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RESUMO

SILVA, Alessandra Ferreirada, M.S., Universidade Federa de Vicosa, novembro de
2004. Uso da dimetil-formamida associada ou néo ao glicerol na
criopreservacao de sémen caprino. Orientador: Eduardo Paulino da Costa.

Consdheiros. José Domingos Guimardes e Marcelo Teixeira Rodrigues.

O objetivo deste trabdho foi avdiar os efetos da dimetil-formamida e sua
associacdo na criopreservacao de sémen caprino, por melo de andlises fiscas do
sémen e testes complementares, redizados durante 0 processo de criopreservacao.
Foram utilizados reprodutores das racas Alpina e Saanen pertencentes ao Setor de
CaprinoculturasDZO-UFV. As patidas de sfmen foram congdladas com o diluente
leite desnatado-gema, associado a diferentes crioprotetores e concentragfes. 7% de
gliceral (T1); 3,5% de glicerol e 35% de dimetil-formamida (T2) e 5% de dimetil-
formamida (T3). O sémen foi centrifugado, diluido e envasado em pahetas de 0,5
mL. Estas pdhetas foram resfriadas a 5,0°C, permanecendo nesta temperatura por
mais 1:20h. Em seguida, foram submetidas ao vapor de nitrogénio liquido durante 15
minutos e imersas no N2 liquido. O descongdamento foi redizado em banho-maria, a
37°C por 50 segundos. Os parametros avaiados ‘in vitro” condgtiram de motilidade
progressva e vigor espermdico, integridade acrossdmica, integridade da membrana
plasmé@ica (HO) e reacdo acrossOmica. Foi observada uma perda de 30,0% da
motilidade inicid, quando as amostras foram submetidas aos procedimentos de
criopreservacdo. A perda de integridade da membrana plasmética, avdiada pelo teste
hiposmaético (HO) foi de 19%. As lesBes de acrossoma aumentaram em 3% durante o
TTR lento (P<0,05). N&o foi observada diferenca nos aspectos de motilidade, entre os
espermatoziides dos tratamentos, nos aspectos de motilidade, nos tempos de 0:00h,
0:05h, e 1:00h do TTR e vigor em todos os tempos (P>0,05). No tempo de 2:00h do



TTR foi observada diferenca entre os tratamentos (1) e (2) (P<0,05), sendo a
motilidade do sémen do T2 superior as demais. Os vdores de integridade de
membrana plasmética, integridade acrossOmica e reacd acrossOmica pos
descongelamento ndo diferiram entre os sémem dos tratamentos (P>0,05). Estes
resultados demongtram que a dimetil-formamida pode ser uma dternativa para a
criopreservacdo de sémen caprino, quando utilizada de forma isolada ou associada ao
gliceral.

Pdavras-Chave: gliceral, dimetil-formamida, sémen caprino.



ABSTRACT

SILVA, Alessandra Ferreira, M.S,, Univerddade Federal de Vigosa, november,
2004. The dimethyl formamide, associated or not with glycerol, use on goat
semen cryopreservation. Adviser: Eduardo Paulino da Coga Commitee
Members. José Domingos and Guimarées and Marcelo Teixeira Rodrigues.

The objetive of this sudy was to evauate the dimethyl formamide and its
association effects on the goat semen cryopreservation, through the semen physica
andyses and complementary tests, carried out during the cryopreservation process.
Alpine and Saanen bucks from the Federd Universty of Vigosa Dary Goat
Experimenta Section DZO were used. The semen samplings were frozen with the
yok-skimmed milk diluent, associated with  different  cryoprotectors  and
concentration: glyceral 7%; (T1); glycerol 3.5% with dimethyl formamide 3.5% (T2)
5% dimethyl formamide5% (T3). The semen were centrifuged, diluted and bottled in
a 0.5 mL draws. These straws were cooled a 5.0°C for more than 1:20h. Then they
were submitted to liquid nitrogen vapor for 15 minutes and immersed in N2 liquid.
The thawing was made in water bath at 37°C for 50 seconds. The parameters
evauated “in vitro” were progressive motility and sperm vigour, acrossome integrity,
plasmatic membrane integrity (HOST) and acrossome reection. A 30.0% initid
motility loss was observed when the samples were submitted to the cryopreservation
procedures. There was a 19% plasmatic membrane integrity loss, evauated through
the hipoosmotic swelling tes (HOST). The acrossome lesons increased 3% during
dow TTR (P<0.05). No differences were observed in the motility aspects among the
sperm from the treatments, motility aspects at 0.00h; 0.05h; 1.00h of TTR and vigor
in dl the times given (P<0.05). At 200h of TTR a difference between the treatments
(1) and (2) was observed (P<0.05), with the T2 semen motility siperior to the others
(P<0.05). The plasmatic membrane integrity vaues, acrossome integrity and



acrossome reection after the thawing did not differ between the semen from both
treatments (P>0.05). These results show that the dimethyl formamide can be an
aternative in the goat semen cryopreservation, when used aone or associated with
glyceral.

key-word: glyceral, dimethyl formamide, goat semen.
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1INTRODUCAO

O Brasl possui um dos maiores rebanhos caprinos do mundo, estando grande
parte deste no Nordeste, sendo a Bahia, 0 principal nlcleo criador desta espécie
(ANUALPEC, 2004).

Apesar do Brasl ser um dos maiores produtores de caprinos do mundo é
também um dos maiores importadores de subprodutos dessa espécie. A importagdo da
cane cgpring, que passou de US$ 833 em 1996 para US$ 17,1 mil em 2000,
representa um aumento  dgnificativo. Da mesma forma, o Brasl é um grande
importador de peles dessa espécie, a0 mesmo tempo que exporta esse produto. A
exportacdo de pele caprina acumulada no periodo de 1992 a 1999 foi de US$ 25,9
milhdes, tendo sido a importacdo nesse mesmo periodo de US$ 60,5 milhdes. Em
2002, a exportacdo de pele caprina representou US$H 0,3 milhdes, a0 mesmo tempo
que aimportacdo representou US$ 8,9 milhdes (VASCONCELOS & VIEIRA, 2002).

Os vdores devados da importacdo de subprodutos caprinos, por um pais que
€ um dos maores produtores podem ser atribuidos a varios fatores, como a
desorganizacéo da cadeia produtiva, as limitagbes na qudidade e na quantidade dos
produtos e a disposi¢ao das unidades de processamento (LEITE, 2002).

Além da necessdade de promover mehoriass nos mangos sanit&ios e
dimentar, a utilizacdo de técnicas e processos disponiveis, como a introducéo de
racas melhoradas, de cruzamentos dirigidos, pode conduzir a uma mehoria na
qudidade genética dos rebanhos favorecendo o aproveitamento de todo o potencia
produtivo do anima, obtendo-se matéria-prima a0 longo do ano com os nivels
produtivos capazes de atender as sindizacbes da agroindistria e do consumidor fnd
(LEITE, 2002).



A baixa oferta de reprodutores caprinos no sstema produtivo (MACHADO e
SIMPLICIO, 1995) faz da inseminagio artificid um instrumento importante para uma
difusfo mas eficiente do germoplasma de animais consderados mehorados e que
possam proporcionar 0 melhoramento genético do rebanho caprino, que no Brasil, em
sua grande maioria, € caracterizado pela utilizacdo de racas ndo especidizadas
(VASCONCELOS e VIEIRA, 2002).

A inseminacdo atificid (IA) tem um importante papd na criacdo de caprinos,
epecidmente em sstemas intensivos de producdo, facilitando o controle reprodutivo,
e no auxilio a redizacdo de testes de progénie mais precisos e em menor espago de
tempo (LEBOEUF et d., 2000). Outras vantagens da IA incluem a sua utilizacdo em
um esquema de sdecdo genédtica mas eficiente. Comparada com a reproducéo
naturd, a 1A tem a vantagem de propiciar maior niUmero de descendentes por macho,
permitindo uma dissociacdo de espaco e tempo entre a coleta do sfmen e a
fertilizacdo. Essas vantagens tém consegléncias podtiva nos programas de
melhoramento genético por possibilitarem a avaiacdo e sdegdo de reprodutores, aém
de possibilitar a comparacdo do vaor genético desses animais em diferentes rebanhos
(LEBOEUF &t d., 2000).

Apesar da primera inseminagdo artificid em caprinos ter Sdo relatada por
BENEDIKTOV, em 1934 (AZAWI e 4d.1993), ainda ha limitaghes, devido
principdmente as dificuldades no processo de congedlamento e descongelamento do
sémen (DUNNER, 1993: MENDEZ et d., 1994). Uma das explicagBes seria a sintese
e secrecdo de enzimas pelas glandulas bulbouretrais incorporadas ao plasma, as quais
podem se associar a componentes dos diluentes e produzir compostos toxicos
(SIMPLICIO e MACHADO, 1989). Segundo IRITANI e NISHIKAMA (1961) trata-
* de uma fodolipase A, classficada como fodfolipase A1 e A2 (ATREJA e
ANAND, 1985). A acdo hidrolitica dessas enzimas nos fosfolipidios de membrana e
em componentes diluidores, como os fosfalipidios da gema de ovo, leva a formacdo
de &cidos graxos e lisolecitinas, 0s quas sfo lesvos as cdulas esperméticas
(SIMPLICIO e MACHADO, 1989), sendo preconizada a lavagem do sémen caprino
com remocdo do plasma seminal, como uma das etapas no processo de congelamento
(SIMPLICIO e MACHADO, 1989).



Além dos fatores inerentes ap gaculado caprino afetando a criopreservacéo de
SeuUs gametas, 0 processo de criopreservacdo de sémen, particularmente no estado
congelado, causa danos ultraedruturals, bioguimicos e funcionas aos
epermatozoides, resultando na reducdo da motilidede, viabilidade e posterior
trangporte no trato genital feminino (LEBOEUF &t d., 2000).

Os resultados contraditérios obtidos com o congdamento do sémen dessa
epécie indicam a necessdade de gorimoramento  das técnicas  utilizadas
(STANGNARO, 1975), levando os estudiosos a rever fatores de variagdo, como tipo
de diluente e crioprotetores utilizados (DAS e RAJKONWAR, 1995), a velocidade de
resfriamento do gaculado, a proporcéo e o modo de incorporacdo do crioprotetor na
amostra (STANGNARO, 1975) e a necessidade ou ndo de lavagem do sémen, entre
outros (MEMON et a., 1985).

Os crioprotetores sdo fundamentais para a sobrevivéncia dos espermatozdides
no precesso de criopreservagdo. Entretanto, estes podem exercer efeitos toxicos e
diminuir as taxas de fertilidade, quando presentes em altas concentragoes (PAPA et
a., 2003). A utilizacdo de diversos crioprotetores e suas respectivas combinagtes
podem minimizar e controlar o0s processos deletérios que ocorrem na cdula
epermdtica durante o congelamento e descongelamento, possibilitando resultados
satidfatorios de motilidade e viabilidade pds-descongelamento e, conseqlientemente,
melhores taxas de prenhez (PAPA et d., 2003).

O dlicerol tem sdo o crioprotetor mais usado para o congelamento de sémen
cgprino, com resultados satisfatorios nas concentragdes entre 4% e 7% do diluidor
utilizado (LEBOEUF et d., 2000). Entretanto, as amidas também tém demonstrado
bons potencials como agentes crioprotetores, sga quando utilizadas isoladas ou
associadas a0 glicerol para o congelamento de smen eqlino, o que pode estar
corrdacionado com a sua menor toxicidade em rdacdo ao glicerol (AMANN e
PICKETT, 1987; GRAHAM, 1996; MEDEIROS et d., 2002).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Criopreservagdo de Sémen Caprino

Os principais danos que os espermatozdides sofrem durante a criopreservacao
s80 causados pelo congelamento. Assm, cristais de gelo intracdular e extracelular
podem se formar, promovendo desidratacdo intracdular, dteragbes na membrana
cdular e trénsto de moléculas aravés da cdula durante o descongdamento
(AMANN & PICKETT, 1987).

