GISELLE DIAS DE OLIVEIRA

EFEITO DE DIFERENTES TEMPOS DE RESFRIAMENTO PRE-
CONGELAMENTO NA VIABILIDADE ESPERMATICA DO SEMEN
DESCONGELADO DE CAPRINO

Dissertagdo apresentada a Universidade Federal de
Vigosa, com parte das exigéncias do Programa de
Pos-Graduagdo em Medicina Veterindria para
obtengao do titulo de Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL

2013



Ficha catalografica preparada pela Secado de Catalogacéo e
Classificacéo da Biblioteca Central da UFV

T
Oliveira, Gisele Dias de, 1981-

048e Efeito dos diferentes tempos de resfriamento

2013 pre-congelado na viabilidade espermética do sémen
descongelado de caprino / Gisele Dias de Oliveira. — Vigosa,
MG, 2013.

ix, 41f. : il. (algumas color.) ; 29cm.

Orientador: Laércio dos Anjos Benjamin.
Dissertacao (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa.
Referéncias bibliograficas: f. 33-41.

1. Caprino - Sémen - Criopreservacdo. 2. Sémen.
3. Criopreservacdo de 6rgaos, tecidos, etc. I. Universidade
Federal de Vigosa. Departamento de Veterinaria. Programa de
Pds-Graduacdo em Medicina Veterinaria. 11. Titulo.

CDD 22. ed. 636.39089




GISELLE DIAS DE OLIVEIRA

EFEITO DE DIFERENTES TEMPOS DE RESFRIAMENTO PRE-
CONGELAMENTO NA VIABILIDADE ESPERMATICA DO SEMEN
DESCONGELADO DE CAPRINO

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do Programa de
Po6s-Graduagdo em Medicina Veterindria para
obtengdo do titulo de Magister Scientiae.

APROVADA: 30 de abril de 2013.

Prof. Dr. Ciro Alexandre Alves Torres Prof. Dr. Eduardo Paulino da Costa
(Coorientador)

Prof. Dr. José Domingos Guimaraes Prof. Dr. Laércio dos Anjos Benjamin
(Coorientador) (Orientador)



Determinacdo coragem e autoconfianca sdo fatores decisivos para o sucesso. Se

estamos possuidos por uma inabaldvel determinagdo, conseguiremos supera-los.

Independentemente das circunstancias, devemos ser sempre humildes, recatados e

despidos de orgulho.

Dalai Lama
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RESUMO

OLIVEIRA, Giselle Dias, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de 2013. Efeito
de diferentes tempos de resfriamento pré-congelamento na viabilidade espermatica
do sémen descongelado de caprino. Orientador: Laércio dos Anjos Benjamin.
Coorientadores: Eduardo Paulino da Costa e Jos¢é Domingos Guimaraes.

O experimento foi realizado no Setor de Reprodug¢do Animal do Departamento
de Veterinaria da UFV, Vicosa-MG. O objetivo do estudo foi desenvolver uma técnica
de criopreservagdo visando melhorar a viabilidade do sémen de caprino apds
descongelamento. Foram utilizados 4 tratamentos: T1, tempo de resfriamento de 1 h;
T2, tempo de resfriamento de 2 h; T3, tempo de resfriamento de 4 h; e T4, com tempo
de resfriamento de 6 h antes do congelamento. O sémen foi coletado de quatro caprinos
adultos com trés anos idade, realizando-se cinco coletas/animal, utilizando um macho
adulto como manequim e metodo de vagina artificial, com as coletas sendo realizadas
durante a estagdo de monta natural (abril e maio de 2012. Foram avaliadas as
caracteristicas fisicas do sémen imediatamente apds a coleta e apos o descongelamento.
Apds o descongelamento, foram realizados também quatro testes complementares:
termorresisténcia (TTR), hiposmético (HOST), de integridade de membrana (INT), e
morfoldgico. Os valores médios obtidos para o s€émen fresco quanto a volume (mL),
motilidade espermatica progressiva (%), vigor espermatico (0-5) e concentra¢do
espermatica (x10° totais), se encontraram dentro dos padrdes preconizados pelo Colégio
Brasileiro de Reproducdo Animal (1998), respectivamente de 1,5; 85%, 3,78; 3.3
bilhdes/mL. A motilidade espermatica pos-descongelamento e o vigor espermatico nos
tratamentos T2 mot. (38,0£3,3) e vigor (2,2+0,1) , T3 mot. (52,3%4,7) vigor (2,4+0,1) e
T4 mot. (47,0+£5,0) e vigor (2,4+0,1), também se mostraram nos padrdes recomendados
pelo CBRA (1998). Foi observado que o sémen teve resisténcia até o tempo de 180
minutos em todos os tratamentos ao longo do TTR. Porém, as amostras de sémen nos
tratamentos 3 e 4 foram os que obtiveram melhores resultados. Foi realizada analise de
regressao para reforcar os resultados do tempo zero do TTR, onde se observou uma
curva maior no tempo de 265 minutos de resfriamento, ou seja, por volta de 4hs e
25minutos. Os valores médios dos pardmetros seminais analisados nos testes
complementares (HOST, morfologico e INT) realizados no presente estudo se
mostraram diferentes (P<0,05) entre os tratamentos somente no teste INT (29,7£3,3;
39,844,6; 50,0£5,1 e 56,5+4,1). Foi observada correlacdo positiva entre motilidade e

vigor espermatico, e entre motilidade e teste INT. Conclui-se que o tempo de

Vi



resfriamento do sémen de caprino em tempos de 4 ¢ 6 h promoveu melhor viabilidade
da célula espermatica apos o descongelamento do sémen, aumentado a longevidade do

espermatozoide.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Giselle Dias, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, april, 2013. Effect of
different cooling times pre-frozen on the sperm viability of the thawed goat semen.
Adviser: Laércio dos Anjos Benjamin. Co-advisers: Eduardo Paulino da Costa and José

Domingos Guimaraes.

The experiment was conducted at the Animal Reproduction Section of Veterinary
Department, UFV, Vigosa, MG. The aim of the study was develop a technique of
cryopreservation in order to improve the viability of goat semen after thawing. Were
used four treatments: T1, cooling time of 1 h; T2, cooling time of 2 h; T3, cooling time
of 4 h; and T4, with cooling time of 6 h before freezing. The semen was collected from
four adult goats with three years old, totaling five collections using as dummy an adult
male and the artificial vagina method, with the collections being conducted during the
natural breeding season (April and May 2012). Were evaluated physical characteristics
of semen immediately after collection and after thawing. After thawing, were also
performed four complementary tests: heat resistance (TTR), hyposmotic (HOST),
membrane integrity (INT), and morphological. The average values obtained for the
fresh semen as the volume (mL), motility (%), sperm vigor (0-5) and sperm
concentration (x109 total) were within the standards set by the Brazilian College of
Animal Reproduction (1998), 1,5; 85%, 3,78; 3,3 billion / ml, respectively. The post-
thaw sperm motility and sperm vigor in the T2 showed mot. (38.0 + 3.3) and vigor (2.2
+ 0.1), T3 mot. (52.3 + 4.7) vigor (2.4 £ 0.1) and T4 mot. (47.0 = 5.0) and vigor (2.4 +
0.1), also proved within the values recommended by CBRA (1998). It was observed that
the semen had resistance until the time 180 minutes in all treatments throughout the
TTR. However, semen samples in treatments 3 and 4 were the ones that obtained better
results. Regression analysis was performed to strengthen the results of the TTR time
zero, where a greater curve was observed on time 265 minutes cooling, in other words,
around 4 h and 25 minutes. The complementary tests (HOST, morphological and INT)
performed in this study with different cooling times showed differences (P <0.05)
between treatments only in INT test (29,7£3,3; 39,8+4,6; 50,0+5,1 e 56,5+4,1). Positive

correlation was observed between motility and sperm vigor, and between motility and
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test INT. It is concluded that the cooling time of goat semen in times of 4 and 6 h has
promoted better sperm cell viability after thawing of semen, increasing longevity of the

spermatozoa.



1. INTRODUCAO

A caprinocultura tanto de leite quanto de corte no Brasil tem apresentado
resultados positivos, mesmo com seu baixo nivel tecnologico, o que a coloca numa
posicdo privilegiada dentro do mercado do agronegécio. A Regido Nordeste detém o
maior rebanho de caprinos em todo o territdrio nacional (91%) (ANUALPEC, 2011).
Isto estd respaldado pelo incremento do consumo interno, em demandas de exportagao
de carne e pele para diversos paises, bem como na percep¢ao de oportunidade de
negocio que a atividade oferece. Além disso, a procura pela carne caprina tem
aumentado, bem como a exigéncia por um produto de melhor qualidade (Fonseca,
2001).

Quando o sémen caprino foi congelado pela primeira vez por Smith e Polge
(1950), esses autores relataram que a fertilidade do sémen pods-descongelamento foi
muito baixa para ser considerada de valor pratico. Desde entdo, muitas investigagdes
tém sido desenvolvidas sobre a criopreservagdo do sémen caprino ¢ em todas as etapas
envolvidas no processo (LEBOEUF et al., 2000).

A criopreservagdo de sémen desempenha um papel importante na inseminagao
artificial e na conservacdo de espécies ameagadas. Porém, a taxa de sobrevivéncia
deespermatozoides ¢ pequena devido aos danos causados na criopreservagao, reduzindo
assim a capacidade de fertilizagdo (Watson, 2000). Spallazini (1776) descreveu sobre a
resisténcia dos espermatozoides ao congelamento; no entanto, em 1949, quando os
cientistas ingleses Smith e Polge, descobriram os efeitos crioprotetores do glicerol, foi
que a criopreservacdo tornou-se uma biotécnica capaz de manter a viabilidade
espermdtica de forma satisfatéria. Pesquisadores, desde entdo, comecaram a
desenvolver estudos visando encontrar novos crioprotetores capazes de melhorar os
resultados apds o processo de congelamento e descongelamento de sémen.

Durante o periodo de refrigeragdo ou criopreservacdo dos espermatozoides,
ocorre uma transi¢do de fase da membrana, os lipidios se agregam em microdominios
que alteram a funcdo da membrana plasmadtica e criam lacunas entre a membrana
plasmatica e o gel (AMANN, 1987). Os danos nas células ocorrem devido a formacao
de cristais de gelo intracelular (Mazur, 1984), e alteragdes de membrana induzidas por
transi¢oes de fase podem ocorrer quando as membranas sdo resfriadas (AMANN e
PICKETT, 1987, HAMMERTEDT et al., 1990; WATSON, 1995; MEDEIROSet al.,
2002).



