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RESUMO

PENITENTE FILHO, Jurandy Mauro, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de
2010. Adicédo da vitamina E na criopreservacdo do sémen caprino. Orientador:
Ciro Alexandre Alves Torres. Co-orientadores: Giovani Ribeiro de Carvalho e
Antbnio Bento Mancio.

O objetivo deste estudo foi verificar se a vitamina E afeta a integridade
estrutural da membrana plasmatica dos espermatozdéides caprinos, bem como verificar o
potencial uso desta vitamina em meios diluentes de criopreservacdo de sémen caprino.
Foram utilizados 2 machos adultos da raca Parda alpina. Para as coletas de sémen foi
utilizada vagina artificial onde se obteve 8 ejaculados por animal. Apds a coleta, fez-se
a avaliacdo fisica do sémen, morfoldgica dos espermatozoides e da integridade
funcional da membrana espermatica pelo teste hiposmotico. Em seguida, o sémen foi
diluido com os seguintes tratamentos: BIOXCELL® (Controle), BIOXCELL® + Equex,
BIOXCELL® + Vitamina E 25uM, BIOXCELL® + Vitamina E 50uM e BIOXCELL® +
Vitamina E 100uM. Apos as dilui¢cbes finais, foram avaliados a motilidade progressiva
e vigor espermatico e realizado teste hiposmotico de cada tratamento. O sémen foi
envasado em palhetas de 0,25mL, as palhetas foram resfriadas a 5 °C, durante 1 hora em
refil plastico contendo alcool etilico. O pré-congelamento foi realizado em vapor de
nitrogénio liquido durante 15 minutos. Apos esse periodo, as palhetas foram imersas no
nitrogénio para o congelamento final do sémen. As partidas foram descongeladas em
banho-maria a 37 °C por 30 segundos, acondicionadas em tubos plasticos e
homogeneizadas para a andlise imediata de motilidade e vigor espermatico, teste
hiposmético e teste de termorresisténcia. No sémen fresco, as caracteristicas fisicas e
morfoldgicas mantiveram-se dentro de parametros normais. Ndo houve correlacdo da
motilidade progressiva com outras variaveis. O volume apresentou correlacdo negativa
com o vigor espermatico, defeitos menores e defeitos totais (r = -0,55, r =-0,52 er = -
0,53, respectivamente) e correlagdo positiva com o teste hiposmético (r = 0,44). Houve
correlacdo média negativa (r = -0,48) entre a concentracdo de espermatozdides e 0s
defeitos maiores. Os valores de defeitos menores e defeitos totais apresentaram
correlagéo forte e positiva (r = 0,98). A motilidade progressiva, 0 vigor espermatico e o
teste hiposmotico do sémen diluido ndo diferiram entre os tratamentos (P > 0,05). As
médias gerais de motilidade e vigor logo ap6s o descongelamento e ao longo do TTR

ndo diferiram (P > 0,05) entre os tratamentos. A integridade funcional da membrana
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espermatica, avaliada pelo teste hiposmotico, nao diferiu (P > 0,05) entre os
tratamentos. Foi observada correlagdo positiva entre motilidade e vigor dos
espermatozdides em todos os tratamentos no sémen diluido (pré-resfriado) e em todos
os tempos do TTR. Nao houve correlacdo entre o vigor e o teste hiposmdtico dos
espermatozéides em nenhum dos tratamentos no sémen diluido e nos tempos OH e 2H
do TTR, havendo correlacdo média positiva no tratamento Equex no tempo 1H (r =
0,51) e nos tratamentos Controle, Equex e Vit. E 50uM no tempo 3H (r = 0,44, 0,69,
0,57, respectivamente). Houve correlacdo entre a motilidade e o teste hiposmético do
sémen diluido no Tramento Vit. E 50uM (r = 0,68). As amostras de sémen dos
tratamentos Equex e Vit. E 100uM descongeladas mostraram correlagdes entre
motilidade e teste hiposmotico. Conclui-se que: Nenhum dos parametros avaliados neste

estudo foi afetado pela Vitamina E.
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ABSTRACT

PENITENTE FILHO, Jurandy Mauro, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July,
2010. Vitamin E on cryopreservation of goat semen. Advisor: Ciro Alexandre
Alves Torres. Co-advisors: Giovani Ribeiro de Carvalho and Anténio Bento
Mancio.

The objectives of this study were to examine whether vitamin E has an effect on
the structural integrity of goat sperm plasma membrane, as well to investigate the
potential use of this vitamin in extenders medium for cryopreservation of goat semen.
Two adult Parda Alpina breed males were used, totalizing 8 semen samples for each
one. After collection, the physical characteristics of the semen, the sperm morphology
and the functional integrity of sperm membrane by hypoosmotic swelling test were
evaluated. Then the semen was diluted as follows: BIOXCELL® (Control),
BIOXCELL® + Equex, BIOXCELL® + Vitamin E (25uM), BIOXCELL® + Vitamin E
(50uM) and BIOXCELL® + Vitamin E (100uM). After the final dilutions, the
progressive motility, sperm vigor and hypoosmotic swelling test were performed for
each treatment. The semen was packaged in 0.25 ml straws, the straws were cooled to 5
°C for 1 hour in plastic container containing ethyl alcohol. The pre-freezing was done in
liquid nitrogen vapor for 15 minutes. After this period, the straws were immersed in
liquid nitrogen. The samples were thawed in a water bath at 37 °C for 30 seconds,
packaged in plastic tubes and homogenized for immediate analysis of sperm motility
and vigor, hypoosmotic swelling test and thermoresistance test. In fresh semen, the
physical and morphological characteristics remained within normal parameters. No
correlation of motility with other variables were detected. The average volume
correlated negatively with sperm vigor, minor defects and total defects (r = -0.55, r = -
0.52 and r = -0.53, respectively) and positive correlation with the hypoosmotic swelling
test (r = 0, 44). A negative correlation (r = -0.48) was found between sperm
concentration and major defects. The minor defects and total defects values were
markedly positive correlated (r = 0.98). The treatments did not differ (P > 0.05) for
progressive motility, spermatic vigor and hypoosmotic swelling test of semen. The
motility and vigor after thawing and during the TTR did not differ (P > 0.05) among
treatments. No significant difference (P > 0.05) among treatments after the completion
of the hypoosmotic swelling test was detected. Correlation was observed between

motility and vigor in all treatments in the diluted semen (pre-cooled) and at all times of
Xii



the TTR. No correlation between the vigor and the hypoosmotic swelling test in any of
the treatments on OH and 2H of TTR times was found, however a correlation at 1H time
Equex treatment (r = 0.51) and the Control, Equex and Vit. E 50uM treatment at time
3H (r = 0.44, 0.69, 0.57, respectively) were found. The thawed semen samples from
Equex treatment and Vit. E 100uM treatment showed correlation between motility and
hypoosmotic swelling test. It is concluded that: The vitamin E did not affect any of
parameters under study.
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1 - INTRODUCAO

As técnicas de reproducdo assistida como a inseminagdo artificial e a
transferéncia de embrides foram introduzidas na caprinocultura com o0s objetivos
principais de acelerar o ganho genético de animais superiores e de aumentar a eficiéncia
reprodutiva (SMITH, 1986).