BOGART e MAYER (1950) enfatizaram que 0s espermatozdides estéo
sujeitos a muitos tipos de condigdes adversas, desde a coleta de sémen aé a
inseminaco atificid. O répido resfriamento do sémen, objetivando a manutencéo da
viabilidade espermdtica por um longo periodo (PICKETT, 1993), submete os
epermatozoides a0 choque térmico, termo que define um conjunto de ateragtes
parcidmente irreversiveis da cdula espermatica, que ocorrem quando o sémen ndo €
manipulado de forma correta Tas dteragbes reduzem a viabilidade dos
espermatozdides e ocorrem quando este sofre uma redugdo da temperatura de 20°C
paral°C (AMANN & PICKETT, 1987).

Durante a criopreservacdo, membranas que compdem as céulas esperméticas,
componentes do citoesqueleto e da cromatina sd0 suscetivels as injlrias. Entre as
membranas esperméticas que podem ser afetadas, incluem-se a membrana plasmética,
a membrana acrossoma externa e a membrana mitocondrial (WATSON, 1995).
Essas injurias podem ser irreversivels, pois a organizacdo lipidica das membranas €
alterada apos este procedimento (HISKOVSKA-GALCHEVA e d., 1989; BUHR et
a., 1994).



Duas condigbes edressantes a cdula espermatica ocorrem  durante a
criopreservacdo: a primeira condicdo esta relacionada com os efeitos da mudanca de
temperatura e a segunda, aformacao dos cristais de gelo (WATSON, 1995).

Segundo WATSON (1995), a severidade das alteracOes € ainda maior entre 12
e 2°C e as consequéncias podem ser observadas, sobretudo, na membrana plasmética,
no acrossoma e nas mitocondrias (PURSEL et d., 1973; WATSON & PLUMMER,
1985). Contudo, HARRISON e VICKERS (1990) por meio de experimentos,
obsarvaram que a integridade da membrana plasmética dos espermatozéides de
mamiferos foi rgpidamente perdida durante o choque térmico, enquanto a maioria das
mitocOndrias permaneceram intactas.

As dificuldades inerentes a0 processo de criopreservacdo ndo estdo na
habilidade dos espermatozdides se manterem vidveis a -196°C (temperatura em que
ndo ha reagbes bioquimicas, nem energia térmica dentro das cdulas), mas sm, em
suportar 0s danos que ocorrem durante 0 congelamento e o0 descongel amento,
principdmente ap passarem pela zona de temperatura critica, entre -15°C e -60°C.
Nesta faixa de temperatura, ocorrem fendmenos oriundos do processo de
refriamento, tas como: formacdo de cridais intracdulares e extracdulares,
desidratacdo e distorcdo da membrana plasmética (ANGOLA, 1994).

Outro aspecto referente a crioinjUria esta associado aos danos celulares que
também podem ocorrer durante o descongelamento, devido a recristdizacdo de
crigtas de gelo microscopicos, que formardo os grandes crigtais lesvos a edtrutura
espermética (WATSON, 1995).

Diferentes graus de ressténcia da cdula espermdica a0 processo de
criopreservacd Sa0 observados entre as espécies. Exames da  ultra-estrutura
espermatica com microscopia eetronica, antes e agpds 0 congelamento, mostraram
gue a ultra-estrutura de espermatozoides bovinos eram quase idénticos antes e depois
do processo. Contudo, espermatozdides de ovinos e suinos apresentaram danos
consgentes na membrana externa e no complexo acrossoma, com formacdo de
edema de acrossoma e remoc¢do totd de regifes citoplasméticas. JA em eqlinos, as
lesBes encontradas foram minimas (HEALEY , 1969).



Os indices de congdabilidade do sémen caprino sdo influenciados por
diversos fatores, destacando-se variagbes individuas (CORTEEL, 1985,
MACHADO, 1991); raciais (CORTEEL, 1985); condicdo clinica-andrologica dos
doadores (SIMPLICIO e MACHADO, 1989); variagdes sazonais (CORTEEL, 1985)
e 0 método de coleta (IRITANI e NISHIKAWA, 1964), dentre outros. Desse modo,
com O objetivo de minimizar fenbmenos, sio adicionadas aos diluentes de

sAmen, substancias crioprotetoras, como o glicerol e as amidas (ANGOLA, 1994).

2.2. Presenca de Plasma Seminal

A funcdo do plasma semind vem sendo discutida de forma controversa, como
descrito em véios atigos. Acreditava-se que o0 plasma semind tinha pouquissma
importancia na reproducdo, baseado nas observagfes de que 0 espermatozoide suino
do epididimo poderia ser inseminado com sucesso. Durante as Ultimas décadas, tem
s tornado evidente que a fertilizacdo nd € um smples processo, mas Sm, O
resultado de um grande nimero de processos precisamente controlados. Hoje ndo ha
divida de que o plasma semind tem um importante papd nas fungdes reguladoras do
processo anterior a0 da penetracdo do espermatozoide no ovocito. Algumas dessas
funcbes estéo baseadas na interacdo direta entre plasma semind e espermatozdide:
nutricdo, protecéo, regulacdo da motilidade, capacitacdo, reconhecimento e ligacdo
gamética. Outros efeitos estdo relacionados com o trato genitd feminino e por iSO,
podem influenciar indiretamente a fiSologia do espermatozéide, via intensficacdo
das contragbes uterinas, do relaxamento do istmo tub&io e da  modulagdo
imunoldgica do utero (WABERSKI, 1996).

No bode, a remogdo do plasma semina, imediatamente gpds a coleta, aumenta
a porcentagem de céulas vivas e a motilidade durante a preservagcdo em diluentes a
base de gema de ovo ou leite, mas com qualidade inferior a encontrada no epididimo,
indicando a presenca no plasma seminad como um componente prgudicid para a
criopreservacao (LEBOEUF et d., 2000).

AAMDAL e d. (1965) verificaram a presenca de uma enzima no plasma
semind, conhecida como “fator coagulante da gema de ovo’ ou lecitinase ou

fodfolipase A, que causava a imobilidade dos espermatozOides. Essas enzimas



cadisavam a hidrdlise da lecitina da gema de ovo em &cidos graxos e lisolecitinas,
sendo as Ultimas as responsavels pela toxicidade aos espermatozoides (AZAWI et d.,
1993; MENDEZ et d., 1994). Assm. a presenca de fosfolipases no plasma semina
de caprinos, comprometendo a viabilidade do sémen durante o processo de
congelamento, leva a muitos questionamentos sobre 0 método a ser adotado para a
criopreservacdo espermética nesta espécie, influenciando a técnica de remocgdo do
plasma semina (BARBOSA, 1999).

A diminuicdo da sobrevivéncia dos espermatoziides durante o congelamento
em diluentes com leite € proveniente de uma fracdo protéica, originaia da glandula
bulbouretral caprina, denominada SBUIII, que interage com os condituintes do
diluente, inibindo a motilidade do espermaozéide, deteriorando a quaidade dos
movimentos, promovendo lesdes no acrossoma e morte dos espermatozoides. O
componente glandular responsavel por esse efeto tem Sdo identificado como uma
lipase triacilglicerol (PELLICER, 1995).

Apesr da exigéncia de trabalhos reaivos a bioguimica do sémen, ha
limitada informagdo sobre a congelabilidade de sémen caprino e os efeitos da técnica
de remoc¢do do plasma semind nos danos de membrana plasmética e na liberacéo das
enzimas Glutamato Oxdacetato Transaminase (GOT) e Glutamao PFiruvao
Transaminase (GPT). Essas liberagbes no liquido extracdlular tém sdo usadas como
indicativo de danos na membrana das cdulas espermédticas, existindo correacéo
negativa entre a liberacdo de GOT e GPT e a motilidade progressiva, durante o pré e
pos-congelamento do sémen (TULI et d., 1991).

TULI e HOLTZ (1992) reportaram diferenca sgnificativa na liberacdo da
enzima GOT no liquido extracdular, quando utilizaram diferentes diluentes no
processo de congelamento de sémen caprino. De forma semehante, SINGH et 4.
(1993) demongtraram ter havido maior liberacdo de GOT e GPT pos-diluicéo, pré e
pos-descongelamento, com o uso de diluente a base de lactose do que com o diluidor
Tris, demongtrando assm, superioridade desse, na manutencdo da integridade dos
espermatozdides.

Com rdacdo a liberacd de GOT e a quantidade de glicerol usado no
congdamento de sémen, foram observados maiores extravasamentos da enzima com



a auséncia de glicerol, do que quando se utilizou glicerol na propor¢do de 10% do
meio (DROBNIS et d., 1980).

MEMON et a. (1985) e DUNNER (1993) observaram perda da motilidade
espermética progressva e da morfologia acrossoma na presenca do plasma semind
com diluidor leite, sem presenca de gema, concluindo ser benéfica a remocéo do
plasma semind na preservacdo da integridade dos espermatozéides apds o
descongelamento, independente do diluente usado. Adiciondmente, ndo relataram
aumento na porcentagem de danos acrossomais em sémen lavado.

Ejaculados caprinos lavados duas vezes em solugdo de Krebs-ringer-fosfato-
glicose, sob centrifugacdo de 700g e findmente, diluidos em leite desnatado
contendo 0,05% de glicose e 7% de glicerol (adicionado em duas etapas gpds 0
periodo de equilibrio), apresentaram apenas 1,3% de diminuicdo na taxa de SPTZ
movels, enquanto nos gaculados ndo lavados e diluidos no mesmo meio, a reducdo
da motilidade foi de 22% aos 180 dias de conservacdo a -196°C. Assm, alavagem do
gaculado caprino melhora a sua capacidade de conservagdo, quando diluido em
lucdo a base de leite desnatado e estocado a -196°C, em nitrogénio liquido
(CORTELL e BARIL, 1975), uma vez que existe corrdacdo negativa entre o volume
do plasma no gaculado e a porcentagem de células méveis apds o descongelamento
(CORTEEL e LEBOEUF, 1988).

Por outro lado, PINTADO et d. (1992) ao utilizarem diluente & base de Tris-
glicose-gema e dupla centrifugacdo a 700g com o préprio diluente como solugcéo de
lavagem, concluiram que o0s procedimentos de congdamento e centrifugacéo
reduzem dggnifictivamente, a viabilidade espermética “in vitro”. Da mesma forma,
RESENDE e WEITZE (1987) obtiveram taxa de fertilidade de 52% em inseminagOes
intra- uterina, empregando como diluente, uma solucdo de Tris e gema de ovo sem

retirada do plasma semina no sémen congelado.

2.3. Diluentes

O sémen caprino € muito sensivel a0 choque térmico, as variagbes de pH e
pressdo osmética da solugdo diluente (DEKA e RAQO, 1985a). Sendo assm, 0 uso do
diluente apropriado € bésico para 0 sucesso da preservacdo dos espermatozoides



(AZAWI e d. 1993). Um diluente ided precisa ter dguns requisitos nutrientes
como fonte energética para 0s espermatoziides, crioprotetores que minimizem 0s
efeitos do resfriamento e congelamento; manutencéo do balango eetrolitico e pressio
osmdtica;, adém da presenca de antibidticos, os quais inibem o crescimento
microbiano (MEMON e OTT, 1981).

Segundo SILVA FILHO (1994), citado por PEREIRA (2000) os componentes
bésicos dos diluidores sdo: &gua, tampdes ou substéncias idnicas, macromoléculas,
carboidratos e antibidticos. As macromoléculas ou lipoproteinas, tais como as
contidas no leite ou gema de ovo protegem o espermatozdide do choque térmico. Os
carboidratos ou substratos metabolizaveis, tas como glicose, auam como fonte de
energia. Os tampdes ou substancias idnicas, tais como solugbes a 11% de lactose
removem 0s ions hidrogénio produzidos peo metabolismo esperméico e os
antibidticos, como penicilina e edreptomicina retardam ou diminam o crescimento
bacteriano (ENGLAND, 1993; NELSON & COUTO, 1994). Alguns dos diluentes
mais usados no congelamento de sémen caprino s a base de citrato de sodio, gema
de ovo, lactose, agua de coco, Tris e leite de vaca desnatado em p6 e recongtituido
(BARBOSA ,1999).