O periodo de equilibrio ao qual o sémen de caprino deve ser submetido antes do
congelamento ¢ de no méximo 4 h, visto que periodos maiores de tempo (entre 5 ¢ 6 h)
nao promoveram melhorias na qualidade do sémen caprino descongelado (SINHA et al.,
1992; DUTTA et al., 1996). Deka e Rao (1986) encontraram menores taxas de
alteracdes de acrossoma nos espermatozoides submetidos a um menor tempo de
equilibrio (1h) quando comparados com o sémen mantido por periodos maiores (3 e
Shs). Entretanto, Das e Rajkonvar (1993, 1994, 1995 e 1996) observaram que o sémen
que permaneceu por 3h em tempo de equilibrio mostrou melhores indices de motilidade
poés-descongelamento e menos lesdes acrossomais, quando comparado ao s€émen que
permaneceu por 1 e 6 h.

Devido a variabilidade das informacgdes contidas na literatura especializada, o
presente estudo teve como objetivodesenvolver protocolo de criopreservacao e verificar
a influéncia do tempo de equilibrio na manutengdo da viabilidade espermatica do s€émen
caprino apds o processo de congelamento-descongelamento.

Os objetivos especificos deste trabalho foram avaliar a influéncia do tempo de
resfriamento pré-congelamento na manutencdo da viabilidade espermética apds o
processo de congelamento-descongelamento do s€men, e avaliar a qualidade do sémen
por meio da aplicagdo dos testes de termorresisténcia, hiposmotico, de sonda de

fluorescéncia e morfoldgico apds descongelamento.

2. REVISAO LITERATURA

2.1. Estrutura do espermatozoide

Os principais componentes de um espermatozoide sdo a cabeca e a cauda. A
cabeca contém o nucleo, o acrossoma e uma pequena quantidade de citoplasma. O
nlcleo possui uma cromatina altamente condensada e esta recoberto em sua parte
anterior pelo acrossoma, que compreende uma vesicula revestida por membrana
contendo enzimas hidroliticas (KNOBIL e NEILL, 2006).

A cauda do espermatozoide ¢ composta pelo colo e pelas peca intermediaria,
principal e terminal. A regido da cauda entre o colo e o annulus (estrutura firmemente
aderida a membrana plasmatica do flagelo) ¢ onde esta localizada a peca intermedidria,
sendo que, nessa regido da peca intermedidria, juntamente com o comprimento total da
cauda, sdo formados os axonemas. O axonema ¢ composto de nove pares de

microtubulos dispostos radialmente ao redor de dois filamentos centrais. Na peca
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intermediaria, o padrdo 9+2 pares de microtubulos estd circundado por nove densas
fibras. O axonema e as fibras associadas sdo recobertos perifericamente por numerosas
mitocondrias. Esta bainha mitocondrial fornece a energia para a motilidade espermatica
(HAFEZ e HAFEZ, 2004). As mitocondrias do espermatozoide sdo fisiologicamente
ativos e podem por meio do processo aerdbico oxidar varios substratos para sintetizar
ATP (AITKEN, 2000). Apés a fecundagdo do odcito, a cauda do espermatozoide, regido
onde se encontram as mitocOndrias, ¢ degradada, evitando heranca do DNA
mitocondrial paterno a progénie (CUMMINS, 2000).

A peca principal, que se estende do annulus até a parte terminal da cauda, ¢
composta centralmente pelo axonema e sua associacao de fibras densas. A peca terminal
contém apenas o axonema central que estd recoberto pela membrana plasmatica. O
axonema ¢ responsavel pela motilidade espermatica, os seus pares de microtubulos de
padrdo 9+2, geram as ondas da cauda por meio de deslizamento entre os pares

adjacentes (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

2.2. Composicio da membrana plasmatica do espermatozoide

A membrana plasmatica bioldgica ¢ basicamente organizada em sua estrutura
por uma bicamada de lipideos associadas a proteinas (COOPER, 1996), sendo que, os
fosfolipidios (colina, serina, glicerol e inositol), glicolipidios e o colesterol sdo os
principais lipidios existentes na mesma. Os fosfolipidios constituem 50% das
membranas plasmaticas, sendo responsaveis por aproximadamente 60 a 70% dos
lipideos totais de um ejaculado (WATSON, 1981). Os glicolipidios sdao encontrados
exclusivamente no folheto externo da membrana plasmatica, constituindo cerca de 2%
dos lipidios totais da membrana; entretanto, o colesterol, assim como os fosfolipidios,
encontram-se presentes em grande quantidade na membrana plasmatica (COOPER,
1996).

As proteinas sdo responsaveis por intermediar e realizar fungdes especifica das
membranas plasmaticas, sendo que, grande parte dessas proteinas estd envolvida na
preservacio do DNA e outras com as enzimas do acrossoma, elementos da
funcionalidade da membrana (transporte de ions e carboidratos) e receptores de
membrana plasmatica (COOPER, 1996).

A membrana plasmdtica do espermatozoide exerce um papel importante na
célula espermatica, devido seu comportamento durante os processos de capacitagdo,

reacdo acrossomica e fusao com o o6cito (CUASNICU et al., 2001).



A membrana plasmatica do espermatozoide ¢ bem semelhante ao modelo de
outras membranas plasmaticas em geral (WATSON, 1995), porem, em mamiferos
apresenta-se organizada em dominios regionais bem delineados que diferem em
composi¢ao e funcdo (WOLFE et al., 1998).

A membrana plasmadtica da cabeca do espermatozoide ¢ subdividida em trés
segmentos, os quais envolvem o acrossoma, a regido intermedidria e a regido pos-
acrossOmica, possuindo maior dominio nas regides acrossomal e regido pos-
acrossomal. Na regido acrossomal a membrana pode ser subdividida em segmento
marginal (apical), segmento principal (acrossomal) e segmento equatorial, sendo que
os segmentos marginal e principal, juntos, sdo denominados de capa acrossomal.
Observa-se no flagelo, o dominio da peca intermediaria, que envolve toda a bainha
mitocondrial, ¢ o dominio da cauda posterior, que envolve as pecas principal e
terminal da cauda (EDDY e O’BRIEN, 1994). No entanto, a membrana plasmatica da
cabeca do espermatozoide ¢ separada da membrana plasmatica da peca intermedidria
por meio do anel posterior, ¢ a membrana da peca intermediaria ¢ separada da
membrana do flagelo por meio do anel anular. Estes diferentes dominios contém
concentragdes variadas e distribuicdes de particulas intramembranosas (FLESCH e
GADELLA, 2000).

O espermatozoide esta envolto externamente pela membrana plasmatica, sendo
esta composta por uma bicamada lipidica com proteinas integrais e periféricas,
glicoproteinas de superficie e glicolipidios dispostos em mosaico fluido (SINGER e
NICHOLSON, 1972). Sua composi¢ao, tipo de fosfolipidios e quantidade de proteinas
sdo variaveis e influenciam a sensibilidade ao choque térmico. Os lipideos sdo os
principais constituintes responsaveis pela fluidez da membrana plasmatica, fluidez esta
que depende ndo s6 da composi¢cdo, mas também da temperatura. Assim, a mudanga de
estado liquido para gel nas membranas com maior propor¢do de lipidios de cadeia
insaturada ocorre em temperaturas mais baixas (AMANN e GRAHAM, 1993). O alto
contetdo de acidos graxos insaturados no espermatozoide tende a aumentar o estresse
oxidativo (KODAMA et al., 1996).

Existem varios tipos de fosfolipidios, cujo, cada um tem sua preferéncia
especifica dentro da bicamada, assimetria de fosfolipidios, no entanto, a quantidade e o
tipo de fosfolipidios de membrana mudam de acordo com a espécie animal. Assim, tudo
isso pode estar relacionado a maior ou menor estabilidade da membrana celular

(HAMMERSTEDT e GRAHAM, 1990).



A assimetria da bicamada ¢ importante para a func¢ao celular. Nas hemadcias, esta
assimetria se deve a polaridade dos fosfolipidios de membrana que estdo concentrados,
em grande parte, na camada interna, devido a agdo da enzima aminofosfolipede-
translocase (VERHOVEM et al., 1992). Os fosfolipidios, cujas cadeias de acidos graxos
sdo predominantemente poliinsaturadas, quando submetidos a redugdo da temperatura
assumem uma forma conica denominada “hexagonal II” ou micela invertida, na qual as
extremidades hidrofobicas sdo externas e as hidrofilicas internas.

A membrana plasmatica apresenta-se em um estado de fluidez, sendo esta
caracteristica fundamental para exercer suas func¢des. A fluidez da membrana ¢ afetada
principalmente pela composi¢do dos fosfolipidios e o pelo costerol e também pela
temperatura que esta membrana € exposta. A temperatura ambiente, os lipideos e as
proteinas de membrana permanecem em estado de fluidez, porem a continua queda de
temperatura pode levar a alteracdes fisicas da membrana, que passa do estaddo liquido
para o gel, sendo que, as cadeias de acidos graxos que se encontravam distribuidas
aleatoriamente se encontram paralelamente, produzindo uma estrutura rigida e tornando
essas regides frageis e propicias a rupturas e a fusdes, e também a permeagdes de ions
(HAMMERSTEDT et al., 1990).

Para muitos lipidios, quando a membrana estd em transicao da fase fluida para a
fase cristalina, a formacao dessa micela invertida ¢ transitdria; todavia, para certos
fosfolipidios, esta estrutura persiste, tornando-se irreversivel e impossibilitando a
reestruturacdo do arranjo bilaminar da membrana, mesmo apos o reaquecimento do
espermatozoide a temperatura ambiente (AMANN e PICKETT, 1987). Como resultado,
ocorre o aumento da permeabilidade da membrana com o estabelecimento de canais que
permitem a entrada de ions e pequenas moléculas, ocasionando a desestabilizagdo da
membrana, levando a danos irreversiveis (PARKS e GRAHAM, 1992; WATSON,
1995; BEYGI e ZARGHAMI, 2007).

E sabido que os principais danos sofridos pela célula espermatica ocorrem
durante o processo de congelamento e descongelamento, sendo assim, uma taxa de
resfriamento adequada e a adi¢do de diluentes sdo necessarias para prevenir danos

causados a membrana espermatica, devido o choque térmico.