A inseminacéo artificial apresenta como vantagens: o melhoramento do rebanho
em menor tempo por meio da utilizacdo de sémen de reprodutores provados para a
producdo de leite e carne; o controle de doencas que poderiam ser transmitidas as cabras
pela monta natural; a utilizacdo de bodes com problemas adquiridos e impossibilitados
de efetuarem a monta; a obtengdo de maior nimero de descendentes de um reprodutor; a
padronizacdo do rebanho; o nascimento de filhos ap6s a morte do pai, em face da
possibilidade de congelamento e estocagem do sémen; entre outras (CASTILHO, 2008).

O sémen de boa qualidade ¢ um dos fatores de fundamental importancia para o
sucesso da Inseminacdo Artificial, por isso seu processamento deve preserva-lo ao
maximo. Os processos de congelamento e descongelamento causam diminuicdo dos
espermatozdides viaveis por dose, sendo assim, ao diminuir ou cessar qualquer tipo de
injaria que os comprometam, haverd a possibilidade de diminuir a concentracdo
espermatica por dose de sémen congelado, além do aumento do retorno econémico
tanto para os produtores como para as Centrais de Inseminacdo Artificial (CASTILHO,
2008).

A Inseminacdo Artificial € uma técnica altamente recomendada para 0 manejo
reprodutivo de caprinos, logo, pesquisas envolvendo criopreservacdo de
espermatozéides continuam sendo necessarias com 0 intuito de cada vez mais
aperfeicoar meios diluentes e incrementar os programas de Inseminacdo Atrtificial
(SALVIANO & SOUZA, 2008).

Adicionalmente, o0 estresse oxidativo € um fator associado com a diminuigédo da
fertilidade durante a estocagem do sémen. A geracdo de espécies reativas ao oxigénio
(ROS) é consequéncia normal do metabolismo oxidativo, e parece estar envolvida nos
danos dos espermatozoides em condi¢Oes hipotérmicas de estocagem (MAXWELL &
WATSON, 1996). O excesso de reacdo oxidativa possui efeito destrutivo na membrana

espermatica e no DNA dos espermatozoides. A membrana espermatica é rica em acidos



graxos poliinsaturados (ZALATA & DEPUYDT, 1998), os quais, em condigdes
hipotérmicas, se tornam altamente sensiveis a espécies reativas de oxigénio.

Além dos espermatozoides caprinos sofrerem facilmente peroxidacdo quando
comparados com o0s espermatozoides de bovinos, o sémen congelado e descongelado é
mais susceptivel a peroxidacdo lipidica do que o sémen fresco (BILODEAU et al.,
2000). Nesse contexto, o0s antioxidantes surgem como potenciais constituintes
alternativos para crioprotetores no processo de congelamento de sémen de caprinos.

A Vitamina E é considerada um componente primario do sistema antioxidante
do espermatozdide (SURAI et al., 1998), e é um dos principais protetores de membrana
contra ROS (AKIYAMA, 1999). Alguns estudos mostraram melhorias na quantidade e
qualidade do esperma com suplemento de Vitaminas C e E (YOUSEF et al., 2003).

O objetivo deste estudo é verificar se a vitamina E contém efeito sobre a
integridade funcional da membrana plasmatica dos espermatozéides caprinos, bem
como verificar o potencial uso desta vitamina em meios diluentes de criopreservacao de

sémen caprino.



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 — Estrutura dos Espermatozoides

O espermatozoéide é o produto final do processo espermatogénico, que ocorre em
fases sucessivas, mitéticas, meioticas e pds-meidticas, dentro dos tubulos seminiferos
do testiculo. Durante a fase mitética, a progénie de células germinativas submete-se a
uma série de divisdes para expandir a populacdo espermatogonial. A fase meidtica
inicia-se com a Gltima fase S do ciclo celular e culmina em duas divisdes meidticas que
ocorrem rapidamente sem replicacdo de DNA produzindo espermatides haploides.
Enquanto estas duas fases sdo essenciais para o desenvolvimento do gameta masculino,
¢ durante a fase pds-meidtica que o espermatozOide ganha forma. Esta fase é
caracterizada pelo extensivo remodelamento das espermatides, com a formacdo do
acrossoma, condensacgéo nuclear, desenvolvimento do flagelo e perda da maior parte do
citoplasma. Estes eventos resultam em uma célula altamente diferenciada em estrutura e
funcdo, capaz de combinar-se com o ovoécito para iniciar o processo de uma nova
geracdo (KNOBIL & NEILL, 2006).

Os principais componentes de um espermatozdide sdo a cabeca e a cauda,
ligados por uma peca de conexdo chamada colo. A cabeca contém o nucleo, o
acrossoma, estruturas do citoesqueleto e uma pequena quantidade de citoplasma. O
nacleo possui uma cromatina altamente condensada e estd recoberto em sua parte
anterior pelo acrossoma, que é uma vesicula revestida por membrana contendo enzimas
hidroliticas (KNOBIL & NEILL, 2006).

A cauda do espermatozoide é composta de colo e pecas intermediaria, principal
e terminal. A regido da cauda entre o colo e 0 annulus € a peca intermediaria. A parte
central desta peca, junto com o comprimento total da cauda, forma o axonema. O
axonema é composto de nove pares de microtubulos dispostos radialmente ao redor de
dois filamentos centrais. Na peca intermedidria, esse padrdo 9 + 2 de microtubulos estéo
circundados por nove densas fibras. O seu axonema e as fibras associadas sé&o
recobertos perifericamente por numerosas mitocondrias, esta bainha mitocondrial
fornece a energia para a motilidade espermatica (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

A peca principal, que se estende do annulus até a parte terminal da cauda, é
composta centralmente pelo axonema e sua associacdo de fibras densas. A peca terminal

contém apenas 0 axonema central que estd recoberto pela membrana plasmatica. O



axonema € responsavel pela motilidade espermatica e os pares de microtubulos de
padrdo 9 + 2 geram as ondas da cauda por meio de deslizamento entre os pares
adjacentes (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

2.2 — Componentes da membrana espermatica

As membranas bioldgicas sdo impermeaveis a maioria dos solutos polares, mas
permeaveis a substancias apolares, possuem de 5 a 8 nm de espessura e parecem
trilaminares quando vistas em seccdo transversal na microscopia eletronica. As
evidéncias combinadas da microscopia eletrénica e de estudos da composicdo quimica,
bem como estudos fisicos da permeabilidade e movimentos de moléculas individuais de
proteinas e lipidios dentro da membrana, levaram ao desenvolvimento do modelo de
mosaico fluido para a estrutura das membranas biolégicas (LEHNINGER et al., 2005).

Os fosfolipidios das membranas formam uma bicamada em que as regides nao-
polares das moléculas lipidicas de cada camada interagem entre si na parte interior da
bicamada, as regides polares, por sua vez, interagem com a fase aquosa, na face externa.
As proteinas estdo embebidas nesta bicamada seguras por interacdes hidrofébicas entre
os lipidios da membrana e os dominios hidrofébicos das proteinas (LEHNINGER et al.,
2005).

Os lipidios e proteinas das membranas formam um mosaico fluido com um
padrdo que é livre para mudar constantemente, a maioria das interacdes entre 0s
componentes da membrana é ndo-covalente, deixando lipidios individuais e moléculas
de proteinas livres para se moverem lateralmente no plano da membrana (LEHNINGER
et al., 2005).

Uma caracteristica importante da membrana espermatica é a sua subdivisdo em
regides que diferem em composicdo e funcdo. O conhecimento de gque a organizacao e
composi¢cdo da membrana espermatica variam entre diferentes regifes da membrana
levou ao conceito de que a membrana plasmatica do espermatozoide € um mosaico de
dominios restritos, o que reflete as funcBes especializadas dos componentes da
membrana do espermatozéide (KNOBIL & NEILL, 2006).

