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RESUMO

SANTOS, Madriano Christilis da Rocha, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2010. Métodos alternativos para analises da capacidade de ligacdo dos
espermatozoides caprinos. Orientador: Ciro Alexandre Alves Torres. Co-orientadores:
José Domingos Guimarées e Simone Eliza Facioni Guimaraes.

Com este estudo objetivou-se realizar a analise da utilizacdo do teste de ligacédo
dos espermatozdides caprinos ao od6cito bovino e a membrana perivitelina da gema do
ovo de galinha comparando ao teste utilizando odcito caprino, buscando uma nova
alternativa que predissesse a qualidade seminal sem perder a exatidao e acuracia deste
ultimo. Utilizou-se 16 partidas de sémen caprino coletadas de 04 bodes reprodutores,
das racas Saanen (02) e Parda Alpina (02), por meio de vagina artificial, utilizando
como manequim fémea em estro natural. Foram avaliados os aspectos fisicos do sémen
(volume, aspecto, turbilhonamento, vigor e motilidade espermaética) e a concentracdo
espermatica. Para cada partida congelada se utilizou uma aliquota de 20 uL de sémen
fresco para inseminar uma membrana perivitelina de gema do ovo, onde se denominou
este grupo de ligacdo em membrana perivitelina da gema do ovo com sémen fresco
(MPVGOF). Apbs o congelamento outros trés grupos foram formados. No primeiro
grupo, para cada partida de sémen descongelado foi inseminada uma membrana
perivitelina da gema do ovo, sendo este grupo denominado ligacdo em membrana
perivitelina com sémen descongelado (MPVGOD). No segundo grupo para cada partida
foi utilizado um odcito bovino, denominando-se este de ligagdo em odcito bovino
(LIGBOV), ja no terceiro grupo, em cada partida se utilizou um od6cito caprino, onde
este foi denominado ligacdo em odocito caprino (LIGCAP). Ndo houve variacdo
(P>0,05) entre os animais utilizados em qualquer pardmetro seminal estudado. O
volume médio de sémen coletado foi 1,1 + 0,15. A concentracdo espermatica média
observada foi de 1,94 + 0,21 x 10°. Observou-se um turbilhonamento médio de 3,6 +
0,23. Foi observada uma motilidade espermatica de 77,5 + 1,37 e 32,2 + 1,37, para o
sémen fresco e descongelado, respectivamente. Os valores médios para o vigor
observado foi 3,8 £ 0,09 e 2,7 + 0,12, para o sémen fresco e descongelado,
respectivamente. Nao foram encontradas diferencas (P>0,05) entre os testes de ligacdo
do odcito bovino e gema do ovo em relacdo ao teste de ligacdo ao odcito caprino. Ndo

havendo também diferenga (P>0,05) encontrada entre as médias do teste de ligacdo com

Xi



sémen fresco ou descongelado. Concluiu-se que, tanto o MPVGOD quanto o LIGBOV
podem ser utilizados em substituicdo ao LIGCAP. O sémen fresco ou descongelado
pode ser utilizado para a avaliacdo da capacidade de ligacdo do sémen por meio do teste
de ligagdo a membrana perivitelina da gema do ovo sem qualquer alteracdo nos

resultados da mesma.
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ABSTRACT

SANTOS, Madriano Christilis da Rocha, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
february, 2010. Alternatives methods for analysis of the goat sperm binding
Capacity. Adviser: Ciro Alexandre Alves Torres. Co-Advisors: José Domingos
Guimarées and Simone Eliza Facioni Guimaraes.

This study aimed to carry out the analysis using the simple binding of goat
sperm to bovine oocytes and to the perivitelline membrane of the hen's egg yolk
compared to binding to the goat oocytes, looking for an alternative to predict the buck
semen quality without losing the precision and accuracy of their own oocytes. Sixteen
doses of goat semen were collected from 04 breed bucks, 2 Saanen and 2 Alpine via
artificial vagina, using an estrus female as dummy. The physical aspects of the semen
(volume, sperm whirlwind, force and motility) and sperm concentration were evaluated.
Three groups were formed, and 20 uL of semen from the same collection were thawed
at a concentration of 5 x 10° spermatozoon/mL and used. In the 1% group goat oocytes
(LIGCAP) and in the 2" group bovine oocytes (LIGBOV) were inseminated and in the
3" one the perivitelline membrane of the hen's egg yolk (MPVGOD) were used. Two
others groups were formed, in the first and in the second one 16 doses of fresh
(MPVGOF) and thawed (MPVGOD) semen from the same collection were used,
respectively, to inseminate. Semen samples from both groups were used to inseminate
perivitelline membrane from chicken egg yolk. The imposed treatment did not affect the
animals variables studied (P> 0.05). The average volume of semen collected was 1.1 +
0.15 mL. The average sperm concentration observed was:1.94 + 0.21 x 10°. The average
sperm whirlwind was 3.6 + 0.23. The sperm motility was 77.5 + 1.37 and 32.2 + 1.37
for fresh and thawed sperm, respectively. No differences (P>0.05) among the binding
assays using the bovine oocytes or hen’s egg yolk in relation to the goat oocytes were
showned. The binding assay using fresh and thawed semen did not differ between
themselves. It is concluded that, both the MPVGO and the LIGBOV may be used to
replace LIGCAP. The fresh or thawed semen may be used to evaluate the binding

capacity of the semen through the MPVGO without compromise the results.
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1. INTRODUCAO

Os caprinos sdo uma espécie de elevada importancia econdmica pela sua
contribui¢do na produg¢do de carne, leite e pele em diversos paises. A caprino-
ovinocultura foi intensificada nos ultimos anos, sobretudo nos paises em
desenvolvimento, que sdo detentores dos maiores rebanhos caprinos.

Segundo o Food and Agriculture Organization - FAO (2003) existem
aproximadamente 700 milhdes de caprinos distribuidos mundialmente. Destes, mais de
10 milhdes compdem o rebanho brasileiro, deste total, 92,4% sdo explorados na regido
Nordeste brasileira (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE, 2006).

Atualmente, a caprinocultura no Brasil apresenta-se em expansao, projetando em
algumas décadas crescimento da ordem de cinco vezes o rebanho atual, contando com o
incentivo de agdes conjuntas de governos estaduais, instituicdes de pesquisa e criadores
(FONSECA, 2005).

Entretanto, verifica-se uma produ¢do incipiente, principalmente quando se
compara o efetivo caprino brasileiro com o de outros paises, estando esta baixa
producao nacional diretamente relacionada com a precariedade da tecnologia aplicada.
Sendo necessaria implantagdo de técnicas de reprodugdo assistida que aumentem a
eficiéncia reprodutiva elevando direta e indiretamente a produtividade do rebanho.

O desenvolvimento de técnicas adequadas para preservagdao de s€émen ¢ um dos
passos mais importantes no avango da reproducao animal nas diferentes espécies e vem
sendo alcancado pela aplicacdo de biotécnicas cada vez mais modernas (PAPA et. al.,
2002).

A criopreservagdo ¢ uma biotécnica que permite o armazenamento de material
genético por tempo indefinido. No entanto, o processo de criopreservagao das células
espermaticas resulta em diminui¢do da fertilidade quando comparado com sémen fresco
(GUTHRIE et. al. 2002). Com isto, ¢ necessario que testes sejam realizados para avaliar
as condi¢des do sémen criopreservado, e predizer qual a capacidade de fertilizagao do
mesmo.

Para conhecer a extensdo dos danos causados a célula espermatica e poder
aperfeicoar os métodos de criopreservagdo, ¢ de grande importincia a analise de
parametros que ndo sdo empregados na rotina da avaliagdo seminal. Sendo importante

estudar técnicas que possam mensurar a extensdo dos danos a célula espermatica pela



acdo deletéria, direta e/ou indiretamente, causada pela criopreservagdo do s€men,
buscando aumentar as taxas de fertilidade.

Testes de fertilidade in vivo podem ser utilizados apesar de apresentarem alto
custo, tendo a desvantagem de apresentar baixa confiabilidade se poucos animais sdo
usados (ROTA et al., 1999; TARDIF et al., 1999). E ainda segundo Eilts (2005) mesmo
que a fertilidade de um macho j& houvesse sido testada em um grande grupo de fémeas
férteis, a sua fertilidade ndo poderia ser prevista ao se utilizar outro grupo de fémeas que
tivessem fertilidade diferente.