Para tranformar uma cdula mas resgente ao choque térmico, seria
necessaria uma reducdo no nUmero de canais ou poros que se formam na membrana
plasmatica durante a reducdo da temperatura. Com isso, perdas inerentes a0 choque
térmico seriam reduzidas. Presumivemente, edtas seriam agbes das macromoléculas
contidas nos diluidores de leite ou gema de ovo (PICKETT, 1987)

A indabilidade dos condituintes dos diluentes, depois de dissolvidos
(BERLINER, 1942) e a diferenca existente na composicdo da membrana espermética
entre espécies, racas e, anda entre individuos da mesma esgpécie devem ser
considerados como obstaculos para a sdecdo dos diluidores (HOLT, 2000). A
determinacdo de um diluidor mais €ficaz na criopreservacéo dos espermatozoides
contribuira para diminuir os fatores da variabilidede individud em tolerar os efeitos
deletérios da criopreservacdo (SANTOS, 2003).

DESHPANDE E MEHTA (1991), comparando motilidade espermética pos-
descongdlamento, para avdiar diluentes citrato-gema, trissgema e leite desnatado,



observaram mehores resultados com o citrato-gema, seguindo-se 0 tris-gema e 0s
piores resultados foram obtidos com o diluente & base de leite desnatado. Por sua vez,
DEKA e RAO (1987) e MENDEZ et a.(1994) mencionaram melhores resultados de
motilidade esperméatica pds-descongdamento com o diluente tris-gema comparado
com o citrato.

BARBOSA (1999) concluiu que a criopreservacdo de sémen tota caprino
com diluentes contendo leite desnatado-gema produzia taxas de gedtacdo e
prolificidade semehantes aos procedimentos de monta naturd. Entretanto,
ANDRADE (1996) observou que 0 uso de diluente Tris-frutose-gema para
congelacdo de sémen caprino resulta em maior taxa de fertilidade, quando comparado
com a solucéo diluente a base de leite desnatado UHT. Estes dados demonstram que
0s resultados de congdamento de sémen cgorino anda SsBO  inconsgtentes,

dificultando a definicdo de um diluidor mais adequado.

2.3.1 Diluentes a base de gema de ovo

Freglentemente, os diluentes utilizados na criopreservacdo  espermdica
possuem na sua composicao gema de ovo, que oferece protecdo sobre a membrana do
espermatozdide (SANTOS, 2003), ndo sendo, porém, iguamente efetiva para todas
as espécies (WATSON, 1995).

A gema de ovo contém leciting, seu componente fosfolipidico, que parece
proteger a membrana por redtituir os fosfolipideos perdidos pelos espermatoziides,
durante o choque térmico (WATSON, 1995). Segundo BOUCHARD et a. (1990), os
fodolipidios interagem com a edrutura lipidica da membrana plasméica dos
epermatozoides, conferindo-lhes protegdo durante o crioprocessamento (HOLT,
2000).

A resgténcia que os espermatozdides adquirem com a adicdo de gema de ovo
deve ser dependente da presenca de fator ou fatores em iniciar ou produzir aterages
na cdula, resultando em maior resséncia as condigdes desfavoraveis. Exigem duas
formas de ressténcia: adquirida ou inerente. Mais de 90% dos espermatozoides do
epididimo sdo inerentemente resigtentes, mas podem perder esta resgténcia ao

passarem pelo trato genital masculino até serem gaculados. Neste ponto, apenas uma
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pequena proporcao retém a capacidade de resistir as variagdes do meio (MAYER &
LASLEY, 1945). Os autores acrescentaram que individuos dentro da mesma espécie
e diferentes espécies de animais variam quanto a0 nimero de células no sémen, que
apresentam esta capacidade inerente de ressténcia.

A gema de ovo € empregada junto aos diluidores em concentragbes que
variam de 10 a 20% (ENGLAND, 1993). Contudo, o teor a ser adicionado relaciona-
se também a capacidade tampdo de outros componentes do diluidor (FARSTAD,
1996).

Resultados inferiores de MIP (motilidade individud progressva) pos
descongelamento  foram obtidos por DUNNER (1993), quando o glicerol foi
adicionado antes da refrigeracdo e na auséncia de gema de ovo. O autor atribuiu o
ocorrido a brusca mudanca de osmolaridade provocada pela adicdo do glicerol em
temperaturas mais €evadas, podendo devar a osmolaridade do meio para nivels
acima de 600mOsmol/L, 0 que ndo é suportado pela cdula espermética caprina. Essa

dteracdo ndo foi verificada quando o meio diluente continha gema de ovo.

2.3.2 Diluentes a base de leite

Assm, como a gema de ovo, o leite desnatado tem efeito crioprotetor por acéo
da caseina, sendo o diluente mais usado para a espécie caprina (BARBOSA, 1999).

O diluidor de Minima Contaminacdo, proposto por KENNEY et a. (1975),
condtituido por uma associacdo de leite em pO desnatado e glicose, tem sido utilizado
por V&ios pesquisadores. Essa superioridade do leite também foi relatada por MELO
e NUNES (1991), quando o compararam em relacdo a agua de coco, com base na
motilidade progressva pés-descongelamento, sendo que estes resultados podem ser
atribuidos a diferenca na composicéo dos diluentes usados, como também, ao méodo
de processamento e congelamento do sémen caprino (TULI e HOLTZ, 1994; DAS e
RAJKONWAR, 1995).

VARNER e d. (1988) trabdhando com diferentes curvas de resfriamento e
utilizando o diluidor de lete e glicose, obtiveram adequada protecdo a0
espermatozoide equino contra 0 choque térmico, quando se avdiou 0 parametro de
conservacd da motilidade espermética Segundo os autores, os fosfolipidios
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presentes no leite podem agir promovendo modificagbes edtruturais na membrana
plasmdica do espermaozoide, permitindo com isso, sua adeptacdo a baixas
temperaturas. Outro mecanismo de acdo pode estar correlacionado com a ligagéo de
vérias subgtancias presentes no leite, tais como lecitina e caseing, ao cdcio liberado
na camada lipoprotéica externa do espermatozéide, quando ocorre o choque térmico,
impedindo que este passe para o interior da céula e desorganize o citoplasma e iniba
Sstemas enziméticos (QUINN e WHITE, 1966).

Diferentes tipos de diluentes a base de leite e seus derivados tém sdo
propostos pelos pesquisadores, destacando-se dentre eles, a associagdo do leite
desnatado aguecido com a gema de ovo (TISCHNER, 1988). MIHAILOV (1949), ao
comparar 0 tempo de sobrevivéncia espermédtica eqlina com a utilizacdo de leite de
diferentes espécies, observou que 0 leite de vaca permitia uma sobrevivéncia de até
108 horas. Da mesma forma, THACKER et a. (1994) demonstraram a capacidade do
leite em manter a motilidade do sémen bovino por um periodo satisfatorio.

Devido a complexidade da composicdo do leite, exisem componentes que
podem ser benéficos ou prgudiciais aos espermatozéides BATELLIER et d., 1997).
Deda forma, THACKER e d.(1994) verificaram que resultados benéficos foram
obtidos com o0 aquecimento do leite, devido a hidrdlise da lactose em glicose e
gdactose, que sio fontes de energia prontamente disponivels para oS
espermatozoides.

THACKER et d. (1994) observaram a presenca desses fatores presentes no
leite ndo aquecidos, que se apresentavam toxicos para 0s espermatozdides bovinos.
Possvemente, a lactenina, um agente antiestreptococico encontrado no leite cru,
seria o0 fator toxico (FLIPSE et d., 1954). Vé&ios pesguisadores concluiram que o
leite fresco, desnatado ou integra, deveria ser aguecido ou tratado quimicamente com
substéncias contendo redicais aulfidrilas, para promover maior viabilidade dos
espermatoziides (BOYDE et d., 1954).

2.4. Crioprotetores
A Utilizacdo de agentes crioprotetores no congelamento do sémen é essencid

paa a manutencdo da qudidade espermdica Entretanto, nd permitem a



sobrevivéncia de 100% das células, o que pode ser explicado por apresentarem efeitos
toxicos, que dependem principamente da concentracdo do crioprotetor utilizado e do
periodo de exposicéo da cdlulaao mesmo (SANTOS, 2003).

Lesdes na membrana espermética, efeitos osmoticos indesgavels, ateracOes
das interagOes entre 0s espermatozoides e o trato reprodutivo das fémeas e disfuncéo
da fusdo do espermatozdide com o ovécito podem ser efeitos da toxicidade dos
crioprotetores utilizados (HAMMERTEDT e GRAHAM, 1992).

Os crioprotetores devem proteger as cdlulas da formacdo e desestruturacéo
dos crigtais de gelo, das mudangas de meio e do estresse resultante da mudanga na
temperatura (WATSON, 1995).

Estes crioprotetores podem ser classficados segundo seu mecanismo de acéo.
O dliceral, juntamente com outras pequenas moléculas como o metanal, etilenoglical,
1,2-propanodiol, butanodiol, dimetilsulféxido e as amidas petencem a0 grupo que
penetra na cdula. As grandes moléculas presentes no leite, gema de ovo, aglcares e
nos polimeros dntéticos sdo classficados como crioprotetores ndo-permeantes
(HOLT, 2000).

Os crioprotetores permeantes atuam por meio de suas propriedades
coligativas, diminuindo o ponto crioscdpico intracdular. Desta forma, uma
quantidade maior de &gua va permanecer no estado liquido sob baixas temperaturas,
dminuindo a concentragéo intracdlular de solutos, proporcionando um  ambiente
menos deletério a cdlula espermética durante o congelamento (WATSON, 1995).

Os crioprotetores ndo permeantes protegem a cdula por meio de efetos
osmaticos. Estas substancias criam um meio hipertdnico que induz a saida de agua do
meio intracelular para o extracdlular, causando a desidratacd0 do espermatozoide e
posterior reducdo da formacdo de cristais intracdlulares durante a congelamento
(DALIMATA e GRAHAM, 1997). Além disso, tanto os crioprotetores permeantes
guanto os ndo-permeantes interagem com os fodfolipidios presentes na membrana
espermdtica e permanecem associados a estes durante todo o processo de
congelamento, conferindo edtabilidade & membrana (DALIMATA e GRAHAM,
1997).

13



DALIMATA e GRAHAM (1997) observaram que 0 uso combinado de
diversos crioprotetores pode oferecer maior protecdo que seu uso isolado. Além disso,
alguns podem favorecer a acéo de outros.

A escolha do crioprotetor parece ser uma prova de tentativa e erro em quase
todas as investigaches. Isto é parcidmente devido a0 fato de ainda ndo haver uma
explicagdo completa e satisfatoria do mecanismo de acdo dos crioprotetores (HOLT,
2000). Sendo assim, novas pesquisas S80 necess&rias ha busca de crioprotetores ou na
combinacdo destes, com o intuito de diminuir o efeito téxico e mehorar os indices de
fertilidade do rebanho caprino salecionado.

2.4.1 Glicerol

O glicerd é um d&cool palihidrico dtamente permeavd e amplamente
empregado no congelamento de sémen nas diferentes espécies (RODRIGUES, 1997).
Sua descoberta foi um dos maiores avancos na criopreservacao espermética, evitando
dteracOes irreversiveis, como a reducdo da estabilidade da membrana plasmética
associada a0 aumento da permesbilidade, danos no acrossoma, desidratagéo celular,
liberacéo de enzimas e fosfolipidios (CAVALCANTI et d., 2002).