As principais regides da membrana espermatica da cabega do espermatozoide da
maioria dos mamiferos sdo a regido acrossomal e a regido pds-acrossomal. A regido
acrossomal pode também ser subdivida em: segmento apical, segmento principal e
segmento equatorial. O tamanho e forma desses segmentos variam conforme a espécie.

A regido poés-acrossomal inclui a membrana plasmatica entre a margem posterior do
4



acrossoma e o colo. Em algumas espécies, a margem entre as regides acrossomal e pos-
acrosomal € delimitada pelo anel subacrossomal (KNOBIL & NEILL, 2006).

A membrana plasmaética da cauda é dividida em dominio da peca intermediaria,
dominio da peca principal e dominio da peca distal. Os dominios das pecas
intermediaria e principal sdo separados pelo annulus. A maior parte destes dominios da
membrana espermatica € estabelecida durante a espermiogénese, contudo, 0s
espermatozoides sofrem mudangas na membrana durante a maturagdo no epididimo e
alguns dominios adquirem sua forma e composicdo final apos a espermiogénese. O
dominio da peca intermediaria € modificado durante o transito pelo epididimo pela
migracdo da gota citoplasmatica da regido anterior para posterior (KNOBIL & NEILL,
2006). Além disso, a forma da cabeca do espermatozdide pode mudar (TOSHIMORI,
1998), o acrossoma pode sofrer uma reducdo de tamanho (KNOBIL & NEILL, 2006) e
proteinas da superficie da cabeca do espermatozdide podem migrar para outros
dominios (HUNNICUTT et al., 1997).

Existe uma correlacdo entre o tempo de aparecimento de alguns componentes da
membrana espermatica durante a espermatogénese e sua localizacdo final no
espermatozéide (COWAN & MYLES, 1993). A hipotese para explicar tal fato € a de
que a regulacdo temporal da expresséo dos componentes da membrana os dirige para o
seu dominio correto, com proteinas recém-sintetizadas sendo inseridas nos dominios
mais anteriores. Nao podendo migrar para dominios mais posteriores porque estdo
ancoradas no dominio anterior, ou barreiras existem para impedir a difusdo entre os
dominios (KNOBIL & NEILL, 2006).

2.3 — Capacitacdo e Reacao Acrossomal

A capacitacdo espermatica € um evento gradual e essencial para a fertilizacéo
que ocorre durante a exposicdo sequencial dos espermatozoOides aos diferentes
compartimentos do trato genital feminino. A capacitagdo espermatica pode ser
mimetizada durante a incubagdo in vitro, permitindo estudos detalhados dos
mecanismos envolvidos no processo. Os espermatozdides capacitados in vitro sdo
dotados de certas habilidades, como a penetracdo nas camadas de cumulus e a ligacéo a
zona peltcida (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2007).

A primeira etapa da capacitacdo € um aumento dos niveis intracelulares de ca*,

HCOg’, e perdxido de hidrogénio, que coletivamente ativam a produgdo de AMP ciclico



(cCAMP) pelo sistema Adenil ciclase, o0 CAMP, por sua vez, ativa a proteina kinase A
que fosforila certas proteinas (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2007).

A subsequente reacdo acrossomal é um processo irreversivel que leva a
liberacdo de enzimas hidroliticas habilitando o espermatozdide a penetrar a zona
pelGcida. Apds multiplas fusdes da membrana do acrossoma com a membrana
espermatica ocorre a liberagdo do conteddo acrossomal. In vivo, a Reagcdo Acrossomal é
induzida pela interacdo do espermatozdide com a Zona Pelicida e € sequencial e
funcionalmente ligada a capacitacdo. A ligacdo do espermatozdide a zona pelicida
estimula proteinas G, subsequentemente aumenta o pH citosolico e inicia uma
despolarizacdo da membrana plasmatica que resulta na abertura de canais de Ca*
voltagem-dependentes e na liberagdo de Ca®* dos compartimentos intracelulares. Este
aumento dos niveis citosolicos de Ca®* causa a fosforilagdo de proteinas e finalmente
resulta na Reagdo Acrossomal (WITTE & SCHAFER-SOMI, 2007).

A capacitacdo e a reagdo acrossomal ocorrem na auséncia de ovocitos, fora do
trato genital feminino e em testes in vitro que mimetizaram as condices fisioldgicas do
trato genital da fémea (BREITBART, 2002). A reacdo acrossomal pode ser induzida
artificialmente em espermatozdides capacitados pela incubacdo com proteinas ZP
solubilizadas ou com outras moléculas conhecidas como RA indutoras como ion6foros
de P, ou Ca?* (NEILD et al., 2005).

2.4 — Criopreservacado do sémen caprino

A criopreservacdo de sémen em mamiferos € um processo complexo que
envolve o balanceamento de muitos fatores. Para assegurar 0 sucesso, ndo somente o
diluente, a taxa de dilui¢do do esperma, a taxa de resfriamento e a taxa de congelamento
corretos sdo requeridos, mas também um grande conhecimento da fisiologia
espermatica das espécies € essencial para maximizar a recuperagdo pos-
descongelamento dos espermatozoides e, consequentemente a fertilidade. O sémen
caprino é um excelente exemplo disto, visto que, embora haja muitas similaridades com
0 sémen de outras espécies, requer uma atengdo especial para maximizar sua viabilidade
pos-descongelamento. Por exemplo, uma interacdo deletéria entre a gema de ovo e as
secrecOes da glandula bulbouretral existe no sémen caprino, mas ndo existem nos
sémens de outras espécies como o touro, javali ou carneiro (PURDY, 2006).

Os diluentes mais comuns utilizados para a criopreservacdo de sémen caprino

contém gema de ovo ou leite desnatado. Entretanto, a diluicdo de sémen caprino com
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diluentes contendo gema de ovo ou leite pode ser deletéria para os espermatozoides. As
interagOes prejudiciais entre o plasma seminal e a gema de ovo foram observadas
primeiramente por Roy (1957) e com o leite por Nunes et al. (1982).

Roy (1957) observou que 0s espermatozoides mantiveram sua motilidade em
diluentes com gema de ovo com o plasma seminal removido, mas se 0 sémen com o
plasma fosse adicionado ao meio com gema de ovo, esta coagulava e o0s
espermatozdides morriam. Foi determinado que a gema de ovo coagulava devido a uma
enzima de origem bulbouretral, denominada Enzima coagulante da gema de ovo
(EYCE).

Nunes et al. (1982) identificaram uma proteina (SBUIIl) da glandula
bulbouretral caprina, que diminuia a sobrevivéncia dos espermatozoides caprinos
congelados com diluentes a base de leite. E provéavel que a EYCE e a SBUIII sejam a
mesma proteina (LEBOEUF et al., 2000).

O método convencional de superar as interaces prejudiciais do plasma seminal
com a gema de ovo ou leite é diluir as amostras de sémen caprino e entdo separar o
plasma seminal do esperma por centrifugacdo (PURDY, 2006).

A lavagem do sémen, entretanto, € um processo que pode danificar as células se
realizado incorretamente, mas pode ser benéfico se realizado de forma correta. Os
beneficios da remocdo do plasma seminal variam. Certas pesquisas indicam que a
remocdo do plasma seminal é necessaria para maximizar a motilidade pds-
descongelamento e a integridade acrossomal no sémen caprino (DROBNIS et al., 1980;
MEMON et al., 1985), enquanto outros trabalhos mostram resultados positivos para o
sémen congelado sem a remocao do plasma seminal (AZEREDO et al., 2001).

