor espermatico
(DIMITROPOULOS, 1967).

O teste de termo resisténcia rapido aplicado na avaliacdo de sémen bovino
congelado constituiu-se como uma prova de grande aplicabilidade (ARRUDA et al.,
1997), especialmente por sua correlacdo com fertilidade a campo. Outros trabalhos
verificaram a associacdo da resisténcia dos espermatozdides imposta ao periodo de
incubacdo estabelecidos em testes de termo resisténcia com importantes implicacfes
fisioldgicas e préticas, sendo que as correlacdes com fertilidade in vitro e a campo
mostraram-se presentes (VISHWANATH e SHANNON, 1997).

De acordo com HENRY e NEVES (1998) o sémen bovino sera considerado de
boa qualidade se a amostra apresentar ao final do teste pelo menos 15% de motilidade

espermatica progressiva retilinea e trés de vigor espermatico.

2.7.3. Teste Hiposmotico

O teste hiposmético (HO) tem sido um dos métodos utilizados para avaliar a
integridade funcional da membrana das células espermaticas em varias espécies:
humana (JEYENDRAN et al., 1984), caprina (FONSECA et al., 2001; MARTINS,
2001), canina (BUENO, 2000; OLIVEIRA, 2003), suina (VAZQUEZ et al., 1997),
eqiina (NEILD e GADELLA, 2002; FURST, 2002; SANTOS, 2003) e bovina
(REVELL e MRODE, 1994; CORREA et al., 1997; ROTA et al., 1999).

Uma das propriedades da membrana celular é o transporte seletivo de
moléculas que pode ser observado quando a célula é exposta a condi¢des hiposméticas,
permitindo a entrada de dgua através da membrana plasmaética, para o meio intracelular,
até atingir um equilibrio osmatico. Esse processo ocorre somente nas células que
possuem a membrana plasmatica viavel e devido ao influxo de &gua, ocorre edema
celular, visualizado com enrolamento na regido da cauda, local de maior
susceptibilidade (JEYENDRAN et al., 1984).

Altas correlagdes entre teste hiposmotico e fertilidade de amostras de sémen
bovino congeladas foram verificadas em programas de inseminacéo artificial (REVELL
e MRODE, 1994; CORREA et al.,, 1997). Entretanto, testes realizados in vitro,
observaram correlac@es baixas e negativas entre teste hiposmatico de sémen congelado

e fertilidade (ROTA et al., 1999).
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O teste hiposmotico é simples, barato e aplicavel juntamente com os exames de
rotina utilizados para avaliar a fertilidade de touros e os danos em membrana dos
espermatozéides, ocasionados pelo processo de criopresevacdo (CORREA e ZAVOS,
1994).

2.7.4. Teste de Fluorescéncia

Recentemente, maior atencdo tem sido dispensada a avaliacdo da integridade
da membrana plasmatica dos espermatozoides, considerando sua integridade como
requisito fundamental no processo de fertilizag&o.

CROSS e MEIZEL (1989) reportaram que existem diferentes métodos que
podem ser empregados para a avaliacdo do acrossoma espermatico, como microscopia
de contraste de fase, coloragfes especificas para visualizacdo do acrossoma, em
microscopia oOptica convencional e marcadores fluorescentes, sendo que cada um dos
métodos apresenta fatores positivos e negativos.

A utilizacdo de corantes fluorescentes como Hoechst 33258 (H258), iodeto de
propidio (IP), diacetato de carboxifluoresceina (DIC), entre outros, tem sido
empregados para facilitar a visualizacdo do acrossoma em diversas espécies, uma vez
que os mesmos fornecem meios para detectar componentes especificos dentro de uma
célula com acurada sensibilidade e seletividade (HARRISON e VICKERS, 1990; DEN
LEEUW et al., 1991; ZUCCARI, 1998; AZEREDO, 1999; SOUZA, 2001; OLIVEIRA,
2003; SANTOS, 2003).

Vérios trabalhos utilizaram os corantes DIC e IP para a realizacdo do teste de
integridade da membrana plasmatica. HARRISON e VICKERS (1990) preconizaram
um método onde adicionaram baixa concentracdo de formaldeido as solucdes de
diacetato de carboxofluoresceina (DIC) e o iodeto de propidio (IP) para imobilizar as
células espermaticas sem causar danos estruturais as mesmas, permitindo a analise por
meio de microscopio de fluorescéncia. Esse método foi modificado por ZUCCARI
(1998), onde a autora descreve um protocolo que utiliza 0 meio com citrato de sédio ao
invés de meio TALP na solugdo trabalho. Sobre agdo das esterases as células liberam
carboxifluoresceina livre (impermeéveis as membranas) que acumulam no interior do
acrossoma, mitocondria e citoplasma. Esse acumulo de DIC nos espermatozdides
integros é visualizado pela coloracdo verde fluorescente, ja as células espermaticas que
apresentam lesGes na membrana plasmatica podem ser coradas de vermelho pelo IP, que
é corante de DNA, sendo impermeavel & membrana integra.

Sendo assim, a associacdo de testes complementares in vitro, possuem
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maior acurdcia em predizer a fertilidade do sémen in vivo (SILVA, 2000), pois as
caracteristicas presentes nos espermatozoides férteis ndo sdo avaliadas por unico
método de avaliacdo (SIKKA, 1996; BUENO, 2000).
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3. MATERIAL E METODOS

As coletas de sémen foram realizadas na Central de Inseminagdo Artificial
Yakult, em Braganca Paulista — SP e as analises laboratoriais no Laboratério de
Reproducdo Animal do Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal
de Vicosa — MG e na Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG.

Os animais foram selecionados conforme sua disponibilidade na escala de
producédo de sémen pela Central e quanto a qualidade de congelamento do sémen. Os
touros foram submetidos a exame androldgico, com inspecdo e palpacdo dos Orgéos
genitais externos e glandulas anexas sendo empregado neste estudo, ap6s aprovagdo nos
referidos exames.

Os touros permaneceram isolados em piquetes individuais de aproximadamente
100 metros quadrados, com pastagem predominante de capim coast-cross (Cynodon
dactylum), suplementados com 17 Kg de silagem de milho, 2,5 Kg de racdo e 5a 7 Kg
de feno (dieta para animais de 1000 a 1100 Kg) uma vez ao dia, e agua fresca e sal

mineral ad libitum.