Em contrapartida, as analises in vitro t€ém a vantagem de mostrar quais aspectos
da funcao espermatica foram prejudicados ou mantidos, sendo de especial interesse ao
se trabalhar com o aprimoramento de técnicas de preserva¢do de sémen. Testes como
ligagdo a zona pelicida (FERREIRA, 1998), penetracdo no odcito (GADEA et al.,
1998) e fecundagdo (XU et al., 1998), que avaliam a interacdo de gametas masculino e
feminino, tém sido realizados com a inten¢do de melhorar a capacidade de predi¢do da
qualidade seminal. Embora a variacdo entre os odcitos diminua a precisdao das
observagoes de diferencas entre os individuos estudados.

Diante disto, Barbato et al. (1998) desenvolveram um teste in vitro, que simula a
interagdo dos gametas, baseado na capacidade de ligacdo de espermatozoides de aves e
mamiferos a um substrato da membrana perivitelina do ovo de galinha.

Observando o sucesso do emprego do teste de ligagdo dos espermatozoides a
membrana perivitelina em outras espécies, e a disponibilidade de odcitos bovinos
associados a dificuldade, relativa, de se obter oocitos caprino em quantidade e qualidade
suficientes para a realizacdo de testes que permitam predizer a qualidade seminal.
Buscou-se com este estudo analisar a capacidade de ligacdo dos espermatozodides
caprinos ao odcito bovino e a membrana perivitelina da gema do ovo de galinha
(ligagdo heterdloga) substituindo o oo6cito caprino (ligagdo homodloga), visando
alternativas que predissessem a qualidade do s€men fresco e descongelado sem perder a

precisdo e acuracia da ligacdo homologa.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. SEMEN

O sémen caprino pode ser usado a fresco (puro ou diluido), resfriado ou
criopreservado. O sémen fresco e o resfriado apresentam fertilidade mais elevada,
embora seu uso seja restrito a curto periodo de tempo apds a ejaculacdo. J4 o sémen
criopreservado pode ser mantido por longo periodo de tempo armazenado em nitrogénio
liquido, apresentando maior aplicabilidade, no entanto, com menor taxa de fertilidade
(TRALDI, 2006).

Virias técnicas de preservacao de sémen bovino foram adaptadas empiricamente
para conservag¢ao do sémen caprino, sem muito sucesso. Utilizaram-se diluentes a base
de gema de ovo ou leite por décadas para esse proposito, com sucesso limitado
(AMOAH e GELAYE, 1997).

Segundo Roy (1957) corroborado por Gibbons (2002), a secre¢do da glandula
bulbouretral de bodes possui uma enzima (EYCE) que coagula a gema de ovo. Os
mesmos ainda afirmaram que na presenca de calcio a enzima EYCE, que ¢ uma
fosfolipase A, atua como catalisadora e hidrolisa a lecitina da gema de ovo em &cidos
graxos e lisolecitina. Sendo a atividade fusogénica da membrana dos espermatozoides
promovida pela reacdo hidrolitica, induzindo a reagdo acrossdmica e a descondensacdo
da cromatina.

Uma fracao glicoprotéica do plasma seminal de caprinos (SBUIII), também
originada das glandulas bulbouretrais, interage com o diluente a base de leite,
provocando inibi¢do da motilidade espermadtica, ruptura do acrossoma e morte celular
espermatica. A SBUIII foi identificada por Nunes (1982) e ¢ responsavel por hidrolisar
triglicerideos de membrana plasmatica e também os triglicerideos contidos no leite
desnatado, resultando no 4cido oléico, que ¢ toxico aos espermatozoides (PELLICER-
RUBIO et al., 1997).

Segundo Nunes (1982), a secre¢do de grandes quantidades de fosfolipase A
contida no plasma seminal tem efeito deletério nos processos de preservacao do s€men,
agindo sobre os fosfolipidios dos diluentes. O mesmo autor, demonstrou que o
congelamento do sémen caprino diluido em leite, contendo acima de 10 mg de
fosfolipidios causa a morte de todos os espermatozoides.

O método convencional de superar as interagdes prejudiciais do plasma seminal

e as proteinas da gema de ovo ou do leite ¢ diluir a amostra de sémen caprino num



diluente tamponado e, entdo, separar o plasma seminal dos espermatozodides pela
centrifugacdo (PURDY, 2006). Segundo este autor, o s€émen pode ser centrifugado a
550-950 x g por 10 a 15 minutos. Aboagla e Terada (2004) sugerem a centrifugacio do
sémen caprino diluido em Triscitrato-glucose a 1600 x g, em duas etapas de 30 minutos
cada.

Ritar e Salamon (1982) sugerem que o diluente a base de Tris, gema de ovo e
glicerol deve ser adicionado ao sémen sem a retirada do plasma seminal, sendo a
propor¢do de gema de ovo e glicerol de 2 e 4%, respectivamente. Chauhan e Anand
(1990) observaram que a criopreservacao do sémen caprino em diluente a base de Tris-
gema de ovo, sem a remocao do plasma seminal, produz altas taxas de fertilidade. Em
adicdo, Azeredo et al. (2001) verificaram que a motilidade dos espermatozdides ¢ maior
com o plasma seminal, e que o porcentual de espermatozoides com membranas lesadas
aumenta com a retirada do plasma seminal por centrifugacio, sendo ainda, acentuada
pelos processos de criopreservacdo e descongelamento. Com isto, pode-se concluir que
a remog¢ao do plasma seminal seria prejudicial, quando a finalidade fosse utilizar o
sémen caprino criopreservado.

Foi sugerido, que o plasma seminal fosse adicionado ao sémen descongelado,
com o intuito de “reverter” a capacitagdo precoce induzida pelo processo de
criopreservacdo. No entanto, nenhum aumento de fertilidade, apds a inseminagao

artificial, foi observado (ABAD et al., 2007).

2.2. MEMBRANA PLASMATICA DOS ESPERMATOZOIDES

Os espermatozdides sdo revestidos por uma membrana plasmatica formada
basicamente por bicamada lipidica com proteinas integrais e periféricas, glicoproteinas
de superficie e glicolipidios organizados em um mosaico fluido (SINGER e
NICHOLSON, 1972).

Os fosfolipidios estdo em arranjo lamelar que organiza a cadeia de acido graxo
em barreira hidrofobica, prevenindo a entrada de d4gua ou outras moléculas. A fluidez da
membrana plasmatica dos espermatozdides se dd pela relagdo de colesterol e
fosfolipidios (DARIN-BENNET et al. 1977). A regido mais fluida da membrana
plamatica contém maior teor de fosfolipidios (AMANN e PICKETT, 1987).



2.3. ZONA PELUCIDA

A zona pelicida ¢ o revestimento extracelular que circunda o odcito de
mamiferos. Forma uma membrana celular esférica de espessura extremamente uniforme
(05-10 pm em mamiferos) (GREEN, 1997). A zona pelucida é composta de trés
glicoproteinas principais, ZP1, ZP2 e ZP3. Sendo a ZP3 uma glicoproteina responsavel
pelo reconhecimento dos espermatozoides, também chamado atividade de zona.
Enquanto que a ZP2 mantém a ligacdo entre o espermatozoide e a zona peltcida apds a
reacdo acrossomica (BLEIL et al., 1980). Dean (1992) descreveu as ZP3 e ZP2 como
receptores primarios e secundarios, respectivamente, com papel fundamental na
interagdo entre o espermatozdide e odcito.

O gene da ZP3 ¢ composto de 8 éxons em ratas, mulheres e hamsters
(CHAMBERLIN e DEAN, 1989). As sequéncias génicas da ZP3 em mulheres e ratas
tém uma relagcdo de homologia de 74%, com 64% de similaridade entre as sequéncias de
aminodcidos. O gene da ZP2 de ratas apresenta uma relacdo de homologia de 70% com
a sequéncia génica da mulher que tem 19 éxons, e uma similaridade de 67% entre as
sequéncias de aminoacidos (DEAN, 1992).

