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“Muitas vezes as pessoas Sao egocéntricas, ildgicas e insensatas.
Perdoe-as assim mesmo.
Se vocé é gentil, as pessoas podem acusa-lo de egoista e
interesseiro. Seja gentil assim mesmo.
Se vocé é um vencedor, tera alguns falsos amigos e alguns inimigos
verdadeiros. Venga assim mesmo.
Se vocé é honesto e franco, as pessoas podem engana-lo.
Seja honesto assim mesmo.
O que vocé levou anos para construir, alguém pode destruir de uma
hora para outra. Construa assim mesmo.
Se vocé tem paz, € feliz, as pessoas podem sentir inveja.
Seja feliz assim mesmo.
Dé ao mundo o melhor de vocé, mas isso pode nunca ser o bastante.
Dé o melhor de vocé assim mesmo.
Veja vocé, que no final das contas, é entre vocé e Deus.

Nunca foi entre vocé e as outras pessoas.”

Madre Tereza de Calcuta
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RESUMO

DIAS, Julio César Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vi¢osa, Julho de 2010.
Adicdo de ringer lactato, citrato de sédio 2,92% e solucdo TRIS em sémen
caprino descongelado. Orientador: Antonio Bento Mancio. Coorientadores:
Giovanni Ribeiro de Carvalho e Ciro Alexandre Alves Torres.

O experimento foi realizado no Setor de Caprinocutura do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Vigcosa, no municipio de Vigosa-MG. O
objetivo foi adicionar, no descongelamento de sémen caprino, as solucdes de
Ringer com lactato, citrato de sodio 2,92% e solucdo TRIS, para verificar a
estabilidade e persisténcia da motilidade e vigor dos espermatozéides, assim
como alteracbes da membrana plasmatica. O sémen foi coletado de machos
caprinos adultos, sadios, com historico de fertilidade normal, durante a estacédo de
monta natural (margo a abril de 2010). Foram avaliadas as caracteristicas fisicas
do sémen no momento da coleta e no descongelamento das palhetas, as quais
passaram por um processo de resfriamento meédio. Ainda apos o
descongelamento, foram realizados trés testes complementares: teste de
termorresisténcia (TTR), supravital e de ligacdo do espermatozéide na gema de
ovo. Todos os valores médios obtidos para o sémen fresco quanto a volume (mL),
motilidade (%), vigor (0-5), concentracdo espermatica (x10° totais), e morfologia
(% normais) foram condizentes ao preconizado pelo Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal (CBRA), sendo de 1,0+0,04; 83,1+0,54; 3,9+0,08; 3,3+0,2 e
90,8+0,85, respectivamente. Os parametros motilidade (33,1+1,8%) e vigor
(3,0+0,1) do sémen analisado no pds-descongelamento (5 minutos) também
atenderam o que é estabelecido pelo CBRA no inicio do TTR; porém, o periodo
de sobrevivéncia do sémen ndo ultrapassou os 90 minutos apdés o
descongelamento, diminuindo bruscamente com o passar do tempo. O tratamento
controle foi o que obteve maior motilidade no descongelamento (42,2+2,0) e o
tratamento que recebeu a solucdo TRIS apresentou maior persisténcia (90
minutos) e diminuicdo menos abrupta dos parametros motilidade e vigor, em
relagdo aos outros tratamentos. Em todos os tratamentos, apdés 30 minutos de
TTR, os parametros estavam aquém do preconizado pelo CBRA. Uma possivel
explicacdo para a solucdo TRIS ter permitido persisténcia e diminuicdo menos
abrupta dos parametros motilidade e vigor pode ser devido o aumento de volume

e diluicdo dos elementos que poderiam estar sendo toxicos aos espermatozoéides
X



(radicais livres) e, também, a adi¢cdo de frutose (substratro energético), TRIS e
acido citrico (agentes tamponantes). Os testes complementares (teste de ligacdo
do espermatozoide na gema de ovo e teste supravital) realizados neste trabalho
ndo apresentaram diferenca entre tratamentos (P>0,05). Foi encontrada
correlagdo positiva entre a motilidade e o exame supravital, podendo o teste ser
considerado uma ratificagcdo dos valores de motilidade aferidos subjetivamente
pelo pesquisador. Ndo foi encontrada diferenga significativa entre as alteragdes
morfologicas observadas ap0s a criopreservacdo em relacdo ao sémen fresco.
Concluiu-se, assim, que a adicdo das solucbes Ringer lactato, citrato de sédio
2,92% e solucdo TRIS ndo permitiu maior persisténcia da motilidade e vigor apos
o descongelamento. Sugere-se a realizacéo de testes in vivo a fim de verificar se
o tempo de sobrevivéncia apresentado apos adicdo dos diluentes é suficiente
para se realizar a fertilizagdo, uma vez que se pode contar com o auxilio de
fatores inerentes a fémea (nutricio e auxilio na movimentagdo do
espermatozoide). Recomenda-se ainda, o uso de sondas fluorescentes na
avaliacdo espermatica para se verificar melhor a integridade da membrana dos
espermatozoides, pois 0s espermatozoides neste trabalho possuiam motilidade
apos o descongelamento, mas as suas membranas poderiam estar alteradas a

ponto de ndo suportarem o desafio da temperatura (37 °C) por longo periodo.
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ABSTRACT

DIAS, Julio César Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2010.
Addition of Ringer lactate, sodioum citrate and 2,92% in TRIS solution
thawed goat sémen. Adviser: Antonio Bento Mancio. Co-advisers: Giovanni
Ribeiro de Carvalho e Ciro Alexandre Alves Torres.

The experiment was performed at the Caprinocutura Department of Animal
Science, Federal University of Vigosa, in Vigcosa-MG. The goal was to add in the
thawing of goat semen, solutions of Ringer's lactate, sodium citrate and 2.92% and
TRIS solution to verify the stability and persistence of sperm motility and strength
as well as changes in the plasma membrane. Semen was collected from adult
male goats were healthy with history of normal fertility, during the natural breeding
season (March-April 2010). We evaluated the physical characteristics of semen at
collection and the thawing of straws, which have undergone a process of cooling
medium. Even after thawing were performed three additional tests: test of heat
resistance (TTR), supravital and bonding sperm in egg yolk. All average values for
fresh semen as the volume (mL), motility (%), strength (0-5), sperm concentration
(x10 ° total) and morphology (% normal) were consistent with that recommended
by the Brazilian College of Animal Reproduction (CBRA), being 1.0 + 0.04, 83.1 +
0.54 3.9 £ 0.08, 3.3 £ 0.2 and 90.8 + 0.85, respectively. The parameters motility
(33.1 £ 1.8%) and strength (3.0 + 0.1) semen analysis in the post-thawing (5
minutes) also attended what is established by CBRA the beginning of the TTR,
but the period of survival of semen did not exceed 90 minutes after thawing,
decreasing sharply over time. The treatment control was the with highest motility
after thawing (42.2 + 2.0) and the treatment received the TRIS solution showed
greater persistence (90 minutes) and less abrupt decline in motility parameters
and force in relation to other treatments. In all treatments, after 30 minutes of TTR,
the parameters were lower than those recommended by the CBRA. One possible
explanation for the TRIS solution have allowed persistence and less abrupt decline
in motility and strength parameters may be due to the increase in volume and
dilution of the elements that could be being toxic to sperm (free radicals) and also
the addition of fructose ( substratro energy), TRIS and citric acid (buffering agent).
Additional tests (test of binding of sperm in egg yolk and supravital test) performed
in this study showed no difference between treatments (P> 0.05). A positive

Xii



correlation between motility and supravital test, the test can be considered a
ratification of motility assessed subjectively by the researcher. No significant
difference was found between the morphologic alterations observed after
cryopreservation compared to fresh semen. It was concluded therefore that the
addition of Ringer lactate, sodium citrate 2.92% and TRIS solution did not allow
greater persistence of motility and vigor after thawing. We suggest the in vivo tests
to verify whether the survival time after addition of diluents presented is sufficient
to achieve fertilization, since it can count on the assistance of the female external
factors (nutrition and aid in movement of sperm). It is further recommended the
use of fluorescent probes to assess sperm to better verify the membrane integrity
of sperm, since sperm motility in this study had motility after thawing, but their
membranes could be altered to the point of not supporting the challenge of

temperature (37 °C) for long periods.
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1. INTRODUCAO

A caprinocultura e a ovinocultura sdo as atividades mais comuns no
setor pecuario da regidao nordeste do Brasil. Essa predominancia acontece néo
sO por uma questao historica, mas também por adaptacdes destas espécies as
adversidades climaticas e limitagcbes do solo e vegetacdo que restringem a
exploracdo de outras espécies animais. Nos ultimos 15 anos vem ocorrendo
grande expansdo destas atividades para outras regides do pais; porém, a
maior parte do rebanho nacional ainda se concentra na regidao nordeste, com
91,4% do efetivo nacional (ANUALPEC, 2009).

A caprinocultura enfrenta alguns desafios para expandir a produgéo e
atender o mercado consumidor. Apesar da demanda por produtos lacteos e
carneos ter crescido o rotulo de ‘atividade de subsisténcia’ ainda é presente em
algumas regides do Brasil. O padrao extensivo de producéo e os baixos niveis
de tecnologias se somam a falta de organizagdo e integracdo da cadeia
produtiva e, assim, diminuem a producdo e expressdo da caprinocultura no
mercado (XIMENES et al., 2009).

Segundo XIMENES et al. (2009), as técnicas de manejo reprodutivo
(MR), quando devidamente implementadas, séo fortes aliadas e respondem por
significativas melhoras na organizagcdo da unidade produtiva, no desempenho
reprodutivo e desfrute dos rebanhos, com consequente retorno econémico ao
produtor.

A inseminagdo artificial (IA) € técnica importante no manejo reprodutivo
do rebanho, além de ser utilizada como ferramenta para varias outras
biotecnologias ligadas a reprodug¢ao animal. Com a utilizagdo da IA, pode-se
realizar o melhoramento genético do rebanho com maior rapidez e eficiéncia,
introduzindo genes no rebanho que elevardo a qualidade ou produtividade.
Também é utilizada para preservar a genética de ragas sob o risco de extingéo,
e de animais que ja tenham morrido ou ndo se encontram mais na propriedade
(MACHADO e SIMPLICIO, 1995).

Em algumas regides do Brasil, a espécie caprina sofre influéncia do
fotoperiodo e, assim, devido a estacionalidade reprodutiva, geralmente ndo é
possivel obter bons resultados na distribuicdo de parigcbes ao longo do ano

quando se utiliza o estro natural. Mediante nutricdo adequada das fémeas, uma



alternativa é a sincronizagao artificial do estro em qualquer época do ano € a
utilizacdo de IA nas cabras. Dessa forma, o produtor podera ofertar os produtos
caprinos ao mercado consumidor durante todo o ano (MACHADO e
SIMPLICIO, 1995; GONCALVES et al., 2001).