2.3. Criopreservaciao de sémen caprino

A criopreservacao de sémen permite que 0 mesmo mantenha sua viabilidade por
um periodo indeterminado em temperatura de -196 °C em nitrogénio liquido. A essa
temperatura, as reagdes quimicas, processos bioldgicos e fisicos intracelulares e
extracelulares sdo interrompidos; entretanto, durante esse processo, podem ocorrer
varias alteragdes espermaticas e grande perda da viabilidade de espermatozoides
durante o periodo de resfriamento, congelamento e descongelamento do sémen
(PARKS e GRAHAM, 1992).

Inicialmente a célula espermatica passa por um periodo de estresse quando sai
de uma temperatura corporal (37°C), caindo pra 5°C. Isto leva a célula espermatica a
passar por danos estruturais, bioquimicos e biofisicos irreversiveis, fendmenos esses
conhecidos como choque térmico (SQUIRES et al., 1999). Dentre esses danos podem
ser observadas alteragcdes nos padrdes normais de motilidade (movimento circular ou
retrogado), perda rapida de motilidade, danos do metabolismo, da membrana
plasmatica e do acrossoma (GRAHAM, 1996; SQUIRES, 1999).

Durante o processo de congelamento, a suspensdo de espermatozoides atinge
temperaturas abaixo do ponto de congelamento do meio (super-resfriamento), antes
que haja a formagdo de cristais. Com a formagao dos cristais de gelo, ocorre um
aumento na temperatura, que € necessario para a cristalizagdo, o que pode vir a ser
deletério para o espermatozoide, podendo esse fato ser minimizado pelo uso de curvas
adequadas de congelamento (SQUIRES, 1999). Por volta de 5°C, a dgua intracelular e
extracelular permanece resfriada e ndo cristaliza. Entre -5°C e -10°C, comega a
formagdo dos cristais de gelo no meio extracelular que permanece resfriado, ocorre
troca de 4gua para manter o equilibrio osmoético entre o meio extracelular e o
intracelular, resultando na desidratagdo celular. Neste momento, a curva de
congelamento deve ser lenta para evitar o congelamento da 4dgua intracelular, e rapida
o suficiente para evitar o contato da célula desidratada com o meio hiperosmético,
uma vez que desidratagdo muito intensa promove desnaturagdo das macromoléculas e
encolhimento excessivo da célula, podendo levar a um colapso da membrana
plasmatica do espermatozoide (MEDEIROS, 2002). A ocorréncia de desidratagao e
perda de 4gua ¢ um acontecimento desejavel, devido a capacidade de reduzir a
formacdo de grandes canais de gelo intracelular que provocariam danos as estruturas

internas e a membrana plasmatica (SQUIRES, 1999).



A curva de congelamento adequada promove desidratacdo progressiva das
células espermadticas, sendo as mesmas funcionais no descongelamento. Todavia, como
a camada de gelo extracelular descongela lentamente, o soluto das fragdes de agua que
ndo congela fluira lentamente para dentro da célula, diluindo o soluto intracelular até
atingir a concentracdo inicial. Entretanto, se o espermatozoide ¢ descongelado
rapidamente, o gelo contido no exterior da célula derrete, diluindo o soluto do meio e a
agua entrara na célula espermatica, por osmose, o qual se encontra altamente

concentrado, ocasionando danos ao espermatozoide (GRAHAM, 1996).

2.4. Capacitacio espermatica e reacio acrossomica

A capacitagdo espermatica ¢ um evento progressivo e indispensavel para a
fertilizacdo, que ocorre durante o transito dos espermatozoides pelos 6rgdos genitais
femininos. A capacitagdo espermatica pode ser acompanhada minuciosamente durante a
incubagdo in vitro, permitindo, assim, estudos detalhados dos mecanismos envolvidos
no processo. Os espermatozoides capacitados in vitro sao dotados de habilidades como
a penetragdo nas camadas do cumulus oophorus e a ligagdo a zona pelicida
(RODRIGUES-MARTINEZ, 2003). O aumento dos niveis intracelulares de Ca®",
HCOj5 e peréxido de hidrogénio, que juntos sdo responsaveis pela ativagdo e produgio
de AMP ciclico6 (¢cAMPz) por meio do sistema adenilciclase, consiste na primeira etapa
da capacitacdo.

A reacgdo acrossomal € um processo irreversivel, que leva a liberagdo de enzimas
hidroliticas, possibilitando o espermatozoide penetrar na zona pelucida. O processo
consiste em fusdes da membrana do acrossoma com a membrana espermatica, bem
como a liberagdo do contetido acrossomal. In vivo, a rea¢do acrossomal ¢ sequencial e
funcionalmente ligada a capacitac¢do, sendo essa reacdo induzida através do contato do
espermatozoide com a zona pelicida. Além disso, a ligacdo do espermatozoide a zona
pelicida estimula proteinas G, aumentando assim o pH citosolico e dando inicio a
despolarizagio da membrana plasmatica, que resulta na abertura de canais de Ca*"
voltagem-dependentes e na liberagio de Ca®" dos compartimentos intracelulares.
Consequentemente, ocorre o aumento dos niveis citosolicos de Ca®" que leva a
fosforilagdo de proteinas e, por fim, resulta na reagdo acrossomal (WITTE e
SCHAFER-SOMI, 2007).

A criopreservacdo de sémen em mamiferos ¢ um processo complexo que

envolve o balanceamento de muitos fatores. Para que haja sucesso, ndo apenas o



diluente, a taxa de dilui¢do do sémen a taxa de resfriamento e a taxa de congelamento
corretos sdo essenciais, mas também um grande conhecimento da fisiologia espermatica
das espécies contribui para aumentar a recuperagdo poéds-descongelamento dos
espermatozoides e, consequentemente, da fertilidade.

O sémen de caprino ¢ um excelente exemplo, visto que, mesmo havendo muitas
semelhancas com o sémen de outras espécies, 0 mesmo exige uma atengao especial para
aumentar sua viabilidade poés-descongelamento. Como exemplo, podemos citar a
interacdo deletéria entre a gema de ovo e as secregdes da glandula bulbouretral
existentes no sémen caprino, fato esse que nao ocorre em outras espécies como o touro,
javali ou carneiro (PURDY, 2004).

Alguns trabalhos tém relatado que a lavagem do sémen ¢ um processo que pode
danificar as células se realizado incorretamente, mas pode ser benéfico se realizado de
forma correta. Os beneficios da remog¢ao do plasma seminal variam. Algumas pesquisas
indicam que a remog¢ao do plasma seminal € necessaria para aumentar a motilidade pos-
descongelamento e a integridade acrossomal no sémen caprino (DROBNIS et al., 1980;
MEMON et al., 1985), enquanto outros trabalhos mostram resultados positivos para o

sémen congelado sem a remogio do plasma seminal (AZEREDO et al., 2001).

2.5. Crioprotetores

Os crioprotetores sdo fundamentais para a sobrevivéncia dos espermatozoides no
processo de criopreservacao. A utilizagao de diversos crioprotetores e suas combinagdes
pode minimizar e controlar os efeitos deletérios na célula durante os processos de
congelamento e descongelamento (MELO, 1999).

O glicerol, crioprotetor celular, ¢ largamente utilizado para o congelamento do
sémen caprino, cuja concentra¢do usada em diferentes estudos varia de 3 a 9% (SILVA
et al., 2006) com melhores resultados entre 4 € 7% do diluente TRIS (LEBOEUF et al.,
2000). O glicerol € o crioprotetor penetrante mais utilizado nas células espermaticas de
caprinos, no entanto, exerce acao tanto intracelular como extracelular (SQUIRES et al.,
1999).

O glicerol tem a fungcdo de aumentar o volume de canais de solventes
descongelados e diluir as altas concentracdes de sais durante o processo de resfriamento
(SQUIRES et al., 2004).0 seu efeito proteor ¢ atribuido a sua propriedade ligagdo com a
agua (SALOMON e MAXWELL, 1995).Apesar disso, a presenca do glicerol esta

relacionada com a queda da fertilidade do sémen congelado nos equinos devido ao seu
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efeito toxico causado por suas altas concentragdes no diluente, levando a desnaturacdo
de proteinas da membrana plasmatica (SQUIRES et al., 2004).

As amidas tém demonstrado bom potencial como agentes crioprotetores,
provavelmente por sua menor toxicidade e por apresentar menor peso molecular
(AMANN e PICKETT, 1987; MEDEIROS et al., 2002). Entretanto, segundo Silva et al.
(2006), a utilizagao da dimetilformamida como crioprotetor isolado ou associado ao
glicerol, em comparagdo a utilizagao unica de glicerol, ndo foi superior na manutengao
da qualidade espermatica apds a criopreservagdo. Bittencourt et al. (2005) mostraram
que a utilizag@o do etilenoglicol como crioprotetor, associado ou ndo ao EDTA, foi mais
eficaz em promover a manuten¢do da integridade morfofuncional da membrana dos
espermatozoides caprinos criopreservados, em comparagdo ao glicerol e ao

glicerol+EDTA.

2.6. Diluentes

O diluente ¢ importante na criopreservagao de sémen, pois supre os
espermatozoides por meio de sua fonte de energia, protege as células em situagdes de
choque térmico e cria um ambiente favoravel para que os espermatozoides sobrevivam.

Os meios para a criopreservagdo do sémen caprino incluem um crioprotetor nao
penetrante extracelular (leite ou gema de ovo, um crioprotetor penetrante intracelular
(glicerol, etilenoglicol ou dimetilsuféxido), um tampao ex: (TRIS), agucares ex:
(glicose, lactose, rafinose, sacarose ou trealose), sais ex: (citrato de s6dio ou acido
citrico) e antibioticos (penicilina ou estreptomicina) (PURDY, 2004). Varios tipos de
diluentes ja foram testados na criopreservacdo do sémen caprino com resultados
variaveis. Azeredo et al. (2001) analisando a integridade da membrana plasmatica de
espermatozoides caprinos descongelados com e sem plasma seminal, utilizaram TRIS
(TRIS 4,039%, acido citrico 2,316%, gema de ovo 2,6%, glicerol 5,3%, penicilina
100.000 UI e estreptomicina 1mg/mL de diluente) como diluente base. Os diluentes
mais utilizados na criopreservagdo de s€émen caprino contém gema de ovo ou leite
desnatado. O contato entre o plasma seminal e a gema de ovo pode causar danos ao
espermatozoide (ROY, 1957). Nunes et al. (1982) chegaram a mesma conclusdao
utilizando leite. Roy (1957) observou que os espermatozoides mantiveram sua
motilidade em diluentes com gema de ovo com plasma seminal removido, mas se o
sémen com o plasma fosse adicionado ao meio com gema de ovo, o mesmo coagulava e

os espermatozoides nao resistiriam. Concluiram, entdo, que a gema de ovo coagulava
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devido a uma enzima de origem bulbouretral, denominada enzima coagulante da gema
de ovo (EYCE).