2.4.1 — Diluentes

O objetivo de se usar um diluente na criopreservacdo € suprir 0s
espermatozéides com fontes de energia, proteger as células de danos causados pela
temperatura e manter temporariamente um ambiente favoravel para que o0s
espermatozdides sobrevivam. Em geral, os meios para criopreservacdo do sémen
caprino incluem um crioprotetor nao-penetrante (leite ou gema de ovo), um crioprotetor
penetrante (glicerol, etilenoglicol ou dimetil sulfoxido), um buffer (tris ou test),
acucares (glicose, lactose, rafinose, sacarose ou trealose), sais (citrato de sédio ou &cido

citrico) e antibidticos (penicilina ou estreptomicina) (PURDY, 2006).



Varios tipos de diluentes ja foram testados na criopreservacdo do sémen caprino
com resultados variaveis. Azerédo et al. (2001), analisando a integridade da membrana
plasméatica de espermatozéides caprinos descongelados com e sem plasma seminal,
utilizaram Tris (Tris 4,039%, &cido citrico 2,316%, glicose 0,667%, gema de ovo 2,6%,
glicerol 5,3%, penicilina 100 000 Ul, estreptomicina 1mg/ml de diluente) como diluente
base.

Tha (2005), estudando sobre inseminacédo artificial e congelamento de sémen
caprino diluiu uma parte de sémen com trés partes de diluente. Para determinar um
melhor diluente para o congelamento, testou duas solucdes. A solucdo 1 continha (em
100 ml): lactose 11% 75 ml, gema de ovo 20 ml, glicerol 5ml, penicilina 100 000 Ul,
estreptomicina 0,1mg e pressdo osmatica de 1283 mosmol/kg. A solugéo 2 continha (em
100 ml): Tris, frutose e acido citrico 73 ml, gema de ovo 20 ml, glicerol 7 ml, penicilina
100 000 Ul, estreptomicina 0,1mg e pressao osmatica de 1563 mosmol/kg. O estudo
ainda mostrou que a segunda solucdo pode ser usada para congelar sémen com boa
motilidade espermatica depois da diluicéo e equilibrio.

2.4.2 — Crioprotetores

Os crioprotetores sdo fundamentais para a sobrevivéncia dos espermatozoides no
processo de criopreservacao. A utilizacdo de diversos crioprotetores e suas combinagdes
pode minimizar e controlar os efeitos deletérios na célula durante os processos de
congelamento e descongelamento (ROSSI et al., 2003).

O glicerol, crioprotetor celular, é largamente utilizado para o congelamento de
sémen caprino, cuja concentracdo usada em diferentes estudos varia de 3% a 9%, com
melhores resultados entre 4% a 7% do diluente utilizado (LEBOEUF et al., 2000). O
glicerol tem a funcdo de aumentar o volume de canais de solventes descongelados e
diluir as altas concentracGes de sais durante o processo de resfriamento (SQUIRES et
al., 1999). Apesar disso, a sua presenca esta relacionada com a queda da fertilidade do
sémen congelado nos equinos (SQUIRES et al., 1999). Assim, algumas substancias
classificadas como crioprotetores intracelulares tém sido utilizadas como uma
alternativa para os diluidores de congelamento de sémen, como 0s crioagentes do grupo
dos alcoois — etanol, etilenoglicol, metanol, polietilenoglicol e propilenoglicol — e as
amidas, incluindo a acetamida, formamida, lactamida e dimetil-sulfoxido, além de
outras (SNOECK, 2003).



As amidas tém demonstrado bom potencial como agentes crioprotetores,
provavelmente por sua menor toxicidade e seu mais baixo peso molecular (AMANN &
PICKETT, 1987; MEDEIROS et al., 2002), entretanto, segundo Silva et al., (2006) a
utilizacdo da dimetil-formamida como crioprotetor isolado ou associado ao glicerol, em
comparacdo a utilizacdo Unica de glicerol, ndo foi superior na manutencéo da qualidade
espermatica apos a criopreservacao.

Bittencourt et al., (2005) mostraram que a utilizagdo do etilenoglicol como
crioprotetor, associado ou ndo ao EDTA, foi mais eficaz em promover a manutencao da
integridade morfofuncional da membrana dos espermatozoides caprinos criopreservados

em comparacéo ao glicerol e glicerol + EDTA.

2.5 — Radicais Livres

Os radicais livres gerados por sistemas enzimaticos e ndo-enzimaticos e as
espécies reativas de oxigénio (ROS) como radicais hidroxila, superoxido e perdxido de
hidrogénio podem atacar acidos graxos poliinsaturados causando peroxidacao lipidica
(MUNNE-BOSC, 2005).

A producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) é um evento fisioldgico
normal em varios érgdos incluindo os testiculos. A superproducdo de ROS, entretanto,
pode ser prejudicial ao esperma, sendo associada a infertilidade em machos
(AKIYAMA, 1999).

Os danos acumulados em longo prazo causados pelos radicais livres estdo
implicados em vérias condicGes e doencas degenerativas (TEMPLE, 2000).

Existe um balanco entre a producdo e remogdo de ROS no sistema reprodutivo
do macho. Pequenas quantidades de ROS desempenham um papel importante na funcédo
espermatica normal como a capacitacdo e a fusdo espermatozoéide-ovocito (TEMPLE,
2000), mas podem causar efeitos patolégicos com o estresse oxidativo quando a
quantidade de ROS excede a quantidade de antioxidantes (SIKKA et al., 1995).

A peroxidacdo lipidica no espermatozoide pode ocorrer devido ao seu alto
contetido de acidos graxos poliinsaturados, assim, quando a producéo de ROS excede a
atividade de limpeza do sistema antioxidante, ocorre peroxidacdo da membrana lipidica
do espermatozoide e funcionamento anormal (SIKKA et al., 1995).



2.6 — Vitamina E

Vitamina E é o nome dado a um grupo de lipidios estreitamente relacionados
chamados tocoferdis, todos contém um anel aromético e uma longa cadeia isoprendide
(Figura 01). Por serem hidrofobicos, os tocoferois associam-se com as membranas
celulares, depositos lipidicos e lipoproteinas sanguineas. Os tocoferois sdo antioxidantes
bioldgicos, o anel aromatico reage e destrdi a maioria das formas reativas de oxigénio e
outros radicais livres, protegendo os acidos graxos insaturados da oxidagdo e
prevenindo o dano oxidativo das membranas lipidicas que pode causar fragilidade
celular (LEHNINGER et al., 2005).
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Figura 01 — Estrutura quimica da Vitamina E (LEHNINGER et al., 2005).

Ha evidencias de que os tocoferdis tém uma funcdo especifica nas membranas
celulares. Os tocoferdis podem interagir intimamente com o acido araquidénico e com
outros &cidos graxos poliinsaturados de cadeia longa em membranas, levando a
estabilizacdo da estrutura da membrana e também a protecdo dos &cidos graxos contra
danos oxidativos (BENDER, 2003).