A técnica de IA consiste em depositar no trato reprodutivo da cabra o
sémen anteriormente coletado e acrescido de diluente, na forma resfriada ou
descongelada. Todos os procedimentos realizados com o sémen visam n&o sé
aumentar o numero de doses inseminantes com um unico ejaculado, mas
também proteger e preservar os espermatozoides, para que possam encontrar
0 o6cito ovulado e fecunda-lo eficientemente.

Os diluentes utilizados como extensores do sémen sdo variados em
eficiéncia e em quantidade e qualidade de seus componentes. Entretanto,
todos tém como principal objetivo e fundamental importancia a preservagao dos
espermatozoides através da nutricdo, protecdo de suas membranas
plasmaticas e equilibrio osmaético do meio.

Os valores de motilidade e vigor dos espermatozoides em relagdo ao
tempo sdo alguns dos parametros que podem demonstrar a eficiéncia dos
diluidores. Desconsiderando as vias inerentes as fémeas, pode-se esperar que
as células com pouca movimentagao e, ou, pouca velocidade e com alteracéo
na membrana plasmatica possuam baixa capacidade de encontrar e fecundar
um odcito in vivo.

Desta forma, objetivou-se com este trabalho verificar a estabilidade e
persisténcia da motilidade e vigor dos espermatozdides, assim como alteragdes
da membrana plasmatica, apds adicdo de Ringer com lactato, citrato de sodio
2,92% e solugao TRIS, no sémen caprino descongelado.

Apos o descongelamento, a adigdo destas solugdes no sémen caprino
manteria o vigor e motilidade dos espermatozdéides mais estaveis e
persistentes por um maior periodo de tempo, com pouca alteracdo na
membrana espermatica.

Se alcangado este objetivo, no momento da criopreservacdo das
palhetas, além do sémen caprino diluido com o diluente de escolha, poderiam
ser acrescidas estas solucdes, separadas do sémen por uma coluna de ar.
Assim, no descongelamento, as solugbes se misturariam ao sémen

melhorando ou preservando a sua qualidade.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ainseminacéo artificial na caprinocultura

A inseminacao artificial (IA) representa uma biotecnologia de reprodugao
assistida que possibilita a utilizagdo de individuos geneticamente superiores,
sem a necessidade dos mesmos estarem presentes nas propriedades. Com
isso, se elimina a necessidade de transporte dos animais, diminuindo-se custos
com alimentagdo e inconvenientes da manutengdo de grande numero de
machos na propriedade.

Ainda pode-se considerar a |IA como uma ferramenta de manejo
zootécnico, que permite registros precisos sobre a reproducéo do rebanho e
possibilita a realizagdo de programas de acasalamento e controle de
determinadas enfermidades. No melhoramento genético do rebanho, ela é
instrumento que permite o uso e multiplicacido de sémen de bodes qualificados
como superiores em testes de performance ou progénie (MACHADO e
SIMPLICIO, 1995; SIQUEIRA, 2006).

Acredita-se que as primeiras inseminagdes realizadas no pais com
sémen caprino congelado foram, provavelmente, descritas por Franga em 1981
(XIMENEZ, 2009); porém, a utilizagdo da IA na espécie caprina, no Brasil e no
mundo, ainda n&o acontece no mesmo nivel que os bovinos.

MACHADO et al. (1997) mostraram que a |IA em caprinos € viavel
economicamente; porém, a auséncia de informagdes técnicas aos criadores e
de organizagao da cadeia produtiva da caprinocultura, dificultaram a divulgacéo
e expansao da técnica nos rebanhos. Alguns aspectos relativos a anatomia da
cabra e a auséncia de uma técnica de inseminagdo de simples execugéo,
eficaz e de baixo custo complementaram o problema (BISPO, 2009; XIMENES
et al., 2009).

Podem também, serem considerados como entraves na utilizagcdo da
técnica em caprinos, o custo inicial de implantagéo, a baixa disponibilidade de
sémen e de reprodutores submetidos aos testes de progénie e, principalmente,
as dificuldades no processo de preservagao do sémen sob a forma congelada,
com resultados insatisfatérios nos indices de concepgao (RITAR e SALAMON,
1983; KARATZAS et al., 1997).



A inexisténcia de técnicas rapidas, eficazes e seguras para se avaliar a
capacidade fecundante da célula espermatica caprina, antes e apds o0 processo
de congelamento, ainda representa desafios a serem solucionados. LUZ et al.
(2000) concluiram que por meio de avaliagdo conjunta do percentual de células
espermaticas integras, da motilidade progressiva individual apdés a
descongelacdo e do teste de termorresisténcia, é possivel estimar-se a
capacidade fecundante do sémen ovino congelado.

2.2. Diluentes do sémen

A maioria dos diluidores ou extensores seminais € baseado em leite ou
gema de ovo. Um grande problema destes extensores contendo leite ou gema
de ovo é o fato de serem substancias biolégicas e terem seus elementos
constituintes em concentracdes diferentes entre os lotes/partidas utilizados.

Além da diluicio do plasma seminal, os diluidores possuem
componentes que mantém a osmolaridade adequada e o equilibrio eletrolitico
do meio, controlam o crescimento bacteriano, proporcionam o tamponamento
de pH e fornecem nutrientes como fonte de energia aos espermatozéides. Os
extensores seminais também possibilitam aumento do volume do ejaculado,
protegem os espermatozdides (membranas plasmaticas) dos efeitos danosos
das mudangas térmicas (choque térmico) e faciltam a visualizagdo da
motilidade espermatica (AISEN, 2008).

Portanto, pode-se observar que a principal fungédo do diluente é proteger
os espermatozoides de danos irreversiveis e aumentar a sobrevivéncia no trato
reprodutivo da fémea. Entretanto, os crioprotetores ndo garantem a
sobrevivéncia de 100% das células espermaticas por também possuirem
efeitos toxicos sobre elas, dependendo da concentragcdo utilizada no meio
diluidor (FAHY, 1986).

Sabe-se que 0 sémen caprino apresenta particularidades que
diferenciam de outras espécies, sendo a mais importante a sintese e secrecao
no plasma seminal de enzimas com atividade fosfolipase pelas glandulas
bulbo-uretrais (SIMPLICIO e MACHADO, 1989; LEBBOEUF, 2000).

Segundo Iritani e Nishikawa (1964), essas enzimas catalisam a hidrdlise

de lecitinas presentes na gema de ovo em lisolecitinas, que tém acéao



detergente sobre lipidios de membrana, e em acidos graxos altamente toxicos
para os espermatozoides (PELLICER-RUBIO et al., 1997). Sendo a lecitina
também presente nas membranas plasmaticas dos espermatozoides, a
composi¢cao enzimatica do sémen do bode e dos diluidores assume grande
importancia no processo de conservacdo do sémen congelado (SIMPLICIO E
MACHADO, 1989).

Os elementos que compdem o diluidor sdo chamados de crioprotetores,
podendo ser classificados, de acordo com sua permeabilidade nas membranas
celulares, em nao-penetrantes  (macromoléculas) e  penetrantes
(micromoléculas), os quais atravessam a membrana do espermatozoide e
atuam nos meios intra e extracelular.

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

Os diluidores ainda contém crioprotetores que agem como tampao (Tris,
EDTA, acido citrico), um ou mais carboidratos (glicose, frutose, lactose,
rafinose, sacarose ou trealose), sais (citrato de soédio, acido citrico) e
antibidticos (penicilina e estreptomicina, ou gentamicina) (EVANS e MAXWELL,
1987; BISPO, 2009).

Quanto as suas fungdes alguns crioprotetores podem interagir com a
membrana celular, e proporcionar sua estabilizagdo, evitando assim sua lesao
(MASSIP et al.,, 1986). Outras substancias podem atuar na diminuicdo da
producao de “cristais de gelo intracelular” que sdo formados ao congelamento
da agua livre intracelular.

Ainda existem aqueles que tém a funcdo de diminuir o “efeito solugao”
que ocorre com a exposi¢cao das células espermaticas ndo congeladas as altas
concentracdes de solutos durante a criopreservacao. Deste modo, por osmose,
os espermatozéides perdem agua para o meio, reduzem o volume celular e
correm o risco de romper as membranas plasmaticas (GRAHAM, 1996; AISEN,
2008).

O metabolismo espermatico resulta em grande quantidade de
metabdlitos toxicos, acarretando aumento da concentragao de ion hidrogénio e

acido latico no meio extracelular. Este acumulo pode causar a morte das



células espermaticas devido a drastica diminuicdo do pH no meio (FARSTAD,
1996; HOLT, 2000). Diante disso, também podemos considerar o diluente

como um meio neutralizador dessas substancias toxicas ao sémen.

2.2.1. Crioprotetores nao-penetrantes

Sem penetrar na célula, algumas substancias como lipideos, proteinas e
outras macromoléculas sao eficientes na protecdo da célula espermatica
durante o processo de congelamento: gema de ovo, leite, carboidratos (glicose,
frutose, lactose, sacarose, manose, rafinose, trealose), polimeros sintéticos
(polivinilpirrolidona e metilcelulose) e albumina sérica bovina (HOLT, 2000;
LEBOUEF et al., 2000; HAFEZ, 2004).

Os crioprotetores nao-penetrantes, quando presentes nos diluidores
seminais, tornam o ambiente hipertdnico, o que possibilita a desidratagao
celular e reducéo de cristais de gelo intracelulares. Desta forma, eles auxiliam
os crioprotetores penetrantes ao reduzir a quantidade destes agentes no
diluente, minimizando os seus efeitos toxicos.

Paralelamente, ou como uma segunda fungdo, os carboidratos
presentes no meio diluente atuam diretamente nas células espermaticas
evitando danos causados pela desidratacdo. Eles estabilizam a bicamada
lipidica promovendo alteragées na permeabilidade e na separacao lateral dos
componentes da membrana plasmatica (ALBERTI, 2004).

A frutose e glicose s&o os carboidratos utilizados como fonte energética
pelos espermatozoides. Talvez como uma de diferenciar e ndo competir com
outras células do organismo, as células espermaticas utilizam a frutose como
primeira op¢ao na sintese de energia (GONZALES et al., 1984). Convém
lembrar que o acido citrico também é uma importante fonte de energia para os
espermatozoides e, semelhante a frutose, possui fungdo tamponante no meio,
sendo ambos encontrados em niveis elevados no plasma seminal (MANN,
1974).