O efeto protetor do glicerol é mediado por propriedades coligativas,
depressdo do ponto de congelamento e uma consequiente reducéo da concentracdo de
detrdlitos na fracd ndo congelada em qualquer temperaiura (LOVELOCK e
POLGE, 1954). Asxociado a ede primero mecanismo de acgdo, segundo
HAMMERSTEDT e GRAHAM (1992), o dlicerol pode promover ateragcbes na
bicamada lipidica, a0 penetrar entre os fosfolipidios e promover a edtabilidede da
membrana plasmética, interagir com o citoesqueleto e proteinas microtubulares
espermaticas, dém de participar do metabolismo cdular.

Apesar do €efeito protetor, o glicerol € téxico e sua concentracdo no meo
diluidor deve edtar entre a minima necessria para promover protecdo e a maxima
permitida para ndo causar danos aos espermatozoides (COTORELLO e HENRY,
2002).

A concentracdo Gtima de glicerol pode ser influenciada por outros

componentes do diluente, dém da curva de resfriamento e protocolo de congelamento
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e descongelamento. Contudo, o fator determinante esta relacionado com a espécie
(SANTOS, 2003).

FRASER (1962) verificou que os mehores resultados no congeamento de
sémen cgprino foram obtidos, utilizando 6 a 9% de glicerol, uma e meia a duas horas
de periodo de equilibrio e taxa de resfriamento muito lenta de £ C para 0°C. O sémen
assm congelado foi utilizado para inseminar seis cabras, das quas cinco ficaram
gedtantes na primeira inseminacao.

Segundo WAIDE et d. (1977), o glicerol promove maior protecdo ao semen
caprino que o etilenoglicol e o propilenoglicol, sendo que suas concentragtes devem
variar de 3 a 9% nos meios diluentes (LEBOEUF et d., 2000).

2.4.2 Amidas

As amidas, td como a formamida, a acetamida e a lactamida, sdo agentes
crioprotetores permeantes que promovem bons resultados, quando utilizadas na
preservacdo de espermatozdides de bovinos, eqlinos, suinos (exceto formamida) e
coelhos, durante o processo de resfriamento e congelamento (HANADA e NAGASE,
1980; DALIMATA e GRAHAM, 1997; KEITH, 1998; SNOECK et d., 2001).

SANTOS (2003) observou melhores resultados nos testes “in vitro” de sémen
canino descongelado, quando utilizou diluentes contendo Lactose-gema e 5 % de
dimetil-formamida.

VIDAMENT et d. (2002) avdiaram o efeito de concentracOes crescentes de
glicerdl e dimetil-formamida sobre a moetilidade e fertilidade do espermaozbide
equino e observaram que a dimetil-formamida a 2% foi téo eficiente quanto o glicerol
(2 a 3 %) em manter a motilidade e capacidade de fertilizacdo dos espermatozdides
equinos. Porém, MEDEIROS et d. (2002), estudando o €efeito de trés amidas
(dimdil-formamida, metil-formamida e dimetil-acetamida) sobre o sémen  eqiino
congelado, observaram que as amidas foran mas €ficientes em proteger os
espermatozoides dos efeitos deletérios do congdamento quando comparadas ao
glicerol, superioridade também observada na preservacdo do sémen de garanhfes
consderados de baixa congelabilidade (GOMES &t d., 2002).
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A dimetil-acetamida tem demonstrado ser um agente crioprotetor superior ao
glicerol para o congelamento espermético de aves e peixes, estando associada a boas
taxas de fertilidade (LAKE and RAVIE, 1984; McNIVEN et d., 1993; HUBNER e
SCHRAMM, 1989). Da mesma forma, ANDREEV et a. (1984) rdataran que a
presenca de dimetil-formamida em diluidores para sémen e congelado de gansos,
promovem taxas de gestagcdo de 81% e 90,8%, respectivamente.

As amidas gparecem como dternativas de crioprotetores no congelamento do
sémen, uma vez que ndo gresentam efeitos téo tdxicos quanto o glicerol (BLANCO
et d., 2000). Entretanto, os efeitos das amidas na criopreservacdo do smen caprino

ndo foram relatados na literatura consultada.

2.5. Resfriamento, taxa deresfriamento e periodo de equilibrio.

A proposta do resfriamento do sémen é reduzir 0 metabolismo celular e a sua
deterioracdo. Contudo, o resfriamento rgpido pode levar a0 choque térmico e a outras
lesdes. A taxa de redfriamento va depender do volume do sémen diluido e da
temperaturainicid da suspensdo espermética (SQUIRES et al., 1999).

No processo de resfriamento dos espermatozdides, ateracbes no arranjo
laminar da membrana plasmética podem ser evidenciadas, quando esta possui em sua
condituicdo  fodolipidios de caddas dtamente insauradas. Alguns desses
fosfolipidios podem assumir um aranjo circular, denominado de hexagond-II, com
as extremidades hidrofilicas internas e as extremidades hidrofdbicas externas. Para
muitos lipidios, essa formacéo da fase hexagona-Il é trangitéria até o nicio da fase
cigdina e gd. Porém, para certos fosfolipidios, edrutura permanece durante
todo o reffriamento e torna-se irreversivd, impossbilitando a reorganizacdo do
aranjo bilaminar, quando ha o reaguecimento do espermatozéide em temperatura
ambiente. Com iss0, ha formacdo de canais hidrofilicos, que possibilitam a passagem
de ions ou outras moléculas pequenas, levando assm, a um aumento prejudicid da
permeabilidade da membrana (AMANN & PICKETT, 1987).

Quando uma membrana plasmética é resfriada, seus componentes podem
organizar-se  pela agregacdo de lipidios condituintes de camada sSmples e
redigribuicio de proteinass (ORTMAN e RODRIGUEZ-MARTINEZ, 1994).
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Entretanto, a composicdo das membranas que recobrem os espermatozoides difere
entre suas regides, razdo pela qual ocorre respodta diferenciada a0 efeito do
refriamento. Assm, 0s espermatozoides requerem um periodo de resfriamento
adequado para desenvolverem ressténcia maxima aos efeitos da criopreservacéo
(ENGLAND, 1993). E durante este periodo que 0s espermatozéides interagem com
0s componentes da gema de ovo e adquirem ressténcia ao choque térmico e a
criopreservacdo (WATSON, 1996).

As dteragbes fiscas e quimicas das membranas cdulares, causadas peo
resfriamento, podem ser irreversiveis assm como a diminuicdo da fluidez e aumento
na permesbilidade da membrana, danos ao acrossoma, liberacdo de enzimas e
fosfolipidios, reducdo na eividade metabdlica e no consumo de ATP. Todas essas
consequiéncias podem comprometer parcid ou totamente a fertilidade (WEITZE e
PETZOLDT, 1992; FARSTAD, 1996).

As taxas de redfriamento podem s divididas em trés categorias lentas
(<0,33°C/min); médias (0,33°C/min a < 1,0°C/min) e répidas (>1,0°C/min)
(DOUGLASHAMILTON et a., 1984).

No espermatozdide eqlino, as dteragbes na natureza biofisca inicdam na
temperatura abaixo dos 37° e, especidmente dos 20°C. Além disso, 0 sucesso da
criopreservagdo provém das interagBes entre diluidor e cdulas esperméticas, taxas de
refriamento e temperatura de armazenamento (AMANN e PICKETT, 1987). Assm,
0 $émen pode ser rapidamente resfriado de 37°C a 20°C, mas deve ser resfriado a
taxas menores ou iguais a 0,5°C/min de 20°C a 5°C para que hga a manutencéo da
fertilidade.

O periodo de equilibrio mais indicado para a @ngelamento de sémen caprino
encontra-se entre 1 a 4 horas (DAS e RAJKONVAR, 1995; DUTTA et al., 1996).
Quando 0 smen é congelado sem a diminacdo do plasma semind, o gaculado fresco
pode ser diluido em uma diluicdo smples com glicerol a temperaiura de 30°C,
resfriado por 1-1,5 h a 45°C e congelado sem o periodo de equilibrio (RITAR et d.,
1990).
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2.6 Congelamento e descongelamento de sémen

Cada tipo cdlular possui uma taxa de congdamento Gtima para sobreviver a
criopreservacd. Com relacdo aos espermatozoides, foram determinadas varias taxas
gue podem variar conforme a espécie anima em questéo, o diluidor utilizado, o
méodo de estocagem de sfmen e a concentracdo do crioprotetor no diluidor
(WATSON, 1995).

E importante sdientar que a curva de congdamento ided deve ser
suficientemente lenta para permitir que os espermatozdides se desidratem e, rgpida o
bastante para evitar que os espermatozdides fiquem expostos por muito tempo as dtas
concentragoes de soluto (SNOECK, 2003).

Muitos danos so verificados apds 0 processo de congelamento e
descongelamento (WATSON, 1995; HOLT, 2000), tendo a etapa de congelamento
influéncia decisva sobre a viabilidade dos espermatozdides submetidos a
criopreservacdo (PENA e LINDE-FORSBERG, 2000).

O processo de descongelamento pode ser tdo deletério aos espermatozdides
guanto a congelamento e, os principas €feitos adversos s aribuidos a
recrigdizacdo de microcrigals de geo intracdular, quando o0 descongdamento é
redizado lentamente, ou devido a ateragbes bruscas do volume ceular, quando o
descongelamento se procede muito rapidamente, dém de dteracbes de edtrutura e
funcéo da membrana plasmética (WATSON, 1995; HOL T, 2000).

HOLTS e d. (1992), edudando a permesbilidade das membranas
esperméticas de carneiro, doservaram que a maioria das lesdes ocorria na faxa de 2 a
30°C do descongelamento, ou sga, depois da dissolucdo dos cristais de gelo e
rediluicdo.

TULI et d. (1991), utilizando testes “in vitro” de sémen de bodes Boer,
encontraram melhores resultados com descongelamento de pahetas em 70°C por 7
segundos, quando comparado ao descongelamento em 37°C por 2 minutos ou a 40°C
por 20 segundos.

De modo gerd, o descongelamento € redlizado levando-se em consideracdo a
taxa de congelamento. Se o congdamento foi redizado de maneira rgpida, assm deve

ser 0 procedimento para 0 descongelamento e vice-versa (STROM et d., 1997).
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2.7 Avaliagbes“in vitro” do sémen criopreservado

A insminacéo atificid com sémen congdado consste no méodo de andise
“in vivo” mas €ficiente, quando se tem o intuito de avdia a manutencdo do
potencia fértil dos espermatozdides (ENGLAND, 1993). No entanto, as andises ‘in
vivo” requerem uma gama de animais para serem avaiados e também dependem de
uma variedade de fatores, que vao dém da qudidade semind, tais como, nimero de
doses e volume ided de sfmen para redizacdo da inseminacdo, nimero de
inseminagles, loca de deposicdo do sfmen, momento ided para inseminagdo, aém
dos fatores individuais da fémea (FARSTAD, 1996).

Com o obeivo de andisr dgumas das caacteridicass que o0s
epermatozéides mantém gp0s a descongdamento, andlises “in vitro” podem ser
empregades. Estas devem avdiar a funcdo espermédica, iso € avdiando a cédula
como estando apta ou ndo a redizar a fecundacdo do ovdcito, semelhante a0 que seria
avaliado em estudos ‘in vivo'. Para td, o sémen deve ser submetido a aguns testes
especificos que analisam, entre outras caracteristicas, 0s seus par@metros fisicos, a
integridade da membrana plasmética e do acrossoma, adém da longevidade dos
espermatozéides (ROTA et d., 1998, LARSSON e RODRIGUEZ-MARTINEZ,
2000).

A vaidvd mas utilizada paa etimar o percentud de espermatozoides
viavels é a avdiacdo subjetiva da motilidade e do vigor. Embora Utes e
rotineramente empregados, esses métodos ndo S30 0s ideais, pois consderam apenas
duas caracteridticas da cdula espermética. Além diso, estdo sujeitas as influéncias de
aguns fatores, como a temperatura de conservacdo da amostra, o volume da gota,
tempo entre preparo da lamina e sua avdiacdo, assim como a variagdo inter-
avaliadores (ZUCCARI, 1998).