E a oxidacdo da vitamina E que previne a oxidacdo de outros lipidios por
radicais livres e peroxidos dentro da célula, assim protege a membrana celular de danos.
A vitamina E funciona como um antioxidante de quebra de cadeia (chain breaking),
neutralizando radicais livres e prevenindo a oxidacdo de lipidios da membrana. Os
radicais livres podem causar danos ndo somente na célula em que se originaram, mas
podem migrar e causar danos em células adjacentes, nas quais mais radicais livres serdo
formados em uma cadeia de reagdes que leva a destruicdo tecidual. A vitamina E
interrompe a produc&o de radicais livres no estagio inicial (McDOWELL, 2000).

A funcdo antioxidante da vitamina E esta estritamente relacionada ao mineral
Selénio (Se), segundo Marin-Guzman et al., 1989 (citado por McDOWELL, 2000) a
suplementacéo de vitamina E e Se aumentou a qualidade do sémen de javalis.

Numerosos antioxidantes possuem beneficios provados no tratamento da

infertilidade em machos, como a Vitamina C, Vitamina E, Glutationa e a Coenzima Q10
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(SINCLAIR, 2000). Antioxidantes podem proteger os espermatozdides contra os efeitos
danosos de ROS (BAKER et al., 1996).

A vitamina E pode reduzir os danos oxidativos nos 6rgdos reprodutivos
causados pela peroxidacdo lipidica. Trabalhando com suplementacdo de vitamina E em
caprinos jovens da raca Boer, Hong et al., (2009) mostraram que a vitamina E pode
aumentar o peso do epididimo, a densidade numérica dos tubulos seminiferos e das
células espermatogénicas e os didmetros dos tubulos seminiferos e dos ductos do
epididimo, especialmente nas concentracGes de 80 a 320 Ul/animal/dia.

A vitamina E protege o epididimo contra a peroxidacdo lipidica induzida por
bimetoxicloro via aumento de enzimas antioxidantes e diminuicdo da geracédo de ROS
(AITKEN & CLARKSON, 1987). A suplementacdo de vitamina E tambeém aumentou a
atividade da Superoxido Dismutase no sémen bovino (BECONI et al., 1991). Além
disso, a suplementacdo de vitamina E estimulou o desenvolvimento dos Orgaos
reprodutivos (ZHU et al., 2009) e aumentou a atividade da superdxido dismutase, além
de reduzir o contetdo de 6xido nitrico no testiculo de caprinos Boer (HONG et al.,
2010).

A Vitamina E é considerada um componente primario do sistema antioxidante
do espermatozoide (SURAI et al., 1998), e € um dos principais protetores de membrana
contra ROS (AKIYAMA, 1999). A suplementacdo com Vitamina E levou a um
aumento da concentracdo espermatica em javalis (BRZEZINSKA-SLEBODZINSKA et
al., 1995). Alguns estudos mostraram melhorias na quantidade e qualidade do esperma
com suplemento de Vitaminas C e E (YOUSEF et al., 2003).

2.7 — Equex (Orvus ES Paste)

O Equex € um detergente e agente emulsificante sintético, a sua utilizacdo em
diluentes de sémen justifica-se por sua funcdo de emulsificar os componentes lipidicos
dos diluentes, principalmente nos diluentes a base de gema de ovo. O Equex é
conhecido por conter principalmente lauril sulfato de s6dio em sua composicao.

Segundo Arriola & Foote (1987), o lauril sulfato de sodio exerce seu efeito ao
promover a modificacdo da estrutura das lipoproteinas da gema de ovo no meio
extracelular.

O Equex ¢é utilizado em diluentes de sémen héa alguns anos, Pursel et al. (1978)

utilizando diferentes concentracdes de Equex em diluentes de sémen de javali,
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mostraram que o Equex protegeu o esperma dos danos do processo de congelamento, o
mesmo efeito foi observado por Tsutsui et al. (2000) com sémen canino e por Mizutani
(2009) com sémen felino.

A adicdo do Equex ao diluidor Tris-gema de ovo promoveu uma maior
manutencdo da viabilidade dos espermatozdides caprinos pds-descongelacdo, quando
comparado com diluidores que ndo o continham (BITTENCOURT et al., 2008). Em
ovinos, 0 Equex apresentou efeito benéfico a motilidade esperméatica pds-
descongelacédo, quando adicionado ao meio Tris-gema nas concentracdes de 0,5 ou 1%
(MAIA et al., 2007).

A acdo emulsificante do Orvus es Paste permite sua utilizacdo de outras formas,
Borges (2003) utilizou o Equex para dissolver a Vitamina E em solugdo aquosa para

posterior adicdo em diluente de sémen bovino.

2.8 — Teste Hiposmatico (HOST)

Uma das propriedades importantes da membrana celular, inclusive a membrana
espermatica, € o transporte seletivo de moléculas que pode ser observado quando uma
célula é exposta a condi¢des hiposmdticas, permitindo a entrada de agua para o meio
intracelular até atingir o equilibrio osmético. Esse processo ocorre somente nos
espermatozéides que possuem a membrana plasmatica viavel. Devido ao influxo de
agua, ocorre edema celular, visualizado pelo enrolamento na regido da cauda, local de
maior susceptibilidade ao edema celular (JEYENDRAN et al., 1984).

O teste hiposmotico foi primeiro proposto para avaliar a integridade funcional da
membrana plasmatica de espermatozoéides humanos. Posteriormente, foi adaptado para
diversas espécies de animais domésticos, sendo hoje utilizado como um dos testes
complementares na avaliacdo da qualidade do sémen de reprodutores (PALHAO, 2006).

O teste hiposmotico baseia-se na observacdo de que um espermatozdide, com
uma membrana celular integra, se colocado em solucdo hiposmotica, permite a
passagem da agua pela membrana celular até o restabelecimento do equilibrio osmético
entre os fluidos extra e intracelulares (SANTOS et al., 2001). Com o influxo da agua
para o interior da célula, ha um aumento do volume celular (edema), com posterior
dobramento da cauda (JEYENDRAN et al.,1984).

O HOST tem sido utilizado como protocolo de avaliagdo da viabilidade
funcional da membrana espermaética de diversas espécies: humanos (JEYENDRAN et

al., 1984), equinos (ALVES et al., 2004; MELO, 1999), caninos (KUMI-DIAKA,
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1993), ovinos (OBERST et al., 2003) e caprinos (FONSECA et al., 2001; SANTOS et
al., 2001; SALGUEIRO et al., 2003).

Jeyendran et al. (1984), ao descreverem a utilizacdo da técnica para avaliagdo do
espermatozéide humano, testaram solu¢bes com osmolaridades que variaram de 50 a
300 mOsmol, obtendo os melhores indices de reacdo espermatica ao teste ao utilizarem
solugdes a 150 mOsmol/L, ou menos. Os mesmos autores também testaram diferentes
solutos (citrato de sddio, sucrose, melitose, frutose e cloreto de s6dio) e sua associacdes,
e verificaram que a taxa de reacdo espermatica variava de acordo com a solucdo usada,
dentro da mesma faixa de osmolaridade. Obtiveram os melhores resultados com a
utilizacdo da associacdo entre citrato de sédio (50%) e frutose (50%) a 150 mOsmol/L,
incubada por 30 minutos a 37 °C, razédo por que escolheram esse protocolo como padréo
para todos 0s outros experimentos a serem realizados futuramente.