A gema do ovo, em associagcdo com outros componentes, pode
aumentar a resisténcia dos espermatozdides ao choque térmico. Este efeito
pode ser atribuido, principalmente, as lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
contidas na gema (BERGERON e MANJUNATH, 2006).



Acredita-se que o LDL adere a membrana plasmatica durante o
processo de criopreservagcdo (MOUSSA et al., 2002), restaurando a perda de
fosfolipidios, com consequente prevencdo da ruptura da membrana
(FARSTARD, 1996). A importancia dessa protecdo ao espermatozodide se da
principalmente durante o processo de resfriamento a 5°C (fase de equilibrio).

Segundo GONZALEZ (2004), a gema do ovo auxilia no tamponamento
osmatico, permitindo o sémen suportar qualquer meio hiper ou hiposmatico, e
também permite redugéo da concentragao de glicerol (crioprotetor penetrante).

Os diluidores a base de gema de ovo mais utilizados no resfriamento do
sémen caprino sao Glicose-EDTA (Martin et al., 1979) e TRIS-Gema (Salamon
e Ritar, 1982; Evans e Maxwell, 1990).

O acido citrico e o Tris (hidroximetil)-aminometano séo utilizados como
base ou principal componente de varios diluentes, e ambos tém funcdo de
tamponar o meio (SALVIANO et al., 2008) com papel importante na

manutencgao do equilibrio osmatico.

2.2.2. Crioprotetores penetrantes

Os crioprotetores penetrantes sdo substancias que tém capacidade de
protecao intracelular das células espermaticas; porém, também atuam no meio
extracelular, diminuindo as lesdes de origem quimica ou mecéanica que o
congelamento causa na célula.

O (licerol foi o primeiro crioprotetor penetrante utilizado no
congelamento de sémen, e até hoje € o mais utilizado no congelamento de
sémen caprino (BARBOSA, 1999; LEBOEUF et al.,, 2000). No entanto, o
etilenoglicol, o dimetilsulféxido (DMSO) e as amidas também sao comumente
utilizados (HOLT, 2000).

A forma de protecdo do glicerol as células espermaticas se da pela
reducao da concentragao do soluto nos meios intra e extracelulares, diminuindo
a formacgao e tamanho de cristais de gelo (DALIMATA e GRAHAM, 1997) por
meio de ligagbes de hidrogénio entre moléculas de agua e seus trés grupos
funcionais de hidroxilas.

Além dessas acbdes que reduzem de forma indireta os danos a

membrana plasmatica dos espermatozoides, Kundu et al. (2000) sugeriram que



moléculas de glicerol tém capacidade de ligar seus atomos de hidrogénio dos
grupos hidroxila aos atomos de oxigénio dos grupos fosfato dos fosfolipidios da
membrana do espermatozoide, promovendo assim a estabilizacdo da
membrana durante o processo de criopreservagao (protecao direta).

Essas propriedades sao favorecidas por sua capacidade de atravessar
facilmente a membrana celular, mantendo a osmolaridade interna e externa. No
entanto, apesar de seus efeitos positivos no processo de criopreservagao
celular, o glicerol pode também produzir alteragdes nos espermatozéides, por
apresentar graus de toxicidade dependendo da concentragao utilizada (acima
de 7%).

Esses efeitos toxicos podem ser mudangas nas estruturas
citoplasmaticas, alteragao da polimerizacdo da tubulina e alteragao direta nas
proteinas da membrana plasmatica (HAMMERSTEDT e GRANHAM, 1992;
PARKS e GRAHAM, 1992). O glicerol pode, ainda, induzir a reagdo acrossomal
em espermatozoides de carneiros, e isto pode estar relacionado com baixas
taxas de prenhez (SLAVIK, 1987).

2.2.3. Diluentes a base de TRIS

O TRIS (Tris-hidroximetil-aminometano-H,NC(CH,OH);) é o principal
componente basico dos diluentes de sémen caprino utilizados rotineiramente
(DORADO et al., 2007). Tem maior poder tampao que o fosfato e o citrato,
além de poder ultrapassar a membrana plasmatica e minimizar as variagdes
intracelulares de pH (SALAMON e MAXWELL, 2000; SALVIANO et al., 2008).

Alguns pesquisadores utilizam o tampao TRIS-frutose original (EVANS e
MAXWELL, 1990), enquanto outros preferem adaptar este tampéao substituindo
a frutose pela glicose ou pelos dissacarideos ndo penetrantes, sacarose e
lactose, que podem ainda agir como crioprotetores extracelulares.

Na composi¢do do diluidor TRIS-gema, além do TRIS — hidroximetil
aminometano (3,63 g) e gema de ovo (2,5 mL), existem também frutose (0,5 g),
acido citrico-monohidratado (1,99 g) e agua destilada (g.s.p 100 mL) (EVANS e
MAXWELL, 1990).



2.2.4. Diluentes a base de citrato de sddio e Ringer com lactato

O citrato, designacao genérica dos sais do acido citrico, € o principal
nutriente produzido pela préostata como alimento para os espermatozoéides. O
citrato de sédio (citrato trissddico - NazCsHs07) € o sal de sédio do acido citrico,
um agente tamponante que resiste a mudancas no pH do meio (WIKIPEDIA, a
enciclopédia livre, 2009).

Por outro lado, Machado e Simplicio (1995) afirmaram que,
energeticamente, o citrato é pouco importante para o metabolismo
intermediario do espermatozéide, mas favorece a entrada mais lenta do
crioprotetor glicerol no interior da célula espermatica, auxiliando na regulacéo
do equilibrio osmaético durante o processo de congelagéo.

O diluente citrato-gema consiste em uma solugdo de citrato de sddio
(2,37 g), gema de ovo (2,5 mL) e agua destilada (q.s.p. 100 mL) podendo ser
acrescentado glicose (0,80 g) que servira como fonte de energia (EVANS e
MAXWELL, 1990). Neste diluente, o citrato funciona também como um diluidor
da gema de ovo no meio liquido, favorecendo a sua agao sobre os
espermatozoides. Segundo Holt (2000), o citrato pode atuar como quelante de
calcio, diminuindo a quantidade que atravessa a membrana espermatica.

Assim como o citrato de sddio 2,92%, a solugéo fisiolégica Ringer lactato
€ isoosmotica (AISEN, 2008) e pode ser utilizada como extensor ou expansor
do sémen. Geralmente, essas solugdes sao utilizadas para uma pré-diluicao do
ejaculado e avaliagdo da motilidade e vigor, ou ainda, como tamp&o de
lavagem do sémen a ser centrifugado (MIES FILHO, 1987; MACHADO e
SIMPLICIO, 1995; DELL’AQUA JUNIOR e PAPA, 2001).

2.3. Resfriamento do sémen

De acordo com Furst (2006), os principais danos sofridos pela célula no
processo de criopreservagcao ocorrem durante os processos de resfriamento e
descongelamento. Portanto, uma taxa de resfriamento e aquecimento
adequada, e a adicao de crioprotetores nos diluentes se fazem necessarios

para prevenir danos causados a membrana plasmatica pelo choque térmico.



Segundo Mies Filho (1987), o choque pelo frio pode levar ao
dobramento/enrolamento da cauda dos espermatozoides, fazendo com que
tenham movimentos anormais ou perda de motilidade. Também, pode
ocasionar danos ao acrossomo e instabilidade da membrana plasmatica por
alterar sua composicado, organizagao e permeabilidade. Consequentemente,
pode ocorrer rompimento e evasao de conteudo intracelular para o meio
externo (GRAHAM, 1996). Esses danos sofridos pelas células espermaticas
podem ser considerados como irreversiveis, e caso elas sejam utilizadas na
inseminacao artificial, a capacidade fecundante e a taxa de fertilidade do
rebanho serao reduzidas.

A curva de resfriamento é considerada um dos pontos criticos ao
processo de criopreservagdo do sémen (WATSON, 1981). Durante o
resfriamento, a taxa de queda de temperatura entre 19 e 8°C € um importante
fator na ocorréncia de alteragbes morfologicas e funcionais do espermatozoide
(GRAHAM, 1996). Segundo Evans e Maxwell (1990), a faixa na qual os
espermatozoides sdo mais sensiveis ao choque térmico fica entre 15 e 0°C.

A curva de resfriamento pode ser rapida (queda maior que 1°C/min.),
meédia (queda entre 1-0,3°C/min.) e lenta (queda menor que 0,3°C/min.)
(JASKO et al., 1991). Segundo MACHADO e SIMPLICIO (1995), apds a
diluicdo, o sémen caprino deve sofrer uma queda gradual da temperatura a
velocidade de 0,25 a 0,35°C/min. até que alcance a temperatura de 5°C.

O tempo que o sémen permanecera na temperatura de 5°C, apds ser
atingido no resfriamento, € chamado de periodo de equilibrio. Esta temperatura
deve ser mantida rigorosamente, pois temperaturas acima de 5°C s&o
insuficientes para diminuir a motilidade espermatica e o metabolismo, e
temperaturas abaixo de 0°C sao letais para os espermatozéides (EVANS e
MAXWELL, 1990). Durante o periodo de equilibrio, ocorre o equilibrio osmaético
entre os meios extra e intracelulares, e interagcao das células espermaticas com
os constituintes do diluente, adquirindo resisténcia aos possiveis danos
causados pela criopreservacao (BOUCHARD et al., 1990; ENGLAND, 1993).

Os periodos de equilibrio indicados para criopreservar o sémen caprino
sdo diversos, mas segundo Deka e Rao (1986) essas diferengcas podem ser
devido as variadas composicbes dos meios de congelamento utilizados.

Enquanto Das e Rajknovar (1995) e Dutta et al. (1996) concordam que o
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periodo de equilibrio ideal para o congelamento de sémen caprino deveria ser
uma a quatro horas, Ritar et al. (1990) disseram que se o tempo utilizado de
resfriamento for de 1-1,5 hora (30°C a 4-5°C) n&o é necessario a realizagdo do

tempo de equilibrio.

2.4. Congelamento do sémen

Com a descoberta do glicerol como crioprotetor ha aproximadamente 50
anos, iniciou o processo de congelagdo de sémen, o que permite armazenar
ejaculados por tempo indeterminado e utiliza-los a qualquer momento na IA ou
em outras biotecnologias da reproducdo (HOLT, 2000). Entretanto, a
viabilidade do sémen congelado/descongelado é menor do que quando se
utiliza o sémen fresco diluido ou resfriado, devido as alteragdes causadas no
processo de criopreservagao e ao efeito toxico de algumas substancias usadas
como crioprotetores (WATSON, 2000).