O codigo genético das ZP2 e ZP3 ¢ conservado na maioria dos mamiferos. O
grau de conservagdo ¢ varidvel, onde nas ratas, cadelas, vacas e mulheres existem
relacdes de homologia maiores com as cobaias do que com porcas e coelhas
(RINGUETE et L., 1986).

A expressao das glicoproteinas ZP2 e ZP3 ¢ restrita aos 06citos em crescimento
em ratas, ndo sendo observadas em outras fases da célula ou outros tecidos (LIANG et
al., 1990). O mecanismo molecular pelo qual a expressao dos genes das ZP2 e ZP3 esta
restrita as células germinativas em crescimento da rata, ainda, ndo estd devidamente
elucidado.

A zona pelicida funciona como receptor espécie-especifico de espermatozodides
capacitados e promove indu¢do da reacdo acrossomal. Segundo Sinowatz et al. (2003) a
remocao da zona pelucida elimina a especificidade da interagdo dos gametas masculino
e feminino. Entretanto, alguns ensaios in vitro permitiram ligagdo de heterdlogos
(MORTILLO ¢ WASSARMAN, 1991). Muitas proteinas estdo envolvidas com a
penetracdo dos espermatozodides através das células do cumulus e da zona pelicida e
fusdo com oolema, garantindo uma interagdo espécie — especifica. Diversos estudos

estdo sendo realizados na tentativa de elucidar a estrutura e fun¢do de cada proteina



presente na membrana dos gametas. Proteinas como galactosil-transferase (GalT)
(MILLER et al., 1992), Fertilina B (CHEN et al., 1999), Ciritestina (Evans, 2002) e
Izumo (INOUE et al., 2005) ja foram descritas na membrana do espermatozdide. Além
da CD9 (tetraspanina) (MYIADO et al., 2008), integrina (a681) (WASSARMAN,
1990) e glicosilfostatidilinositol (GPI) (ALEGRETTI et al., 2009) ancoradas no
oolema.

A penetragdo da zona peliicida ¢ um dos passos cruciais para a fecundagao. Por
1sso, os espermatozoides que sdo incapazes de reconhecer e se ligarem as glicoproteinas,
falham em fecundar o oécito. O reconhecimento do gameta e as proximas interagdes sao
realizados pelas associagdes proteina-carboidrado dos receptores da zona pelicida que
ativam o sinal da cascata, iniciando a exocitose acrossomal pelas reacdes de
fosforilacao/ defosforilagio (TOPFER-PETERSEN et al., 2000).

A interagdo da zona pelucida com o espermatozoide capacitado, levando a
exteriorizagdo das cadeias de oligossacarideos dentro da estrutura tridimensional da
zona pelucida, pode iniciar a formac¢do de um complexo receptor na membrana
espermadtica, mediado pelo célcio. Estes eventos levam a agregacdo de moléculas
sinalizadoras do complexo que, entdo, ativam a cascata, com exocitose, penetragdo da
zona pelucida e a fusdo do espermatozdide com o odcito (TOPFER-PETERSEN et al.,
2000; BEN-YOSEF e SHALGI, 2001).

2.4. COLETA E AVALIACAO DE SEMEN CAPRINO

A coleta de sémen caprino geralmente ¢ feita por meio de vagina artificial, mas
pode-se fazer também por meio de um eletroejaculador, ou ainda pelo acesso cirurgico a
cauda do epididimo (KUNDU et al., 2002). A eletroejaculagdo ¢ um método pouco
utilizado para a coleta de s€émen na espécie caprina. Segundo Lima (2008), este método
fica reservado as situacdes em que o animal encontra-se impossibilitado de realizar a
monta por problemas ou defeitos adquiridos que o impegam de realizar a monta.

A vagina artificial ¢ um instrumento que simula as condigdes de pressdo e
temperatura da vagina natural. Para a coleta, ¢ necessario utilizar um manequim que
pode ser uma cabra em estro induzido ou natural, ou outro macho, devidamente contido,
para que o reprodutor realize o salto. E extremamente importante a manutengdo do
sémen sob a protecdo da luz solar e poeira, além de evitar agitagdes bruscas

(GRANADOS et al., 2006). Segundo Yamashiro et al. (2006), a presenca de albumina



sérica bovina (BSA) nos tubos de coleta, proporcionam uma melhora nos resultados de
motilidade e integridade acrossomal apds o descongelamento.

Para se obter ejaculados de melhor qualidade, recomenda-se estabelecer um
programa de coleta semanal de sémen caprino. Este programa pode consistir,
usualmente, na realizagdo de uma coleta por dia, durante cinco dias, com descanso de
48h, podendo-se fazer uso de bodes a partir de 7 a 8 meses de idade (GIBBONS, 2002),
embora existam varios outros modelos de programas sugeridos. Apds a coleta, o sémen
caprino deve ser avaliado de acordo com pardmetros macros € microscopico

preconizados pelo CBRA (1998).

2.5. CRIOPRESERVACAO

A criopreservacdo mantém a vida util do sémen por um periodo indefinido a
temperatura de -196°C em nitrogénio liquido, entretanto uma grande propor¢ao de
espermatozodides ¢ morta no processo de congelamento e descongelamento do sémen
(NOAKES et al., 2001).

A velocidade de congelamento € responsavel pela cristalizagdo e vitrificacao da
agua intraespermatica. Se ha um congelamento mais lento, a cristaliza¢do da agua livre
extraespermatica d4 origem a uma exosmose e desidrata a célula espermatica. O
congelamento rapido evita esta desidratacdo dos espermatozoides e, conseqiientemente,
promove menos danos a célula (AZEVEDO et al., 2000).

E bem conhecido que o resfriamento rapido do sémen dos ungulados, entre 30 a
0 °C induz um estresse letal para algumas células, sendo este proporcional a taxa de
resfriamento, ao intervalo de temperatura e ao limite de temperatura. Esse processo ¢
conhecido como choque térmico, que afeta variavelmente o sémen de todas as espécies
(WATSON, 2000). Desta forma, uma taxa de resfriamento adequada ¢ necessaria para
prevenir danos estruturais, bioquimicos e biofisicos a membrana. Rovay et al. (2006)
mostraram uma maior eficiéncia de um resfriamento nio linear antes do congelamento,
apresentando motilidade total e percentagem de células vivas maiores que quando
submetido ao resfriamento linear.

Uma diminuicdo significativa da motilidade total e progressiva dos
espermatozodides, assim como, uma fragmentacdo do DNA, pode ocorrer no sémen

criopreservado quando comparado ao sémen fresco.



Os espermatozoides, quando congelados, sdo capazes de gerar espécies reativas
ao oxigénio (ROS), e esta geracao t€ém um papel importante na capacitagao espermatica
(LECLERC et al., 1997), reagcdo acrossomal (de LAMIRANDE, 1998), hiperativacao
(de LAMIRANDE e GAGNON, 1995) e fusdo do espermatozdide com o odcito
(AITKEN et al., 1995)

A geragao do ROS in vitro pela Xantine e Xantine-oxidase resulta em redugao
na motilidade espermatica, viabilidade e reacdo acrossomal (de LAMIRANDE e
GAGNON, 1992) e fusdo do espermatozdide ao odcito (AITKEN et al., 1993). O
perdxido de hidrogénio ¢ o principal responsavel pelas alteracdes nos espermatozdides
(ALVAREZ e STOREY, 1989).

A cascata de peroxidacdo lipidica tem inicio quando o ROS reage com os 4cidos
graxos poliinsaturados na membrana da célula espermatica. Como conseqiiéncia a
membrana da célula espermatica perde integridade e capacidade de participar dos
eventos relacionados com a fertilizagcdo (STOREY, 1997).

Em adicao aos efeitos na membrana, a peroxidacao lipidica pode causar danos
ao DNA, como mudancas de bases, quebra de ligagcdes do DNA entre outras (TWIGG et
al.,, 1998). A peroxidagdo do DNA pelos produtos citotdoxicos da peroxidagdo dos
lipidios (radical peroxil, malandialdeido e 4-didroxinonenol), ¢ um importante
mecanismo de perda da integridade do DNA , assim como também, da membrana e da

capacidade de fertilizacdo da célula espermatica.