Trabalhando com sémen caprino, Fonseca et al. (2001), utilizaram uma solugéo
hiposmotica formulada pela combinacdo de citrato de sédio (50%) e frutose (50%) em
agua destilada e testaram osmolaridades que variavam de 50 a 300 mOsmol/L. Os
autores observaram que a maior percentagem de espermatozdides reativos ao teste e
com um maior grau de reacdo (dobramento de cauda e edema) foi encontrada em
solugdo hiposmdtica a 125 e 150mOsmol/L. Santos et al. (2001) também encontraram
bons resultados, trabalhando com essa mesma combinacdo de solutos, a 60 mOsmol.
Esses autores, porém, trabalharam com um tempo de incubagdo de 60 minutos, a 37 °C.
Esse tempo é superior ao preconizado por Caiza De La Cueva et al. (1997) que citam
que o tempo ideal para que ocorram as reacdes é de 20 a 30 minutos.

Estudos tém demonstrado a correlagdo do HOST com a fertilidade in vitro do
sémen de touros (ROTA et al., 2000), de hamsters (JEYENDRAN et al., 1984) e com a
motilidade espermatica do sémen canino descongelado (KUMI-DIAKA, 1993). Esse
teste também é importante por acusar alteracdes intensas da funcionalidade espermatica,
em amostras que nao seriam condenadas somente pelos resultados das avaliagdes de
motilidade e morfologia espermaticas (MELO, 1999).

Apo6s o periodo de incubacdo, as amostras do teste hiposmotico podem ser
fixadas com solucéo de formol-salina tamponada para serem avaliadas futuramente, sem
comprometer, com isso, os resultados (ALVES et al., 2004 citado por Bittencourt et al.,
2005).

O calculo do numero de espermatozoides reativos ao teste hiposmético pode ser

realizado por intermédio da seguinte formula citada por Bittencourt et al, (2005):
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HO% = (% de alteracbes na regido da cauda apds teste HOST) — (% de
alteracdes na regido da cauda antes do teste HOST).

2.9 — Teste de Termorresisténcia (TTR)

O teste de termorresisténcia (TTR) consiste na incubacdo de uma amostra de
sémen em banho-maria, por tempo pré-estabelecido e sob determinada temperatura,
avaliando-se, ao longo do tempo, a motilidade progressiva e o0 vigor espermatico
(DIMITROPOULOS, 1967 citado por BORGES, 2003).

O teste de termorresisténcia € utilizado para avaliar o comportamento
(motilidade e vigor) dos espermatozdides quando incubados a 37 °C por determinado
tempo e, desta forma, predizer a fertilidade seminal (BARNABE et al., 1981).

O teste de termorresisténcia rapido aplicado na avaliacdo de sémen congelado
constitui-se como uma prova de grande aplicabilidade (ARRUDA et al., 1997),
especialmente por sua correlagdo com fertilidade a campo. Outros trabalhos verificaram
a associacdo da resisténcia dos espermatozoides imposta ao periodo de incubagédo
estabelecido em testes de termorresisténcia com importantes implicac@es fisiologicas e
praticas, sendo que as correlacbes com fertilidade in vitro e a campo mostraram-se
presentes (VISHWANATH & SHANNON, 1997).

Segundo Santos et al. (2006), o teste de termorresisténcia mostrou-se Util para

predizer a longevidade do sémen caprino pds-descongelamento.
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3 - MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido de marco a junho de 2010 no setor de Caprinocultura e
no Laboratorio de Reproducdo Animal do Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal de Vigosa, municipio de Vicosa, regido da Zona da Mata do estado de Minas
Gerais, Brasil. O municipio esta localizado a uma altitude de 649 m e tem como
coordenadas geograficas o paralelo de 20°45°14"", latitude sul, e o meridiano de
42°52°54”", longitude oeste. A temperatura média anual é de 18,5 °C e o clima da regido
é, segundo a classificacdo de Koppen, do tipo Cwa - clima tropical de altitude com

inverno seco e verao chuvoso.

3.1 — Animais, alimentagéo e sanidade

Foram utilizados dois reprodutores caprinos da raca Parda Alpina, com boa
condicdo corporal, aproximadamente trés anos de idade, avaliados e aprovados para
reproducdo por meio de exame androlégico de acordo com os padrdes de qualidade de
sémen in natura preconizados pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal — CBRA
(1998).

A alimentacdo foi feita duas vezes ao dia com silagem de milho e concentrado
protéico (550 g/dia). Agua e sal mineral fornecidos ad libitum.

O manejo sanitario empregado foi 0 mesmo utilizado para o rebanho da referida
granja, com 0s animais mostrando-se vacinados contra clostridioses e vermifugados

periodicamente para endo e ectoparasitas.

3.2 — Avaliacéo fisica e morfoldgica do sémen

O periodo de coleta se estendeu dos meses de abril a maio de 2010, no inicio da
estacdo de monta da espécie caprina. Foram utilizadas fémeas em estro natural como
manequim, contidas em tronco de coleta. Os ejaculados foram obtidos por meio de
vagina artificial (Figura 02), com temperatura em torno de 42 a 44 °C no momento da
coleta e pressdo de 40 a 60 mmHg, onde se obteve 1 ejaculado/animal a cada 2 dias

durante trés semanas, totalizando 8 ejaculados/animal.
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Figura 02 — Vagina Artificial para coleta de sémen (Modelo Artesanal).

Os ejaculados coletados foram armazenados em tubos graduados protegidos de
luz solar.

Apbs as coletas, foram realizadas as analises fisicas do sémen: volume (mL),
aspecto (aquoso, opalescente, leitoso e cremoso), motilidade progressiva espermatica
(0-100%), vigor (0-5) e turbilnonamento (0-5) e foram separadas amostras para
avaliacbes da morfologia e concentracdo espermatica (sptz/mL) e para 0s testes
complementares (Teste Hiposmatico e Teste de Termorresisténcia).

Uma gota de sémen de cada ejaculado foi colocada em uma lamina previamente
aquecida a 37 °C em aumento microscopico de 100X, onde foi avaliado o
turbilnonamento. Posteriormente, colocou-se uma laminula previamente aquecida a 37
°C sobre uma gota de sémen, e em aumento de 100X foram avaliados a motilidade
espermatica progressiva e o vigor espermatico de acordo com o preconizado pelo
CBRA (1998).

Em tubo eppendorf de 2,0 mL contendo 1 mL de solucdo de formol-salina
tamponada foram acondicionadas aliquotas do sémen suficiente para turvar a solucao,
para a andlise morfoldgica dos espermatozodides por meio de preparacdo Umida com
auxilio de microscopia de contraste de fase em aumento de 1000X. Foram
contabilizadas 200 células por ejaculado, mensurados em percentagem os defeitos
espermaticos e classificados em defeitos maiores e defeitos menores segundo os
critérios preconizados pelo CBRA (1998).
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3.3 — Preparo das solucdes estoques de Vitamina E

Vitamina E — obtida da empresa SIGMA-ALDRICH® - EUA na forma de
Acetato de Vitamina E oleoso (DL-a-Tocopherol acetate, cod.T3376-25G) com 96% de
pureza.

As solugdes estoques de vitamina E foram preparadas de acordo com o
preconizado por Borges (2003).

Com auxilio de uma seringa foram coletados 1,6 mL de Equex sendo em seguida
diluido em 200 mL de agua destilada, obtendo uma solucéo de Equex a 0,8% v/v. Dessa
solucéo, 50 mL foram acondicionados em eppendorfs de 0,5 mL e congelados a -20 °C
até sua utilizacéo.