A criopreservagao de sémen bovino € uma metodologia amplamente
estudada e utilizada e, atualmente, poucas inovacdes vém sendo atribuidas na
técnica de congelamento do sémen desta espécie. Ja na espécie caprina,
muitas investigagdes tém sido conduzidas sobre a criopreservagédo do sémen e
todas as etapas envolvidas no processo (LEBOEUF et al., 2000; ROVAY, 2006;
BISPO, 2009).

No processo de criopreservacdo do sémen, as ceélulas espermaticas
passam primeiro pelos processos de resfriamento, e de desidratacédo, que é
promovida pelo meio diluente hiperosmoético. Com as membranas plasmaticas
protegidas, pouca agua livre intracelular e o ambiente controlado
osmoticamente, os espermatozdides sao congelados em nitrogénio liquido e
mantidos em baixas temperaturas (-196°C) até serem descongelados para
utilizagdo (MEDEIROS et al., 2002).

A curva de congelamento quando é adequada promove desidratagao
progressiva das células espermaticas e as mesmas sao funcionais no
descongelamento. De forma contraria, o processo de desidratagdo excessivo
aumenta as concentracbes de solutos intracelulares alterando o pH e
osmolaridade do meio (WATSON, 1995).
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O congelamento lento pode causar danos aos espermatozoides devido a
formagao de cristais de gelo extracelular, com posterior troca de agua entre o
meio extra e intracelular, a fim de manter o equilibrio osmético. Nesse caso, as
concentracbes de soluto dentro da célula aumentam. Por outro lado, o
resfriamento rapido pode provocar o fenbmeno da cristalizacdo dentro das
células espermaticas, com formacédo de grandes cristais de gelo, o que pode
causar danos fisicos a célula (GRAHAM, 1996; MEDEIROS et al., 2002).

2.5. Caracteristicas fisicas do sémen

A avaliagdo fisica e bioquimica do sémen é baseada em diversos
parametros, os quais sdo essenciais para determinar a qualidade do sémen e a
possibilidade de sua criopreservagado. Dentre as analises fisicas, pode-se
destacar a avaliagdo do volume, da coloragao, do aspecto, do turbilhonamento,

da motilidade, do vigor, da concentragédo e da morfologia dos espermatozdides.

2.5.1. Volume

O volume do ejaculado de caprinos varia de 0,5 a 2 mL (MIES FILHO,
1987; HAFEZ, 2004), sofrendo influéncia do método de coleta de sémen, da
raca, do fotoperiodo, do numero de coletas e do tempo de excitacdo do macho
(PAULA et al., 2008).

A coleta realizada com eletroejaculador induz maior secrecdo pelas
glandulas anexas e, assim, ha um aumento do volume coletado devido a maior
presenca de plasma seminal. O método da vagina artificial permite que seja
liberado volume seminal mais préximo daquele observado fisiologicamente
(CBRA, 1998), e assim, a diluicdo do sémen ndo sera aumentada. Convém
ressaltar, que a diminuicdo da liberacdo do plasma seminal também pode
influenciar na menor concentragao de fosfolipases no sémen.

A producao de sémen no bode é constante; porém, os caprinos sofrem
influéncia do fotoperiodo, e na época da estacdo sexual, por estimulos
endocrinos, as células de Leydig produzem maior quantidade de testosterona.

Esse horménio masculino leva ao maior desenvolvimento das glandulas
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sexuais acessorias e, consequentemente, aumento da produgdo do plasma
seminal e do volume do ejaculado (COELHO et al., 2006).

No momento da coleta do sémen, a presenca da fémea em estro diante
do macho por periodos prolongados, pode levar a maior quantidade de plasma

no ejaculado de devido a uma grande estimulagdo das glandulas sexuais.

2.5.2. Coloracao

A coloracdo do sémen caprino varia de acordo com a concentragao
espermatica e a presenga de plasma, mas geralmente tende a ser amarelada.
No entanto, quanto mais branco for o ejaculado, maior sera a concentragcao
espermatica (HAFEZ, 2004).

Deve-se atentar para as coloragbes anormais que podem ser:
avermelhada ou marrom, indicando a presencga de sangue vivo ou hemolisado,
respectivamente; cinza ou esverdeada, indicando sujeira ou infecgédo; e o
amarelo citrina, que é caracteristico da presenca de urina no sémen (presenga
de odor de urina) (MIES FILHO, 1987; HAFEZ, 2004).

2.5.3. Aspecto

O aspecto € um parametro fisico de fundamental importancia na
avaliagdo do sémen caprino, pois mostra indiretamente a concentracéo
espermatica do ejaculado. Pode ser classificado em cremoso, leitoso e aquoso,
sendo que o primeiro se deve a maior concentragdo de células espermaticas
(MIES FILHO, 1987).

2.5.4. Turbilhonamento

O turbilhonamento ou movimento de massa é o movimento em forma de
ondas observado em uma gota de sémen sem diluente no microscoépio de luz.
A interpretacéo € subjetiva e expressada em uma escala de 0 a 5, onde zero é
a auséncia de turbilhdo, ndo implicando em auséncia de motilidade, e cinco o

valor maximo dado a um acentuado movimento de massa. A intensidade do

13



movimento é resultante da motilidade, do vigor e da concentragdo espermatica
(CBRA, 1998).

O turbilhonamento é observado particularmente em ruminantes e sofre
influéncia de fatores extrinsecos, como método de coleta, condicbes de

preservacao e temperatura da amostra (CBRA, 1998).

2.5.5. Motilidade

A motilidade espermatica expressa a percentagem (0-100%) de
espermatozoides moveis e, da mesma forma que no turbilhonamento, € uma
avaliacédo subjetiva (CBRA, 1998). Para uma correta avaliagdo, coloca-se uma
gota de sémen pré-diluido sobre uma lamina a 37-38 °C e, logo apds, observa-
se em microscoépio de luz, com aumento de 200X (CBRA, 1998).

Outros métodos de avaliagdo menos subjetivos sdo a fotomicrografia ou

avaliacdo computadorizada (CBRA, 1998).

2.5.6. Vigor

O vigor representa a forga ou velocidade com que os espermatozoides
se movimentam (CBRA, 1998). Este parametro é classificado de 0 (sem

movimento progressivo) a 5 (movimento rapido e progressivo, como flechas).

2.5.7. Concentracao

A concentracdo espermatica representa o numero de espermatozoéides
por mL, variando nos caprinos de 1 a 6 bilhdes/mL (MIES FILHO, 1987;
HAFEZ, 2004), ficando geralmente em torno de 3 bilhdes/mL (NUNES, 2002).

O procedimento mais comum para se obter a concentracdo espermatica
consiste na contagem das células na camara de Neubauer; porém, pode-se

utilizar a espectrofotometria (CBRA, 1998).
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2.6. Caracteristicas morfolégicas do sémen

A andlise da morfologia do sémen consiste na classificacdo dos
espermatozoides segundo a presenga ou auséncia de patologias. O exame
morfolégico auxilia na avaliagdo da qualidade seminal por determinar a
percentagem de espermatozoides com defeitos no ejaculado, os quais nao
devem ultrapassar 15% (NUNES, 2002) ou 30% (CBRA, 1998).

Um dos métodos utilizados para avaliagdo da morfologia espermatica é
a contagem de 200 células espermaticas mortas, fixadas ou ndo, em uma
preparagao Umida em lamina, com aumento de 1000X (imerséao) em
microscopio de luz.

O Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal (CBRA) é o 6rgado que
regulamenta o exame androlégico e a avaliagdo do sémen animal no Brasil. Em
seu manual, elaborado em 1998, preconiza-se que para se utilizar um sémen
caprino descongelado, ele deve obter, no minimo, os padrées seminais

apresentados na tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas fisicas do sémen descongelado para bodes

doadores (palhetas de 0,25 mL)

Parametros Valores
Motilidade (0-100 %) 30 %
Vigor (0-5) 2
Espermatozoides normais 80 %

Numero de espermatozoides 40 x 10° sptz/mL por dose

com motilidade progressiva

Fonte: CBRA, 1998.

As anormalidades morfolégicas dos espermatozodides apresentam a
mais alta correlagédo (negativa) com a fertilidade dos rebanhos (HAFEZ, 2004),
uma vez que pode interferir na motilidade progressiva e na capacidade de

ligacao a zona pelucida.
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2.7. Exames complementares do sémen

2.7.1. Teste de termorresisténcia (TTR)

As células germinativas masculinas tém um periodo de vida limitado
apods sair do trato reprodutivo do macho. Apds a monta e deposicdo do sémen
no trato genital da fémea, os espermatozdides comegam a se movimentar a
procura do odcito. A fémea auxilia na movimentacdo dos espermatozéides com
as contragdes dos 6rgaos reprodutivos, mas também os prejudica oferecendo
barreiras quimicas (pH na vagina, fagocitose) e fisicas (cérvice, jungcéo utero-
tubarica) para evitar a poliespermia. Uma parte dos espermatozoides se
concentra em reservatérios naturais na fémea (jungdo utero-tubarica),
diminuindo a sua motilidade devido a diminuigdo de calcio e, posteriormente,
sao liberados e capacitados para realizar a fecundacao do odcito.

Na inseminacgao artificial, o espermatozdéide pode sofrer antecipacao de
sua capacitagdo com o processo de criopreservagao e, assim, ter uma menor
vida, e ou, capacidade fecundante. Portanto, a |A deve ocorrer o mais préximo
do momento da ovulagdo para que o espermatozdide possa realizar a
fecundacido com sucesso.

No TTR, a capacidade de sobrevivéncia (motilidade e vigor) é avaliada in
vitro colocando-se o sémen a temperatura de 37-38°C, semelhante ao trato
reprodutivo da fémea. Na espécie caprina, utiliza-se a incubagao do sémen em
banho-maria a 37°C, por duas horas, com a avaliagdo da motilidade e vigor aos
5, 60 e 120 minutos apods o inicio da incubagao (CAMPOS et al., 2003).

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

seja de 2 e a motilidade 30%, na avaliagao apds o descongelamento.

2.7.2. Coloracao supravital (eosina-nigrosina)

A integridade da membrana plasmatica do espermatozoide € um

requisito fundamental para a sua viabilidade e consequente potencial de
fecundagao (EVANS e MAXWELL, 1990; HAFEZ, 2004).
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A ocorréncia de possiveis alteragdes na membrana plasmatica apds a
congelagdo e descongelagcdo pode ser avaliada por meio de coloragdes
supravitais.

Esta coloracao avalia diretamente a integridade estrutural da membrana
plasmatica da cabega do espermatozoide e, geralmente, utiliza como corante a
eosina ou esta combinada com nigrosina (EVANS e MAXWELL, 1990).