3.1. Coleta de Sémen

Foram utilizados trés touros da raca Nelore, com idade variando de quatro a
seis anos, utilizados na rotina de coleta da central, sendo coletado seis ejaculados por
touro, totalizando 18 repetigdes.

Para a obtencdo dos ejaculados, empregou-se 0 método da vagina artificial com
auxilio de uma fémea em estro, contida, com sessdes de coletas intercaladas por 36 a 72
horas, sendo o procedimento de coleta executado sempre pelo mesmo técnico.

Para recepcdo dos ejaculados nas coletas foram utilizados tubos coletores
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graduados de vidro, acoplados a uma extremidade da vagina artificial e previamente
aquecidos a 37°C e protegidos contra luminosidade por meio de capa protetora.

Imediatamente ap0s a coleta, 0s tubos coletores foram colocados em banho-
maria a 37°C, sendo mantidos durante todo processo de avaliacdo dos aspectos fisicos e
diluicdo do sémen, quando entdo foram submetidos ao processo de refrigeracao.

O volume foi mensurado pelo tubo coletor graduado. A coloragédo e o aspecto
do ejaculado foram avaliados por meio de analise subjetiva e classificado segundo
MIES FILHO et al. (1982) em coloragédo igual marfim e aspecto: aquoso, opalescente,

leitoso e cremoso.

3.2. Aspectos Fisicos e Morfoldgicos do Sémen

Para avaliagdo das caracteristicas de turbilhonamento, motilidade espermatica
progressiva retilinea e vigor espermatico, uma gota de sémen de cada ejaculado foi
colocada na lamina, previamente aquecida a 37°C (placa aquecedora), para observacédo
do turbilhonamento (escala de zero a cinco) em microscopio Optico com aumento de
100 vezes. Outra gota de sémen foi colocada entre ldmina e laminula, previamente
aquecidas a 37°C para avaliar a motilidade espermatica progressiva retilinea (expressa
em porcentagem) e o vigor espermatico (escala de zero a cinco), com aumento de 100 a
400 vezes.

A concentracdo espermatica de cada ejaculado foi determinada com a
utilizacdo do espectrofotdmetro (marca - IMV, modelo — Fotdmetro Accucell) onde 3,6
ml de solucéo fisioldgica e 0,04 mL de sémen foram colocados em uma cubeta, diluidas
na proporg¢do de 1:100, para a devida leitura, apos ligeira homogeneizagao.

Para efetuar a analise da morfologia espermatica, retirou-se uma aliquota de
sémen, que foi diluida em solucdo de formol salina tamponada (HANCOCK, 1957). A
patologia foi avaliada em prepara¢fes Umidas, entre ldmina e laminula, num aumento de
1250 vezes sob objetiva de imersdo, em microscopia de contraste de fase. Em cada
preparagdo foram avaliadas 400 células, e determinou-se o percentual de
espermatozéides normais e de anomalias de acrossoma, cabeca, peca intermediaria e
cauda (BLOMM, 1973). Posteriormente, os defeitos foram classificados de acordo com
HENRY e NEVES (1998).
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3.3. Meios Diluidores de Criopreservacao
Neste experimento o diluidor utilizado foi o TRIS modificado (ROBERTS e
FOOTE, 1987). (Tabela 1)

Tabela 1. Composicéo do meio diluidor — TRIS modificado

COMPONENTE QUANTIDADE
Tris (Hidroximetilaminometano) 2,429
Acido citrico monohidratado 1,50g
Glicose 1,259
Gema de ovo 20MI
Glicerol 6,0mL
Estreptomicina 0,0134g
Agua tridestilada (gsp) 100mL

Fonte: Roberts e Foote (1987)

Apds a coleta das amostras de sémen e das avaliagdes fisicas do mesmo, 0s
ejaculados foram divididos em cinco fragdes iguais, sendo cada uma delas diluida na
proporg&o inicial de 1:1, com o diluente controle, ou seja, o meio Tris. O equex e 0sS
antioxidantes foram acrescentados somente na diluigéo final.

Os cinco tratamentos foram:

Tratamento 1- Controle (Tris-modificado);

Tratamento 2- Controle + Equex;

Tratamento 3- Controle + Vitamina E + Equex;

Tratamento 4- Controle + Vitamina C;

Tratamento 5- Controle + Vitamina E + Equex + Vitamina C.

O equex estava presente nos tratamentos em que havia vitamina E, pois foi
o emulsificador do tocoferol no diluente, sendo que essa vitamina € lipossoltvel.

O tratamento 2 foi realizado somente com a adicdo do equex para que

servisse de controle em relagéo a adicdo do detergente associado com a vitamina E.

3.3.1. Preparacéo das Solucdes Estoques

Equex (STM paste) principio ativo, dodecil-sulfato de sédio

Com auxilio de uma seringa de insulina foi coletado 0,8mL de equex sendo em
seguida diluido em 100mL de &gua tridestilada. Dessa solu¢do, 50mL foi reservado para

a adicdo posterior de Vitamina E e os outros 50mL foram acondicionados e congelados
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a -20°C em eppendorfs de 1mL até sua utilizac&o.

Vitamina E (acetato de a-tocoferol — Sigma)

Uma concentracdo de 10mM de vitamina foi diluida em 50mL da solucéo
preparada de Equex. A homogeneizacao foi intensa, porém, cuidadosa para que bolhas
ndo fossem formadas.

Estas solucbes estoques foram preparadas ao abrigo da luz, armazenadas, e
congeladas a -20°C, em eppendorfs de 1mL e apds o descongelamento de cada amostra,
a solucdo restante era descartada, devido ao manuseio e ao aquecimento em banho-
maria a 37°C. Sendo a vitamina fotossensivel e reativa ao oxigénio, para sua pesagem,

utilizou-se local escuro e 0 minimo de contato com o ar.

3.3.2. Diluigéo Final

O volume do diluidor acrescentado para completar-se a diluicdo final antes do
resfriamento do sémen foi calculado com base na concentragcdo espermatica do
ejaculado, sendo que a dose inseminante foi fixada em 50 milhdes de espermatozdides
para a palheta de acetato de polietileno de 0,5mL, para todos os tratamentos. Essa
concentracdo foi fixada com objetivo de facilitar os calculos.