Os outros 150 mL foram divididos em trés partes de 50 mL cada para a posterior
adicdo de Vitamina E. Em cada uma dessas solucBes de Equex foram dissolvidas as
concentracdes de vitamina E: 2,5 mM, 5,0 mM e 10,0 mM. A homogeneizacdo foi
realizada em agitador magnético e de forma intensa, contudo, cuidadosa para evitar a
formagéo de bolhas. Estas solugfes foram armazenadas em eppendorfs de 0,5 mL e
congeladas a -20 °C.

Apbs o descongelamento de cada eppendorf, a solucdo restante foi descartada,
devido ao aquecimento em banho-maria a 37 °C e manuseio. Como a vitamina E é

fotossensivel, a sua pesagem foi feita em local com pouca luminosidade.

3.4 — Diluicéo, Resfriamento, Congelamento e Descongelamento do sémen

Apos o exame fisico, uma aliquota de 10 pL de sémen in natura foi colocada em
1,99 mL de solugdo formol-salina tamponada para determinacdo da concentracdo
espermatica (método hematocimétrico), calculo do nimero de doses e do volume final
de diluente a ser adicionado.

A composic¢do do diluente base empregado neste experimento esta descrita na
tabela 01.

A vitamina E e o Equex foram acrescentados nas dilui¢des finais, sendo fixado
10pL de solugéo estoque por mL. A tabela 02 mostra a composicao final dos diluentes

de cada tratamento.
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Tabela 01 — Composicao quimica do diluente base (BIOXCELL®):

COMPONENTES g/L
Tris 2,3
Citrato de Sddio 6,2
Cloreto de Potassio 0,8
Frutose 1,2
Lactose Monohidratada 0,8
Glicina 0,2
Glicose Anidra 0,5
Taurina 0,005
Sulfato de Gentamicina 0,24
Tartarato de Tilosina 0,33
Lincospectina 100 0,383
Glicerol 40,2
Hidrato de Lactato de Célcio 0,7
Lecitina de Soja 1,5
Acido Citrico Monohidratado 2,5
Agua Ultra Pura g.s.p. 1000 mL

Fonte: IMV® - Brasil.

Tabela 02 — Composicéao dos diluentes de cada tratamento:

TRATAMENTOS COMPOSICAO DOS DILUENTES
Controle BIOXCELL®
Equex BIOXCELL® + Equex 0,008%
VE 25uM BIOXCELL® + Vitamina E 25uM + Equex 0,008%
VE 50uM BIOXCELL® + Vitamina E 50uM + Equex 0,008%
VE 100uM BIOXCELL® + Vitamina E 100uM + Equex 0,008%

O Equex esteve presente em todos os tratamentos com excec¢do do Tratamento
Controle, pois serviu de emulsificador da vitamina E, visto que esta é lipossolavel.
Dessa forma, o tratamento Equex continha o diluente base adicionado apenas de Equex,

este grupo serviu de controle para os tratamentos com vitamina E associada ao Equex.
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Realizada a diluicéo final, as amostras foram envasadas em palhetas de 0,25 mL
contendo 50 milhGes de espermatozoides.

As palhetas foram colocadas em tubos de ensaio de 20 mL revestidos por um
refil e em seguida colocados dentro de um recipiente de plastico contendo alcool etilico
absoluto. O recipiente foi colocado em posi¢édo horizontal dentro de uma geladeira, com
temperatura interna de 5 °C, durante 60 minutos, como descrito por Frst (2002).

Apos o resfriamento, procedeu-se o congelamento vertical do sémen, as palhetas
foram dispostas sobre uma grade, 5 cm acima da lamina de nitrogénio liquido, durante
15 minutos. Sequencialmente, as palhetas foram mergulhadas em nitrogénio liquido a -
196 °C para o congelamento final do sémen, sendo, em seguida, colocadas na raque e
transferidas para botijao contendo nitrogénio liquido.

As partidas foram descongeladas em banho-maria a 37 °C por 30 segundos,
acondicionadas em tubos eppendorf e homogeneizadas para analise imediata da
motilidade e vigor espermaticos, por meio de microscopia com contraste de fase, em
aumento de 100X.

3.5 — Teste de Termorresisténcia (TTR)

Foi feito o Teste de Termorresisténcia do sémen descongelado. O sémen foi
incubado a 37 °C por trés horas, de modo que, nos tempos 0, 60, 120 e 180 minutos
deste periodo, fossem avaliados, sempre pelo mesmo observador, a motilidade
espermatica progressiva e 0 vigor, por meio de microscépio com contraste de fase

acoplado em aumento de 100X.

3.6 — Teste Hiposmatico

A integridade funcional da membrana plasmaética foi avaliada pelo Teste
Hiposmotico, utilizando-se solucdo hiposmética de 100 mOsmol/kg como preconizado
por Sousa et al. (2000) e por Fonseca et al. (2001). Para o preparo da solucédo
hiposmética foram dissolvidos em 1000 mL de agua deionizada, 9 g de frutose e 4,9 g
de citrato trissédico (REVELL & MRODE, 1994).

Foi realizado o teste hiposmotico do sémen in natura, fresco diluido (pré-
resfriamento) e descongelado para verificar as alteracbes de membrana ocasionadas pelo
processo de congelamento.

A retirada das aliquotas de sémen para o teste hiposmdtico foi realizada

conjuntamente ao teste de termorresisténcia, a cada 60 minutos uma aliquota de 20 pL
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de sémen foi adicionada a 1 mL de solucdo hiposmotica e incubada por meia hora em
banho-maria a 37 °C. Posteriormente, foram adicionados 0,5 mL de solugéo de formol-
salina tamponada as amostras para fixa¢do das mesmas.

Cada amostra foi montada entre lamina e laminula e analisada em microscopia
de contraste de fase, em aumento de 1000X, onde foram analisados 100
espermatozéides por amostra. Os espermatozdides foram classificados quanto a
presenca ou ndo de cauda enrolada. O resultado foi determinado em percentagem, sendo
o célculo realizado da seguinte forma:

HO% = (% de alteracbes na regido da cauda apds teste HOST) — (% de
alteracdes na regido da cauda antes do teste HOST).

3.7 — Andlise estatistica

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

A determinacdo das relagcdes entre as caracteristicas estudadas foi feita pela
correlagéo simples de Pearson.

A avaliacdo das médias e do erro-padrdo da média foi realizada por meio de

estatistica descritiva.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Sémen fresco

Os valores referentes as caracteristicas fisicas e ao teste hiposmético do sémen
fresco estdo apresentados nas Tabelas 03 e 04. Nao houve diferenca estatistica (P >
0,05) com relacgéo as caracteristicas fisicas e ao teste hiposmotico entre os dois animais

utilizados neste experimento.

Tabela 03 — Caracteristicas fisicas do sémen fresco de bodes da raca Parda Alpina

criados em manejo intensivo (Média * erro-padréo):

Animal ASP VOL TURB CONC
Bode 1 2,75+£0,25 0,87 +£0,09 2,94 +0,29 3,37 +0,39
Bode 2 3,00+£0,00 0,81+0,08 3,31+0,13 3,32+0,28
Total 2,88+0,13 0,84 + 0,06 3,13+0,16 3,35+0,23

P > 0,05. ASP = Aspecto (0 — 4); VOL = Volume (mL); TURB = Turbilhonamento (0 — 5); CONC =

Concentracéo espermatica (10° sptz/mL).