A acgdo dos corantes depende da integridade das membranas, ou seja,
quando a mesma esta integra o corante n&o a ultrapassa e, assim, ndo chega
ao compartimento nuclear (nucleo nao corado). Por outro lado, caso a
membrana esteja lesionada, o corante passa por ela e cora o nucleo. Essa
técnica também é conhecida como “coloragdo de vivos e mortos”, ja que as
células espermaticas com membranas lesionadas (mortas) serdo coradas e

aquelas que estao integras ndo (GARNER et al., 1986).

2.7.3. Teste de ligagdo do espermatozdéide a membrana da gema de ovo

A penetracédo da zona pelucida (ZP) € um dos eventos essenciais para a
fecundacdo. Ela acontece apd6s a capacitacdo do gameta masculino e sua
interagdo (contato) com o gameta feminino, permitindo que ocorra a reagao
acrossomal e fertilizagdo (MAYENCO-AGUIRRE e PEREZ-CORTES, 1998).

A zona pelucida é composta por glicoproteinas, sendo que a ZP3 tem a
funcdo de reconhecer os espermatozoides e a ZP2 de manter a ligagao
espermatozoide-zona pelucida depois de ocorrer a reagao acrossomal (BLEIL e
WASSARMAN, 1980). Convém lembrar que a zona pelucida funciona como um
receptor espécie-especifico de espermatozoides capacitados; porém, o cédigo
genético das ZP2 e ZP3 é conservado na maioria dos mamiferos e, assim,
existe similaridade entre as sequéncias de aminoacidos (RINGUETE et al.,
1986).

Como a fertilizacdo é intimamente dependente da interagcdo entre os
gametas, Olar (1984) relata que a avaliagao da capacidade do espermatozoide
fecundar um ovdcito apés o descongelamento poderia ser considerada um
parametro mais importante que a observagao da motilidade durante um periodo

de incubagao (TTR). No entanto, os parametros preconizados para indicar a
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fertilidade de um macho ainda sdo a motilidade, morfologia e concentragao
espermatica (CBRA,1998).

Verificar a habilidade do espermatozdide em se ligar a zona pelucida
(capacidade fecundante) pode ser considerado um valioso teste na analise da
eficacia do processo de criopreservacao do sémen (BARBATO et al., 1998).
Este teste ja foi estudado em muitas espécies domésticas: suinos (FAZELLI et
al., 1995), equinos (FAZELLI et al., 1993a), bovinos (FAZELLI et al., 1993b) e
caprinos (SANTOS, 2010).

Outra vantagem de se realizar o teste de ligagcado e penetragdo da zona
pelucida esta em avaliar indiretamente os eventos bioquimicos relacionados a
fertilizacdo (capacitacdo e reacdo acrossbmica), 0s quais possuem
mensuragdes mais complexas (AMORIM et al., 2008).

Em relagao a fertilizagcao “in vitro”, o teste de ligagéo é mais rapido, pois
nao é necessario maturar o odcito e avaliar o desenvolvimento embrionario,
mas sim avaliar a ligagdo/penetragdo do espermatozéide na membrana do
oocito. Esse teste pode ser realizado por microscopia de fluorescéncia (corante
de Hoechst 33258) ou por microscopia de luz (corante acetato de orceina)
(HEWITT e ENGLAND, 1997).

Similaridades entre as glicoproteinas da zona pelucida de muitos
mamiferos e da membrana perivitelina da gema do ovo de galinha permitem a
ligacdo dos espermatozdides a esta membrana (BARBATO et al.,1998;
CHISTILIS, dados ainda nao publicados).

Assim, como uma técnica simples e rapida, este teste de ligagcdo pode
ser utilizado para identificar a subfertilidade de machos (BARBATO et al., 1998)
ou avaliar danos causados aos espermatozéides no processo de

criopreservacao do sémen (AMANN et al., 1999).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Localizagéo

O estudo foi realizado no Setor de Caprinocultura do Departamento de

Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, Vigcosa, Minas Gerais, que tem

como coordenadas geograficas o paralelo de 20°45°14°", latitude S, e o
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meridiano de 42°52°54"°, longitude W Gr., altitude média de 752,5 m,
temperatura média anual de 19°C, indice pluviométrico anual de 1.203 mm e
clima do tipo tropical tmido (Fonte: WIKIPEDIA, a enciclopédia livre, 2010). O
periodo experimental foi de marco a maio de 2010, quando os animais se

encontravam no periodo de estagao reprodutiva.

3.2.  Animais e alimentacao

Foram selecionados como doadores de sémen dois reprodutores
caprinos adultos, com 4 anos de idade, da raga Parda Alpina, mantidos em
baias individuais, clinicamente sadios e com historico de fertilidade normal.
Antes do periodo experimental, os animais foram submetidos a exame
androlégico de acordo com o Manual para Exame Androldgico e Avaliagcéo de
Sémen Animal, do Colégio Brasileiro de Reproducao Animal (CBRA, 1998).

Os animais receberam alimentagcdo volumosa composta de silagem de
milho e concentrado protéico, bem como sal mineral e agua ad libitum,

atendendo as exigéncias nutricionais da categoria.

3.3. Coletas de sémen

O sémen dos animais foi coletado com intervalo de um dia entre as
coletas, durante o periodo da manha, entre os meses de margo e abril de 2010.
Foram coletados 8 ejaculados por animal, utilizando como manequins fémeas
que estavam na fase de estro, colocadas em tronco proprio para a espécie
caprina.

Para a coleta do sémen foi utilizada a técnica da vagina artificial (Figura
1) de modelo curto (MIES FILHO, 1987), aquecida com agua a 40-42°C. Como
revestimento da mucosa da vagina artificial foram utilizados sacos plasticos em
forma de funil, onde na extremidade mais fina foi acoplado um tubo de
centrifuga graduado de plastico (15 mL). Esse mesmo tubo foi revestido
externamente com papel aluminio para evitar o contato do sémen com a luz
que € espermicida. Rapidamente, o tubo com sémen foi encaminhado ao

laboratdrio, para ser analisado e processado.
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Figura 1: Vagina artificial utilizada para coleta de s€émen nos bodes (modelo artesanal).

3.4. Anélises fisicas do sémen

Os tubos de coleta de sémen ficaram em suportes sobre a bancada do
laboratério, em temperatura ambiente, juntamente com o diluente Glicose-
EDTA gema de ovo de MARTIN et al. (1979) modificado por BISPO (2009), o
qual foi retirado do banho-maria (37°C) assim que o sémen coletado chegou ao
laboratério.

Todo material utilizado na avaliagao do sémen foi previamente aquecido
em duas placas aquecedoras reguladas 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 coloragao do ejaculado foram verificados visualmente e
inferido valor de acordo com escalas pré-definidas para aspecto (1: aquoso, 2:
leitoso, 3: cremoso) e coloragdo (1: branca, 2: branco-amarelada, 3:
amarelada).

O turbilhonamento foi avaliado por meio da deposigdo de uma gota de
sémen (10 yL) em uma lamina, observando em microscépio de luz no 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
massa.

Em uma lamina escavada foi colocado 10 yL do sémen e 100 uL do
diluente, que depois de homogeneizado, foi retirada uma aliquota de 10 uL

para realizar a avaliagdo da motilidade e vigor. A observagao foi feita em
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microscopio de luz, no aumento de 200X, utilizando-se laminas e laminulas
pré-aquecidas.

No parametro motilidade foram atribuidas notas percentuais subjetivas
de 0 a 100% em relacdo a quantidade de espermatozdides moveis totais,
enquanto para o vigor, os valores de 0 a 5 foram atribuidos conforme a
intensidade e velocidade de movimentacéo.

A longevidade do sémen fresco foi avaliada pelo teste de
termorresisténcia (TTR) que consistiu em colocar uma amostra de 100 uL do
sémen em frasco ependorfe de 1,5 mL, adicionando posteriormente 200 uL do
diluente Glicose-EDTA gema de ovo (MARTIN et al., 1979, modificado por
BISPO, 2009), e incubando a 37°C por periodo de 180 minutos. A motilidade e
o vigor espermaticos foram avaliados pelo TTR nos tempos de 5, 30, 60, 90,
120, 150 e 180 minutos.

Para realizagdo da concentracdo espermatica, uma aliquota de 20 uL do
sémen foi diluida em 4 mL de agua. Posteriormente, uma aliquota de 20 pL da
mistura sémen:agua foi colocado em uma camara de Neubauer e o0 numero de
células espermaticas foi quantificado. Por meio da formula abaixo, foi estimada

a concentragao total do ejaculado:

n
110" X 5/25 x 1/200"

n= numero de espermatozdides contados em 5 campos da cadmara de Neubauer;
* = distancia entre a lamina e a lente objetiva do microscoépio de luz;
**=numero de quadrados contados sobre o total existente na cAmara de Neubauer;

***= fator de diluigao.

O valor é encontrado em cm?® (espermatozoides/cm?®). Para o valor em
mL é necessario multiplica-lo por 1000 (espermatozoéides/mL).

Para a analise morfolégica, 50 uL de sémen fresco foi colocado em um
ependorfe contendo 0,5 mL de formol-salino tamponado, sendo o ependorfe
reservado para posterior analise em microscopia de contraste de fase
(aumento de 1000X). Foram contabilizadas 200 células por cada ejaculado,
verificando-se os percentuais de defeitos espermaticos segundo os critérios

adotados por BLOM (1973) em defeitos maiores e menores. Os resultados
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foram classificados de acordo com os critérios preconizados pelo Colégio
Brasileiro de Reprodugao Animal (CBRA, 1998).

3.5. Diluicdo do sémen

O tubo que continha o diluente Glicose-EDTA gema de ovo (MARTIN et
al.,1979, modificado por BISPO, 2009) foi retirado do banho-maria e colocado
sobre a bancada do laboratério (temperatura ambiente), juntamente com o
sémen recém-coletado. Apds as avaliagdes fisicas e calculo da concentragéo
do ejaculado, o diluente foi adicionado a amostra de sémen para uma
concentracéo final de 50 x 10° espermatozéides por mL.

O sémen diluido foi envasado em palhetas francesas de 0,25 mL, que

foram lacradas com massa de modelar atéxica.

3.6. Resfriamento do sémen

As palhetas foram colocadas em tubos de ensaio de vidro (15 mL)
fechado, os quais foram acondicionados em mamadeiras plasticas (240 mL)
contendo 120 mL de alcool absoluto (Figura 2), e mantidos em temperatura
ambiente. Logo apds, o conjunto foi levado ao interior de uma geladeira,
permanecendo na posigao horizontal em temperatura de 5°C, por uma hora,
seguindo a curva de resfriamento (45 minutos) e tempo de equilibrio (15
minutos), como descrito por Furst (2002).