A vitamina E e o equex foram adicionados e homogeneizados aos diluidores e
acrescentados nas diluicdes finais, sendo fixado em 10puL para cada 100 x 10°
espermatozéides por mL, para ambos componentes. O calculo foi realizado do seguinte

modo:

Concentracéo de X volume do + 100 x 10° sptz;

Sptzs moéveis/ mL ejaculado

O resultado obtido multiplicado por dez corresponde ao total de vitamina e/ou
equex em pL a adicionar na diluicdo final dos diluidores (tratamento 2, 3 e 5).

A vitamina C (Acido ascorbico — Sigma) também foi adicionada e
homogeneizada ao diluidor e acrescentada na diluicdo final na quantidade de
0,45mg/mL (tratamento 4 e 5) (UPRET]I et al., 1997; BALL et al., 2001).

Apbs a diluicdo final, cada tratamento que ja se encontrava acondicionado em
tudo de ensaio, era agrupado em um recipiente de plastico que continha dgua a 37°C. A
quantidade de agua variava com a quantidade de sémen diluido, mas de modo geral, o

volume de agua era a metade ou um pouco mais da metade do volume de sémen diluido.
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Os tratamentos acondicionados nesse banho-maria eram levados para camara fria, a qual
encontrava-se a 2°C. Todo o procedimento inicial do sémen expendeu, no maximo, 30

minutos, até que o sémen fosse coletado e submetido ao resfriamento.

3.4. Resfriamento, Congelamento e Descongelamento

Os tubos contendo o sémen permaneceram na camara fria por uma hora,
periodo este de resfriamento e por no minimo mais trés horas (periodo de equilibrio),
totalizando cinco horas até que fossem envasados manualmente e congelados. A curva
de resfriamento foi de aproximadamente 0,55°C/minuto.

A congelacdo foi realizada pelo minidigitcool, um aparelho computadorizado
(marca - IMV, modelo — 1400 3T), com capacidade para congelar 1392 doses por vez e
programado para fazer uma curva que levava um tempo de oito minutos para chegar de
4°C a - 140°C (a curva ndo foi revelada pela empresa). Percorrido este periodo, a
maquina sinalizava quando a palheta testemunha estava a - 140°C, e em seguida, a
propria méquina, desligava a hélice do aparelho, e apds cinco minutos, tempo para a
estabilizacdo do nitrogénio e seguranca da parada da helice, as palhetas eram
armazenadas em canecas de plastico, e mergulhadas no nitrogénio liquido, em seguida
foram acondicionadas em canister apropriado e armazenadas em botijdes com
nitrogénio liquido. As palhetas de sémen foram mantidas criopreservadas até o
momento de sua utilizacéo.

O descongelamento do sémen foi realizado em banho-maria a 37°C, por no
minimo 30 segundos. Apos o descongelamento da palheta o sémen foi transferido para
frascos eppendorf de 1,5 mL, previamente aquecidos em banho-maria a mesma
temperatura, foram mantidos incubados a 37°C para serem avaliados. O
descongelamento foi feito entre trés semanas até, aproximadamente, seis semanas apés

0 congelamento.

3.5. Testes Complementares

As amostras de sémen, referentes aos cinco tratamentos propostos neste estudo,
foram avaliadas ap6s a coleta e o descongelamento, sendo a motilidade espermatica
progressiva retilinea e o vigor espermético avaliados segundo a metodologia descrita
anteriormente. Posteriormente, as amostras de sémen foram reservadas para realizacéo

dos testes complementares.
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3.5.1. Teste de Termo-Resisténcia Lento

A longevidade dos espermatozoides foi avaliada pelo teste de termo-resisténcia
lento nas amostras de cada partida de sémen dos touros utilizados neste experimento.
Logo apos a coleta, a diluicdo e o descongelamento para cada tratamento. O teste
consistiu em colocar uma amostra de sémen de 0,5 mL, em um frasco de eppendorf de
1,5 mL, e submeté-las a incubacdo a 37°C, durante trés horas e a cada 60 minutos foram
avaliadas quanto a motilidade progressiva retilinea e vigor espermaticos de acordo com
DIMITROPOULOS (1967) modificado.

3.5.2. Teste Hiposmotico

A integridade da membrana plasmética foi avaliada logo ap6s a coleta, a
diluicdo e o descongelamento para cada tratamento, por meio do teste hipomdstico
(HO), utilizando 1,0 mL de uma solugdo com frutose na concentracdo de 100
mOsm/Kg, (Tabela 1 Anexo), previamente aquecida a 37°C, acrescida de 20uL de
sémen. Essa solucdo foi incubada por 60 minutos a mesma temperatura. Apos esse
periodo, uma amostra da solu¢do de 20uL foi colocada entre lamina e laminula e
seguiu-se a contagem de 100 espermatozdéides, em microscopia de contraste de fase, em
aumento de 400X. As células foram classificadas quanto a presenca ou ndo de cauda
enrolada. O resultado foi determinado em porcentagem, sendo o calculo realizado pela
seguinte formula:

HO (%) = (% de alteragbes na regido da cauda apos teste HO) — (% de
alteracGes na regido da cauda dos espermatozoides antes do teste HO) (REVELL e
MRODE, 1994).

3.5.3. Teste de Integridade da Membrana Plasmatica (Fluorescéncia)

Outro método para visualizar a integridade de membrana foi a utilizacdo da
associacéo de dois corantes fluorescentes, o diacetato de carboxifluoresceina (DIC) e o
iodeto de propidio (IP), para identificacdo de células integras, lesadas ou semi-lesadas,
segundo ZUCCARI (1998), onde as células esperméticas apresentavam as seguintes

caracteristicas de coloracéo:
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o integros — espermatozdides com membrana plasmatica integra,
células coradas pelo DIC , apresentando-se verde fluorescente em toda sua extenséo.

o Lesados - espermatozdides com membrana plasmatica e acrossomal
lesadas, células coradas pelo IP, apresentando-se vermelhas fluorescentes.

o Semi-lesados - espermatozoides com membrana plasmatica lesada e
acrossomal integra, células coradas de verde (DIC) na regido do acrossoma e nucleo
corado de vermelho (IP).

Uma palheta de cada ejaculado congelado foi avaliada apds o descongelamento
a 37°C, por no minimo 30 segundos. Amostras de 10uL de sémen foram adicionadas a
40uL de solucdo trabalho, que se encontrava a temperatura ambiente e em eppendorfs
revestidos por papel aluminio, sendo esse procedimento efetuado com o minimo de
luminosidade possivel. Apds a adi¢cdo do sémen na solucdo trabalho, a leitura das
laminas foi realizada em seguida ou até 12 horas apds a homogeneizacdo, sendo
avaliadas 100 células por amostra de cada partida.