Machado e Simplicio (1995) observaram que a presenca de fosfatidilcolinas e
lipoproteinas na gema do ovo, e caseina no leite, protegem os espermatozoides por
minimizar o choque térmico. Devido a isso, tanto a gema de ovo quanto o leite sdo base
para a maioria dos diluentes utilizados.

Existe também uma proteina encontrada na glandula bulbouretral caprina
(SBUIII), que ¢ responsavel por diminuir a capacidade de sobrevivéncia dos
espermatozoides caprinos congelados com diluentes a base de leite (LEBOEUFET et
al., 2000). E bem possivel que a EYCE e a SBUIII sejam a mesma proteina (LEBOEUF
et al., 2000). A melhor forma de eliminar essas interagdes prejudiciais entre o plasma
seminal e a gema de ovo ou leite, ¢ separar o plasma do espermatozoide por meio de

centrifugacdo (PURDY, 2004).

2.7. Tempo de equilibrio

O tempo de equilibrio ¢ o periodo em que o sémen permanece em uma
temperatura de 5°C, sendo que, isso ocorre durante seu processo de resfriamento. Esta
temperatura deve ser mantida rigorosamente, pois temperaturas acima de 5°C sio
insuficientes para diminuir a motilidade espermatica ¢ o metabolismo, e temperaturas
abaixo de 0°C sdo letais para os espermatozoides (EVANS e MAXWELL, 1990).
Durante o periodo de equilibrio e resfriamento do sémen ocorre o equilibrio osmotico
entre os meios extra e intracelulares, e interagdo das células esperméaticas com os
constituintes do diluente, adquirindo resisténcia aos danos causados pela
criopreservacdo (BOUCHARD et al., 1990; ENGLAND, 1993). Dessa forma, com a
otimizacdo dos processos iniciais de pré-congelamento, pode-se aumentar os indices de
viabilidade espermatica pos-descongelamento.

Segundo Oettlé (1986) um periodo apropriado de equilibrio, assim como taxas
de dilui¢do adequadas e resfriamento celular, sdo fatores fundamentais para a prevengao
do surgimento de alteracdes patoldgicas durante o processo de criopreservagdo
espermatica.

Os periodos de equilibrio indicados para criopreservar o sémen caprino sao
diversos, mas segundo Deka e Rao (1986) essas diferencas podem ser devido as

variadas composi¢des dos meios de congelamento utilizados.
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Ritar e Salomon (1983); Simplicio e Machado (1989) e Ritar et al. (1990) citam
que o periodo de equilibrio pode ser uma etapa dispensavel no processo de
congelamento do sémen caprino. No entanto, alguns autores tém demonstrado a
importancia do tempo de equilibrio para o aumento da viabilidade do sémen caprino
descongelado. Westhuysen (1978) verificou percentuais de 1 a 2% de células com
motilidade pos-descongelamento quando ndo foi utilizado o tempo de equilibrio,
enquanto para o grupo que permaneceu por 2h em equilibrio a 5°C, a motilidade
espermatica variou de 18 a 40%. Salomon e Ritar (1982) citam em seu trabalho que uma
metodologia alternativa a criopreservacdo do sémen sem a eliminagdo do plasma
seminal, poderia ser feita com uma diluicdo realizada em uma etapa, seguida do
resfriamento por uma 1 a 1,5h, acompanhada, posteriormente, por um tempo de

equilibrio de uma 1,5h em temperatura de 4-5°C antes do congelamento.

2.8. Caracteristicas fisicas do sémen

2.8.1. Volume

O volume do ejaculado de caprinos varia de 0,5 a 2 mL (MIES FILHO, 1987;
HAFEZ, 2004); porém, varios fatores, como o método de coleta do sémen, a raga, o
fotoperiodo, o niumero de coletas ¢ o tempo de excitagdo do macho, influenciam na
qualidade do sémen (PAULA et al., 2008). Coletas realizadas pelo método de
eletroejaculacao resultam em uma amostra de ejaculado com maior volume de secre¢des
pelas glandulas anexas devido a sua alta estimulagdo, resultando em maior quantidade
de plasma seminal. Entretanto, o método da vagina artificial permite que seja liberado
volume seminal similar ao observado naturalmente (CBRA, 1998) e, assim, a dilui¢ao

do sémen nao sera aumentada.

2.8.2. Coloracao

A coloracdo do sémen caprino varia de acordo com a concentragdo espermatica e
a presenga de plasma seminal; porém, normalmente essa tende a ser amarelada devido a
quantidade de lecitina presente no mesmo. No entanto, quanto mais branco for o
ejaculado, maior serd a concentracao espermatica (HAFEZ, 2004). Deve-se atentar para
as coloracdes anormais que podem ser avermelhada ou marrom, indicando a presenca

de sangue vivo ou hemolisado, respectivamente; cinza ou esverdeada, indicando sujeira
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ou infec¢do; e o amarelo citrino, que € caracteristico da presenca de urina no sémen

(presenga de odor de urina) (MIES FILHO, 1987; HAFEZ, 2004).

2.8.3. Aspecto

O aspecto ¢ um parametro fisico de fundamental importancia na avaliacdo do
sémen caprino, pois mostra indiretamente a concentracdo espermatica do ejaculado.
Pode ser classificado em cremoso, leitoso, opalescente € aquoso, sendo que o primeiro

se deve a maior concentragdo de células espermaticas (MIES FILHO, 1987).

2.8.4. Turbilhonamento

O turbilhonamento ou movimento de massa ¢ o movimento em forma de ondas
observado em uma gota de sémen in natura com o auxilio de microscopio de luz. A
interpretagdo ¢ subjetiva e expressa em uma escala de 0 a 5, onde zero € a auséncia de
turbilhonamento, ndo implicando em auséncia de motilidade, e 5 o valor maximo dado a
um movimento de massa acentuado. O turbilhonamento sofre influéncia de fatores

extrinsecos, como método de coleta e temperatura da amostra (CBRA, 1998).

2.8.5. Motilidade

A motilidade espermatica analisada em percentagem (0-100%) de
espermatozoides moveis e, da mesma forma que no turbilhonamento, ¢ uma avaliagdo
subjetiva (CBRA, 1998). Para uma avaliagdo mais precisa, coloca-se uma gota de
sémen pré-diluido sobre uma lamina a 37-38°C e, logo apos, observa-se em microscopio

de luz, com aumento de 200x (CBRA, 1998).

2.8.6. Vigor

O vigor ¢ a analise que aborda a velocidade com que os espermatozoides se
movimentam (CBRA, 1998). Este parametro ¢ classificado de 0 (sem movimento
progressivo) a 5 (movimento rapido e progressivo). Para essa andlise, coloca-se uma
gota de sémen pré-diluido sobre uma lamina a 37-38° C e, logo apds, observa-se em

microscopio de luz, com aumento de 200x (CBRA, 1998).

2.8.7. Teste de termorresisténcia (TTR)
O teste de termorresisténcia ¢ utilizado para avaliar o comportamento

(motilidade e vigor) dos espermatozoides quando incubados a 37°C, temperatura
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semelhante ao 6rgdo reprodutor da fémea, por tempo determinado e, desta forma,
predizer a fertilidade seminal (BARNABE et al., 1981). Este tem se mostrado util para
predizer a longevidade do s€émen caprino pds-descongelamento (SANTOS et al. 2006).

O teste de termorresisténcia aplicado na avaliacdo de sémen congelado constitui-
se como uma prova de grande aplicabilidade (ARRUDA et al., 1997), especialmente por
sua correlagdo com fertilidade a campo. Consiste na incubagdo de uma amostra de
sémen em banho-maria em uma temperatura de 37 °C, por um periodo de até 3h,
avaliando-se, ao longo deste tempo, a motilidade progressiva € o vigor espermatico
(DIMITROPOULOS, 1967 citado por BORGES, 2003).

O CBRA (1998) preconiza que, no minimo, para o sémen descongelado, o vigor

seja de 2 e a motilidade 30%, para que a partida de sémen seja liberada para uso.

2.8.8. Teste hiposmotico (HOST)

A membrana espermatica ¢ extremamente importante, devido a sua funcdo de
transporte seletivo de moléculas que pode ser observado quando uma célula é exposta a
condi¢des hiposmoticas, permitindo, assim, a entrada de dgua para o meio intracelular
at¢é que ocorra o equilibrio osmoético. Porém, esse processo sO ocorre em
espermatozoides com membranas integras, ou seja, o influxo de agua promove um
edema celular e, consequentemente, um enrolamento na regido da cauda devido esse
edema (JEYENDRAN et al., 1984). Diversos testes tém sido empregados na avaliagdo
da estrutura e funcdo da membrana plasmatica dos espermatozoides. No entanto, o teste
hiposmotico mostra-se uma alternativa de execucdo e leitura simples. Trata-se de uma
avaliacdo funcional da membrana plasmatica da célula espermatica onde se observa a
habilidade da célula diante de situacdes de estresse osmotico quando a mesma ¢
submetida a solugdes de baixa osmolaridade (JEYNDRANET al., 1984), em que os
espermatozoides viaveis sofrem um processo de inchagco, com a finalidade de se
estabelecer o equilibrio osmotico, levando ao enrolamento ou dobramento da cauda
caracteristico (NEILD et al., 2005).

Jeyendranet al. (1984) descreveram a utilizagdo da técnica para avaliagdo do
espermatozoide humano, testando solu¢des com osmolaridades que variaram de 50 a
300 mOsmol, obtendo os melhores indices de reagdo espermatica ao teste ao utilizarem
solugdes a 150 mOsmol/kg ou menos. Em seguida, Fonseca et al. (2001) testaram uma
solugdo hiposmotica formulada pela combinacdo de citrato de sodio (50%) e frutose

(50%) em agua destilada e testaram osmolaridades que variavam de 50 a 300
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mOsmol/kg. Os autores observaram que a maior percentagem de espermatozoides
reativos ao teste € com um maior grau de reatividade (dobramento de cauda e edema)
foi encontrada em solugdo hiposmética entre 125 ¢ 150mOsmol/kg. Os mesmos autores
utilizaram tempo de incubac¢do de 60 minutos, a 37°C, tempo esse bem superior ao
preconizado por Caiza De La Cueva et al. (1997) que citam que o tempo ideal para que
ocorram as reacdes ¢ de 20 a 30 minutos.