Apos terem transcorridos os 60 minutos de resfriamento, uma palheta foi
retirada da mamadeira, reaquecida a 37°C e realizada a anélise de motilidade e

vigor, enquanto as outras foram direcionadas ao congelamento.

Figura 2: Tubos de ensaio nas mamadeiras contendo as palhetas envasadas com o sémen diluido.
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3.7. Congelamento do sémen

O congelamento foi realizado em vapor de nitrogénio liquido, colocando-
se as palhetas que estavam em equilibrio a 5°C, no botijao, a uma altura de 5
cm do nitrogénio, na posicao vertical, por 15 minutos. Apds este periodo, as
palhetas foram mergulhadas no nitrogénio liquido e, a seguir, acondicionadas
em canister apropriado para serem armazenadas em botijdo de nitrogénio
liquido (FURST, 2006) até a sua avaliagao.

3.8. Delineamento experimental

Foram realizadas oito coletas (partidas) nos dois animais, totalizando 16
partidas no final do experimento. Em cada partida, foram realizados os testes e
analises para cada um dos quatro tratamentos (controle, Ringer lactato, citrato
de sddio 2,92% e TRIS).

Os ejaculados apos serem diluidos no meio Glicose-EDTA (MARTIN et
al., 1979 modificado por BISPO, 2009) foram envasados em palhetas de 0,25
mL com concentragcdo de 50 milhdes de espermatozdéides/mL e congelados em
nitrogénio liquido (—196°C). Os diluentes Ringer com lactato, citrato de sodio
2,92% e solugdo TRIS foram aliquotados em ependorfes no volume de 0,25 mL
cada, sendo também criopreservados no mesmo botijdo. No momento da
analise, os ependorfes foram descongelados juntamente com as palhetas de
sémen a 37°C/30 segundos. As palhetas de sémen descongeladas de cada
partida e de cada bode foram transferidas aos ependorfes, e apds 5 minutos,
realizou-se as analises fisicas (motilidade e vigor) e os testes complementares

(TTR, supravital e teste de ligagao).

3.9. Diluentes utilizados

Todos os diluentes utilizados neste estudo sdo apresentados nas
Tabelas de 2 a 7.
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Tabela 2 - Composigao da solugao 1 para produgao do meio Glicose-EDTA
gema de ovo (MARTIN et al., 1979 modificado por BISPO, 2009).

Constituintes Martin et al., 1979 Bispo, 2009
Glicose 6,09 6,09
Citrato de sédio diidratado 0,375 g 0,375 g
EDTA dissodico 0,37 g 0,37 g
Bicarbonato de sédio 0,12 ¢ 0,12 ¢
Agua destilada 100 mL 100 mL
Gentamicina 0,8 mg/100 mL 0,8 mg/100 mL

Fonte: BISPO (2009).

Tabela 3 - Composicao da solugéo 2 para producédo do meio Glicose-EDTA
gema de ovo (MARTIN et al., 1979 modificado por BISPO, 2009).

Constituintes Martin et al., 1979 Bispo, 2009
Solugédo Lactose a 11 % 50 mL 50 mL
Solugéo de citrato de sodio a 3 % 0mL 17,5 mL
Solucédo 1 25 mL 26 mL
Gema de ovo 20 mL 2,5mL
Orvus es paste® 0,5mL 0,5mL
Glicerol (5 %) 5mL 5mL

Fonte: BISPO (2009).

Tabela 4 — Composicéo do meio diluente Ringer com Lactato (Equiplex®).

Constituintes Quantidades
Lactato de sodio 0,39
Cloreto de sédio 0,69
Cloreto de potassio 0,03 g
Cloreto de calcio diidratado 0,02¢
Agua g.s.p 100 mL

Fonte: EQUIPLEX.

24



Tabela 5 — Composi¢cdo do meio diluente Bull Media — TALP (B-TALP)

Constituintes Quantidades
NaCl 0,569 g
KCI 0,023 g
KH2PO4 0,004 g
NaHCO3 0,209 g
CaCl2.2H20 (adicionar no final) 0,025¢
MgClI2.6H20 0,008 g
Na Piruvato 0,0022 g
Na Lactato 0,368 mL
Glicose 0,090 g
HEPES 0,238 g
BSA 0,300 g

Fonte: CHRISTILIS (2010) ; OBS.: ajustar osmolaridade (300-310 mOsm) e pH (7,2-7,4)

Tabela 6 — Composi¢cao do meio diluente citrato de sédio 2,92 %

Constituintes Quantidades
Citrato de sodio 292¢g
Agua destilada q.s.p. 100 mL

Fonte: AISEN (2008)

Tabela 7 — Composi¢cao do meio diluente TRIS

Constituintes Quantidades
Tris (N-Tris [hidroximetil] aminometano) 2,719
Acido citrico anidro 1,40 g
Frutose 19
Agua destilada q.s.p 100 mL

Fonte: AISEN (2008)
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3.10. Descongelamento e analises do sémen

As palhetas foram descongeladas em banho-maria a 37°C, por 30
segundos e, posteriormente, secas em papel toalha. A seguir, todas as partidas
de sémen descongeladas foram misturadas aos quatro meios testados.

A longevidade dos espermatozdides foi avaliada pelo teste de
termorresisténcia (TTR), que se consistiu em colocar uma amostra de sémen
de 0,25 mL em frasco ependorfe de 1,5 mL contendo um dos diluentes
testados (Ringer com Lactato, TRIS ou Citrato de Sédio), e incubando-o a 37°C
por um periodo de 180 minutos. A motilidade e o vigor espermaticos foram
avaliados pelo TTR nos tempos de 5, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 minutos.

Para observagdo da motilidade e do vigor, os procedimentos adotados
foram os mesmos descritos anteriormente para analise do sémen fresco. No
tempo de cinco minutos também foram retiradas aliquotas do sémen para
analise da morfologia (fixadas em solugdo de formol salina), para o teste de

ligacao e para o teste de integridade de membrana (colorag&o supravital).

3.10.1. Coloracgéao supravital

A coloragdo supravital foi realizada com 10 pL do corante eosina-
nigrosina misturado com 10 yL de sémen e homogeneizado a 37°C. Na
sequéncia, foi realizado um esfregaco em lamina para leitura em microscopio
de luz com aumento de 400X. Foram contadas 200 células e consideradas
normais aquelas células que ndo se coraram, enquanto que as coradas de

roseo foram consideradas lesadas.

3.10.2. Teste de ligacdo do espermatozdide a membrana da gema de ovo

A membrana perivitelina foi preparada separando a gema da clara do
ovo, e removendo o excesso de clara usando papel toalha. A gema intacta foi
colocada sobre um filme plastico, e a membrana foi delicadamente rompida e
lavada usando a solugdo B-TALP. A seguir, a membrana foi retirada do filme
plastico, colocada em uma placa de Petri e lavada varias vezes com solugao B-

TALP até que a solucéo estivesse limpa.
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Utilizando uma cubeta de espectrofotdbmetro como molde, a membrana
foi cortada em pequenos quadrados (1 cmz) apods ser espalhada delicadamente
na placa de Petri. Cada pedaco foi transferido para um tubo de cultura (10 mL)
contendo 1 mL de B-TALP.

Apos terem transcorridos os cinco minutos do descongelamento das
palhetas de sémen no ependorfe e sido adicionadas as solugdes (TRIS, Ringer
com lactato, citrato de sodio 2,92%) de acordo com os tratamentos, foi retirada
uma aliquota de 20 pL do ependorfe, com concentracdo de 6,25 x 10°
espermatozoides/mL, e transferida para os tubos de cultura que continham um
quadrado da membrana.

As membranas com os espermatozoides foram incubadas, por uma hora
a 37°C em atmosfera de 5% de CO,. Depois de transcorridos os primeiros 30
minutos, o tubo foi agitado suavemente e adicionou-se 3 uL do corante acetato
de orceina para corar os espermatozoides, voltando para incubagao por mais
30 minutos. Finalizando a fase de incubagao, as membranas foram colocadas
em um tubo de cultura e lavadas cinco vezes com solu¢cdo B-TALP para a
retirada dos espermatozoéides que nao se aderiram.

A membrana foi colocada sobre uma lamina e delicadamente espalhada
com auxilio de uma agulha para remogdo de possiveis dobras. Logo em
seguida, as membranas foram cobertas com laminulas e examinadas utilizando
microscopio de contraste de fase com aumento de 400X.

Foram observados os espermatozdides aderidos a membrana e
contados todos aqueles que estavam presentes em seis microcampos
escolhidos aleatoriamente, estimando, assim, o percentual segundo Barbato et
al. (1998).

4. ANALISES ESTATISTICAS

Para anadlise estatistica, as varidveis foram submetidas aos testes de
normalidade (teste de Lilliefors) e homocedasticidade (teste de Cochram &
Bartlett) e, posteriormente, a analise de variancia (ANOVA), aplicando-se o
teste de Tukey a 5% de probabilidade para aquelas que apresentaram

significancia.
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A determinacao das relagdes entre as caracteristicas estudadas foi feita
pelo teste de correlacdo de Pearson, e a avaliacdo das meédias e desvios-
padrao, por meio de estatistica descritiva.

O programa utilizado para as analises estatisticas foi o0 SAEG, versao
9.1 (UFV, 2007).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Sémen fresco

O volume seminal de caprinos varia de 0,2 a 2 mL (NUNES, 2002;
HAFEZ, 2004), sendo mais observados volumes entre 0,7 e 1,1 mL para
animais da raca Saanen e de 0,6 e 1,3 mL para bodes da raga Alpina, fora e
dentro da estacdo reprodutiva, respectivamente (KARATZAS et al., 1997;
ROVAY, 2006; SANTOS et al., 2006). No presente estudo, foi observado que a
variavel volume do ejaculado de 1,03 + 0,04 mL (Tabela 8) ficou dentro dos
intervalos anteriormente citados e, também, dentro do recomendado pelo
CBRA (1998), que € de no minimo 0,8 mL.

Os ejaculados foram classificados neste trabalho, quanto ao aspecto, em
aquoso (0%), leitoso (87,5%) e cremoso (12,5%) (Tabela 8), estando de acordo
com Hafez (2004). De acordo com a metodologia utilizada, para o parametro
coloracéo foi feita a classificagdo com trés valores (1= branca; 2= branco-
amarelada; e 3= amarelada). Contudo, a coloragao branca nao foi encontrada
nas avaliagdes realizadas nos ejaculados, predominando as cores amarelada
(31,2%) e branco-amarelada (68,8%). Nos caprinos, o sémen se apresenta
naturalmente mais amarelado (HAFEZ, 2004) e, na maioria das vezes, € devido
a presencga do plasma em grande quantidade.