Apds a preparacdo da lamina (preparacdo Umida) em temperatura ambiente, as
amostras foram avaliadas, ao abrigo da luz, em microscépio de fluorescéncia, utilizando
filtros de 480 a 610 nm (fluoresceina e rodamina, respectivamente) e aumento de 1250X
com objetiva de imersao.

Todas as solucdes foram preparadas ao abrigo da luz e mantidas congeladas a -
20°C até o momento da analise do sémen, onde se encontravam a temperatura ambiente.
As solucdes trabalho foram aproveitadas (congeladas e descongeladas) quatro vezes no
maximo para evitar perda da fluorescéncia. As solugdes utilizadas no preparo desta
coloragéo estdo discriminadas na Tabela 2 Anexo.

O fluxograma de todo procedimento desde a coleta até avaliacdo do sémen

apos o descongelamento encontra-se sumariado em anexo 3.

3.6. Analise Estatistica

Para realizacdo das analises estatisticas foi utilizado o programa estatistico
SAEG (UFV, 1997).

Para todas caracteristicas estudadas foi utilizada a estatistica descritiva (média,
desvio padrdo e amplitude).

As caracteristicas quantitativas foram submetidas aos testes de normalidade e
homocedasticidade, a Analise de Variancia (ANOVA), sendo que as meédias que

apresentaram significancia pelo teste F, foram submetidas as comparacfes de médias
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pelo teste de Tuckey, com probabilidade de erro de 5%.

A correlacdo simples de Pearson foi testada entre todas as variaveis para
verificar possiveis relacdes entre as caracteristicas estudadas.

Os testes ndo-paramétricos foram utilizados para analise do vigor espermatico,

nos diferentes tratamentos, e avaliados pelo teste de Wilcolxon.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracteristicas Fisicas e Morfoldgicas do Sémen in natura e diluido

Na Tabela 2 encontram-se os valores médios e desvio padrdo das
caracteristicas de volume, concentracdo, turbilhonamento, motilidade espermatica
progressiva retilinea, vigor, defeitos maiores, defeitos menores e defeitos totais e células
espermaticas reativas ao teste hiposmotico do sémen in natura coletado dos trés touros
utilizados neste experimento.

O volume médio encontrado foi de 5,40 + 1,12 mL, e a concentracdo
espermatica média foi de 1,27 + 0,48 x 10° espermatoz6ides/mL n&o havendo variacdo
entre os ejaculados dos touros (p > 0,05). Os valores médios de turbilhonamento,
motilidade e vigor espermatico também ndo apresentaram varia¢do (p > 0,05) sendo
2,47 + 0,63, 78,056 + 3,89%, 3,83 + 0,30, respectivamente. A porcentagem de
espermatozéides normais foi de 82,89 + 7,95%, variando entre 81,58% e 85,42%, ndo
houve diferenca entre animais e coletas (p > 0,05). Ndo se observou, em nenhuma das
amostras avaliadas, a presenca de hemacias, leucocitos, medusas, ou tipos celulares da
linhagem espermatogénica. Em relacdo aos espermatozoOides reativos ao teste
hiposmético, ou seja, aos normais, a média foi de 52,44 + 18,30%.

O aspecto e o odor dos ejaculados mostraram-se semelhantes entre as coletas,
sendo o0 aspecto leitoso ou cremoso e o odor do ejaculado sui generis.

Todas as caracteristicas observadas encontram-se dentro dos padrdes de
normalidade para espécie, preconizadas pelo Ministério de Agricultura e Colégio
Brasileiro de Reproducdo Animal (HENRY e NEVES, 1998).

A correlagéo de defeitos totais com defeitos menores foi r = 0,89 e a correlagdo

de defeitos totais com defeitos maiores foi r = 0,72 (p < 0,05). Devido ao choque
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térmico que ocorreu em duas coletas com o0s trés animais o numero de defeitos menores
aumentou. Esse choque foi ocasionado pelo aquecimento inadequado do banho-maria,
devido a falta de energia.

A avaliacdo morfoldgica (defeitos de cabeca, acrossoma e cauda) ndo foi
realizada ap6s o descongelamento, visto que, outros trabalhos verificaram ndo ocorrer
diferenca significativa ap6s o processamento do sémen. O processo de peroxidacdo
lipidica induz alteracBes estruturais, principalmente nas membranas dos
espermatozdides, e alteracGes metabolicas, ocasionando rapida e irreversivel perda da
motilidade espermaética, e aumento da taxa de liberacdo de componentes intracelulares
(JONES e MANN, 1977). Por isso a adi¢do de antioxidantes aos diluentes ndo afetaria a
avaliacdo morfoldgica e outros testes complementares auxiliaram na detec¢do da leséo

estrutural.

Tabela 2. Caracteristicas fisicas e morfologicas do sémen in natura e células reativas ao
teste hiposmotico de touros da raga Nelore, mantidos em regime de coleta em
Central de Inseminacao

Caracteristicas Touro 1 Touro 2 Touro 3 Média
VOL (mL) 5,17 + 1,042 553+ 1,26% 550+ 1,212 5,40+ 1,12
CONC/10° 1,37 + 0,412 1,09+ 0,172 1,34+ 0,732 1,27+ 0,48

TURB (0-5) 2,75+ 0,96 2,33 +0,26° 2,33+0,82° 2,47 +0,63
MOT (0-100) 79,16 +2,04* 80,00+ 3,16  75,00+4,47* 78,05+ 3,89

VIG (0-5) 3,91 +0,20° 3,91 +0,20° 3,67 £0,41° 3,83+0,30
DMA (%) 6,92 + 4,08 7,92 + 2,46 8,08 + 5,28° 7,64 +3,89
DME (%) 11,42 +7,64*° 6,67 + 5,66 10,17 £3,25° 9,42 +5,83
DT (%) 18,33+9,61* 14,58+7,84* 18,42+7,01* 17,11+7,95
HO (%) 44,83 +£20,80" 63,00 +19,54* 4950+ 10,52* 52,44 + 18,30

VOL = volume do ejaculado; CONC/10° = concentracdo espermatica em mL de
ejaculado em milhdes; TURB = turbilhonamento; MOT = motilidade espermatica
progressiva retilinea; VIG = vigor espermatico;, DMA = defeito espermatico maior;
DME = defeito espermatico menor; DT = defeito espermatico total; HO = percentual de
espermatozdéides normais no teste hiposmotico.