O processo de preservacéo do sémen, particularmente no estado congelado,
causa danos ultrarestruturais, bioquimicos e funcionais aos espermatozoides,
resultando na redugdo da motilidade, viabilidade, dificultando o transporte no trato
reprodutivo feminino e, conseqlentemente, preudicando a fertilidade (LEBOEUF et
al., 2000).
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Segundo CBRA(1998), as caracterigticas seminais de caprinos devem seguir o
seguinte padréo: volume superior a 0,8 mL; turbilhonamento presente; vigor acima de
3 n° totd de espermatozéides acima de 2X10%; motilidade espermética de 80%;
acima de 90% de espermatozoides normais e producado de até 20 gjaculados/semana.

Entretanto, ao utilizar sémen congelado, este deverd conter alguns requisitos
poOs-descongelamento, de acordo com a portaria SDR-26, de 05/09/1996, proposta
pelo CBRA (1998): volume da dose maior que 0,25 ml; motilidade progressiva maior
que 30%; vigor maior que 2; defeitos totais menores que 20%; defeitos totais maiores
inferiores a 10% e nimero de espermatozGides com moetilidade progressva maior que
40X 10° por dose.

2.7.1 Avaliacdo da morfologia espermética

Espermatozbides anormais podem acancar a zona pelicida (ZP) “ in vitro”,
contudo, penetram de forma insatisfatoria, promovendo falha da formagdo norma do
pré-nicleo masculino. Assm, nos Orgéos genitais femininos ocorrem a sdlecdo dos
espermatozoides, para que apenas as cdulas espermaticas normais cheguem ao sitio
de fertilizacdo. (PILIP et al., 1996).

Apls a criopreservacdo, 0 exame do sémen criopreservado € redlizado pela
microscopia acoplada a contraste de fase, atentando para dteragdes de membrana,
como danos de acrossoma e defeitos de cauda. Estes danos sdo freqUentemente
produtos do processamento do sémen e ndo estéo relacionados com a baixa fertilidade
do reprodutor. Porém, indicam fdha na criopreservacd e compromete agpenas a
fertilidade da dose inseminante, se estes danos estiveram em indices devados (DEEN
DAAS, 1997).

Para avdiacdo das caracteristicas morfologicas dos espermatozoides, podem
ser utilizados esfregacos corados ou preparagdo Umida, associados ou ndo. O método
de preparacdo Umida é mais indicada que esfregagos corados por técnicas
convencionais. Entretanto, coloragbes especificas para determinadas partes do
espermatozdide podem melhorar a acuidade do exame (CBRA, 1998).



2.7.2 Testedetermoresisténcia

Com o propésto de predizer a fertilidade semina, uma das caracterigticas
avdiadas € o comportamento dos espermatozdides incubados a 37°C (BARNABE et
al., 1981). Nesta condicdo, LUCWICK et a. (1948), citados por BARNABE et 4.
(1981) observaram uma relacéo dtamente sgnificaiva entre fertilidade e longevidade
de espermatozoides de bovinos a 38°C.

Os tedtes de termo ressténcia adquiriram grande aceitacdo, uma vez que o
sémen é submetido a condicdo de temperatura semelhante a que fica exposto no trato
genitdl das fémeas em edtro, dando uma idéia de resséncia do sfmen pés
inseminacdo (BARNABE e d., 1981). Entretanto, segundo estes mesmos autores, 0
teste de ressténcia lento € uma prova demasiadamente rigida para a avaiacédo de
amodiras de sémen.

De acordo com o CBRA (1998), o teste é redlizado mantendo a amostra em
banho-maria a 37°C, sendo que apds cinco minutos, a motilidade espermética ndo
podera ser inferior a 30% com vigor minimo de 2, para o sémen congelado.

MCLAUGHLIN et d. (1992) verificaram que 0 processo de criopreservacdo
diminui a motilidade média dos espermatozdides em cerca de 40% dos valores
inicias, com reducdo maior no sémen de pior qudidade. A perda da motilidade
espermética progressva pode ter ocorrido tanto em fungdo de danos na membrana,
guanto da reducdo da motilidade que varia entre os g aculados.

SANTOS (2001) e BARBOSA (1999) observaram que tanto a motilidade
egpermética quanto o0 vigor apresentam comportamento semelhante durante o TTR:
elevadas nas primeras horas do teste, diminuindo nas horas intermedi&ias e
posteriormente, estabilizando- se em valores baixos nas horas finais do teste.

NUNES (1988), utilizando o TTR lento e avdiando a qudidade semind
caprina gpos a criopreservacao com dois diluidores (agua de coco e leite desnatado),
verificou que o diluente leite desnatado apresentou motilidede pos-descongelamento
superior (75%). Entretanto, as partidas diluidas em agua de coco apresentaram maior
manutencdo da motilidade espermética
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2.7.3 Avaliacao da integridade da membrana plasmatica (T este Hiposmatico)

A integridade da membrana dos espermatozéides ndo € importante apenas
para 0 metabolismo espermético, mas também para 0 sucesso do processo de
fertilizacdo. A avdiacdo da integridade funciona da membrana plasméica pode ser
usada como indicador da capacidade fertilizante dos espermatozéides (JEYEDRAN
eta., 1984).

O uso do teste hiposmético (HO) tem sido descrito em diversas espécies,
principdmente em humanos. Sendo que ede basda-se no comportamento dos
espermaozoides, quando submetidos a um meo hiposmdtico. Para equilibrar os
meios intra e extracdular, ocorre influxo de agua através da membrana, provocando
edema, principdmente na regido da cauda, que resulta no enrolamento da mesma,
sendo edta dteracéo facilmente visudizada em microscopio de contraste de fase,
correspondendo a uma caracteristica de integridade edruturd e funciond da
membrana (JEY EDRAN et a., 1984).

FONSECA et a. (2001) estabeleceram que solugdes hiposméticas com 100 e
150mOsmol/Kg promovem maiores percentuais de dobramento de cauda para sémen
caprino congelado, quando comparadas com solucdes de 50, 75, 125, 200, 290 e 300
mOsmol/Kg.

2.7.4 Avaliagao da Integridade Acrossomica

O acrossoma mamifero € uma bolsa ou capuz cefdico contendo no seu
interior enzimas (lisossomas) essenciais para a fecundacdo do ovocito, derivado do
complexo e Golgi e se locdiza na por¢éo anterior do nucleo espermético (CROSS &
MEIZEL, 1989). Assm, a integridade acrossOmica € consderada uma caracteristica
semind importante a ser avadiada (DE LEEUW et d., 1991).

MENDEZ et a. (1994) destacam que os danos acrossomais podem ocorrer
independentemente da motilidade espermética progressiva. Segundo estes autores,
epermatozéides com movimento podem s incapazes de fecundar, devido a
liberacdo precoce das enzimas necessarias para a penetracéo dos espermatozéides no

ovocito.



Segundo STROM et d. (1997), a membrana plasmética e a regido acrossoma
S50 as regides mas dingidas durante o congdamento e descongedamento. Diante
disso, pode-se esperar aumento no nimero de espermatozéides com patologias de
acrossoma apos o descongel amento.

TASSERON et d. (1977) observaram danos acrossomais em espermatozéides
de carneiro, durante todos os estédios do processo de criopreservagdo (diluicdo,
refriamento, congelamento e descongelamento), resultando em dano cumulativo de
cerca de 40%, detectado por meio de microscopia de luz, e de cerca de 70%,
detectado por meio de microscopia detronica De forma semelhante, SODESQUIST
et a. (1997), encontraram, encontraram um tota de 67,6% de acrossomas intactos
pos-descongelamento a 35°C.

A influéncia dos diluentes no congdamento de sfmen cgorino é avdiada
principamente com base na motilidade espermética, integridade acrossomd e taxa de
gestacdo (DEKA e RAO, 1985).

2.7.5 Avaliacao de reacao acrossomica.

A reacd0 acrossdmica é 0 estégio seguinte a capacitacdo e, tem como fungéo
bésica, permitir que os espermatozéides penetrem na zona pelcida, fundindo-se a
membrana do ovoécito (YANAGINACHI , 1994). Este processo caracteriza-se por
pontos multiplos de fusio entre a membrana plasmdica e a membrana acrossomal
externa. A medida que a reagd progride, formam-se orificios que permitem o efluxo
de enzimas acrossomas, principdmente acrosna e hiduronidase envolvidas na
penetracdo no ovocito (YANAGINACHI, 1989). Os locais onde estas fusbes se
iniciam s3 aguelas onde a membrana acrossoma externa € menos estavel e onde ha
maior quantidade de sitios de ligacéo para o cacio (YANAGINACHI , 1994).

As consequiéncias da desestabilizacdo das membranas apds 0 congelamento ou
criopreservacdo pode € a reacdo acrossomica prematura, reduzindo o tempo de vida
do espermatozéide e as taxas de fertilidade agpo6s a inseminacdo transcervica
(MARSHBURN et d., 1992). IBORRA et d. (2000) demonstram que o efluxo de
colesterol e a desestabilizacd da membrana espermédica estdo envolvidas com a

capacitacdo e a reagdo acrossdmica, e que a remogao do colesterol promoveria o



inicio da reacdo acrossdmica, dém da presenca de plasma semind prevenir a
capacitacdo e areacdo acrossomica

Segundo  WATSON (1995), véias dteragbes na funciondidade das
membranas esperméticas vém sendo observadas no espermatozdide criopreservado
humano (CRITSER et d., 1988) e de carneiro (VASQUEZ, citado por WATSON,
1995), que exibiram dta penetracdo na zona pellcida imedialamente gpds o
descongelamento. Uma possivel explicagdo, segundo HAMMERSTED e GRAHAM
(1992), seria pela interacdo do glicerol com a cdula, que promoveria modificagdes na
organizacdo e funciondidade da membrana lipidica esperméica e posterior reacéo
acrossomica

A freguéncia da reagdo acrossomica pode ser determinada por meio de
coloracd com eritrosina-acido flavianico, ou giensa-trypan blue, ou anda, trypan
blue-neutra red-giensa, em esfregacos previamente preparados (SILVA, 1998).

Este trabaho teve por objetivo avdiar os possiveis beneficios, que a utilizacdo
de dimetil-formamida pode promover na criopreservacdo de sémen caprino, sga

utilizada de formaisolada ou associada ao gliceral.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local eanimais experimentais

O expearimento foi redizado no Setor de Caprinocultura da Universdade
Federd de Vigosa, Vigosa, Minas Gerals, Situada a 20°45' 20" latitude S e 42°52' 40
WGr, dtitude média de 7255m, temperatura média anud de 20,9°C, indice
pluviomérico anuad de 1.203mm e clima tipo Cwa (inverno seco e verdo chuvoso),
pela classficacdo de Koeppen (Fonte: CETEC).

O periodo experimenta foi de 15 julho a 20 de setembro de 2004, fora da
estacdo reprodutiva, tendo sido selecionados dois machos adultos da raga Alpina e
dois da raca Saanen, clinicamente sadios e de diferentes idades. Todos os animas
foram mantidos em baias individuais, recebendo uma dieta formulada para o Setor de

Caprinocultura, dém de sd minerd e &gua ad libitum.

3.2 Coleta e avaliacao fisica do sémen

Cada reprodutor foi submetido a trés coletas de sémen semanais, totdizando 5
gaculados coletados por anima. O méodo de coleta adotado foi 0 da vagina artificia
com &gua agquecida entre 42°C e 44°C, tendo como manequim, uma fémea em estro
natura ou induzido. A inducéo do estro foi redizada pela aplicacdo semand de 1,0
mg de benzoato de edtradiol* pela via IM. Para cada dia de coleta, utilizaram se dois
machos, aternando a ordem de coleta O gaculado foi coletado em tubos graduados
de centrifuga plagticos, a0 da luz e acondicionados em isopor, a fim de manter a
temperatura do recipiente em 37°C durante a coleta.