Segundo os autores Mies Filho (1987), Chemineau et al. (1991) e Hafez
(2004), o aspecto e a coloracdo do sémen de ruminantes pode ser indicador da
concentragdo de espermatozoides. Santos et al. (2001) ndo verificaram
variacées no aspecto seminal durante cinco meses de avaliagdo em bodes
Saanen, os quais apresentaram sempre cremosos, estando relacionados com
uma elevada concentracdo espermatica. Assim, quanto menos aquoso e maior
coloragcdo branca (menos plasma), maior sera a concentracdo de
espermatozoides (HAFEZ, 2004).

Neste trabalho, o turbilhonamento teve uma média de 3,22+0,07 e a
concentragdo 3,3310,2 bilhdes de espermatozoides/mL (Tabela 1), sendo
considerados dentro do esperado e recomendado pelo CBRA (1998). De
acordo com Mies Filho (1987) e Castelo et al. (2008), a concentragcéo de

espermatozoides na espécie caprina varia de 1,0 a 5,0 bilhdes de

29



espermatozoides/mL, sendo a média 3,0 bilhdes. Para Hafez (2004) a
concentracdo em caprinos se apresenta variando de 2,5 a 5,0 bilhdes de

espermatozoides/mL.

Tabela 8 — Médias e desvios-padrédo para volume, aspecto dos ejaculados,
coloragao, concentragao e turbilhonamento do sémen fresco.

Parametros Médias + s
Volume 1,03 £ 0,04 mL
Aspecto dos ejaculados
Aquoso 0 %
Leitoso 87,5 %
Cremoso 12,5 %
Coloracao
Amarelada 31,2 %
Branco-amarelada 68,8 %
Branca 0%
Concentragao 3,33 £ 0,2 bilhdes/mL
Turbilhonamento (0-5) 3,22 £ 0,07

Foi encontrada correlacdo positiva entre a concentracdo e
turbilhonamento (r= +0,52, P<0,05), mostrando-se que quanto maior a
concentragdo do sémen ejaculado, maior a quantidade de espermatozodides
nas ondas de movimentacéo.

A motilidade do sémen fresco obtida no experimento (83,13+0,54%,
Tabela 3) apresentou-se acima do valor minimo exigido pelo CBRA (70%) para
0 sémen caprino a fresco. Da mesma forma, o vigor espermatico apresentou
valor médio (3,94+0,08) superior ao valor minimo preconizado. Esses
parametros fisicos de motilidade e vigor sdo préximos aqueles encontrados por
Bispo (2005), que foram de 82,33+9,79% e 3,93+0,41, e por Betini et al. (1998),
que foram de 86,00+1,08% e 3,66+0,11, respectivamente.

Uma queda pbéde ser observada na motilidade e vigor dos
espermatozoides apds o resfriamento; porém, isso poderia ser esperado, visto
que, o processo de criopreservagao pode alterar e, ou, danificar as membranas
plasmaticas, inviabilizando assim, parte dos espermatozoides (FURST, 2006).

Também deve considerar que as amostras para a analise do sémen resfriado
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foram retiradas apés o mesmo passar pelo tempo de equilibrio (temperatura de
5°C). Logo, os espermatozodides estavam com a motilidade normalmente
reduzida (McKINNON, 1996; FURST, 2006).

Tabela 9 — Médias e desvios-padrdao para motilidade, vigor e morfologia do
sémen fresco.

Parametros Médias £ s
Motilidade (0-100%)
Sémen fresco 83,13+ 0,54%
Sémen fresco resfriado 72,33 £1,11%
Vigor (0-5)
Sémen fresco 3,94+0,08
Sémen fresco resfriado 3,33 £ 0,05

Morfologia (%)

Normais 90,77 + 0,85%
Defeitos Maiores 0,17 +0,33%
Defeitos Menores 9,09 + 6,00%

A morfologia espermatica do sémen fresco foi resumida em normais,
defeitos maiores e menores (Tabela 9), sendo que os defeitos menores
apresentaram em maior percentagem que os defeitos maiores. No entanto,
pode-se notar que a anormalidade total foi baixa (menos de 30%), como
estabelecido pelo CBRA (1998).

5.2. Sémen descongelado
Na tabela 10 sdo apresentados os valores para motilidade e vigor do

sémen descongelado no teste de termorresisténcia (TTR) comparados entre os

quatro tratamentos utilizados.
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Tabela 10 — Médias e desvios- padrao para motilidade (MOT - %) e vigor (VIG -

0-5) no teste de termorresisténcia (37 °C) do sémen descongelado

nos tratamentos experimentais e em fungao do tempo (minutos).

5 minutos 30 minutos 60 minutos 90 minutos
Tratamentos
MOT VIG MOT VIG MOT VIG MOT VIG
Grupo 422+20° 33017 166+30° 15+03° 13+13° 01+0,1° 0,0° 0,0°
controle
S?'F‘;fSaO 328+14° 32+01% 222+20° 21+02° 109+25° 10+02° 38+200° 0,3+0.2°
Ringer 309+1,5° 31012 11,0£22° 1,1+02° 27+17° 02+01° 0,0° 0,0°
Lactato
Cittatode = pa.i04° 25:02° 19£14° 03£02° 0606 01£01° 0,0° 0,0°
Sodio 2.92% 3%2, 520, 91, 320, 60, 120, : ,
Médias+s  331+1,8 30%0,1 129+22 13+02 39+15 0401 10+05 0,1%0,1
Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (P<0,05) pelo teste de Tukey.
A maior parte dos parametros do sémen analisado na pos-
descongelacdo atendeu as normas do CBRA (Tabela 11) no inicio do TTR

(Tabela 10 - Tempo 5’). Em todos tratamentos, a concentragéo ficou abaixo do

preconizado, visto que, no processo de congelamento foi usada como padrao a

concentracdo de 50 x 10° espermatozéides/mL, e apds a descongelamento

houve perda de motilidade, levando a perda de espermatozdides moveis em

todos os tratamentos.

Tabela 11 — Valores minimos preconizados pelo CBRA para bodes doadores

de sémen (pds-descongelamento, palhetas de 0,25 mL).

Parametros Valor
Motilidade 30%
Vigor 2

Espermatozoides normais 80 %

Numero de espermatozodides 40x10° sptz/mL por dose

com motilidade progressiva

Fonte: CBRA, 1998.
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O periodo de sobrevivéncia do sémen néao ultrapassou 90 minutos apos
o descongelamento (Tabela 10). Apesar de o controle ter, aos 5 minutos pos-
descongelagédo, maior motilidade (P<0,05), esta diminui rapidamente com o
passar do tempo. Os outros tratamentos ja iniciaram o TTR com uma
motilidade menor que a do controle; porém, pode-se observar que o tratamento
com solucado TRIS apresentou maior persisténcia e diminuicdo menos abrupta
dos paréametros motilidade e vigor, em relagdo aos outros tratamentos. Porém,
em todos os tratamentos, apdés 30 minutos, os parametros estavam aquém do
indicado pelo CBRA (1998).

Bispo (2009) utilizando o mesmo diluente Glicose-EDTA (MARTIN et al.,
1979 modificado por BISPO, 2009) obteve valores maiores (61,2 £ 5,1 %) que
o0 encontrado para motilidade neste trabalho. Porém, o autor ndo realizou o
TTR apdés o descongelamento impedindo-se realizar melhores comparagoes.
Quanto ao vigor, os valores encontrados por BISPO (2009) (3,1 £ 0,2) estéao

préximos daqueles apresentados por este trabalho.

Rovay (2006), utilizando um diluente a base de gema de ovo (leite
desnatado-gema) (MIES FILHO, 1987), também encontrou em seu trabalho
com sémen caprino comportamento semelhante da motilidade ao TTR,
permanecendo alta nos primeiros 30 minutos do teste e caindo na primeira
hora.

Diante disso, podem-se levantar as seguintes hipdteses: os
espermatozoides neste estudo podem néo ter sido suficientemente protegidos
pelo diluente Glicose-EDTA (MARTIN et al., 1979 modificado por BISPO, 2009)
dos danos causados pelo processo de criopreservacdo, ou sofreram
capacitagcado antecipada. Assim, apesar de apresentar motilidade e vigor apés a
descongelacdo, as membranas estavam alteradas a ponto dos
espermatozoides ndo suportarem periodo maior de incubacédo (37°C) e
morrerem (TTR).

Sabe-se, que apos a |IA ou monta natural, os espermatozoides sao
auxiliados no trato reprodutivo feminino, com contracbes musculares e
nutrientes, para chegarem ao encontro do odcito no oviduto. Por esse motivo,
mesmo que os espermatozdides diminuam a sua motilidade e vigor com o

passar do tempo € possivel fecundarem, caso ndo ocorra a cobertura muito
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distante do momento da ovulagéo. Portanto, testes in vivo seriam necessarios
para auxiliar na confirmacgao ou nao da eficacia deste trabalho.

Uma possivel explicacdo para a solugdo TRIS ter permitido persisténcia
e diminuicdo menos abrupta dos parametros motilidade e vigor pode ser devido
ao aumento de volume e diluicdo dos elementos que poderiam estar sendo
téxicos aos espermatozdides. Também se pode considerar a presenca de
frutose na solucdo de TRIS adicionada. Esse acgucar € utilizado pelos
espermatozoides como substrato energético (MANN, 1974; GONZALES et al.,
1984), podendo aumentar a vida das células espermaticas.

Considera-se ainda a acado tamponante do acido citrico, e também do
Tris (hidroximetil)-aminometano (SALVIANO et al., 2008) realizando a
manutencdo do equilibrio osmético. O TRIS tem maior poder tampao que o
fosfato ou o citrato, podendo ultrapassar a membrana plasmatica e também
reduzir as variagdes intracelulares do pH (SALAMON e MAXWELL, 2000).
Trabalhos com sémen caprino utilizando o diluidor TRIS contendo gema de
ovo, obtiveram bons resultados in vitro (VIANA et al., 2006; BRITO, 2008;
SILVA, 2009).