Médias com letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si (p > 0,05), pelo Teste de
Tuckey.
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4.2. Teste de Termo-resisténcia em Sémen Diluido e Congelado/Descongelado

Os valores meédios da motilidade espermatica progressiva retilinea e do vigor
espermatico observado durante o teste de termo-resisténcia no sémen diluido e nédo
congelado estdo sumariados na Tabela 3 e 4, respectivamente. N&do houve diferenca da
motilidade espermaética progressiva entre os diversos tipos de diluidores (Fig.1), porém
quando os tratamentos foram comparados com o sémen in natura, ou seja, Sémen sem
diluente, a motilidade foi maior no sémen in natura (p < 0,05). Tal diferenca pode ser
explicada pelo fato da andlise do TTR no tempo zero, para sémen diluido nos
tratamentos, ter sido realizada ap6s 30 minutos, tempo este, despendido desde a coleta
do sémen até que 0 mesmo fosse submetido ao resfriamento, além da eficiéncia do meio
diluidor. A motilidade é um processo que requer maior demanda de energia e apresenta
correlacdo positiva com a demanda de ATP, cuja sintese esti associada a capacidade
funcional das mitocondrias, sendo este estoque de energia consumido pelos
espermatozdéides durante o periodo de incubacéo.

Para os valores médios do vigor espermatico foi observada diferenca entre os
tratamentos 1 e 5 nos tempos 120 e 180 minutos de incubacdo, sendo as médias 3,08 +
0,35 e 3,44 + 0,42 no tempo 120, e 2,97 + 0,36 e 3,28 + 0,31 no tempo 180 minutos,
para os tratamentos 1 e 5 respectivamente. Verificou-se que houve protecao do diluente
no tratamento 5 sobre o vigor espermético em relacdo ao tempo de incubagdo, visto que,
na primeira hora ndo houve diferenca entre os tratamentos (Tabela 4).

O mecanismo de leséo celular durante o periodo de incubacéo esta relacionado,
principalmente, ao processo de senescéncia celular. As mudancas fisico-quimicas que
ocorrem durante a estocagem in vitro sao irreversiveis e 0s danos decorrentes sdo a
instabilidade nuclear, lesdo da membrana, perda de componente intracelular, queda da
motilidade e peroxidacao lipidica (ZUCCARI, 1998).

Como os antioxidantes proporcionam estabilizacdo da membrana espermatica,
espera-se que mantenham a viabilidade do sémen por mais tempo, ou seja, mantenham
integridade dos componentes estruturais e do metabolismo dos espermatozéides. Assim,
caracteristicas como motilidade espermatica progressiva retilinea e vigor espermatico,

observadas pelo TTR, apresentariam maior longevidade.
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Tabela 3. Percentual médio da motilidade espermatica progressiva retilinea no teste de
termo-resisténcia (TTR) do sémen bovino, diluido e ndo congelado em
diferentes meios diluidores de criopreservagao

TTR (min)

Tratamento 0 60 120 180

In natura (%) 78,05 + 3,89° - - -

T1 7500+6,64"  7139+589" 67,50+6,70° 62,50 +7,52°
T2 7528+6,29°  7222+6,69"° 68,05+6,67° 63,89+ 8,50
T3 7528+7,95°  7167+7,07° 6917+691° 6583 +7,52"
T4 7526 +581°  70,28+6,96°  67,50+6,47° 63,89 +8,14
T5 7444 +802°  7139+744°  6861+7,03 64,44 +820°

T1 = Tris (controle); T2 = Tris, com equex; T3 = Tris, com vitamina E + equex; T4 =
Tris, com vitamina C; T5 = Tris, com vitamina E + equex e vitamina C.

Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p < 0,05), pelo Teste de
Tuckey.

Tabela 4. Média do vigor espermatico (0-5) no teste de termo-resisténcia (TTR) no
sémen bovino, diluido e ndo congelado em diferentes meios diluidores de
criopreservacao

TTR (min)

Tratamento 0 60 120 180

In natura 3,83+0,30 - - -

T1 344+034°  3,30+0,30° 3,08 +0,35° 2,97 £ 0,36"
T2 358+0,43"°  333+042°  3,19+039®  3,08+0,35%
T3 3,75 + 0,43 350 +£0,42°  3,36+041*  319+0,42%
T4 3,69+055°  344+051°  339+050°  3,22+043"
T5 3,67+045%  347+0,44° 3,44 +0,42° 3,28 + 0,31

T1 = Tris (controle); T2 = Tris, com equex; T3 = Tris, com vitamina E + equex; T4 =
Tris, com vitamina C; T5 = Tris, com vitamina E + equex e vitamina C.

Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p < 0,05), pelo Teste de
Wilcolxon.

Os valores medios da motilidade progressiva retilinea e do vigor espermatico
pos—descongelamento avaliados pelo teste de termo-resisténcia estdo sumariados na
Tabela 5 e 6. Os valores apresentados na Tabela 5 indicam néo ter ocorrido diferenca da

motilidade espermaética progressiva retilinea entre tratamentos (p > 0,05) (Fig.1).
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Tabela 5. Média percentual da motilidade espermatica progressiva retilinea apos
descongelamento no teste de termo-resisténcia (TTR) de sémen bovino,
diluido em diferentes meios de criopreservacao

TTR (min)
Tratamento 0 60 120 180
T1 56,94 +10,02* 54,72 +10,00* 51,80+ 11,78* 47,22 + 13,65
T2 57,36 +£10,10* 55,55+10,81* 52,78+12,39* 48,61 + 13,18
T3 57,06 +10,91* 55,14 +11,56* 51,80+ 13,10* 48,05 + 16,38
T4 57,64 + 8,98 55,97 + 9,55 53,19 +£9,65* 50,69 + 12,02°
TS5 55,69 + 8,79 54,17 + 8,15 52,22 + 8,82° 50,42 + 9,95

T1 = Tris (controle); T2 = Tris, com equex; T3 = Tris, com vitamina E + equex; T4 =
Tris, com vitamina C; T5 = Tris, com vitamina E + equex e vitamina C.