ApOs a coleta, 0 sémen foi imediatamente colocado em banho-maia a
temperatura de 37°C para o exame fisco do gaculado (volume, turbilhonamento,

vigor e motilidade espermética progressiva).

* Eqrogin®
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O volume do gaculado foi verificado por visudizacdo direta do sémen no
tubo de centrifuga, graduado e registrado em mililitros (mL), tendo sido o
turbilhonamento (escala de 85) avaliado pela observacdo ao microscdpio em objetiva
de 10x, de uma gota de sémen sobre uma lamina pré-aquecida em mesa aquecedora a
37°C. O vigor (escaa de 0-5) e a matilidade espermética progressiva (0-100%) foram
avdiados peda observacdo de uma gota de semen entre 1&mina e laminula em objetiva
de 40x, ta como preconizado pelo Colégio Brasleiro de Reproducdo Animd-CBRA
(1998).

3.3 Teste hiposmatico (HO)

A integridade funciond da membrana plasmética dos espermatozéides foi
avdiada antes e depois do congelamento, por melo do teste hiposmatico, utilizando-
£ 1 mL de solugdo hiposmética contendo frutose (100mOsmol/Kg) previamente
aquecida a 37°C, acrescida de 10 [OL de sémen. Esta solucdo foi incubada por uma
hora, em banho-maria a 37°C (FONSECA et a., 2001). Apls esse periodo, as
amodras foram fixadas em 250 [OL de solugdo de formol sdina tamponada, para
posterior andlise em microscopia de contraste de fase, em aumento de 1000x.

Foram avaiadas 200 células e classificadas quanto a presenca ou ndo de cauda
enrolada e o resultado foi determinado em percentagem (MELO & HENRY, 1999).
As céulas que gpresentavam cauda enrolada foram classficadas como normais, uma
vez que reagiram ao meo hiposmdtico, ja as que ndo agpresentaram esta condicéo

foram classificadas como lesadas.

3.4 Morfologia esper matica

Para a avdiacdo das caracterigticas morfologicas foi utilizada o méodo de
preparacéo Umida. Apés as coletas, aiquotas de sémen foram acondicionadas em um
frasco contendo formol-salina tamponada (1mL), permanecendo aquecidos a 37°C, e
posteriormente estocadas em temperatura ambiente até o dia da avaliacédo da
morfol ogia dos espermatozdides.

A montagem da preparacdo Umida consistiu na colocacdo de uma gota sobre
uma lamina limpa e seca, cobrindo-a com uma laminula Foi golicado sobre este
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conjunto um pape filtro pressonando-se suavemente com objetivo de absor¢do de
excesso de liquido. A avdiacdo foi redizada em microscopia de contraste de fase
com aumento de 1000x sob objetiva de imersdo. Foram avaliadas 200 células por
amodira de gaculado e o resultado foi expresso em porcentagem de defeitos maiores,
menores e totais.

Ap6s os exame fiscos e a retirada das amostras para 0 teste hiposmatico,
andise morfolégica e concentracdo, os gaculados foram destinados as etapas do
processo de criopreservacdo: centrifugacdo, diluicBo nos meios tratamentos, envase,

resfriamento e congelamento.

3.5 Centrifugacdo

Apos a andise do sémen “in natura” e a retirada das amostras para as anaises
previamente citadas, o émen foi diluido em solucdo de lavagem Ringer-lactato a
370C, na proporcdo de 1.9, dividido iguamente em trés tubos de centrifuga
graduados, que corresponderiam a cada tratamento gpos uma centrifugacdo, a 600xg
durante 10 minutos.

3.6 Diluicéo e envase

Transcorrido o tempo & centrifugacéo e descarte do sobrenadante, cada tubo
graduado continha um pdlet, que foi ressuspendido numa proporcdo de 1:2 com oS
meios de congdamento leite desnatado-gema com 7% de glicerol (MIES FILHO,
1982) (Tratamento 1); leite desnatado-gemacom 3,5% de gliceral e 3,5% de dimetil-
formamida (Tratamento 2) e leite desnatado-gema com 5% de dimetil-formamida
(Tratamento 3). Os diluentes foram mantidos em banho-maria a 2000C, visto que,
essa foi a temperatura dos gaculados apés a centrifugacdo, aferida por termdmetro
digitd.

Apés homogeneizacdo semen-diluente, foram avdiadas a moatilidede
epermética progressiva e vigor, por meio de microscopia em aumento de 400x,
seguida da contagem de células para podterior cdculo do nimero de doses e do

volume fina de diluente a ser acrescentado. O caculo da concentracdo espermética,
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empregou-se a camara de Neubauer, com sémen diluido na proporcdo de 20
microlitros para4,0 mL de solugéo formol-salina tamponada (HANCOCH, 1957).

A concentracdo da dose usada foi de 100 milhdes de espermatozbides em
pahetas de 05 mL. As padhetas foram envasadas por aspiracdo, sendo que
aspiracdo foi redizada por meio de um sonda acoplada & uma seringa de 10mL e

identificadas de acordo com o tratamento, utilizando massa de moddar atdxica.

3.7 Resfriamento

O smen foi resfriado no interior de uma caixa de isopor, Segundo
metodologia descrita por BUENO (2000) para o congelamento de sémen canino, com
pequenas dteragOes. As pahetas de todos os tratamentos foram colocadas em um
frasco de vidro mantido a 200JC e medindo 15 cm de dtura e cinco cm de didmetro,
qgue foi fechado para evitar contato com agua. Este frasco foi colocado dentro de
outro recipiente de pléastico, com 20 cm de atura e 12 cm de didmetro, contendo 1500
mL de &gua a 2000C. Ambos os recipientes foram acondicionados na caixa de isopor,
previamente preparada com 3,0 litros de gelo e 3,5 litros de agua a 2001C. A caixa de
isopor de formato quadrangular possuia as seguintes dimensdes. 32,5 cm de dturg,
2,0 cm de espessura e 30,0 cm de comprimento.

O sémen fol redfriado a partir da temperatura inicid de 20C]C aingindo em
40 a temperatura find de 5,000C. A queda de temperatura da &gua em contato com o
frasco de vidro, contendo as pahetas foi aferida por meo de termdmetro digital,
durante esse periodo. Em seguida, o frasco de vidro, ainda contendo as pahetas, foi
acondicionado dentro de uma geladeira, que mantinha temperatura interna de 4,500C,
por 1:20h (periodo de equilibrio).

3.8 Congelamento

Ap6s o periodo de equilibrio, as pahetas foram colocadas horizontamente
sobre uma grade, 5 cm acima da |amina de nitrogénio liquido, em caixa de isopor
apropriada. As pahetas permaneceram por 15 minutos no vapor de nitrogénio liquido
e ap0s ese periodo, foram mergulhadas em nitrogénio a -196[0C, sendo o
armazenamento redlizado em botijGes de sémen .
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3.9 Descongelamento eteste de termo-resisténcia lento.

As amodiras foram descongdladas a 370]C por 50 segundos e acondicionadas
em tubos eppendorf, previamente aguecidos em banho-maria a 3700C, para a
redlizac@0 do teste de termo-ressténcialento (TTR).

O teste de termo-ressténcia lento foi redlizado de acordo com o protocolo
preconizado pelo CBRA (1998), no qua o sémen descongelados foram cobertos com
O0leo minerd pré-aguecido e incubados a 3700C, durante o periodo de 2 h. Desta
forma, foram avdiados a motilidade e o vigor espermético por meio de microscopia
de contraste de fase acoplado, em aumento de 400x nos tempos zero; cinco; 60 e 120
minutos.

3.10 Avaliacao deintegridade acr ossbmica

A retirada de amodtras seminais para a avaiagdo dos danos acrossomais foi
redizada no inicio e no find do TTR. Assm, uma diquota (1000L) de smen de cada
patida foi acondicionada em tubo eppendorf, com solucdo de formol-sdina
tamponada (HANCOCH, 1957). Posteriormente, confeccionouse a preparacéo Umida
da amostra de smen entre lamina e laminula. Essa andise foi redizada por meio de
microscopia de contreste de fase, em aumento de 1000x e sob  imersdo
(SODERQUIST et d., 1997). Foram avdiadas 200 cdlulas de cada amostra,
consderando lesonadas as céulas esperméticas que gpresentavam edema e

desprendimento parcia ou total de acrossomdl.

3.11 Reagao acr ossomica

A reacd0 acrossomica foi avdiada por meio de esfregagos das partidas
descongeladas e de acordo com a metodologia de coloragdo adotada por BRYAN e
AKRUK (1977). Para a redizac8o deste protocolo, trés solugdes estoques foram
preparadas. solugdo A (0,1% de naftol amardlo em uma solugdo de &cido acético a
1% em &gua destildada), solucdo B (0,2% de naftol amardo em &gua dedtilada) e
solucdo C (0,2% de eritrosina B em &gua destilada).



As laminas contendo os esfregagos ficaram imersas durante 30 minutos na
solucdo A. Pogteriormente foram lavadas por 15 segundos em &cido acético a 1% em
agua dedtilada, secas a0 a e imersas por 7 minutos em uma solugéo 1:1 das solugdes
B e C (gustando o pH destamistura para4,6 a’5,0 com &cido acético) e secas a0 ar.

Os espermatozdides com reacdo acrossdmica aparecem pdidos na regido do
acrossoma e agueles que ndo reagiram, em cor résea ou parpura (LENZ et d., 1993).
Foram contados 100 espermatozOides, em microscopia de contraste de fase, com

aumento de 1000x, sendo avdiado o percentua de espermatozdides com acrossoma

reagido.

3.12 Anédlises estatisticas

As vaiaveis foram submetidas aos tetes de normdidade (Lilliefors) e
homocedasticidade (Cochram e Bartlett). Posteriormente, foram submetidas a andise
de vaiancia (ANOVA). Apresentando Sgnificancia, foi redizado o teste de
comparacdo de médias de Duncan, a’5% de probabilidade de erro (SAEG, 1999).

As vaiaveis que ndo aenderam as premissass de normdidade e
homocedagticidade, mesmo apGs as transformacdes, foram submetidas ao teste néo
paramétrico de Kruskal-Wallis (SAEG, 1999).

A corrdacdo smples de Pearson foi utilizada para verificar as relagbes entre
as caracterigticas estudadas (SAEG, 1999). As médias e desvio padrdo foram
observados por meio da edtatistica descritiva.



4, RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 Caracteristicas seminais no pré-congelamento
As caacteridicas fisicas e morfolégicas do sémen “in natura” de todos os

animais utilizados neste experimento estéo sumarizados nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1- Média (M) e desvio-padrdo (DP) das caracteristicas fisicas do sémen “in
natura” de bodes daraca Alpinae Saanen.

Volume Turbilhonamento  Moatilidade Vigor Concentracdo
Animd (mL) (%) (%) (1-5) (x10%/mL)
MzDP MzDP M+DP MzDP MzDP
1 1,2+0,4 4,0+0,0 87,0£7,0 3,70,2 1,80+0,33
2 0,8+0,6 3,8+0.3 90,0+£6,5 3,4+4,3 1,32+0,59
3 0,8+0,2 4,1+0,2 90,0+4,6 4,0£0,3 2,11+0,54
4 0,8+0,2 4,0+0,3 95,2+3,2 3,9+0,7 1,80+0,27
Gerd 0,9+0,1 3,9+0,1 90,5+2,9 3,7+0,2 1,70+0,00

Tabela 2-Percentagem média de defeitos maiores, menores e totais do sémen de
bodes da raca Alpina e Saanen.