Silva (2009) sugere que o diluente a base de TRIS com gema de ovo
pode interferir no meio, bloqueando ou minimizando o efeito deletério do
plasma seminal sobre as células espermaticas de caprinos. Segundo Al Somai
et al. (1994), as proteinas do plasma seminal em ruminantes sdo encontradas
em agregados protéicos de alto peso molecular, os quais na presenga de
citrato e em condi¢des acidas, separam-se em moléculas protéicas de baixo
peso molecular que séo prejudiciais a motilidade espermatica. O metabolismo
dos espermatozdides gera ions de hidrogénio e acido latico no meio
extracelular, que além de poder causar a morte de células espermaticas,
diminui o pH do meio. Segundo Silva (2009), como o TRIS & um tampéo, pode
nao permitir o desenvolvimento de um pH capaz de expressar o efeito deletério
a motilidade espermatica de algumas proteinas presentes no plasma seminal.

Dentre os tratamentos, aquele em que foi adicionado a solugao de citrato
de sodio 2,92%, apresentou os menores valores de motilidade e vigor (P<0,05)
desde o tempo de cinco minutos. Segundo Al Somai et al. (1994), o citrato

pode permitir a ativagao de proteinas que diminuem a motilidade do sémen.
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Na tabela 12 s&o apresentados os valores meédios e desvios-padrao para
a motilidade e vigor no teste de termorresisténcia do sémen fresco, realizado

apos a coleta do ejaculado.

Tabela 12 — Médias e desvios-padrao para motilidade (%) e vigor (0-5) no teste
de termorresisténcia (TTR) do sémen fresco em fungdo do tempo
(min.).

Sémen 5 min. 30 min. 60 min. 90 min. 120 min. 150 min. 180 min.
fresco

Motilidade 81,9+09 681+13 46915 29324 193+20 13019 55%10
Vigor 34+0,1 2,9+0,1 2,0+0,1 1,7+£0,1 1,0+£0,1 0,8+0,1 0,4+0,1

Diferente do sémen descongelado, o sémen fresco atingiu o tempo de
180 minutos ainda com motilidade e vigor, apesar de nos ultimos 60 minutos
também apresentar valores reduzidos para estes parametros (Tabela 10).

Correlagédo positiva (r= +0,50) e negativa (r= -0,50) (P<0,05) entre a
motilidade aos cinco minutos do sémen fresco e a percentagem de
espermatozoides normais e com defeitos menores, respectivamente, vem
confirmar que quanto menos patologias 0 sémen apresentar maior sera a sua
movimentagao progressiva.

O vigor obtido no inicio da avaliagdo do ejaculado pode dar indicagdes
de como esta e como sera a viabilidade do sémen. Correlagbes positivas foram
encontradas entre vigor e motilidade no TTR do sémen fresco aos cinco
minutos (r= +0,66), trinta minutos (r= +0,43) e sessenta minutos (r= +0,24)
(P<0,05). Assim, quanto maior o vigor do sémen recém-ejaculado, maior sera o
tempo de vida dos espermatozéides.

Os testes complementares realizados neste trabalho apresentaram
resultados semelhantes, ndo apresentando diferencas entre os tratamentos
(P<0,05). Na Tabela 13 s&o apresentados os valores para a coloragao
supravital, teste de ligagdo e morfologia (normais, defeitos maiores e menores)

do sémen descongelado, comparando-se os quatro tratamentos utilizados.
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Tabela 13 - Médias e desvios-padrao para os testes de coloragao supravital, de
ligacdo e morfoléogico dos espermatozoides, entre tratamentos
experimentais.

Teste de Morfologia (%)
Tratamentos Supravital (%)

Ligagao* Def. Maiores Def. Menores
Controle 38,53 +9,33° 253,31 + 156,2° 5,32 + 3,482 6,33 + 3,662
Solugéo TRIS 37,09 + 8,73° 236,47 + 164,24° 6,00 + 4,082 9,47 £ 5,412
Ringer lactato 36,00 + 11,582 165,00 + 165,22° 5,84 + 3,282 7,24 +£7,152
Citrato de sdédio 2,92% 33,84 + 11,887 205,13 + 132,5° 5,68 + 3,982 4,77 £ 7,452
Médias + s 36,37 + 10,38 202,98 + 154,54 5,71 £ 3,71 6,95 + 5,92

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (P<0,05) pelo teste de Tukey;
* numeros de espermatozoéides contados nos 6 campos.

Nao foi encontrada influéncia dos tratamentos (P>0,05) no teste que
analisou a integridade de membranas (teste supravital). Independente do
tratamento, o numero de células n&o coradas (membrana integra) foi
semelhante (P>0,05). No entanto, na Tabela 14 é realizada uma comparagao
da motilidade e vigor do sémen descongelado (cinco minutos do TTR) com o
teste supravital, podendo ser observado que o citrato de sédio foi o que
apresentou menor percentagem de células integras, confirmando a baixa
motilidade.

No teste de ligacdo do espermatozdide caprino a membrana da gema de
ovo nao foi encontrada diferenga entre os tratamentos (P>0,05) (Tabela 13).
Assim, a capacidade de ligacdo a membrana perivitelina foi semelhante entre
os tratamentos.

A interacdo do espermatozoide com zona pelucida e a penetragao no
ooplasma mostraram-se intimamente associadas a motilidade espermatica
(HAY et al., 1997). No presente trabalho, as correlagbes encontradas foram
positivas para motilidade e vigor (r= +0,30 e r= +0,38, respectivamente)
(P<0,05). Assim, quanto maior a movimentacdo e velocidade, maior €& a

capacidade de ligagado dos espermatozéides ao odcito.
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Tabela 14 — Médias e desvios-padrao para motilidade (%), vigor (0-5) e teste
supravital (% de células integras) do sémen descongelado, entre os

tratamentos.

Tratamentos Motilidade (5 min.) Vigor (5 min.) Supravital *
Controle 42,2 + 2,02 3,3+0,12 38,53 + 9,33
Solugdo TRIS 32,8+ 1,4° 3,2+0,12 37,09 +£8,73°
Ringer lactato 30,9+ 1,5° 3,1+0,12 36,00 + 11,58°
Citrato de sodio 2,92% 26,3 +2,4° 2,5+0,2° 33,84 + 11,88?
Media £ S 33,1+1,8 3,0+0,1 36,37 £ 10,38

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

* = a aliquota de sémen utilizada para a realizagdo do supravital foi retirada também aos 5 minutos, do mesmo
ependorfe que se realizava o TTR.

Com excecgao do controle, os valores encontrados para motilidade neste
trabalho estdo baixos em relagao aos valores observados no teste supravital. A
coloracéo supravital é um teste quantitativo e a motilidade uma avaliagéo
subjetiva; porém, geralmente os seus valores ficam préximos, desde que a
avaliacdo da motilidade seja realizada com critério. Como o teste supravital
avalia a integridade de membrana da célula espermatica, caso esta tenha
sofrido alguma alteracdo e esteja lesionada, € grande a probabilidade do
espermatozoide estar sem motilidade. Portanto, poderia se considerar o teste
supravital como uma ratificacdo dos valores de motilidade aferidos
subjetivamente pelo pesquisador. Assim como Castilho et al. (2009), neste
estudo foi encontrada correlagdo positiva de r= +0,39 (P<0,05) entre a
motilidade espermatica e o teste supravital, e de r= +0,41 (P<0,05) entre o
vigor e o teste supravital. Rovay (2006) usando diluente leite desnatado-gema,
também observou valores proximos entre a motilidade (49,1%) e teste de
coloracéao supravital (44,4%).

Quanto maior a percentagem de espermatozéides normais (r= + 0,59) e
menor a percentagem de espermatozoéides com defeitos menores no sémen
fresco (r= -0,60) (P<0,05), maior € o numero de células ndo coradas (integras)
no teste supravital.

As membranas dos espermatozoides possuem diferentes regides e,

consequentemente, distintas estruturas e fungdes (WATSON, 1995). Dessa
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forma, sugere-se a realizacdo de outros testes para auxiliar na avaliagao dos
diferentes aspectos e regides da membrana, e também, na sua protegao.

A realizagdo de outras técnicas, como fluorescéncia, pode observar
melhor a integridade da membrana e esclarecer a rapida diminuicdo de
motilidade durante o periodo de incubacado (37°C). As células espermaticas
apresentaram motilidade apdés o descongelamento, porém as membranas
poderiam estar alteradas e, assim, ndo permitirem a sobrevivéncia dos
espermatozoides por um periodo maior. Somente o teste supravital é
insuficiente para tal conclusdo, uma vez que ele mostra aqueles
espermatozoides que possuem membrana lesionada corando o nucleo, no
entanto as membranas poderiam ndo estar totalmente danificadas, mas
alteradas ao ponto de ndo suportaram o desafio da temperatura (37°C) por um
periodo maior.

A realizacado de testes “in vivo” com o sémen acrescido dos diluentes
seria interessante para verificar se o tempo de sobrevivéncia apresentado a
uma temperatura de 37°C é suficiente para realizar a fertilizacao.

A morfologia espermatica foi agrupada em defeitos maiores e defeitos
menores (Tabela 13). Pode-se notar que, assim como no sémen a fresco, a
totalidade dos defeitos € baixa no sémen descongelado, préxima a encontrada
por outros autores (SANTOS, 2001; FURST, 2002; ROVAY, 2006) e dentro dos
padrées preconizados pelo CBRA (1998) que sao de 20% para o sémen
descongelado. Segundo Borges (2003), a maioria dos trabalhos comprovam
que nao ha diferenga significativa na morfologia espermatica apdés a
criopreservagao.

Neste estudo, verificou-se no sémen descongelado maior frequéncia de
caudas dobradas, caudas enroladas, caudas fortemente dobradas,
deslocamento de acrossoma e cabega isolada normal. Segundo Mies Filho
(1987) e Strom et al. (1993) essas alteragbes podem ser devido ao
processamento do sémen (choque térmico) e, ou, sua criopreservagao.

Foi observada, no descongelamento, correlacdo positiva (r= +0,50,
P<0,05) entre motilidade no sémen e numero de espermatozoides normais.
Maior percentagem de células espermaticas sem patologias proporciona maior
movimentagdo progressiva e, consequentemente, maior eficacia na

fecundacdo. SANTOS et al. (2006) sugeriram que a causa de uma menor
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motilidade em seu trabalho pode ter sido a maior porcentagem de patologias

espermaticas encontradas (r = -0,74).

6. CONCLUSOES

A adicao das solugdes Ringer Lactato, Citrato de Sédio 2,92% e Solugéo
TRIS n&o permitiram uma persisténcia da motilidade e do vigor apdés o
descongelamento. Apesar do tratamento em que foi utilizado a Solugdo TRIS
ter apresentado motilidade e vigor 30 minutos a mais do que os outros
tratamentos, os valores para estes parametros estavam abaixo do preconizado
para um sémen descongelado.

A anélise morfolégica do sémen apds a criopreservagdo ndo mostrou

aumento das patologias espermaticas.
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