2.6. DESCONGELAMENTO

Desde que o sémen caprino foi congelado pela primeira vez por Smith e Polge
(1950), e esses autores se reportaram a fertilidade pos-descongelamento do sémen dessa
espécie como muito baixa para serem consideradas de valor pratico. Desde entdo,
muitas investigagdes tém sido desenvolvidas sobre a criopreservagdo do s€émen caprino
e todas as etapas envolvidas no processo (LEBOEUF et al., 2000).

O tempo de equilibrio é considerado o tempo total em que os espermatozdides
sao mantidos em contato com o crioprotetor e todos os demais componentes do diluidor,
previamente ao congelamento. Durante esse periodo, ocorre o equilibrio osmotico entre
o meio intracelular espermatico e extracelular, formado por todos os componentes
osmoticamente ativos presentes no meio diluidor (SALAMON e MAXWELL, 2000).
Segundo Oettlé (1986), um periodo de equilibrio apropriado, assim como adequadas

taxas de diluicdo e resfriamento celular, sao fatores fundamentais para a prevencao do



surgimento de alteragdes espermadticas durante o processo de criopreservagio
espermatica. Com o desenvolvimento de melhores técnicas nos processos iniciais de
congelamento, podem aumentar os indices de viabilidade espermatica pos-
descongelamento.

Alguns trabalhos demonstram que o periodo de equilibrio ao qual o sémen
caprino deve ser submetido, previamente ao congelamento, vai até 4h de tempo total,
enquanto periodos maiores (5 a 6 h) ndo promoveram melhorias no sémen caprino
descongelado. (SINHA et al., 1992; DUTTA et al, 1996). Deka e Rao (1986)
encontraram menores taxas de alteragdes de acrossoma nos espermatozoides submetidos
a um menor tempo de equilibrio (1h), quando comparados com o sémen mantido por
periodos maiores (3 e 5 h). Entretanto, Das e Rajkonvar (1994) observaram que o s€émen
que permaneceu por 3 h em tempo de equilibrio obteve melhores indices de motilidade
pos-descongelamento e de lesdes acrossomais, quando comparado ao sémen que
permaneceu por 1 e 6 h. Baruah et al. (2003) ndo verificaram diferengas significativas
em relacdo as taxas de motilidade espermatica e lesdes acrossomais, para as amostras de
sémen equilibradas por 0,5, 1 e 1,5 h.

Segundo Evans e Maxwell (1987), o processo de descongelamento das amostras
de sémen deve ser determinado pelo método de congelamento usado. Por exemplo,
amostras peletizadas sdo descongeladas em um tubo seco a 37 °C, enquanto as amostras
nas palhetas podem ser descongeladas de diversas maneiras.

Em bovinos, o procedimento usual de descongelamento ¢ mergulhar as palhetas
em agua a 35 °C por 20 a 30 segundos quando se utiliza de palhetas de 0,25 mL por 40 a
60 segundos para palhetas de 0,5 mL, sendo que apos o descongelamento, o ideal ¢
utilizar a dose de sémen num periodo maximo de 15 minutos (BALL e PETERS, 2006).
J& nos caprinos, tradicionalmente, o descongelamento a 37 °C por 12-30 segundos ¢
mais utilizado por serem obtidos resultados superiores aos obtidos pelo

descongelamento a 05 °C por 2 minutos, entre outros métodos (PURDY, 2006).
2.7. AVALIACAO DE MOTILIDADE E VIGOR ESPERMATICA

A avaliacdo da motilidade espermética ¢ o parametro mais utilizado para a
avaliacdo do sémen, definida como porcentagem de espermatozoides moveis da amostra
avaliada imediatamente apds a coleta ou apos a criopreservagao do sémen (SEAGER e

FLETCHER, 1972). A avaliacdo da motilidade ap6s a criopreservacdo tem como



objetivo verificar a propor¢ao de espermatozdides que mantiveram a motilidade apds as

injurias causadas por esse processo de conservacgio (PENA, 2000).

A proporcao de espermatozoides exibindo motilidade progressiva €, geralmente,
estimada, subjetivamente, no microscopio Optico de contraste de fase ou, de forma
objetiva, utilizando-se a andlise computadorizada (PENA MARTINEZ, 2004). O vigor
da célula espermatica ¢ um parametro, normalmente, avaliado em conjunto com a
motilidade espermatica e ¢ definido como a qualidade do movimento exibido pelos
espermatozdides moveis. Para tanto, faz-se uso de uma escala compreendida numa faixa

de 0 a 5 (CHRISTIANSEN, 1988).

Estudos tém demonstrado que tanto nos ejaculados frescos (CASEY et al., 1993)
como nos congelados (JANUSKAUSKAS et al, 1996), ha uma propor¢ao de
espermatozodides que sdo vidveis mesmo estando imoveis, podendo adquirir motilidade
apos estimulacdo com cafeina (LARSSON et al.,, 1976). Portanto, a avaliacdo da
motilidade ndo pode ser usada como técnica de mensuragdo dos espermatozoides vivos
e mortos, mas fornece informacao de um fator necessario para a capacidade fertilizante
da célula espermatica, pois ¢ a manifestagdo da sua competéncia estrutural e funcional

(PENA MARTINEZ, 2004).

Embora a motilidade espermatica esteja geralmente correlacionada a integridade
da membrana plasmatica (KUMI-DIAKA, 1993), os relatos de correlagdes entre a
motilidade espermatica e a taxa de fertilidade ainda sdo conflitantes (KJAESTAD et al.,
1993; SANCHEZ-PARTIDA et al., 1999; TARDIF et al., 1999).

2.8. AVALIACAO DA MORFOLOGIA ESPERMATICA

A morfologia espermatica ¢ um parametro indispensavel na avaliacdo seminal,
pois ¢ intrinsecamente implicada a problemas de fertilidade (OETTLE, 1993). Este
autor relatou que a medida que se aumenta o percentual de espermatozoides anormais, a
fertilidade ¢ reduzida, sendo observado que, quando a propor¢do de espermatozodides
morfologicamente normais estava abaixo de 60%, a fertilidade foi adversamente

afetada.

Vérios métodos t€m sido desenvolvidos para avaliar a morfologia da célula
espermatica. Esfregacos imidos de s€émen podem ser examinados por microscopia de
contraste de fase apos a fixacdo com glutaraldeido ou de tampao formol salina para

manter as caracteristicas celulares e permitir uma observagdo futura (CBRA, 1998). A
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morfologia também pode ser avaliada, apds o uso de corantes Wright, Rosa de Bengala,
Diff-Quik, Spermac® (PURSWELL et al., 1992; OETTLE e SOLEY, 1985; STROM et
al., 1997), Giemsa (CARDOSO et al., 2003), Hematoxilina-eosina (SILVA et al., 2003)
e Eosina-nigrosina (PENA, 2000).

O acrossoma do espermatozodide pode ser avaliado pela microscopia optica em
esfregacos corados com Eosina-nigrosina (OETTLE, 1988; PENA et al., 1998a),
Giemsa (DAHLBOM et al., 1997) coloragdo tripla composta por Rosa de bengala/azul
de tripan/marrom de Bismarck (TALBOT e CHACON, 1981), rosa bengala
(RODRIGUES, 1997) e Spermac® (OETTLE 1993; STROM et al., 1997).

Existem dois principais métodos de classificagdo das alteragcdes morfologicas.
Um deles ¢ dividido em alteragdes primarias e secundarias (JOHNSTON et al., 2001), e
o segundo em defeitos maiores e menores (OETTLE, 1993). Outra classificagio pode
dividir os defeitos maiores e menores quanto a regido do espermatozoide em que esta
situada a alteracdo, ou seja, cabega, pega intermediaria e/ou cauda (CARDOSO et al.,

2003).