Médias com letras iguais na mesma coluna nédo diferem entre si (p > 0,05), pelo Teste
de Tuckey.
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Fig.1 Motilidade espermatica progressiva retilinea de sémen bovino in natura e pds-
descongelado, diluidos em diferentes meios de criopreservacdo durante o teste de
termo-resisténcia

A adicéo dos antioxidantes (vitamina E e vitamina C) e o equex, ndo melhorou
a motilidade espermatica progressiva retilinea (p > 0,05), (Tabela 5 e Fig. 1). Estes
dados estdo de acordo com UPRETI et al. (1997), AURICH e SCHONHERR (1997) e
BALL et al. (2001) que ndo observaram melhora na manutencdo da motilidade
espermatica com a utilizacdo destes mesmos antioxidantes, trabalhando com sémen

resfriado de ovino e  equino, respectivamente, utilizando diluente a
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base de leite. Entretanto, AGUERO et al. (1995) verificaram melhora da motilidade e
viabilidade espermatica durante 24 horas de estocagem de sémen resfriado de garanhao
com adicao da vitamina E.

Neste experimento foi observado, por meio do teste de termo-resisténcia,
melhor manutencdo do vigor espermatico para o tratamento 5, em todos 0s momentos
em relagdo ao meio Tris (Tabela 6 e Fig. 2), sugerindo que houve sinergismo entre 0s
antioxidantes e o dodecil sulfato de soédio (equex) no meio diluidor melhorando a
manutenc¢do da integridade da membrana plasmaética dos espermatozdides refletindo no
aumento da viabilidade espermaética.

ARRIOLA e FOOTE (1987) sugeriram que o efeito protetor do equex é
mediado pela solubilizacdo de protetores lipidios presentes na gema de ovo exercendo
efeito positivo indireto na membrana plasméatica dos espermatozéides, embora, PENA e
LINDE-FORSBERG (2000) tenham observado efeito direto na membrana dos
espermatozdides, com resposta negativa quando o detergente fora adicionado antes do
periodo de equilibrio quando comparado a adicdo de equex imediatamente antes do
congelamento, supondo que o detergente conferiu fluidez excessiva a membrana
espermatica, aumentando a permeabilidade da membrana com o estabelecimento de
canais que permitiram a entrada de ions e pequenas moléculas, desestabilizando as
membranas. Esses autores sugeriram que o efeito benéfico do equex € tempo e
concentracdo dependente.

Apesar da adi¢do do equex ter sido realizada em uma Unica etapa (antes do
resfriamento) no presente estudo, ndo houve efeito negativo do mesmo na membrana
plasmatica. Pelo contrario, sua adicdo foi benéfica em relagdo a motilidade espermatica
progressiva retilinea (mesmo que a mesma ndo tenha variado; p > 0,05), vigor
espermatico (para tratamento 1 e 5; p < 0,05) e principalmente, integridade da
membrana plasmatica dos espermatozoides (p < 0,05), no qual apresentam valores
superiores quando comparados ao grupo controle (Tabelas 7 e 8). E valido ressaltar que
o diluente utilizado pelos autores continham concentracbes de glicerol e equex
diferentes da concentracdo utilizada neste experimento, além do estudo ser em outra

espécie.
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Tabela 6. Média de vigor espermético (0-5) no teste de termo-resisténcia (TTR) ap6s
descongelamento do sémen bovino, diluido em diferentes meios de

criopreservagao

TTR (min)
Tratamento 0 60 120 180
T1 3,43 40,24 3,39+ 0,27 3,19 £ 0,40° 3,00 +0,43°
T2 3,46 +0,28% 3,37 £ 0,30% 3,24 +0,33% 3,03 £ 0,45%
T3 3,44 +0,26% 3,36 + 0,28% 3,30 £ 0,36% 3,07 £ 0,46%
T4 3,53 +0,24% 3,43+ 0,24 3,37 +0,25% 3,19 +0,25%
T5 3,51+0,14° 3,51+0,14 3,40 +£ 0,23 3,22 +0,25°

T1 = Tris (controle); T2 = Tris, com equex; T3 = Tris, com vitamina E + equex; T4 =
Tris, com vitamina C; T5 = Tris, com vitamina E+ equex e vitamina C.

Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p < 0,05), pelo Teste de
Wilcolxon.
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Fig.2.Vigor espermético de sémen bovino in natura e descongelado, diluidos em
diferentes meios de criopreservagédo, durante o teste de termo-resisténcia

4.3. Teste Hiposmético para Sémen in natura e Congelado/Descongelado

O ndmero de espermatozoides reativos ao teste hiposmotico ndo diferiu entre
tratamentos para sémen pré (58,34 + 18,29) e p6s (30,54 + 10,92) congelamento (p >
0,05), estando as medias nos diferentes tratamentos sumariadas na Tabela 7 e Figura 3.
Foi verificada uma queda de aproximadamente 48% no numero de espermatozdides
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reativos ao teste hiposmotico com o processo de congelamento. SANTOS (2003)
observou uma queda de aproximadamente 55% no namero de espermatozoéides reativos
ao teste hiposmotico apds a criopreservacdo de sémen eqliino com diferentes diluentes.
E durante o periodo de resfriamento que a membrana plasmatica dos espermatozoides
interagem com os componentes da gema do ovo adquirindo resisténcia ao choque
térmico e ao congelamento/descongelamento, embora muitas células espermaticas nao
resistam as mudancas irreversiveis a membrana plasmatica, tais como: desidratacdo dos
espermatozdides, mudancga da fase de transicdo dos fosfolipidios, formacdo de gelo
intracelular, enrugamento e distensdo da membrana em resposta a hiperosmolaridade,
rearranjo estrutural (PARKS e GRAHAM, 1992).

A correlacdo encontrada entre teste hiposmotico e motilidade espermatica
progressiva retilinea no sémen diluido em diferentes meios de criopreservacdo foi
positiva e baixa (r=0,23) concordando com os achados de BUENO (2000) e MARTINS
(2001). Contudo, maior correlagdo com a motilidade espermatica progressiva retilinea
era esperada, embora a correlacdo do percentual de células reagidas ao hiposmotico com
motilidade tenha sido maior ap6s o descongelamento (r=0,37). O vigor espermatico que
antes ndo havia apresentado correlagdo com o teste hiposmético, ap6s o
descongelamento apresentou correlacdo de r=0,21, embora, seja considerado baixo.