Logo apos o periodo de incubagdo, as amostras do teste hiposmotico podem ser
fixadas com solug¢ao de formol-salina tamponada para serem avaliadas posteriormente,
sem comprometer, com isso, os resultados (ALVES et al., 2004 citado por
BITTENCOURT et al., 2005). O céalculo do nimero de espermatozoides reativos ao
teste hiposmotico pode ser realizado por intermédio da seguinte féormula, (MELLO e
HENRY, 1997):

HO% = (% de alteracdes na regido da cauda apds teste HOST) — (% de

alteragdes na regiao).

2.8.9. Sondas fluorescentes

A membrana plasmatica representa importante papel na capacidade fertilizante
destas células, modificando-se ao longo do processo de espermatogénese, transito e
armazenagem no epididimo, ejaculacdo, depdsito no o6rgdo genital feminino e,
finalmente, capacitacdo e penetracdo no oocito (HOLT, 1995; WATSON, 1995; LENZI
et al., 1996).

Dessa forma, ¢ importante que esta estrutura se apresente integra tanto
estruturalmente quanto funcionalmente, permitindo, assim, que a célula tenha
viabilidade e capacidade fertilizante (PARKS e GRAHAN, 1992). Para avaliar esta
integridade, alguns testes laboratoriais podem ser realizados, e dentre eles, protocolos
empregando sondas fluorescentes.

A técnica que utiliza sondas fluorescentes tem sido usada cada vez mais devido a
sua capacidade de marcar estruturas especificas das células, detectar integridade
estrutural (CELEGHINI, 2005), e também de possibilitar a avaliacio de varios
compartimentos celulares ao mesmo tempo (CELEGHINI et al., 2008).

Corantes para microscopia de luz t€ém sido preconizados na analise morfoldgica
de células espermaticas (WAY et al., 1995). A utilizacdo de sondas de diacetato de
carboxifluoresceina e iodeto de propideo foi descrita por Gardner et al.(1986) e

Soderquist et al.(1997), com objetivo de visualizar a integridade da membrana
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plasmatica de espermatozoides bovinos. Posteriormente, Harrison e Vickers (1990)
repetiram sua aplicagdo para espermatozoides de ovinos e suinos. O diacetato de
carboxifluoresceina ¢ um éster nao polar, ndo fluorescente e permedvel na membrana
plasmatica. Dentro da célula, ¢ hidrolisado por esterases inespecificas, resultando em
um composto fluorescente e impermeavel a membrana plasmatica intacta que fluoresce
verde. Por outro lado, o iodeto de propideo, que se liga e cora DNA celular, ¢

impermeavel & membrana plasmatica; portanto, somente penetra ¢ cora as células

lesadas (GARDNER et al., 1986; HARRISON e VICKERS, 1990).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Normas de conduta para uso de animais na pesquisa

Todos os procedimentos realizados seguiram as normas do Comité de Etica no
Uso de Animais da UFV, sendo aprovados com o protocolo 79/2012, sob
responsabilidade do médico veterinario Laércio dos Anjos Benjamin, CRMG-MG 3387.

3.2. Coleta do sémen
Foram utilizados quatro reprodutores caprinos machos da raca Pardo Alpino,
com idade de 3 anos. Foram realizadas cinco coletas de s€émen por animal, intercaladas
em 3 dias, com o auxilio de um macho da mesma espécie como manequim (Figura 1) e
empregando o método de vagina artificial (temperatura da dgua entre 40-42°C) (Figura
2). Como revestimento da mucosa da vagina, foram utilizados sacos plasticos em forma
de funil, onde na extremidade mais fina foi acoplado um tubo plastico de centrifuga
graduado (15 mL), revestido externamente com papel aluminio (Figura 3) para evitar
exposi¢ao do sémen a luz solar, a qual possui a¢do espermicida. Em seguida, o tubo
com o sémen foi encaminhado ao laboratorio, para ser analisado e processado. As
coletas foram realizadas no periodo de estacdo de monta que ocorre no inverno,
estendendo-se do inicio de abril até o final de junho, sempre no periodo da manha.
Os animais foram acomodados em baias individuais, no Setor de Reprodugao
Animal do Departamento de Veterindria da UFV, sendo alimentados duas vezes ao dia
com concentrado protéico (500 g/dia) e feno de Tifton (Cynodon spp), além de sal

mineral e agua ad libitum.
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Figura 1. Coleta do sémen empregando um macho como manequin contido em tronco

apropriado.

Figura 2. Vagina artificialpara coleta de sémen caprino (Modelo artesanal).
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Figura 3. Tubo de ensaio com palhetas acondicionadas no interior da mamadeira
contendo metade de seu volume com dlcool etilico, durante o processo de
resfriamento do sémen.

3.3. Analises fisicas do sémen

Apobs a coleta do sémen, o tubo foi colocado imediatamente dentro do banho-
maria (37°C) juntamente com o diluente, sendo todo material utilizado na avaliagao do
sémen previamente aquecido em placa aquecedora também regulada para temperatura
de 37°C. O volume da amostra foi obtido diretamente do tubo de coleta graduado e
medido em mL. O aspecto e a coloracdo do ejaculado foram verificados visualmente e
inferidos valores de acordo com escalas pré-definidas para aspecto (1: aquoso, 2:
leitoso, 3: cremoso, 4: opalescente) e coloracdo (1: branca, 2: branco-amarelada,
3:amarelada).

O turbilhonamento foi avaliado por meio da deposicdo de uma gota de sémen
(10 pL) em uma lamina, observando em microscopio de luz em aumento de 100x para
posterior classificacdo em escala de 0 a 5, admitindo-se zero como auséncia deste
parametro, e 5, como o valor maximo de movimento.

Em uma lamina escavada foram colocados 10 pL do sémen e 100 puL do diluente
que depois de homogeneizados, foi retirada uma aliquota de 10 pL para realizar a
avaliacdo da motilidade e vigor. A observagdo foi feita em microscopio de luz, em
aumento de 200x, utilizando-se laminas e laminulas pré-aquecidas.

Para o parametro motilidade foram atribuidas notas percentuais subjetivas de 0 a
100% em relagdo ao percentual de espermatozoides moveis totais, enquanto para o
vigor, os valores de 0 a 5 foram atribuidos conforme a intensidade e velocidade de
movimentagao.

A longevidade do sémen fresco foi avaliada pelo teste de termorresisténcia

(TTR) que consistiu em colocar uma amostra de 100 pL. do sémen em microtubo de 1,5
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mL, adicionando-se posteriormente 200 pL de diluente, e incubando-se a 37°C por
periodo de 180 minutos. A motilidade e o vigor espermdticos foram avaliados nos
tempos de 0, 30, 60, 90,120, 150 e 180 minutos.

Para realizacdo da avaliacdo da concentracdo espermatica, uma aliquota de 20
pL do sémen foi diluida em 2 mL de agua, na propor¢ao 1:100. Posteriormente, uma
aliquota de 20 pL da mistura sémen: agua foi colocada em uma cdmara de Neubauer e o

numero de células espermaticas foi quantificado.

3.4. Tratamentos
Nesse estudo foram utilizados quatro tempos de resfriamento e equilibrio: 1 h

de resfriamento (T1), 2 h (T2), 4 h (T3) e 6 h de resfriamento (T4).

3.5. Dilui¢ao, resfriamento, congelamento e descongelamento do sémen

Apds o exame fisico (coloracdo, aspecto, volume), uma aliquota de 10 pL de
sémen in natura foi colocada em 1 ml de solugdo formol-salina tamponada propor¢ao
1:100 para determinacao da concentragao de doses e do volume final do diluente a ser
adicionado.

O diluidor utilizado neste experimento foi o Bovimix® (Nutricell Nutrientes
Celulares Ltda.) a base TRIS Universal [2,2-Bis (hydroxymethyl)-2,2",2"’-
nitriloethanol; Bis (2-hydroxyethyl) adentres (hydroxymethyl) methane; 2-Bis (2-
hydroxyethyl) amino-2-(hydroxymethyl) -1,3-propanediol], contendo gema de ovo,
estreptomicina, leite desnatado, penicilina e glicerol, de acordo com o descrito por

Gunzel (1979) e apresentado na tabela 1.

Tabela 1. Composicao quimica do diluente base (BOVIMIX®).

Componentes Quantidade (mL)
TRIS 36,25 mL
Leite desnatado 36,25 mL
Gema de ovo 20 mL
Penicilina 10 U/mL
Estreptomicina 0,02 mg/mL
Glicerol 7 mL
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Realizada a dilui¢do final, as amostras foram envasadas em palhetas de 0,25 mL
contendo 50 milhdes de espermatozoides. As palhetas foram colocadas em tubos de
ensaio de 20 mL revestidas por um refil e colocadas dentro de um recipiente de plastico
contendo alcool etilico absoluto. O recipiente foi colocado em um banho-maria com
temperatura de 37°C, posicionado verticalmente dentro de geladeira com temperatura
interna de 5°C, nos tempos de 1 h (T1,) como descrito por Fiirst (2002); 2 h (T2), 4 h
(T3) e 6 h (T4).

Apo6s o resfriamento, procedeu-se o congelamento do sémen na posigdo
horizontal. As palhetas foram dispostas sobre uma grade, 5 cm acima da lamina de
nitrogénio liquido, durante 20 minutos. Sequencialmente, as palhetas foram
mergulhadas em nitrogénio liquido a -196°C para o congelamento final do sémen. Em
seguida, foramraqueadase armazenas em canecas dentro dobotijdo contendo nitrogénio
liquido a -196°C, sendo descongeladas depois de trinta dias.

As partidas foram descongeladas em banho-maria a 37°C por 30 segundos,
acondicionadas em microtubos e homogeneizadas para analise imediata da motilidade e

vigor espermaticos por meio de microscopia de contraste de fase em aumento de 100x.