Blom (1973) classificou as patologias do sémen em defeitos maiores e menores.
Sendo os defeitos maiores aqueles que podem ter um efeito negativo maior na

fertilidade, diferentemente dos menores.
2.9. TESTES DE INTERACAO OOCITO-ESPERMATOZOIDE

A ligagdo do espermatozoide a zona pelicida (ZP) é um evento critico na
interacdo gametogénica que culmina com a fertilizacdo do odcito (MAYENCO-
AGUIRRE e PEREZ-CORTES, 1998). A habilidade de um espermatozoide de interagir,
corretamente, com o oocito ¢ crucial e dependente de véarios fatores, incluindo a

motilidade espermatica e a fluidez de membrana.

A habilidade do espermatozéide em se ligar a algum receptor da zona pelucida ¢
um teste potencialmente valioso ao se avaliar técnicas de criopreservacdo de sémen.
Pois estd diretamente relacionado a capacidade fecundante dos espermatozdides
(BARBATO et al., 1998). Testes avaliando essa habilidade dos espermatozoides tém
sido desenvolvidos para eqiiinos (FAZELLI et al., 1993a), bovinos (FAZELLI et al.,
1993b), suinos (FAZELLI et al., 1995) e caninos (MAYENCO-AGUIRRE e¢ PEREZ-
CORTEZ,1998; STROM HOLST et al., 2001).
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Os testes de ligacdo do espermatozoide canino a zona pelicida podem ser
realizados utilizando-se odcitos homoélogos integros (STROM HOLST et al., 2001) ou
bisseccionados (hemizona) (MAYENCO-AGUIRRE e PEREZ-CORTEZ,1998).
Segundo Olar (1984), a avaliagdo da capacidade fecundante do espermatozdide,
imediatamente apds o descongelamento, seria um parametro mais importante do que a
simples observagao da manutencao da motilidade apds um periodo de incubagao (teste

de termorresisténcia).

A interacdo entre odcito e espermatozdide pode ser avaliada pela fluorescéncia
(Hoechst 33258) ou pela microscopia Optica (aceto-orceina), na qual se observa a
presenca de cabegas espermaticas ligadas a zona pelticida ou no espago perivitelinico e

ooplasma do o6cito (HEWITT e ENGLAND, 1997).

O teste de penetracdo oocitaria consome menos tempo do que fertilizagdo in
vitro, visto que ndo ha a necessidade de maturar o odbcito, € somente a
ligagdo/penetracdo ¢ avaliada e ndo o desenvolvimento embriondrio (HEWITT e

ENGLAND, 1997).

A ligacdo do espermatozoide na zona pelucida e a penetragdo no ooplasma
mostraram-se, intimamente, associada a motilidade espermatica (HAY et al., 1997), mas

ndo se correlacionaram com a morfologia acrossomal (RODRIGUES et al., 2004).

A concentragdo, morfologia e motilidade espermatica sao utilizadas como
parametros indicativos bésicos de fertilidade do macho. Os eventos bioquimicos
relacionados a fertilizag@o e a capacidade fecundante sdo dificeis de mensurar por meio
de técnicas basicas de analise de sémen. Com isto, podem-se utilizar os testes de ligagao
e penetracao da zona pelucida como técnicas de avaliacdo do potencial de capacitagdo e
reacdo acrossdmica do espermatozoide (AMORIM et al., 2008).

Similaridades entre as glicoproteinas da zona pelicida e da membrana
perivitelina da gema de ovo de galinha permite a ligagdo dos espermatozoides de outras
espécies a esta membrana segundo Barbato et al. (1998). Estes ainda observaram que a
membrana da gema de ovo de galinha poderia ser utilizada para avaliar a capacidade de
ligagdo de espermatozodides de perus, e apresentaram um grafico comparativo (Figura
01) demonstrando o comportamento da capacidade de ligacdo dos espermatozoides de
diferentes espécies de mamiferos a membrana perivitelina da gema do ovo de galinha.

Segundo Amorim et al. (2008) ensaios de ligagdo com a membrana perivitelina

sdo simples, e de facil obtengcdo. Com este teste, Barbato et al. (1998) esperavam maior
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uniformizagdo das respostas de um mesmo individuo, aumentando, assim, a
probabilidade de observar diferencas entre individuos. Com isto, este teste foi utilizado
para identificar subfertilidade em galos (BARBATO et al., 1998), Perus (GILL et al.,
1999), e homens (AMANN et al., 1999), além de avaliar danos aos espermatozoides

causados pelo processo de criopreservagao do s€men (AMANN et al., 1999a).
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Figura 01. Comportamento do percentual de adesdo dos espermatozoides por milimetro
quadrado (linha vertical) em funcdo da concentragdo de espermatozédides em
milhdes por campo (linha horizontal) em ratos, bois, homens, garanhoes e

galos. Fonte: Barbato et al. (1998)

3. MATERIAL E METODOS
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3.1. LOCAL

O experimento foi realizado no Setor de Caprinocultura e no Laboratdrio de
Reproducdo Animal do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa,

no periodo de abril a maio de 2009.

3.2. ANIMAIS

Foram utilizados machos das racas Saanen (2) e Pardo Alpina (2), com idades
entre 3 e 7 anos, simetria testicular e bolsa escrotal sem qualquer alteracdo, prepucio e

pénis normais, boa libido e clinicamente normais.

3.3. METODO DE COLETA DO SEMEN

O sémen foi coletado por meio de vagina artificial, constituida por um cilindro
rijo, aberto em ambas as extremidades, valvula controladora de entrada e saida de agua
e ar, mucosa de borracha, revestida internamente por um saco plastico (camisinha) que
na outra extremidade estava acoplada ao tubo de coleta graduado, € uma protecao de
tecido escuro. (Modificado de MIES FILHO, 1987). A vagina foi preenchida com agua
a 60 °C e ar, até a obtencdo da pressdao necessaria para a coleta do s€men, obtendo-se a
temperatura média de 41 °C (40 a 42 °C) no ato da coleta. Além disso, o tubo de coleta
foi revestido com o saco de tecido escuro, para proteger s€men das variagdes térmicas e
radiagdo solar ultravioleta. Utilizou — se cabras em cio natural, como manequim, que
foram colocadas em um tronco de contengdo. As coletas foram realizadas em dias

alternados, sendo quatro coletas para cada animal, totalizando 16 ejaculados.

3.4. EXAMES DO SEMEN

O sémen coletado foi colocado em banho-maria a 37 °C, para preserva¢dao dos
espermatozdides durante as analises. Os materiais utilizados no experimento, como
laminas, laminulas, pipetas e recipientes, foram colocados sobre uma placa aquecedora

a 37 °C, evitando que os espermatozoides passassem por variagdes térmicas.

3.4.1. VOLUME
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A determinagdo do volume do ejaculado foi realizada no laboratorio, por meio

de leitura no tubo de coleta graduado, antes da colocacao no banho-maria.

3.4.2. COR

A cor do sémen foi determinada visualmente, de acordo com Mies Filho (1987).

3.4.3. TURBILHONAMENTO

Para proceder-se a avaliagdo do turbilhonamento, colocou-se 10 pL de sémen
recém-coletado sobre lamina a 37 °C, levando-a ao microscépio de contraste de fase,
com aumento de 10x. A interpretacdo foi subjetiva, sendo considerada escala de zero a

cinco pontos (FONSECA et al., 1992).

3.4.4. MOTILIDADE ESPERMATICA

Foi determinada colocando-se 10 puL de sémen sobre ldmina e adicionando-se
100 pL do diluente de congelamento. O material foi homogeneizado e retirado 10 pL e
colocado sobre lamina a 37 °C, em seguida coberto com laminula, levando-a ao
microscopio de contraste de fase, com aumento de 40x. A avaliacdo foi subjetiva,
considerando-se variagdoes de 0 a 100%. Para a avaliagdo do sémen congelado, ndo se

utilizou a diluicao.

3.4.5. VIGOR ESPERMATICO

Esta avaliacdo foi realizada a partir da lamina preparada para motilidade
espermatica e classificado numa escala de zero a cinco pontos, em que os valores mais

elevados indicaram sémen de melhor qualidade (FONSECA et al., 1992).