Animd
1 2 3 4
Defeitos Maiores 0,4+0,2 - 0,2+0,4 2,0£0,0
Defeitos Menores 3,2+4,3 3,2+3,7 3,7+4,1 3,8+4,0
Defditos Totais 3,6+1,74 3,2+0,7 3,9+1,69 5,8+4,0

4.2. Caracteristicas seminais no pés-descongelamento
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Todas as patidas descongdadas apresentaram  requisitos superiores aos
exigidos para sémen descongelado, no que se refere aos aspectos de motilidade e
vigor pés-descongelamento, de acordo com as exigéncias do Colégio Brasileiro de
Reproducdo Anima (CBRA, 1998).

A moetilidade média pds-descongelamento, independente do tratamento foi de
61,0%. Entretanto, variave isoladamente ndo deve ser associada com possivels
taxas de prenhez, uma vez que SIQUEIRA (2004) relata corrdlacéo negativa entre a
motilidade espermdica pos-descongdamento e a taxa de fetilidade (r-0,22). Da
mesma forma, CORREA e a (1997b) ndo observaram diferenca entre a motilidade
espermética pos-descongelamento, em touros com baixa e dta fertilidade. Estes fatos
podem ser explicados, pelas lesdes de membrana e de acrossoma que ocorrem,
durante o0 processo de criopreservacdo, independentemente da  motilidade
(BARBOSA, 1999).

Foi observada uma perda de 30,0% da motilidade inicia, vaor menor ao
observado por MCLAUGHLIN et d. (1992), que verificaram ter o processo de
criopresarvacd diminuido a motilidade média dos espermatozdides em cerca de 40%
dos vaores iniciais, com reducdo maior no sémen de pior quaidade. Esse declinio da
motilidade pds-descongelamento € esperado, uma vez que O processo de
criopreservacdo pode diminuir a viabilidede esperméatica, dém de promover danos
edruturais né corrdlacionados dirgtamente e inicidmente com a moetilidade
(WATSON, 1995).

Um dos fatores que limita a fertilidade do sémen criopreservado € o periodo
de sobrevivéncia destes apds 0 descongelamento, gie pode ser avaliado pelo teste de
termo-resigténcia lento. Neste trabaho, a motilidade espermética média observada ao
find do TTR foi de 14,2% (Tabela 3).

A queda da motilidade espermética observada ao find do TTR pode ser
decorrente da perda dos componentes intracdlulares ou de lesdes edruturais das
membranas das cdulas esperméticas, provenientes tanto dos processos de
congelamento, quanto do descongelamento. WATSON (1995) citado por SIQUEIRA
(2004) rdata que embora o declinio da motilidade espermatica possa ser explicado
com base nas mudangas do transporte ativo e permesbilidade de membrana
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plasmdtica dos espermatozdides, € também possived que dteragbes na energia
disponivd ou danos nos €ementos do axonema possam contribuir para esse
fendmeno.

A motilidade espermética pds-descongdlamento ndo foi afetada (P>0,05)
pelos diferentes crioprotetores (Tabela 3). Esse resultado difere do observado por
KEITH (1998), que a0 avdiar o glicerol e diferentes amidas, entre elas a dimetil-
formamida, na criopreservacéo de espermatozdides eqlinos, observou diferenca na
motilidade progressiva espermética pos-descongelamento entre os  tratamentos.
Segundo essa autora, 0 Sémen criopreservado com glicerol teve moetilidade pos-
descongelamento  superior aos demais crioprotetores estudados (P<0,05). Esses
distintos resultados podem estar associados tanto a diferenca de metodologia aplicada
para a criopreservacdo, como o periodo de equilibrio mais prolongado adotado por

esta autora, quanto a caracteristicas intrinsecas do sémen da espécie envolvida.

Tabela 3 — Média e desvio-padrdo da motilidade espermédtica progressiva, durante o
teste de termo-resisténcia lento, de sémen congelado com trés diluentes, em caprinos
daraca Alpinae Saanen.

Tempo de incubacdo Tratamentos
(minutos) 1 2 3
M+DP M+DP M+DP
67,8+15,8° 61,1+28,07 53,6+23,12
53,5+21,7° 56,6+21,3% 42,1423 5°
60 32,2422,0°? 43,3+28,42 34,7+23,8°
120 14,2+3,0% 36,9+27,8° 22,1+21,5®

Médias com letras diferentes sobrescritas na mesma linha diferem entre si (P<0,05), pelo teste de
Duncan. MP- motilidade progressiva. Tratamento 1- diluente leite desnatado-gema com 7% de
glicerol; Tratamento 2- diluente leite desnatado-gema com 3,5%de glicerol e 3,5% de dimetil-
formamida; Tratamento 3- diluente leite desnatado-gema com 5% de dimetil-formamida.

Ao find do TTR, as partidas congdladas com a associacdo de glicerol e
dimetil-formamida  gpresentaram = motilidade  espermética superior,  quando
comparadas com as congeladas com glicerol (P<0,05), porém ndo apresentaram

diferenca sgnificativa das partidas que continham a dimetil-formamida, como Unico



crioprotetor (P>0,05) (Tabela 3). Este fato pode estar associado a boa protecéo que a
combinagdo de crioprotetores pode oferecer na criopreservacdo celular, quando
comparada com o uso isolado de crioprotetores (DALIMATIA e GRAHAM, 1997).

No bode, a remogdo do plasma semind, por melo da centrifugacéo, aumenta a
percentagem de cdulas vivas e a motilidade espermética progressva apés a
criopreservacdo em diluentes a base de gema de ovo ou leite (LEBOEUF et 4d.,
2000). Assm, foi observada corrdacdo postiva entre a porcentagem de células
integras no pos-descongdlamento com a motilidade espermética progressiva retilinea
observada em diferentes periodos da criopreservagdo (P<0,05). Segundo TULY e
HOLTZ (1994) e SIMPLICIO e MACHADO (1995) a presenca de plasma semina de
cagprinos € desfavoravel a congelabilidade, sendo que a sua remogéo promove maior
sobrevivéncia dos espermatozdi des pos- descongel amento.

O processo de criopreservacd do sémen causa danos  ultra-edtruturals,
bioquimicos e funcionais aos espermatozoides, resultando na reducdo da motilidade e
viabilidade espermética (LEBOEUF et d., 2000). Desta forma, foi observada reducdo
do vigor das cdulas criopreservadas, quando comparadas a0 exame do sémen “in
natura”, entretanto, vaiavel ndo diferiu entre os tratamentos (P<0,05) (Tabela
4).

Tabdla 4 — Média e desvio padrédo do vigor espermdtico no pds-descongelamento,
submetidos a0 teste de termo ressténcia lento, de sémen de bodes da raga Alpina e
Saanen, criopreservados em trés diferentes diluentes.

Tempo de incubacdo Tratamentos
(minutos) 1 2 3
0 3,6+0,4° 3,3x0,7° 3,2+0,8°
5 3,2+0,4° 3,2+0,7% 3,0+0,7%
60 2,5+0,6° 2,9+0,8° 2,6£0,8°
120 1,8+0,6% 2,5+0,9° 2,1+0,9°

Meédias com letras iguais namesma linha néo diferem entre s (P>0,05).

Tratamento 1 — diluente |eite desnatado-gema com 7% de glicerol

Tratamento 2 — |eite desnatado-gema com 5% de dimetil-formamida

Tratamento 3 — diluente |eite desnatado-gema com 3,5 gliceral e 3,5% de dimetil- formamida.



SANTOS (2003) utilizando o mesmo procedimento de descongelamento
redizado neste trabaho, ndo observou diferenca no vigor pds-descongelamento, ao
utilizae 5% de dimetl-foomamida e dilenoglicol na criopreservagdo  de
espermatoziides caninos. Contudo, ao redizar 0 descongelamento por 75°C por sete
segundos, seguido de edtabilizagdo 37°C por um minuto, houve superioridade do
meo diluente contendo dimetil-formamida a 5%, demonstrando que a etgpa de
descongelacdo tem influbncia decisva sobre a viabilidade dos espermatozoides
submetidos a criopreservacao.

Os reaultados do TTR, em ged, evidenciaram uma queda linear dos
parametros de motilidade espermética progressiva e vigor, ao longo de duas horas de
duracéo do teste, como demonstram as figuras 1 e 2. Sendo, que este comportamento
tambéem foi observado por SIQUEIRA (2004), a0 avdiar partidas de sémen
descongel adas de touros.

DIMITROPOULUS (1972) citado por BARNABE (1981) observaram, por
meio da avdiacd de sémen criopreservados de touros no teste de termo resisténcia,
baixa percentagem de egpermatozéides com movimentos progressivos  (5%),

associados com baixa fertilidade.

)
o 4
Q
= 3 _% ——T1
S
o 1 —4—T3
()
6 T T T 1
(@]
S 0 5 60 120

Tempo apés o inicio do teste de TTR

(minutos)

Figural — Vigor espermético de sémen descongelado de bodes da raca Alpina e Saanen,
congelados em trés diferentes diluentes e submetidos ao teste de termo-resisténcia lento.

T1 — diluente leite desnatado-gema com 7% de gliceral.

T2 — diluente leite desnatado-gema com 3,5 glicerol e 3,5%de dimetil-formamida.

T3 — leite desnatado-gema com 5% de dimetil-formamida.
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Figura2 — Motilidade espermética progressiva de sémen descongelado de bodes da raca
Alpina e Saanen, congelados em trés diferentes diluentes e submetidos ao teste de termo-
resisténcia lento.

T1 — diluente leite desnatado-gema com 7% de gliceral.

T2 — diluente leite desnatado-gema com 3,5 gliceral e 3,5% de dimetil-formamida.

T3 — leite desnatado-gema com 5% de dimetil-formamida.

A concentracdo de dimetil-formamida utilizada neste experimento foi
escolhida com base nos vaores, com 0s quas esse crioprotetor vem sendo utilizado
para outras espécies. MEDEIROS et a. (2002) e GOMES ¢ d. (2002) sugeriram a
utilizacdo da dimetil-formamida a 5% para a preservacdo dos espermatozoides
equino. J3, VIDAMENT e a. (2002) observaram decréscimo da vitdidade dos
espermatozoides eqlino com a utilizacdo de dimetil-formamida a 5%, sendo que a
concentracdo de 2% apresentou melhores resultados. Estes resultados demonstram a
necessdade de estudos das diferentes concentragbes de dimetil-formamida para a

criopreservagao espermética, levando-se em conta a espécie estudada

4.3. Integridade funcional da membrana plasmética

A integridede funciond da membrana plasmética principdmente da cauda,
foi avdiada utilizando o teste hiposmdtico (HO), que possibilita andisar a capacidade
do espermatozbide de reagir em um meo hipotbnico, quando 0 mMesmo posui

membrana plaamdica funciondmente aiva O influxo de &ua é observado mas



facilmente na regido da cauda, sendo caracterizado pelo seu  enrolamento
(JEYENDRAN et d., 1984; KUMI-DIAKA, 1993).

AplGs o0 procedimento de criopreservacdo espermética foi observada uma
perda da integridade cedular de 19%, que pode ser tanto atribuida as lesBes
normamente esperadas apds a criopreservacdo, quanto ao  procedimento de
centrifugacdo. Adiciondmente, este vaor pode s condderado baixo, quando
comparado com a perda de 30% relatada por SANTOS (2003).

SANTOS (2001) observou uma perda de 14,3% de integridade de membrana
plasmédtica entre 0 sémen ‘in natura” e descongelado da espécie caprina. Entretanto,
a ognolaridade utilizada pelo autor foi de 60 mOsmol/Kg, diferente da utilizada neste
experimento, de 100 mOsmol/Kg. Segundo FONSECA et al. (2001) a osmolaridade
de 100 e 150 mOsmol/L sdo mais €ficazes para a avdiacdo de sémen cgprino
descongelado, visto que, promove maior percentagem de caudas dobradas.