Apesar de ocorrer correlacdo, observou-se diferenca consideravel entre os
percentuais de celulas moveis (motilidade progressiva) (75,05 vs 56,94) e
espermatozdides com membranas plasmaticas reativas ao teste hiposmético (58,34 vs
30,54), antes e ap6s o congelamento, respectivamente. Essa diferenca foi observada por
ZUCCARI (1998) e FURST (2002) que trabalharam com sémen equino, e foi explicada
pelo choque térmico drastico que os espermatozoides sofrem, aliada a baixa resisténcia
ao processo de criopreservacao apresentado pela espécie.

Tais resultados nos levam a questionar a acurécia dos testes complementares in
vitro, visto que o hiposmatico, por exemplo, na maioria dos trabalhos apresentam a
porcentagem de células com membrana plasmatica integras baixa quando comparado

com motilidade espermatica e fertilidade.
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Tabela 7. Média de espermatozodides reativos ao teste hiposmético (HO) pré e pos

congelamento, de sémen bovino diluido em diferentes meios diluidores

HO positivo (%)

Tratamento Pré-congelamento Pds-congelamento
In natura 52,44 + 18,30 -

T1 55,72 + 20,71° 30,33 + 11,65
T2 59,22 +20,17° 30,84 +11,11°
T3 59,39 + 17,38° 30,78 + 9,61°
T4 55,61 + 17,33 30,14 + 11,04
TS5 61,75 + 16,85 30,61 + 11,64°
Média 58,34 + 18,29 30,54 £ 10,92

T1 = Tris (controle); T2 = Tris, com equex; T3 = Tris, com vitamina E + equex; T4 =
Tris, com vitamina C; T5 = Tris, com vitamina E + equex e vitamina C.

Médias com letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si (p > 0,05), pelo Teste
de Tuckey.
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Fig.3. Valores médios de células espermaticas reagidas de sémen bovino in natura e
congelado/descongelado em diferentes meios de criopreservacdo, observados
pelo teste hiposmotico.

4.4. Teste de Fluorescéncia para Sémen Congelado/Descongelado

Embora os resultados obtidos em diversos estudos sejam variados sobre a
melhora da manutencdo da motilidade espermatica progressiva retilinea, os mesmos
estudos mostraram que a utilizagdo das vitaminas no diluente melhorou a integridade da
membrana plasmatica dos espermatozdides (BECONI et al., 1993; AURICH e
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SCHONHERR, 1997; O'FLAHERTY et al., 1997), indicando que esses antioxidantes
inibem a peroxidacédo lipidica em condicGes hipotérmicas de estocagem, protegendo a
membrana dos mesmos. Neste experimento também se observou efeito benéfico dos

antioxidantes e do equex em relagdo ao controle (Tabela 8 e Fig. 4).

Tabela 8. Percentual médio de células espermaticas integras nos diferentes meios

diluidores de criopreservacao, observadas em sémen
congelado/descongelado de touros, pelo teste de fluorescéncia
Tratamentos
T1 T2 T3 T4 T5

Células § . b
) 25,1745,79  29,6749,98° 36,55+11,08" 31,83+10,03° 35,78+10,41°
integras (%)

T1 = Tris (controle); T2 = Tris, com equex; T3 = Tris, com vitamina E + equex; T4 =
Tris, com vitamina C; T5 = Tris, com vitamina E + equex e vitamina C.

Médias com letras diferentes na mesma linha diferem entre si (p < 0,05), pelo Teste de
Tuckey.

Observaram-se populagdes de espermatozoides integros (coram-se de verdes);
semi-lesados, com membrana plasmaética lesada e membrana acrossomal integra (coram
0 nucleo de vermelho e o acrossoma de verde); e espermatozdides lesados (coram-se de
vermelho). Esta classificacdo do tipo celular estd de acordo com ZUCCARI (1998),
OLIVEIRA (2003) e SANTOS (2003), porém neste experimento observou-se nova
coloracdo, em que o0 acrossoma corava-se de verde bem fluorescente e a regido pos
acrossomal corava-se de verde pouco fluorescente ou ndo se corava, a cauda também se
corava de verde. Essas células foram encaixadas na categoria de espermatozdides
integros, pois se houvesse lesdo na membrana, minima que fosse, o iodeto de propidio
atuaria colorindo de vermelho, o que n&o ocorreu. De acordo com HARRISON e
VICKERS (1990) e AZEREDO (1999), outras categorias podem estar presentes, tais
como: células completamente vermelhas, inclusive a peca intermediaria e células verdes
(acimulo de DIC) em todo o espermatozdide, exceto na regido da peca intermediaria
corada em vermelho (IP), mas nenhuma que apresentasse tal coloracao.

A porcentagem média de células intactas (31,8 + 4,66) foi inferior a
porcentagem média da motilidade espermatica progressiva retilinea (56,93 + 0,74), para
todos os diluidores, sendo resultados semelhantes encontrados por VALCARCEL et al.
(1994) em ovino, ZUCCARI (1998) e SOUZA (2001) em eqiiino. Novamente, a
discrepancia apresentada, mostra dificuldade em encontrar testes complementares
fidedignos.
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E importante salientar que apesar da leitura das laminas ter sido possivel, a
técnica apresentou grande opacidade ao campo microscopio, dificultando a visualizagao
dos espermatozéides. Como ndo foi objetivo deste estudo analisar a técnica, o protocolo
preconizado por ZUCCARI (1998) foi seguido. Entretanto, SOUZA (2001) testando a
técnica de fluorescéncia verificou dificuldade de visualizacdo dos espermatozoides de
sémen equino, utilizando citrato de sddio e meio TALP com diluidor a base de leite. Ja
OLIVEIRA (2003) e SANTOS (2003) nao observaram dificuldade para visualizar os
espermatozéides canino e equino, respectivamente, em diferentes meios de

criopreservacao.

40
35 —
30
25 —
20
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Tratamentos

Figura 4. Percentual médio de espermatozéides com membranas integras em sémen
bovino congelado/descongelado em diferentes meios diluidores de
criopreservacao, observado pelo teste de fluorescéncia

Em valores absolutos, os resultados do teste hiposmético e do teste de
fluorescéncia mantiveram-se proximos para os diferentes tratamentos, aumentando a
credibilidade dos resultados obtidos (embora ndo tenha ocorrido correlagdo

significativa).
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Figura 5. Valores médios obtidos nos testes hiposmoético e de fluorescéncia de
sémen bovino congelado/descongelado em diferentes meios diluidores de
criopreservagao

Os antioxidantes selecionados com base em suas propriedades fisico-quimicas,
interagem com espécies de oxigénio reativo por diferentes caminhos. A vitamina E é
incorporada @ membrana dos espermatozoides enquanto a vitamina C atua no citosol e
no meio extracelular.