3.4.6. CONCENTRACAO ESPERMATICA

Para determinacdo da concentracdo espermatica, foi utilizada a camara de
Neubauer dupla, em que o sémen foi diluido em agua destilada, na propor¢do de 1:200
(dgua:diluidor), utilizando-se a pipeta de volume varidvel. Preenchida a camara de
Neubauer, o material foi levado ao microscopio de contraste de fase em aumento de 40x

(FONSECA et al., 1992).
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Obs.: A partir daqui cada coleta serd denominada partida. Foram congeladas 12

palhetas de 0,25 ml de cada partida, totalizando 184 palhetas congeladas.

3.5. DELINEAMENTO

Para cada partida congelada se utilizou uma aliquota de 20 uL de sémen fresco
para inseminar uma membrana perivitelina de gema do ovo, onde se denominou este
grupo de ligacdo em membrana perivitelina da gema do ovo com sémen fresco
(MPVGOF). Apds o congelamento outros trés grupos foram formados. No primeiro
grupo, para cada partida de sémen descongelado foi inseminada uma membrana
perivitelina da gema do ovo, sendo este grupo denominado ligacdo em membrana
perivitelina com sémen descongelado (MPVGOD). No segundo grupo para cada partida
foi utilizado um o6cito bovino, denominando-se ligagdo em oocito bovino (LIGBOV),
j& no terceiro grupo, em cada partida se utilizou um oocito caprino, onde foi
denominado ligacao em odcito caprino (LIGCAP).

Por meio de recursos disponiveis no site

http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html, foi feito o alinhamento das

sequéncias génicas (disponiveis no GENBANK, www.genbank.com.br), das proteinas

Integrina, Tetraspanina (CD9), ZP2 e ZP3, das espécies, bovina e aves domésticas

(galinha) em relagdo a espécie caprina.

3.6. CONGELAMENTO DO SEMEN

As amostras foram congeladas com o meio comercial a base de Tris (Bioxcell —
IMV) (tabela. 01). O sémen foi envasado em palhetas de 0,25 mL, estas palhetas foram
colocadas em tubo de ensaio de 20 mL revestido por refil (saco plastico) e colocado
dentro de recipiente de plastico com capacidade de 240 mL contendo 125 mL de alcool
etilico absoluto. O recipiente foi entdo colocado na posi¢do horizontal dentro da

geladeira, com temperatura interna entre 04 e 05 ° C, durante 60 minutos.

16



Tabela 01. Composi¢ao quimica do diluidor.

COMPONENTES gL
T 23
Citrato de sodio 6.2
Cloreto de potassio 08
Frutose 12
Lactose monohdratada 0.8
Glicina 02
Glicose amidra 05
Taurma 0.005
Sulfato de gentamicina 024
Tartrato de tilosina 0.33
Lincospectma 100 0383
Glicerol 40.2
Hidrato de lactato de calcio 0.7
Lecitina de soja 1.5
Acido citrico monohidratado 25
Agua ultra pura q.5.p. 1000 mL

FONTE: IMV® - BRASIL.

O pré-congelamento foi realizado durante 15 minutos em vapor de nitrogénio
liquido, colocando-se as palhetas sobre suporte de ago inox, a altura de 5 cm acima da
lamina de nitrogénio liquido, acondicionadas em caixa de isopor com 40 cm de
comprimento X 32 cm de altura x 20 cm de largura, contendo lamina de 5 cm de altura
de nitrogénio em seu interior. ApoOs esse periodo, as palhetas foram imersas no
nitrogénio para o congelamento final do sémen, sendo colocadas em raques,
devidamente identificadas, ainda submersas no nitrogénio. Em seguida as raques foram

estocadas em botijado com nitrogénio liquido para analises posteriores.
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3.7. TESTE DE LIGACAO DOS ESPERMATOZOIDES AOS OOCITOS
CAPRINO E BOVINO

Foram descartadas quatro cabras do rebanho do setor de caprinocultura do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, por baixa produgao de
leite, sem qualquer relagdo com problemas reprodutivos. Destas foram retirados os
ovarios, e por meio de aspiragdo folicular, utilizando seringa de 1000 uL com agulha
acoplada, os odcitos foram coletados e em seguida foram armazenados em solugdo
saturada de cloreto de sodio a temperatura de 4 °C.

Os odcitos bovinos foram coletados e armazenados da mesma forma que os
odcitos caprinos, € os ovarios foram adquiridos em frigorifico do municipio de vigosa, a
40 minutos do laboratdrio.

Para realizacdo dos testes, os oocitos foram retirados da solug¢do saturada ¢
lavados quatro vezes em BTS, em seguida, foram colocados em 200 uL. de Bull TALP
(B-TALP), para cada odcito, e postos na estufa a 37 °C com pressao atmosférica de 5%
de CO; por 60 minutos. Em seguida cada odcito foi inseminado com 20 puL de sémen
descongelado, com a concentragdo de 5 x 10° espermatozéides/ mL. Apos 45 minutos
foi adicionado 1puL de corante de Hoechst 33342, permanecendo incubado por mais 15
minutos. Apds 60 minutos de incubagdo do odcito inseminado estes foram lavados
quatro vezes em BTS. Em seguida, o odcito foi colocado sobre a lamina disperso em 10
uL de BTS e coberto com laminula para observacdo em microscopio Olympus —
Modelo BX 60F5, equipado com filtro de excitagdo (365 nm) e filtro de barreira (410
nm), com um aumento de 400x. Todas as células espermaticas ligadas & membrana do

o0cito foram contadas.

3.8. TESTE DE LIGACAO DOS ESPERMATOZOIDES A MEMBRANA
PERIVITELINICA DA GEMA DO OVO

A membrana perivitelina foi preparada pela separa¢do da gema da clara do ovo,
removendo o excesso de clara usando um papel toalha. A gema intacta foi colocada
sobre um pedago de parafilme, a membrana sendo delicadamente rompida e lavada
usando B-TALP mantendo a membrana no parafilme. A membrana removida do
parafilme foi colocada em tubo de vidro de 10 mL. A membrana foi lavada véarias vezes
com B-TALP até que a solugdo estivesse limpa. A membrana perivitelina foi colocada

dentro de placa de Petri, A membrana foi espalhada delicadamente e cortada em
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pequenos quadrados (1 cm?), usando uma cubeta de espectrofotdmetro como modelo.
Cada pedago foi colocado em um tubo de cultura (10 mL) contendo 1 mL de B-TALP.
Cada quadrado da membrana foi inseminado com 20 pL de sémen na concentracdo de 5
x 10° espermatozoides/ mL.

A membrana com os espermatozoides foram incubados por 1 hora a 37 °C em
atmosfera de 5% de CO,. Agitando-se suavemente apds 30 minutos. Neste momento
acrescentou-se luL. de Hoechst 33342 (Img/mL de 4gua), para corar o nucleo dos
espermatozodides. Depois da incubagdo, a membrana foi colocada em um tubo contendo
1 mL de B-TALP, e as membranas foram lavadas cinco vezes com B-TALP.

Colocou-se a membrana sobre uma lamina, e delicadamente espalhada para
remover possiveis dobras, foram cobertas com laminulas e examinadas utilizando
microscopio Olympus — Modelo BX 60F5, equipado com filtro de excitagdo (365 nm) e
filtro de barreira (410 nm), com um aumento de 400x. Observaram—se os nucleos dos
espermatozdides aderidos a membrana.

Para cada membrana foram contados todos os espermatozoides que estavam
aderidos em 06 microcampos, e estimando, assim, o percentual de espermatozoides

aderidos segundo Barbato et al. (1998).

3.9. ESTATISTICA

Seguiu-se o delineamento inteiramente casualizado, comparando-se no primeiro
momento dois tratamentos (LIGBOV e MPVGOD) em relagdo ao tratamento padrao
(LIGCAP) pelo teste de DUNNET (P<0,05), e no segundo momento, foi feita a analise
de variancia (P<0,05) entre os tratamentos MPVGOF ¢ MPVGOD. Em todas as
caracteristicas estudadas realizou-se a estatistica descritiva (médias, desvio padrao da
média e coeficiente de variagdo). O teste de Lilliefors foi utilizado para a verificagdo de
normalidade dos dados. E para avaliar a homogeneidade das varidncias empregou-se o
teste de Cochran e Bartlett. Foi realizada a correlagdo simples de Pearson entre todas as
variaveis estudadas. Foi calculado um intervalo de confianga com 95% de probabilidade
do valor real da média estar contido neste intervalo, em seguida comparou-se com

intervalos de confianga gerados a partir de dados observados na literatura.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios com seus respectivos desvios padrao da média (Média + Syx)
referente ao volume do ejaculado (VOL), concentracdo espermdtica (CONC),
motilidade espermatica (MT), vigor espermatico (VIG) do sémen a fresco e motilidade
espermatica (MT) e vigor espermatico (VIG) do sémen descongelado encontram-se na
tabela 02. Nao houve variacdo (P>0,05) entre os animais utilizados em qualquer
variavel estudada.