Segundo Hossain et a. (1998) citado por SIQUEIRA (2004) a resposta
mediana observada a0 teste hiposmaético apds a criopreservacdo pode estar associada
aos danos que a cauda espemdtica sofreu durante 0 congelamento e o
descongelamento, o que diminui a capacidade dos espermatoziides de reagirem com
0 aumento do volume cdular, em resposta a baixa osmolaridade. Além diso, 0
préprio meio de congelamento pode induzir a0 estresse osmdtico, 0 que resultaria em
lesdes da estrutura celular (CORREA e ZAVOS, 1994).

BITTENCOURT (2003) observou menores percentuais de céulas regtivas a
teste hiposmaético, quando utilizou 7% de glicerol para criopreservacdo de sémen
caprino. Contudo, no presente estudo, o tratamento que continha este crioprotetor N&o
diferiu dos demais em relagdo a0 percentual de cdlulas redtivas a0 teste hiposmdtico
(P>0,05) (Tabela 5), o que pode estar relacionado provavelmente a uma melhor
protecdo do diluente leite desnatado-gema durante a criopreservacdo, uma vez que
BITTENCOURT (2003) utilizou o diluente Tris-gema. Os fosfolipidios presentes no
leite (QUINN e WHITE, 1966) e na gema de ovo (WATSON, 1995) interagem com a
membrana plasméica, promovendo dteragbes estruturais na membrana plasmatica

dos espermatozdides, permitindo com isso, sua adaptacao a baixas temperaturas.
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Foi observada corrdacdo podtiva (0,5) entre a percentagem de cdulas
regivas a0 hiposnético pds-descongelamento com moetilidade  espermética
progressva e vigor no sémen “in natura’(P<0,05). Estes resultados demonstram a
red influéncia da integridade esgpermdica sobre os  par@metros  motilidade
espermética progressiva e vigor espermatico.

Tabdla 5 —Média e desvio padrdo de espermatozdides integros em sémen “in naturd’
e pOs-descongdamento, observados no teste hiposmotico e diferentes diluentes de
criopreservacao em bodes daraca Alpina e Saanen.

H.O.F H.O.D
Tratamentos
M+DP M+DP
1 73+11,72 57+14,22
2 73+11,72 54+16,32
3 73+11,72 52+14,42

Médias com letras iguais sobrescritas na mesma coluna ndo diferem entre s (P>0,05).

H.O.F. - cdulas esperméticas regtivas ao hiposmotico do sémen in natura.

H.O.D- células esperméticas reativas ao hiposmatico do sémen descongel ado.

Tratamento 1- diluente |eite desnatado-gema com 7% de gliceral.

Tratamento 2- diluente leite desnatado-gema com 3,5%de glicerol e 35% de dimetil-
formamida

Tratamento 3 diluente leite desnatado-gema com 5% de dimetil-formamida

Foi observada relagdo podtiva entre a motilidade espermédtica progressiva,
avdiada durante o TTR e percentagem de células redativas a0 hiposmético pos-
descongelamento  (P>0,01). Da mesma forma, MELO (1999) observou valores
médios de relacdo entre o teste hiposmético e a motilidade espermédtica. Contudo,
PENA & LINDE-FORBERGS (2000) citam que o periodo de incubaco é mais
deletério para a motilidade espermética que para a integridade da membrana dos
espermatozdides. Segundo ROTA et d. (1997) este fato ocorre porque 0 decréscimo
na populacdo de cdulas integras edtaria relacionado aos danos latentes causados pelo

congelamento ou descongelamento e ndo ao tempo de incubacéo propriamente.

4.4. Integridade Acrossdmica
O acrossoma parece ser especidmente afetado pelo choque de temperatura e
pode exibir caracteristicas como edemas, vacuolizagbes e até desprendimento do



segmento equatorial (WATSON, 1996). Assm, estas condicbes foram esperadas e
observadas durante as andlises no presente estudo.

Foi observado um aumento de 3% nos danos acrossomais (Tabela 6), durante
o TTR lento. Smilar resultado foi também observado no experimento redizado por
SANTOS (2001), durante a criopreservacdo de sémen caprino e seguindo a mesma
metodologia de avdiagdp. Segundo este autor, a integridade da membrana
espermética diminui com a elevacdo da temperatura.

Os valores médios para 0s percentuais de acrossomas lesados, observados no
inicio e no fim do TTR encontram-se sumarizados na Tabela 6, sendo que os danos
acrossomais néo diferiram entre os diferentes crioprotetores (P>0,05). Resultados
diferentes foram observados por MEDEIRO et d. (2003) e KEITH (1998), que
comentaram a superioridade das amidas, como a dimetil-formamida, em relacédo ao
glicerol na manutencdo da integridade acrossOmica. Segundo esses atores, a
eficiéncia das amidas pode estar relacionada a0 seu menor peso molecular em relacéo
a0 (gliceral, conferindo-lhe uma maior permesbilidade de membrana plasméica e
acrossomal.

Independente do tratamento, o valor médio de lesBes acrossomicas observado
(8,0%) foi muito inferior aos 22% relatados por BARBOSA (1999) estando porém,
mais proximo da média observada por MENDEZ et a. (1994), que foi de 9,2%.
Possivelmente, estes diferentes resultados podem estar associados as diferentes
metodologias utilizadas, como a ndo retirada do plasma semind e as caracteristicas
avdiadas durante os exames microscpicos.

O processo de descongdamento pode ser tdo deletério, quanto o
congelamento. Assm, a metodologia de descongdamento influencia a viabilidade
dos espermatozdides pos-descongdamento (PENA e LINDE-FORSBERG, 2000).
SODERQUIST et d. (1997) avdiando a integridade acrossoma de espermatozoides
de carneiros descongelados a 35°C, observaram média de 67,6% de acrossomas
intactos. Ja, no presente estudo, apds o0 descongelamento a 37°C foi observado
inicidmente 95% de acrossomas intactos. Estes valores devem ser considerados, visto

gue a motilidade progressva associada aos danos acrossomais podem  ser



considerados como indicadores da capacidade fertilizante b sémen (MENDEZ ¢t 4.,
1994).

SANTOS (2003) pela criopreservacdo de sémen canino, observou dto
percentua de patologias de acrossoma pds-descongdamento (26,3%), principadmente
edema, quando utilizou dimetil-formamida a 5%. Entretanto, no presente estudo, esse
dto percentua de patologias acrossdmicas ndo foram observadas, quando foram
utilizados esse mesmo crioprotetor e mesma concentragdo no tratamento realizado
(Tabela 7), demondrando os possiveis beneficios que a dimetil-formamida pode
promover na criopreservecdo da céula espermédica caprina, em reacido a sua
utilizac8o para a epécie canina.

Tabdla6 — Média e desvio padréo das lesbes acrossdmicas no inicio e no fina do

teste de termo-ressténcia lento, em sfmen de bodes da raca Alpina e Saanen,
criopreservados com diferentes diluentes.

Tratamento L.A.TTRO L.A. TTR120
1 5,045,2° 7,446,842
2 5,0+4,0° 8,3+6,5%
3 5,0+5,9% 8,2+6,3°
Média 5,0£5,3 8,0£6,4

L.A.TTRO - lesBes acrossdmicas no inicio do TTR (0,0h).

L.A. TTR120 — lesbes acrossomicas no fim do TTR (1,0h).

Tratamento 1- Leite desnatado-gema com 7% de gliceral;

Tratamento 2-L eite desnatado-gema com 3,5% de glicerol com 3,5% de dimetil-formamida;
Tratamento 3- Leite desnatado-gema com 5% de dimetil-formamida.

Médias com letras iguais sobrescritas na mesma linha e na mesma coluna néo diferem entre s
(P>0,05).

4.5. Reacao acr ossomica.

Segundo SILVA (1998), o teste de reacdo acrossdmica é um indicador do
potencid de fertilidade de touros zebuinos, comprovado pela relacéo existente com a
taxa de prenhez a campo, dém de correspondente taxa de fecundacéo “in vitro”. O
tete € Util para a indigtria de producdo de sémen congelado ndo SO por
complementar, mas também pela superioridade a outros testes comumente

relacionados ao exame androl égico.



O indice médio de reagbes acrossdmicas observadas foi de 24,8%, vaor
intermedi&rio aos 14% e 34% (SILVA, 1998) e superior aos 9,85% (SIQUEIRA,
2004) observados em sémen criopreservados de touros. Sendo que o Ultimo autor néo
observou corrdacdo Sgnificativa entre este teste e fertilidade. Esse vaor médio de
reagd0 acrossdmica opde-se a0 elevado nimero de espermatozdides, que mantiveram
aintegridade acrossdmica, pds-descongelamento.

A fregiéncia da reacé acrossOmica das amostras pode ser observada na
Figura 3, sendo determinadas pela coloracdo com eritrosina-acido flavianico, sendo

gue ndo se observou diferenca (P> 0,05) entre os diferentes crioprotetores.
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Figura 3 Percentagem de reacdo acrossomica em sémen descongelado de bodes das ragas
Alpina e Saanen, congelados com diferentes diluentes.

Tratamento 1- L eite desnatado-gema com 7% de gliceral;

Tratamento 2-L eite desnatado-gema com 3,5% de glicerol com 3,5% de dimetil-formamida;
Tratamento 3- Leite desnatado-gema com 5% de dimetil-formamida.

Os maiores vaores para motilidade pos-descongelamento foram associados
com superiores percentagens de cdulas que reagiram a0 teste. Resultados
semelhantes foram observados por BARNABE et d. (1981b) que inferiram dtos
vaores de motilidades pogressva associadas a maiores percentagens de acrossomas
normais. Entretanto, SIQUEIRA (2004) relatou corrdlacdo negativa para o teste de
reaca0 acrossdmica e amotilidade progressiva espermética pos- desconge amento.

O teste de reacdo acrossdmica induzida indica a populacdo de células da
partida, que teriam estas modificagbes no trato reprodutivo da fémea, aém disso, tem
dta corrdlacéo com ataxa de fertilidade (SILVA, 1998).
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O dto indice de cdlulas, que néo reagiram ao teste, demongtraram que houve
reacd0 acrossdmica precoce, durante a criopreservacdo e pode estar relacionado a
dois fatores. a desestabilizacd prematura da membrana espermética, devido ao
processo de criopreservacdo (WATSON, 1995) e auséncia de plasma semind nas
amostras criopreservadas, uma vez que a remogdo do plasma semind torna o
epermatozdide mais susceptivel & fatores, que induzem a reacdo acrossdmica
precoce (IBORRA et d., 2000).

A consequente  desestabilizacdo das membranas, pelo processo  de
criopreservagdo, sendo responsdvel pela reagd acrossOmica prematura  dos
espermatozoides, tem sido associada com queda da viabilidade dos espermatozoides e
reducédo da sua fertilidade, apds a inseminacdo (WATSON, 1995). Clarke e Jhonson
1987, citados por WATSON (1995) verifica)am aumento na proporcéo de
espermatozbides de bodes, com acrossomas reagidos no pos-descongelamento entre a
populacdo sdecionada pelo “swim-up”, visto que houve penetracdo espermdtica “in
vitro”, sem nenhum periodo de incubagéo.

O tratamento contendo o glicerol, como Unico crioprotetor, apresentou maior
nimero de células esperméticas redtivas a0 teste de reacd0 acrossdmica, confirmando
a corrdlacdo negativa observada por SIQUEIRA (2004) para o teste de reacdo
acrossdmica e amotilidade espermética progressiva pos- descongelamento.

O diluente utilizado a base de gema de ovo pode ter contribuido para os
baixos indices de reacdo acrossdmica induzida, uma vez que a utilizacdo de diluentes
com essa base reduzem a percentagem de reacdo acrossdmica induzida (BIELFELD
et d., 1990).
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5. CONCLUSOES

A dimdil-formamida pode ser uma alternativa, como crioprotetor isolado a0
asociado a0 glicerol, mantendo a qudidade espermética caprina, ap0s a

criopreservacao.
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