3.6. Morfologia espermatica do sémen descongelado (Analise morfologica)

Para a avaliagdo de danos na morfologia espermatica (alteragdes de cabega e
cauda), foram retiradas aliquotas de 20 pL de cada um dos quatro tratamentos apos o
descongelamento, e colocadas em tubos contendo 2 mL de formol-salina tamponado,
sendo posteriormente avaliadas mediante preparagdo Umida entre lamina e laminula,
utilizando-se microscopia de contraste de fase em aumento de 1000x. Para tanto, foram
contadas 100 células espermaticas, computando e classificando individualmente as
alteracdes encontradas, levando em conta defeitos menores e defeitos maiores, segundo

Blom (1973).

3.7. Testes de termorresisténcia (TTR)

O teste de termoresisténcia (TTR) consistiu na incubagdo de uma amostra de
sémen descongelado em banho-maria, na temperatura de 37°C, e incubados por 180
minutos (DIMITROPOULOS, 1967; VOGLER et al., 1991), avaliando-se a motilidade
progressiva e o vigor espermatico (DIMITROPOULOS, 1967).
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3.8. Sondas fluorescentes

Foram utilizados nesse estudo dois fluocromos, o diacetato de
carboxifluoresceina e o iodeto de propideo, segundo a técnica descrita por Harrison e
Vickers (1990). Foram avaliados 100 espermatozoides em microscopio de
fluorescéncia, os quais foram classificados como integros, quando a cabeca do
espermatozoide se encontrava com a coloracdo verde, e lesados, quando observado uma

coloracao vermelha.

3.9. Teste hiposmético (HOST)

A integridade funcional da membrana plasmatica foi avaliada pelo teste
hiposmoético (HOST), utilizando-se solugdo hiposmotica de 100 mOsmol/kg como
preconizado por Fonseca (2001). Para o preparo da solugao hiposmdtica, foram
dissolvidos em 1000 mL de agua deionizada, 9 g de frutose e 4,9 g de citratotrissodico
(REVELL e MRODE, 1994). Realizou-se o teste hiposmotico do sémen descongelado
para verificar as alteragdes de membrana ocasionadas pelo processo de congelamento.
Adicionou-se, a uma aliquota de 20 pL de sémen, 1 mL de solu¢do hiposmotica,
incubando-a em seguida por meia hora em banho-maria a 37°C. Posteriormente, foram
adicionados 0,5 mL de solugdo de formol-salina tamponado as amostras para fixagdo
das mesmas. Cada amostra foi montada entre ldmina e laminula e analisada em
microscopia de contraste de fase, em aumento de 1000x, onde foram analisados 100
espermatozoides por amostra. Os espermatozoides foram classificados quanto a
presenca ou ndo de cauda enrolada. O percentual de células reativas foi determinado
empregando aseguinte formula (MELLO e HENRY, 1997):

HO% = (% de alteragdes na regido da cauda apds o HOST) — (% de alteragdes
na regido da cauda antes do HOST).

3.10. Analise estatistica

No presente estudo ndo se observou interagdo entre animal e tratamento.O
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em ensaio
fatorial 4x4 (4 animais x 4 tratamentos). Todas as analises foram realizadas utilizando o
Statistical Analysis System (SAS, 2002).

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade (Teste de Shapiro-Wilk) e
homocedasticidade de variancia (Teste de Cochran e Bartlett) usando o PROC

UNIVARIATE do Statistical Analysis System (SAS, 2002). Os dados referentes a
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motilidade progressiva, defeitos espermdticos (menores, maiores e totais), teste

hiposmotico e integridade de membrana quando ndo atenderam as exigéncias da

ANOVA, foram submetidos a transformagdo arco-seno (v = arcsenie’?), e entdo

submetidos aandlise de varidncia e as médias comparadas pelo teste de Tukey,
utilizando o PROC UNIVARIATEANOVA (SAS, 2002). Os dados referentes ao vigor
espermatico para o s€émen descongelado foram analisados pelo teste de Wilcoxon, e
para o sémen fresco pelo teste de Kruskal-Wallis, utilizando o PROC NPARIWAY
(SAS, 2002). As correlagdes entre as variaveis motilidade progressiva, defeitos
espermaticos (menores, maiores e totais), teste hiposmotico e integridade de membrana
foram analisadas pelo teste de correlacdo linear de Pearson, e as relagdes do vigor
espermatico com as demais varidveis pela correlacdo de Spearman. Para melhor
entendimento da relagdo das varidveis motilidade progressiva e integridade de
membrana com o tempo de resfriamento, foi realizada andlise de regressao utilizando o
PROC REG (SAS, 2002). Médias e erros-padrao da média foram analisados por

estatistica descritiva. O nivel de significancia adotado foi a < 0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Sémen fresco

Nao houve interagao animal e tratamento em nenhuma das variaveis estudadas
(P>0.05).

No presente estudo, a média do volume dos ejaculados foi de 1,5 mL (Tabela 2).
Os valores observados se encontram dentro do recomendado pelo CBRA (1998), que ¢
de no minimo 0,8 mL. Também ¢ citado na literatura que o volume seminal de caprinos
varia de 0,2 a 2 mL (NUNES, 2002; HAFEZ, 2004), sendo mais observados volumes
entre 0,6 e 1,3 mL para bodes da raca Alpina, fora e dentro da estacdo reprodutiva,
respectivamente (KARATZAS et al., 1997; ROVAY, 2006; SANTOS et al., 2006).

Neste estudo os ejaculados foram classificados quanto ao aspecto conforme
Hafez (2004) em aquoso, leitoso e cremoso (Tabela 2).

De acordo com a metodologia utilizada para o pardmetro coloragdo foi feita a
classificagdo em branca, branco-amarelada e amarelada (Tabela 2). Contudo, a
coloracdo branca ndo foi observada nas avaliagdes realizadas nos ejaculados,

predominando as cores amarelada e branco-amarelada. Nos caprinos, o sémen se
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apresenta naturalmente mais amarelado e, na maioria das vezes, ¢ devido a presenca de
plasma seminal em grande quantidade (HAFEZ, 2004).

O aspecto e a coloracao do sémen de ruminantes podem indicar a concentracao
de espermatozoides no ejaculado (MIES FILHO, 1987, CHEMINEAU et al.,1991; e
HAFEZ, 2004). Santos et al. (2001) ndo verificaram variagdes no aspecto seminal
durante cinco meses de avaliagdo em bodes da raca Saanen, os quais apresentaram
sempre cremosos, estando relacionados com uma elevada concentragdo espermatica.
Assim, quanto menos aquoso € com coloragao branca (menos plasma), maior sera a
concentragdo de espermatozoides (HAFEZ, 2004).

A média da motilidade e vigor espermaticos do sémen fresco obtida neste estudo
(Tabela 2) se apresentou acima do valor minimo preconizado pelo CBRA (1998) para o
sémen caprino a fresco (70% e 3,0, respectivamente). Da mesma forma, Bispo (2005)
observou valores de 82,33% e 3,93, enquanto Betini et al. (1998) observaram 86,0% e
3,66, para motilidade e vigor espermatico, respectivamente. Esses resultados confirmam
que os animais utilizados para esse estudo possuem um bom padrdo reprodutivo, além

do manejo e cuidados adequados antes e depois da coleta.

Tabela 2. Médiaterro-padrao para volume, turbilhonamento, motilidade espermatica,

vigor espermatico e concentracdo do sémen fresco de bodes da raca Pardo

Alpino.
Pardmetros Aspecto Médias
Volume - 1,5+ 0,25 mL
Leitoso 78%
Aspecto dos ejaculados Cremoso 22%
Aquoso 0%
. Amarelada 67,50%
Coloragao
Branco-amarelada 32,50%
Concentragao - 2,88 + 0,28 bilhdes/mL
Turbilh to (0-5 -
urbilhonamento (0-5) 3.640.18

Motilidade (0-100%) } 80,0 £+ 3,53%
> > 0

Vigor (1-5) - 3,5+0,35
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4.2. Sémen descongelado

O teste de termoresisténcia (TTR) ¢ utilizado para avaliar o comportamento
(motilidade e vigor espermatico) dos espermatozoides quando incubados a 38°C por
determinado tempo e, desta forma, predizer a fertilidade seminal (BARNABE et al.,
1981). Desde que o sémen descongelado apés a inseminagdo sofra tipos similares de
incubagdo durante o transito pelos orgdos genitais femininos, a sobrevivéncia dos
espermatozoides incubados in Vvitro por longa duragdo pode predizer a habilidade
fertilizante do sémen.

No presente estudo, os parametros do sémen caprino do tratamento 1 analisado
pos-descongelamento no tempo zero do TTR, ndo atendeu as normas preconizadas pelo
CBRA, que ¢ de 30% de motilidade espermatica (Tabela 3). Da mesma forma, neste
mesmo tratamento e tempo, o vigor espermatico apresentou valor abaixo do
preconizado pelo CBRA (2,0) (Tabela 4). Porém, Bittencourt (2005) registrou resultado
acima do obtido neste trabalho, para motilidade (51%) e vigor espermatico (3,0) no
tratamento 1 do TTR. Diferencas observadas por Bittencourt (2005) sdo devidas a
variagdo individual dos animais, a metodologia utilizada nesses estudos, e também
quanto ao diluente (o diluidor foi preparado de acordo com Roberts, 1986).Entretanto, o
processo de resfriamento, provavelmente pode ter alterado a fluidez da bicamada
fosfolipidica devido a um possivel choque térmico, fazendo com que fosfolipidios
semelhantesjuntem-se e retirem proteinas da membrana plasmatica, levando a uma
diminui¢do da motilidade da célula espermatica (JASKO, 1994). Ja os demais
tratamentos obtiveram melhores resultados na motilidade (Tabela 3) e vigor
espermaticos (Tabela 3) do sémen descongelado no tempo zero do TTR (P<0,05).

Os melhores resultados na motilidade espermatica foram observadas nos
tratamentos 3 e 4 em todos os tempos, sendo verificada diferenga (P<0,05) destes
tratamentos em relagdo aos demais, a partir de 90 minutos do TTR (Tabela 3). Segundo
England (1993), ¢ durante o periodo de resfriamento e equilibrio do sémen que as
células espermaticas adquirem resisténcia aos efeitos do congelamento, permitindo
maior intera¢do entre os espermatozoides e os componentes do meio. Assim, pode-se
afirmar que nesse estudo quanto mais longo o tempo de resfriamento (4 € 6 hs) e a
interacdo entre o s€émen e os compostos adicionados a ele, melhores os resultados de
sobrevivéncia das células espermaticas.

Das e Rajkonvar (1993, 1994, 1995 e 1996) observaram que o sémen que

permaneceu por 3 h em tempo de equilibrio mostrou melhores indices de motilidade
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espermatica pos-descongelamento, quando comparado ao s€émen que permaneceu por 1
ou 6 h.