O volume médio de sémen coletado foi 1,1 + 0,15 mL. Estes resultados sao
coerentes com os valores, encontrados na literatura, para bodes durante a estagdo
reprodutiva (KARATZAS et al., 1997). Segundo Hafez ¢ Hafez (2004) o volume do
sémen varia de acordo com o método de coleta, com a idade do animal, estacdo e
freqiliéncia das coletas, variando entre 0,5 a 2 mL em animais adultos e de 0,5 a 0,7 mL
nos jovens.

As médias observadas para volume foram superiores aos valores médios
preconizados pelo CBRA (1998) para a espécie caprina, que ¢ de 0,8 mL. Assim,
também, Martins et al. (2006) observaram um volume de 0,7 = 0,32 em animais da raga
Parda Alpina. No entanto, Lima et al. (1991) trabalhando com caprinos da raga
Saanem, observaram média de 1,54 mL para volume do ejaculado. Sendo assim, os
resultados mantiveram-se na média, como seria esperado, visto que, animais de ambas
as ragas foram utilizados no presente estudo.

A concentragdo espermatica média observada foi de 1,94 + 0,21 x 10°
espermatozodides, resultado semelhante aos apresentados por Siqueira (2006) 2,02 +
0,64 x 10°, Rovay (2006) 2,2 + 0,7 x 10°, diferindo dos resultados de Martins et al.
(2006) 3,45 + 1,25 x 10°, demonstrando a alta variabilidade da concentracio
espermatica de caprinos na literatura consultada. Pois, os Ultimos autores observaram
resultados fora do intervalo de confianca (95%) dos demais estudos inseridos.

Observou-se turbilhonamento médio de 3,6 + 0,23, sendo igual aos 3,83 + 0,57
reportado por Siqueira (2006), aos 4,06 = 0,66 observado por Martins et al. (2006) e aos
4,0 + 0,6 constatado por Castilho (2008). Foi observada motilidade espermatica de 77,5
+ 1,37 para o sémen fresco, sendo superior aos 72,00 £ 11,59 reportado por Bittencourt
et a. (2007) e inferior aos 82,87 + 7,32 de Martins et al. (2006), 83,0 + 5,0 de Siqueira
(2006) e 86,0 + 4,0 de Rovay (2006), no entanto, todos estdo dentro do mesmo intervalo

de confianga com 95% de probabilidade deste intervalo conter a média real da
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populacdo. Estes valores observados sdo classificados como normais para a espécie de
acordo com os valores minimos de motilidade espermatica preconizados para a espécie
pelo CBRA (1998).

Os valores médios do vigor observado foi 3,8 £ 0,1, sdo iguais aos 4,14 + 0,48
reportados por Siqueira (2006), aos 4,0 = 0,8 de Rovay (2006) e aos 4,1 + 0,3 de
Castilho (2008), diferindo de 3,35 + 0,46 verificado por Martins et al. (2006), estando

acima do valor minimo preconizado pelo CBRA (1998).

Tabela 02. Médias, desvio padrio da média e coeficiente de variacdo do volume,
concentragdo, turbilhonamento, vigor e motilidade espermatica do sémen

fresco e o vigor e motilidade espermética do sémen descongelado.

Média S« CV(%)

Volume 1,1 0,15 54,74
SPTZ x 10°/mL 1,94 0,21 41,42
Turbilhonamento 3,6 0,23 25,3
VGSF 38 0,10 9,57
VGSD 2,7 0,12 17,72
MotSF 77,5 1,37 7,07
MotSD 32,2 1,37 16,98

SPTZ — espermatozodide; VGSF — vigor do sémen fresco; VGSD - vigor do sémen descongelado;
MotSF — motilidade do sémen fresco; MotSD - motilidade do sémen descongelado; S, — desvio padrio da média; CV

(%) — coeficiente de varigao.

As médias dos testes de ligagao de espermatozdides aos o6citos caprino € bovino
e também a membrana perivitelina da gema do ovo com sémen descongelado estao
sumariados na tabela 03.

Nao foram encontradas diferencas (P>0,05) entre os testes de ligacdo do odcito
bovino ¢ gema do ovo em relagdo ao teste de ligagdo ao odcito caprino (tratamento

padrao), sugerindo a possibilidade de substituir este ultimo, por qualquer dos testes
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anteriores, na realizagdo de analises in vitro para determinar a qualidade seminal de

caprinos pela sua capacidade de adesdao espermatica.

Tabela 03. Médias, desvio padrdo da média e coeficiente de variacdo dos testes de
ligacdo dos espermatozoides caprinos aos odcitos caprino, bovino, e a

membrana perivitelina da gema do ovo.

Teste Média Sx CV (%)
LIGCAP (Padrao) 231,4° 8,97 14,50
LIGBOV 218,6 8,97 15,35
MPVGOD 190,6 29,92 58,73

Meédias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem do padrio (P<0,05) pelo teste de
Dunnett. LIGCAP — ligacdo ao odcito caprino; LIGBOV — ligacdo ao odcito bovino; MPVGOD — a membrana
perivitelina da gema do ovo com sémen descongelado; S, — desvio padrdo da média; CV (%) — coeficiente de

variagao.

Os resultados da analise comparativa do teste de ligacdo da gema do ovo,
utilizando o sémen caprino fresco e descongelado estdo sumariados na tabela 04. Nao
houve diferenca (P>0,05) entre as médias do teste de ligagdo com sé€men fresco ou
congelado, em contraste aos resultados de Barbato et al. (1998) num trabalho com
sémen de galo, em que observaram diminuicdo do percentual de espermatozoides
ligados e atribuiram esta aos danos celulares causados pelo processo de congelamento.

As médias do percentual de espermatozodides ligados foram 18,4 + 2,0 e 19,1 +
2,9 %, para o s€men fresco ¢ descongelado, respectivamente. Reis (2002) estudando a
ligagdo a membrana da gema do ovo com sémen suino in natura nas concentragdes de
6,25 e 12,5 x 10° espermatozdides/ mL, observou uma variagdo no numero de
espermatozodides ligados de 0,05 a 8,97% e 0,43 a 8,83, respectivamente. Amann et al.
(1999) estudando o s€émen humano observaram que o percentual de espermatozoides
ligados foi dose dependente decrescente, sugerindo que a medida que aumentava a
concentragdo havia também aumento na competicdo, reduzindo a probabilidade de

ligagdo, independente do potencial de ligacao da célula espermatica.
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Em outra pesquisa Amann et al. (1999a) observaram variacdo de 3 a 35% de
espermatozdides de homens ligados a membrana da gema do ovo. Atribuiu-se esta
variagio as diferengas na capacidade de fertilizagdo entre os individuos. E possivel que
nos resultados deste estudo ndo tenha ocorrido diferenga (P>0,05) entre as médias por
dois motivos. 1° - o processo de congelamento utilizado nao afetou as estruturas de
superficie dos espermatozodides responsaveis pela sua adesdo a membrana. E segundo,
os individuos utilizados ndo apresentaram diferengas (P>0,05) entre qualquer outra
variavel analisada, estando estes, possivelmente, com as mesmas condi¢cdes de

fertilizagao.

Tabela 04. Médias percentuais, desvio padrdo da média e coeficiente de variacdo dos

testes de ligacdo da gema do ovo, utilizando sémen caprino fresco e

descongelado.
Descricdo Média (%) Sx CV (%)
MPVGOF 18,4° 2,0 43,28
MPVGOD 19,1° 2,9 58,73

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0,05) pelo teste ANOVA.
MPVGO — membrana perivitelina da gema do ovo com sémen fresco; MPVGOD — a membrana perivitelina da gema

do ovo com sémen descongelado; S, — desvio padrdo da média; CV (%) — coeficiente de variagao.