O 4acido ascérbico além de reduzir radicais oxigénio e neutralizar ROS protege
a atividade da superdxido dismutase (BECONI et al., 1993) e regenera outros sistemas
antioxidantes, como a vitamina E (BUETTNER, 1993; ARAUJO, 2001), por isso
esperava-se que o0s efeitos antioxidantes da vitamina E e C, separadamente, nédo
apresentassem diferenca significativa, enquanto que, o tratamento 5 diferisse de ambos
os tratamentos pelo efeito sinérgico da vitamina C.

Porém, o que se observou neste estudo, foi que o tratamento 5 (35,78 + 10,41)
ndo diferiu (p > 0,05) do tratamento 3 e 4 (36,55 + 11,08; 31,83 +10,03,
respectivamente) e que o tratamento 3 e 4 diferiram entre si (p < 0,05), indicando que a
utilizacdo do tocoferol protege melhor as células espermaticas quando avaliadas pelo
teste de fluorescéncia. Entretanto, quando se avalia o efeito destes antioxidantes pelos
valores obtidos no teste hiposmoético (Fig. 5), verifica-se efeito nulo de ambos agentes
quando comparados ao grupo controle. Isso pode ser explicado, por se tratar de

compartimentos diferentes. Assim, pode-se ter lesdo da cauda enquanto a membrana da
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cabeca esta perfeitamente viavel, ou é possivel que ocorra lesdo na membrana da cabeca
em alguma parte do processo de criopreservacdo, caracterizando espermatozdides
reativos ao teste HO, mas incapazes de penetrar o ovécito (MELLO e HENRY, 1999).

O valor do tratamento 2 (29,67 + 9,98) nédo diferiu do valor do tratamento 4, ou
seja, a adicdo de equex teve mesmo efeito protetor que a adicdo da vitamina C. A adicao
do equex pode ter favorecido a integridade da membrana, por emulsificar a gema de
ovo, fazendo com que as macromoléculas nela presente protegessem melhor as
membranas espermaticas, estando de acordo com outros trabalhos (ARRIOLA e
FOOTE, 1987; PENA et al., 2002), lembrando que a concentracdo ndo foi a mesma
utilizada por estes autores. Adicionalmente o equex no tratamento 3 e 5 mostrou-se
excelente emulsificador do tocoferol, aumentando a a¢do da vitamina E na membrana.

Todos os tratamentos (2, 3 ,4 e 5) diferiram (p < 0,05) do tratamento 1
(controle) (25,17 + 5,79), indicando a acdo protetora dos antioxidantes e do equex
isoladamente (no tratamento 2) no processo de criopreservacao do sémen bovino.

O efeito sinérgico das vitaminas pode néo ter sido significativo pelo fato da
vitamina E ter sido melhor carreada e estar mais disponivel a membrana pela utilizacao
do equex como emulsificador da solucdo. Outra possibilidade foi o fato da vitamina E e
C ndo ter tido tempo suficiente para interacdo, visto que logo apds a homogeneizacéo
dos antioxidantes ao diluente o sémen foi resfriado.

A atuacdo dos antioxidantes na qualidade do sémen depende ndo somente das
especies, mas também dos parametros utilizados para avaliar a capacidade de
fertilizacdo. Embora a taxa de prenhes obtida com a inseminacdo seja o principal
parametro para determinar a qualidade espermatica, a taxa de motilidade espermatica e
integridade de membrana permitem boas estimativas da capacidade fertilizante
(HARRISON e VICKERS, 1990).

43



5. CONCLUSOES

De acordo com os valores obtidos neste experimento, pode-se concluir que:

e N&o houve melhora da manutencdo da motilidade progressiva

retilinea dos espermatozdides com a utilizacdo dos antioxidantes.

e O vigor espermatico foi melhor com a utilizagdo do tocoferol e do
acido ascorbico associados.

e O equex foi eficaz como emulsificador para o tocoferol para a

manutencdo da integridade da membrana.

e O uso de antioxidantes no diluente de sémen para a criopreservacao
protege a membrana plasmatica dos espermatozdides contra

peroxidacdo lipidica, mantendo a integridade das mesmas.
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ANEXO

Tabela 1A. Preparo da solucdo de fructose a 100 mOsm/Kg, empregado no teste

hiposmético
Reagente Quantidade
Frutose (g) 0,9
Citrato Trisadico (g) 0,49
Agua destilada (g.s.p.) 100 mL

Fonte: Revell e Mrode, (1994)

Tabela 2A. Solugéo estoque e de trabalho empregadas na técnica de fluorescéncia para
avaliacdo da integridade da membrana plasmatica de espermatozoides

bovinos

Solucdes Constituintes Quantidades

| — Solucéo estoque de DIC DIC 9,2mg
DMSO 20mL

Il — Solucdo estoque de IP IP 10mL
NaCl 0,9% 20mL

I11 — Solugdo estoque de Formaldeido Formalina a 40% Diluigéo 1:80
Solucaéo fisiologica

IV — Solucéo estoque de citrato de sodio a 3%  Citrato de sodio 39
Solucdo fisioldgica 100mL

V — Solugéo de trabalho DIC 20pL
IP 10uL
Formaldeido 10uL
Solucéo IV 960uL

Amostras para avaliacdo Sémen 10uL
Solucdo de trabalho 40uL

Fonte: Zuccari, C.E.S.N. (1998)
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Coleta de sémen

U

Avaliacédo
(T, M, V, Vol, Cor, Aspecto, Amostra p/ concentracéo, patologia e HO)

U

Divisdo do ejaculado em 5 partes iguais

U

Diluicdol:1 em meio Tris (controle)

Caélculo do volume e da quantidade de antioxidantes e equex a acrescentar nos diversos
tratamentos, com concentracao final de 100x 10° sptz/mL

U

Rediluicdo (T1 a T5)

Retirada de amostras para os testes de TTR e HO

U

Resfriamento

U

Envase do sémen em palheta 0,5mL

U

Congelamento

U

Armazenamento das palhetas no botijdo com N liquido

U

Descongelamento das palhetas (37°C, minimo 30 segundos)

U

Avaliacéo dos testes de TTR, HO e Fluorescéncia

U

Comparagéo dos tratamentos

Anexo 3: Fluxograma dos processos de congelamento, descongelamento e avaliacdo do
sémen bovino apds descongelamento.
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