Sinha et al. (1992) e Dutta et al. (1996) concluiram que o tempo de equilibrio
ideal ao qual o sémen caprino deve ser submetido antes do congelamento encontra-se
entre 1 e 4 h, corroborando com o presente estudo que observou melhora no processo de
poés-congelamento através de um tempo de equilibrio ap6s 4 h.

Na tabela 4 estao apresentados os resultados de vigor espermatico do sémen
descongelado durante o teste de termorresisténcia de 0-3 h, para todos os tratamentos.
Pode-se observar que os tempos de resfriamento usados neste estudo (1, 2, 4 ¢ 6 h)
apresentaram diferenca (P<0,05) dos valores médios nos tratamentos 3 e 4 em relagao
aos demais somente no tempo 150 minutos de incubacdo. Estes valores nao
correspondem ao valor estabelecido pelo CBRA (2,0), para sémen descongelado. No
entanto, em todos os outros tempos nao foram verificadas diferengas (P>0,05) entre os

valores médios nos tratamentos 2, 3 e 4 (tabela 3).

Tabela 3. Motilidade espermatica progressiva (%) do sémen caprino descongelado e
submetido ao teste de termorresisténcia.

Motilidade espermatica pdos-descongelamento

Tratamento
0 min 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min
T1 16,043,4*° 85+3.4° 4,0+1,5° 3,3+1,6° 2,041,4° 1,3£0,9° 0,5+0,3°
T2 38.043.3° 33.844,1° 335 22.844.3% 19,5+ 4.4° 12.843.7° 10,042,9°
T3 a a 41,5 a a a a
52,3+4,7" 46,8+52" V. 37.044,9° 36,0458" 30,0455 24,5+5,1
T4 47,0+£5,0° 41,5+3,8° i?’; 32,8+5,1°° 30,044,9° 27,0+5,0* 24,8+4,7°

“P¢] etras diferentes sobrescritas na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey
(ANOVA; P<0,05).
* Média + Erro-padrao da média

Segundo Kumar (2000), tanto o vigor quanto a motilidade espermatica
progressiva durante o teste de termorresisténcia (TTR), apresentaram comportamento
semelhante, sendo altos nas primeiras horas do teste, diminuindo nas horas
intermediarias e, posteriormente, estabilizando em baixos valores nas horas finais do

teste. O sendo observado omesmo comportamento dessas varidveis durante o teste de
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TTR no presente estudo. E sabido que esse processo ¢ fundamental para a fertilidade,
pois facilita a passagem do sémen pelo aparelho genital feminino tornando possivel a

penetragdo nas células do cumulus e na zona pelucida.

Tabela 4. Vigor espermatico do s€émen caprino apds o descongelamento ao longo do
teste de termorresisténcia.

Vigor espermatico pos-descongelamento

Tratamento
0 min 30min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min
Tl 1,240,2*%" 0,7+0,2° 0,3£0,1° 0,3+0,2° 0,2+0,1° 0,2+0,1° 0,1%0,1°
T2 2.240,1*  2,140,1° 1,8+0,2* 1,440,2* 1,4+02* 0,9+0,2° 0,8+0,2°
13 2,440,1° 2,240,2% 2,140,2* 1,940,2° 1,940,2* 1,5+0,2% 1,4+0,2°
T4 2,4+0,1* 2,3+0,1* 2,2+0,2* 1,9+0,2* 1,7+£0,2* 1,5£0,2* 1,4+0,2%
a,b,c

Letras sobrescritas diferentes na mesma coluna diferem entre si (Kruskal wallis;
P<0,05).
* Média + Erro-padrao da média

Foram observadas diferencas (P<0,05) entre o valor médio para
espermatozoidescom membranas integras no tratamento lquando comparado aos
valores médios obtidos nos tratamentos 3 e 4; porém, o mesmo ndo diferiu do valor
médio no tratamento 2, que por sua vez diferiu (P<0,05) dos valores médios do
tratamento 4 (Tabela 5).

A percentagem de membrana morfologicamente lesada detectados por meio da
técnica de sonda de fluorescéncia, nao ultrapassou o limite maximo de 70% nos
tratamentos 2, 3 e 4 (Tabela 5). De acordo com Salamone Maxwell (1995), apenas 20-
30% das células espermaticas ovinas permanecem integras apds o descongelamento.
Diante dos resultados obtidos no presente estudo, pode-se observar que a
criopreservacao do sémen caprino em tempos de resfriamento mais longos (4 e 6 h)
proporcionou melhores resultados de integridade da membrana plasmatica do
espermatozoide.

Na tabela 5 estdo apresentados os valores médios de células espermaticas pos-
descongelamento reativas ao teste HOST no presente experimento. Na avaliacdo do

efeito do tempo de equilibrio sobre a integridade e funcionalidade da membrana
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plasmatica (MP) ndo foi verificada diferenca (P>0,05) entre os quatro tempos de

resfriamento utilizados.

Tabela 5. Percentagem de espermatozoides reativos ao teste HOST, INT intactas e das
caracteristicas morfologicas (defeitos menores, defeitos maiores e defeitos
totais) do sémen caprino submetidos a diferentes tempos de resfriamento e
posterior congelamento.

Tratamento INT HOST DME DMA DEFT

T1 (1h) 29,7 +3,3*  12,3+3,0° 11,6 1,9 7,9+2.8* 19,5 £3,0"

T2 (2h) 39,8 d:4,6bc 12,6 £2,8"  13,4+2,1* 52+1,6° 18,6 £2,0*

T3 (4h) 50,0 45,1 18,1 43,8* 13,4+22% 63+42,4% 19,7425

T4 (6h) 56,5 +4,1° 12,0 £3,5  13,3+2,1*  7,5+2,7° 20,8 £2,5%
a,b,c

Letras sobrescritas diferentes na mesma coluna diferem (P<0,05) pelo teste de
Tukey; INT= Integridade de membrana, HOST= teste hiposmodtico, DME= defeitos
menores; DFM defeitos maiores; DEFT = Defeitos totais.

* Média + Erro-padrao da média.

Ramos (2012), utilizando o tempo de resfriamento de trés horas obteve resultado
similar na analise INT (51,3%) aquele observado com seis horas no presente estudo
(Tabela 5). Ressalta-se que o presente estudo utilizou o mesmo diluente ¢ a mesma
metodologia.

Martins (2009), realizando a andlise de INT em sémen de bovinos, obteve 10,3%
de membranas integras em tempo de resfriamento de 5 h, resultadomuito abaixo quando
comparado com o do presente estudo que em 4 ¢ 6 h de tempo de resfriamento
apresentou resultados superiores (50,0) e (56,5). Porém, Borges (2008) verificou um
percentual de 41,5% de espermatozoides vidveis na coloragdo fluorescente, usando a
mesma metodologia de Martins (2009).

Céamera et al. (2011), usando tempo de resfriamento de 12 horas em sémen de
ovino, observaram 38,1% de membranas plasmaticas integras no tratamento controle. O
tempo de resfriamento utilizado por esses autores melhorou significativamente a
preservacao da integridade da membrana plasmatica em relacdo ao sémen fresco. A
exposi¢do do sémen a temperatura de resfriamento (5°C) pode induzir alteragdes na
organiza¢do da bicamada lipidica da membrana, particularmente em espécies com
concentragdes elevadas de 4cidos graxos poliinsaturados na membrana plasmatica,

como ocorre com espermatozoides de carneiro (HOLT, 2000).
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Cavalcante (2003) estudando a fertilidade de machos caprinos das ragas Boer e
Alpina durante as estagdes reprodutivas e ndo reprodutiva, observou porcentagens de
20,33 € 30,01% de membranas integras para s€émen pos-descongelamento.

Segundo Brito et al. (2003), o teste de INT tem alta sensibilidade em detectar os
danos fisicos da membrana plasmatica em relagdo a outros testes; porém, ressalta-se que
o mesmo deve ser utilizado junto com o teste HOST, devido a capacidade fecundante de
amostras de s€men ndo ser precisa com a realizagdo de um unico teste, porem quando os
métodos sao usados em conjunto, aumenta-se a acuracia em predizer o potencial de
fertilidade do sémen criopreservado.

Segundo Santoset al. (2001), em seu estudo, os mesmos observaram 28% das
membranas reativas para caprinospor meio do teste HOST, diferentemente de Fonseca
et al. (2001) que observaram 62,75%, e também por Salgueiro et al. (2003) que
verificaram valores maximo de reagdo de 96 ¢ minimo de 31%, ambos utilizando 1,5
hora como tempo de resfriamento e a mesma osmolaridade do presente estudo. Porém,
os diluentes utilizados nos trabalhos citados acima nao foram descritos pelos autores.

Uma porcentagem de células reativas pode permitir o transporte seletivo de
moléculas e a sua integridade é importante para que ocorram as reagdes necessarias a
unido dos gametas masculino e feminino (JEYENDRAN et al., 1984).

E importante ressaltar que os autores citados (FONSECA et al., 2001; SANTOS
et al., 2001; SALGUEIRO et al., 2003) ndo descontaram dos valores obtidos de células
reativas a0 HOST as porcentagens de patologias de cauda usualmente encontradas
(antes da incubacao para o HOST) tanto no sémen fresco, quanto principalmente apos o
processo de criopreservagdo, que geralmente provoca o surgimento de dobramento de
cauda, considerando, assim, todas as alteracdes de cauda como sendo reativas a
incubagao em solug@o hiposmotica. Este fato pode explicar os altos valores de reagao ao
HOST encontrados nos trés estudos citados anteriormente.

Pugliesiet al. (2012) usando em seu experimento trés diferentes tempos de
resfriamento (1, 2 e 3 h) verificaram valor médio de 27,3% de membranas integras em
todos os tratamentos, ndo havendo diferenca entre os mesmos.

Diferentemente do presente estudo, em bovinos, Leite et al. (2010) reportaram
que a utilizacdo de tempos de equilibrio de 2 ou 4 h aumentaram a porcentagem de
espermatozoides com a MP e membrana acrossomal integra utilizando-se dois diluentes

seminais (TRIS e BIOXCELL). Isto mostra que para bovino, ha a necessidade de
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tempos de equilibrios mais longos com estes diluentes para promover estabiliza¢do das
membranas espermaticas e agao dos crioprotetores.