Estdao sumariadas na tabela 05, as correlagdes entre os aspectos fisicos do sémen
in natura com os testes de ligagdo dos espermatozoides aos odcitos caprino ¢ bovino, e
também a membrana perivitelina da gema do ovo.

Houve uma correlagdo média e positiva entre o turbilhonamento e a
concentragdo espermatica (r = 0,61), e o vigor espermatico do s€émen fresco (r = 0,50),
indicando que os ejaculados de maior concentracdo e com espermatozdides mais
vigorosos foram aqueles melhores classificados quanto ao turbilhonamento. Nao houve
correlagao da motilidade espermatica com os demais parametros fisicos do s€émen, ao
contrario de Bezerra e Oliveira (2007) que observaram correlacdo entre o

turbilhonamento e a motilidade espermatica (r = 0,93), e ainda com o vigor espermatico
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(r = 0,94). Enquanto que Castilho (2008) observou correlagcdo entre a motilidade e o
vigor espermatico (r = 0,52) e com o teste supra vital (r = 0,55)

A motilidade espermatica apresentou correlacdo média e positiva com o
LIGBOV (r = 0,56), indicando que nas partidas de sémen com maior motilidade antes
do congelamento tiveram maior nimero de espermatozodides aderidos ao odcito.
Sugerindo que: 1° — O processo de congelamento ¢ menos prejudicial, quanto a
capacidade de ligagdo quando os espermatozoides estdo mais ativos. 2 ° — O odcito
bovino ¢ mais seletivo que o a membrana da gema do ovo, visto que, ¢ necessario que

os espermatozoides estejam mais ativos para se aderir ao odcito.

Tabela 05. Correlagdes simples de Pearson entre aspectos fisicos do sémen in natura
com os testes de ligacdo dos espermatozoides caprinos aos oocitos caprino,

bovino, e também a membrana perivitelina da gema do ovo.

VOLUME TURB CONC VGSF MotSF  LIGCAP LIGBOV MPVGOD

VOLUME 1 -0,14 -0,31 -0,15 0,23 0,15 0,03 0,09
TURB 1 0,61*  0,50* -0,03 0,06 0,25 -0,38
CONC 1 0,33 -0,28 -0,15 0,02 0,26
VGSF 1 -0,04 0,01 -0,01 0,26
MotSF 1 0,37 0,56* 0,03

LIGCAP 1 0,80* 0,27

LIGBOV 1 0,01

MPVGOD 1

Numeros seguidos por (*) apresentam correlagdo significativa (p<0,05). TURB — turbilhonamento;
CONC - concentragdo; VGSF — vigor do sémen fresco; MotSF — motilidade do sémen fresco; LIGCAP — ligagdo ao
odcito caprino; LIGBOV — ligagdo ao odcito bovino; MPVGOD — a membrana perivitelina da gema do ovo com

sémen descongelado.
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Os resultados do alinhamento entre as sequéncia génicas das proteinas Integrina,
CD9, ZP3 e ZP2 estdo sumariados na tabela 06.

A Integrina que ¢ uma proteina de superficie dos gametas femininos e em
conjunto com a CD9 responsaveis pela adesdo entre os gametas (CHEN et al., 1999)
apresenta em sua sequéncia génica homologia de 42% entre caprinos (GenBank:
AY787746.1) e bovinos (NCBI: NM 174368.2), e de 35% entre caprinos e aves
domésticas (NCBI: NM_001039254.1). A CD9 que além de ter participagdo na adesdo
entre os gametas masculinos e femininos, também ¢ fundamental no processo de fusdo
das membranas do espermatozdide e oolema (MIYADO et al., 2008), apresenta
homologia de 90% entre caprinos (GenBank: EU395804.1) e bovinos (GenBank:
M81720.1) e apenas 56% entre caprinos e aves domésticas (NCBI: NM_204762.1).

Analisando também as sequéncias génicas das proteinas da familia das ZPs,
observou-se, que a ZP3 proteina responsavel pelo reconhecimento do espermatozdide e
pela especificidade da interacdo entre os gametas masculinos e femininos (BLEIL e
WASSARMAR, 1983), apresenta homologia de 53% nos éxons analisados 3 e 4, entre
caprinos (GenBank: DQ357879.1) e bovinos (NCBI: NM 173974.2) e de 37% nas
mesmas sequéncias entre caprinos e aves domésticas (NCBI: NM_204389.1). A ZP2
que ¢ responsavel pela manutencao da adesao do espermatozoide a zona pelucida apos a
reacdo acrossomal (MORTILLO ¢ WASSARMAN, 1991), apresentou homologia de
62% entre caprinos (GenBank: DQ357903.1) e bovinos (NCBI: NM 173973.2) e de
35% entre caprinos e aves domésticas (GenBank: AY268034.1).

Com isto, pode-se observar que os sinalizadores dos espermatozoides caprinos,
em tese, tém maior probabilidade de serem reconhecidos pelos receptores do odcito
bovino em relacdo @ membrana perivitelina da gema do ovo.

O LIGCAP apresentou correlagdo alta e positiva com o LIGBOV (r = 0,80),
indicando que existe uma semelhanca alta, nas estruturas de reconhecimento dos
sinalizadores dos espermatozoides caprino, entre os odcitos caprinos € bovinos.
Provavelmente a probabilidade do espermatozoide caprino ser reconhecido pelo odcito
bovino ¢ maior que pela membrana perivitelina da gema do ovo. Embora o teste de
média tenha mostrado nao haver diferenga destes testes em relacdo ao teste com odcito

caprino.
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Correlagdo entre o MPVGO ndo foi observada com qualquer pardmetro
avaliado, enquanto que Reis et al. (2003) trabalhando com sémen de suino, observaram
correlacdo considerada baixa pelos autores (r = 0,33) com a motilidade.

Com a maior relacdo de homologia entre as sequéncias génicas das proteinas
responsaveis pela interacdo dos gametas masculinos e femininos do LIGCAP e
LIGBOV, que entre LIGCAP e MPVGO, associada a alta correlacao entre o LIGCAP e
o LIGBOV, pode justificar a proximidade entre os seus coeficientes de variacdo.

Sabendo-se que os resultados de ensaios de ligagdo espermatica in vitro com
odcitos, sdo afetados por grande numero de variaveis, tais como a variabilidade natural
entre os oocitos, as condi¢coes da doadora, as condicdes laboratoriais, ha necessidade de
grande nimero de odcitos para realizagdo das avaliagdes. A MPVGO poder ser a
alternativa mais adequada, visto que, apresenta comportamento similar ao LIGCAP,
além de eliminar algumas variaveis, dentre elas a variabilidade natural entre odcitos,
pois a membrana de uma Unica gema pode ser fragmentada e a mesma ser utilizada para
diferentes doses, avaliando assim mais de um individuo ou tratamento. O MPVGO
ainda apresenta uma logistica melhor, pois, ¢ muito mais facil adquirir membranas do
ovo de galinha que conseguir oocitos de bovinos e principalmente os odcitos de

caprinos.
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Tabela 06. Percentual de homologia entre as sequéncias génicas das proteinas Integrina,
CD9, ZP3 e ZP2, entre caprinos e bovinos (CAP-BOV) e entre caprinos e
aves domesticas (CAP-MPVGO).

Proteina CAP-BOV (%) CAP-MPVGO (%)
Integrina 42 35

CD9 90 56

ZP3 53 37

ZP2 62 35

CAP-BOV - relagdo de homologia entre sequéncias génicas de caprinos e bovinos; CAP-MPVGO —

relagdo de homologia entre sequéncias génicas de caprinos e aves domésticas.
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6. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos conclui-se que, tanto o MPVGOD quanto o
LIGBOV podem ser utilizados em substituicao ao LIGCAP.

Para a avaliagdo da capacidade de ligagdo do s€men caprino por meio do teste de
ligagdo a membrana perivitelina da gema do ovo pode ser utilizado o s€émen fresco ou

descongelado, sem comprometer os resultados.
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