A avaliagdo da funcionalidade da membrana plasmatica por meio do teste HOST
¢ importante, pois o processo de criopreservagdo promove danos as membranas
plasmaticas dos espermatozoides alterando seus dominios e as fungdes de vdrias
proteinas (proteinas transportadoras de ions, por exemplo) importantes no metabolismo
espermatico. As mudancas de temperatura, estresse osmotico e toxicidade devido ao uso
dos crioprotetores (por exemplo, o glicerol), formacdo e dissolucdo dos cristais no
ambiente extracelular, sdo as principais causas de injurias subletais e letais aos
espermatozoides (WATSON, 2000). Na figura 4 pode se observar uma célula

espermatica com a membrana integra e outra lesionada.

-

Figura 4. A- membrana integra, B- membrana lesada.

As caracteristicas morfologicas do sémen descongelado ndo apresentaram
diferengas (P>0,05) entre os quatro tratamentos utilizados neste experimento (Tabela 5).
Porém, em todos tratamentos os valores médios de defeitos menores mostraram-se
acima do valor preconizado pelo CBRA (1998), que nao deve ultrapassar 10% de
defeitos maiores e 20% de defeitos totais para a espécie caprina. Verificou-se nesse
estudo grande frequéncia de caudas dobradas, caudas enroladas, caudas fortemente
dobradas e cabeca isolada normal. Segundo Mies Filho (1987) e Stromet al.(1993) essas
alteragdes podem ser devido ao processamento do sémen (choque térmico) e, ou sua
criopreservacdo. Porém, no presente estudo ndo foi realizadaa analise morfoldgica do
sémen fresco, impossibilitando confirmar que essas alteragdes ocorreram durante o
processamento do sémen.

Bittencourt et al. (2006) relataram que o s€émen caprino submetido a 1, 2, 3 ¢ 4
horas de resfriamento pré-congelamento, apresentaram 11,70; 08,10; 11,70 e 08,10%de
defeitos totais. Entretanto, estes autores relatam que os melhores resultados foram

observados nos tempos de 1 e 2 h de resfriamento, pois nos tempos superiores
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ocorreram maiores indices de lesdes acrossomais. Os mesmos autores concluiram que
tempos superiores a estes sdo desnecessarios e podem influenciar negativamente a
viabilidade espermatica pos-descongelamento.

Em relagdo aos defeitos maiores, uma das patologias espermaticas de maior
importancia encontra-se no acrossoma, sendo esta uma das estruturas mais importantes
e susceptiveis aos danos e alteragdes provocados durante o processo de congelamento
(GARNER et al., 1986).

Das e Rajkonvar (1994 e 1996) obtiveram baixos indices de lesdes acrossomais
utilizando 3h de tempo de resfriamento, em relagdo ao sémen congelado apds 1h de
resfriamento. Essas observagdes diferem dos resultados obtidos no presente estudo, em
que nao foi verificada diferenga para o percentual de defeitos maiores entre os tempos
estudados (P>0,05).

Nao houve correlagao positiva entre a motilidade espermatica analisada no teste
de TTR e as analises morfologicas do s€émen. O mesmo aconteceu com a analise
morfoldgica em relagdo a INT; entretanto, quando correlacionados os defeitos menores
com os defeitos totais observou-se uma correlaciomédia e positiva (0,49). Porém,
quando foram correlacionados os defeitos menores com o teste HOST se observou uma
correlacdo negativa, porém baixa (-0,43), o que vem confirmar que quanto mais
patologias o sémen apresentar maior sera a porcentagem de membranas lesadas. Ja na
correlagdo entre os defeitos totais e o HOST foi observada correlagdo negativa.
Entretanto, Vidigal (2008) trabalhando com caprinos, Neild et al. (1999) trabalhando
com sémen de equino, ¢ Vasquez et al. (1997) trabalhando com sémen de suino,
verificaram correlagdo positiva entre o teste HOST e a INT.

As correlagdes da motilidade espermatica com teste hiposmoético de forma geral
ndo mantiveram um padrdo de comportamento; dessa forma, ndo ¢ possivel afirmar que
a motilidade espermdtica progressiva seja um bom pardmetro para determinar a
integridade funcional da membrana espermatica. Segundo (LIN et al., 1998), as lesoes
da membrana podem ndo estar associadas & perda da motilidade espermadtica. Isto
devido a motilidade dos espermatozoides ndo dependerem exclusivamente do transporte
de elementos através da membrana, mas também de outros fatores bioquimicos
(MOHANACHANDRAN NAIR et al., 1998).

Observou-se que o parametro motilidade espermatica parece ndo ser
isoladamente eficaz em predizer a viabilidade espermética de sémen descongelado para

uso em programas de inseminacao artificial. Sendo assim, torna-se necessario uso de
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testes complementares que possam elevar a acurdcia em predizer a fertilidade do sémen
(CASTILHO, 2008). Tal observacao ¢ respaldada pelo presente experimento em que 0s
valores médios obtidos no teste hiposmotico foram muito abaixo daqueles da motilidade
espermatica, indicando menor porcentagem de espermatozoides vidveis (Tabelas 3 e 5),
dados esses que corroboram com Bittencourt et al. (2006), que observou 51% de
motilidade e 16% de células integras no HOST, embora os autoresutilizaram o glicerol
como crioprotetor.

De forma geral, houve uma correlagdo média e positiva entre todos os tempos do
TTR e o teste de INT: (0,40), (0,37), (0,45), (0,51), (0,47), (0,54) e (0,52).

O processo de criopreservagdo promove danos as membranas plasmaticas dos
espermatozoides alterando seus dominios e fungdes de varias proteinas (proteinas
transportadoras de ions, por exemplo) importantes no metabolismo espermatico. As
mudangas de temperatura, estresse osmoético e toxicidade devido ao uso dos
crioprotetores (por exemplo, o glicerol), formagao e dissolugdo dos cristais no ambiente
extracelular, sdo as principais causas de injurias subletais e letais aos espermatozoides
(WATSON, 2000).

Foi observada correlagdo positiva alta entre motilidade e vigor espermaticos do
sémen descongelado em todos os tratamentos, em todos os tempos do TTR (todos acima
de 0,55). Quanto ao INT e o vigor espermdtico houve correlagdo positiva e média
somente nos tempos de 150 (0,53) e 180 min. (0,52) e baixa positiva nos tempos de 30
min. (0,33), 60 min. (0,29), 90 min. (0,48) e 120 min. (0,39) durante o TTR.

Provavelmente, a correlagdo positiva entre a motilidade do sémen descongelado
e vigor do mesmo pode explicar a diminui¢do de células funcionais em que um aumento
da motilidade e do vigor, consequentemente aumentaria a producdo de ROS (espécies
reativos ao oxigénio), desencadeando assim um comprometimento da funcionalidade da
membrana o que possivelmente pode ser explicado pelo aumento de células que
apresentaram suas membranas lesionadas. Segundo Halliwell e Gutteridge (1999), foi
MacLeod (1943) o responsavel pela primeira indica¢do de que o estresse oxidativo pode
afetar a viabilidade e a fun¢do do espermatozoide, quando observou que o

espermatozoide humano incubado na presenga de elevadas concentragdes de 0, perdia

rapidamente sua motilidade. Entretanto, pequenas quantidades de ROS desempenham
um papel importante na fungdo da célula espermdtica normal como a capacitacdo e a

fusdo espermatozoide-ovocito (TEMPLE, 2000), mas podem causar efeitos patoldgicos
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com o estresse oxidativo quando a quantidade de ROS excede a quantidade de
antioxidantes (SIKKA et al., 1995).

Nao houve correlagao (P>0,05) do vigor espermatico com teste hiposmotico do
sémen descongelado em nenhum dos tempos do TTR, sendo que o mesmo ocorreu com
0 vigor espermatico comanalise morfoldgica.

Borges (2003) relata que muitos estudos nao observaram diferencas
significativas na morfologia espermatica entre tratamentos no sémen criopreservado.

Com o objetivo de compreender melhor a relagao entre a motilidade espermatica
e o tempo de resfriamento, foi realizada uma andlise de regressdo.Para a motilidade
progressiva, a funcdo que melhor se ajustou ao modelo foi uma fun¢do quadratica.
Como as variaveis de motilidade foram submetidas a transformagdo arco-seno, a
equacado teve de ser ajustada. A figura 5 mostra a curva com os valores de arco-seno da
raiz quadrada da motilidade progressiva (em graus) de acordo com o tempo de
resfriamento, deixando evidenciado o aspecto quadratico do modelo. Na figura 6 ¢

apresentada a curva com os dados transformados de volta para as unidades originais.

—— 180 "
Arcsen VMOT X — = 4,45279 + 0,33003 X RESF — 0,00062255 X RESF*~
T

Ou

(4,45279+ 0,33003 X RESF — 0,00062255 X RESF?) X w ?
180

Fen

Onde:
MOT = Motilidade progressiva (em decimais)
RESF = Tempo de resfriamento em minutos

R’= 0,3817, ou seja, o modelo explica 38% da variacdo total
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Motilidade TTR 0 min (dados
transformados)

Motilidade

0 T T T T T 1
0 60 120 180 240 300 360

Arco-seno da raiz quadrada da

Tempo de resfriamento (min)

Figura 5. Valores de arco-seno da raiz quadrada da motilidade progressiva (em graus)
de acordo com o tempo de resfriamento (P < 0,05). Ponto maximo da curva:

265 min, ArcsenyMOT x 80 _ 48,2,
m

Ainda segundo a Figura 6, o ponto maximo da curva seria aos 265 minutos (4
horas e 25 minutos), onde a motilidade atinge 55,6%. Contudo, deve-se ressaltar que o
valor de R? foi de 0,38, ou seja, o modelo explica apenas 38% da variagdo total, sendo
assim, o tempo de resfriamento ndo deve ser usado como unico parametro para predi¢ao

da motilidade espermatica ap6s o descongelamento.

Motilidade (TTR 0 min)

Motilidade
=
o O
o [=]
Q [=]

300:::3 ~
20% e

0 60 120 180 240 300 360

Tempo de resfriamento (min)

Figura 6. Motilidade progressiva do sémen caprino pos-descongelamento em fungdo do
tempo de pré-congelamento. (P<0,05).
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5. CONCLUSAO

O presente estudo permite concluir que periodos mais longos de resfriamento
durante o pré-congelamento diminuem as lesdes causadas pelo processo de

criopreservacao no espermatozoide, sendo recomendado temporesfriamento entre 4 ¢ 6

h.
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