Tabela 04 — Motilidade progressiva, vigor espermatico e teste hiposmotico do sémen
fresco de bodes da raca Parda Alpina criados em manejo intensivo (Média
* erro-padréo):

Animal MOT VIG HOST
Bode 1 85,63+ 1,99 3,50+0,13 82,75 + 3,96
Bode 2 82,50 + 1,89 3,63+0,16 84,13 +541
Total 84,06 + 1,39 3,56 +0,10 83,44 + 3,25

P > 0,05. MOT = Motilidade progressiva (%); VIG = Vigor espermatico (0 — 5); HOST = Teste
Hiposmotico.

Os parametros volume, motilidade, vigor e concentragdo espermaética estdo
dentro dos valores preconizados pelo CBRA (1998). As médias do turbilhonamento e
do aspecto do Bode 1 encontram-se ligeiramente abaixo dos valores preconizados pelo
CBRA (1998). A intensidade do turbilhnonamento é resultante da interacdo da
motilidade, do vigor e da concentracdo espermédtica e todos esses parametros

mostraram-se dentro dos valores recomendados (CBRA 1998). O turbilhonamento pode
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ser afetado por fatores extrinsecos, como método de colheita, condi¢des de preservacao,
temperatura da amostra e modo de colocagdo da amostra na lamina.

O aspecto é a avaliagdo macroscopica do ejaculado, normalmente sdo avaliadas
a cor e a aparéncia. Estes parametros dependem fundamentalmente da concentragédo de
espermatozdides e eventualmente da presenca de sangue, pus, urina, células epiteliais,
detritos, etc. (SALVIANO & SOUZA, 2008). Hafez & Hafez (2004) afirmam que o
sémen do bode tem coloracdo que varia de branca acinzentada a amarela.

Segundo Mies Filho (1987), o sémen dos animais pode apresentar-se com
aspecto cremoso (com variagdes desde 0 cremoso espesso ao cremoso fino), leitoso,
opalescente ou soroso e aquoso. Segundo este autor, a simples vista, pode-se efetuar a
valoracao do ejaculado, de forma empirica, quanto a sua riqueza em espermatozdides.
Apesar do valor médio do aspecto do ejaculado do bode 1 ter-se apresentado
ligeiramente abaixo do valor preconizado pelo CBRA (1998), o valor médio da
concentracdo espermatica manteve-se normal.

Os valores de motilidade, vigor e volume foram semelhantes aos encontrados
para a raca Parda Alpina por Rovay (2006), mas ligeiramente inferiores aos encontrados
por Castilho (2008) para a mesma raca. A concentracdo espermatica apresentou valores
superiores aos relatados por Bispo (2009), tal diferenga pode ser explicada pelo fato de
0s animais deste experimento serem mais jovens (3 anos) que os daquele (8 anos).

Os valores encontrados para o teste hiposmotico neste trabalho mostraram-se
superiores aos encontrados por Castilho (2008), Rovay (2006) e Bispo (2009), os trés
autores trabalharam com solu¢do hiposmética de 100 mOsm/Kg.

Na Tabela 05 estdo sumarizadas as caracteristicas morfoldgicas (defeitos

menores, defeitos maiores, defeitos totais e espermatozoides normais) do sémen fresco.

Tabela 05 — Caracteristicas morfologicas do sémen fresco de bodes Pardo alpinos

adultos, criados em manejo intensivo (Média + erro-padrdo):

Animal DME DMA DFT ESN
Bode 1 12,48 + 2,86 3,22+0,54 15,70 £ 3,21 84,30+ 3,21
Bode 2 12,40 £ 2,84 2,49 + 0,66 14,89 + 2,61 85,11 +2,61
Total 12,44+ 1,95 2,83+0,43 15,27 + 1,97 84,73+ 1,97

P > 0,05. DME = Defeitos menores em %; DMA = Defeitos maiores em %; DFT = Defeitos totais em %;

ESN = Espermatozdides normais em %.
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As caracteristicas morfoldgicas do sémen fresco ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre os dois animais utilizados neste experimento (P > 0,05).

As anormalidades espermaéticas encontradas no sémen fresco neste experimento
encontram-se dentro dos parametros aceitaveis e preconizados pelo CBRA (1998). Os
defeitos menores e defeitos totais mostraram valores semelhantes aos relatados por
Santos et al. (2006) e por Martins (2001) para bodes adultos da raca Parda alpina,
embora os defeitos maiores serem inferiores quando comparados aos dos mesmos
autores.

As caracteristicas fisicas e morfoldgicas do sémen utilizado neste experimento
demonstram a confiabilidade dos animais utilizados no estudo. A boa qualidade dos
ejaculados obtidos respaldaram a sua utilizacdo no estudo de congelamento dos
espermatozdides.

Na Tabela 06 sdo mostradas as correlacdes entre as caracteristicas fisicas e
morfoldgicas e do teste hiposmético do sémen fresco dos animais utilizados neste
estudo.

Tabela 06 — Correlacbes simples de Pearson entre as caracteristicas fisicas e
morfoldgicas e teste hiposmotico do sémen fresco de bodes Pardo alpinos

adultos, criados em manejo intensivo:

ASP VOL TUR MOT VIG CON DME DMA DFT HOST

ASP 1 NS 0,67 NS NS NS NS NS NS NS

VOL 1 NS NS -055 NS -0,52 NS -0,53 0,44
TUR 1 NS NS NS NS NS NS NS
MOT 1 NS NS NS NS NS NS
VIG 1 NS NS NS NS NS
CON 1 NS -0,48 NS NS
DME 1 NS 0,98 NS
DMA 1 NS NS
DFT 1 NS

NS = Néo significativo (P>0,05); ASP = Aspecto; VOL = Volume; TUR = Turbilhonamento; MOT =
Motilidade progressiva; VIG = Vigor espermatico; CON = Concentracdo espermatica; DME = Defeitos

menores; DMA = Defeitos maiores; DFT = Defeitos totais.
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N&o houve correlacdo da motilidade progressiva com outras variaveis. O aspecto
apresentou correlacdo positiva (r = 0,67) com o turbilhonamento, demonstrando que em
ejaculados com maior turbilhonamento houve maiores valores de aspecto.

O volume apresentou correlacdo média negativa com o vigor espermatico,
defeitos menores e defeitos totais (r = -0,55, r = -0,52 e r = -0,53, respectivamente)
mostrando que em ejaculados de maior volume houve menor vigor espermatico e
menores valores de defeitos menores e defeitos totais. O volume ainda mostrou
correlagdo positiva com o teste hiposmotico (r = 0,44), demonstrando que em
ejaculados de maior volume houve maior percentagem de espermatozoides reativos ao
teste hiposmotico. Estes resultados mostraram-se contrarios aos relatados por Castilho
(2008), que encontrou correlacdo negativa (r = -0,46) entre volume e teste hiposmotico,
segundo este autor, tal efeito foi pela frequéncia das coletas que ocasionou queda do
volume do ejaculado durante o experimento, tal efeito ndo foi observado neste
experimento.

Houve correlacdo média negativa (r = -0,48) entre a concentracdo de
espermatozdides e os defeitos maiores, mostrando que foram encontrados menores
valores de defeitos maiores em ejaculados com maior concentracao espermatica.

Os valores de defeitos menores e defeitos totais apresentaram correlagéo forte e
positiva (r = 0,98), mostrando que a maior parte dos defeitos espermaticos presente nos

ejaculados foram defeitos menores (Tabela 04).

4.2 — Sémen Descongelado

Na tabela 07 estdo apresentados os resultados da motilidade progressiva do
sémen diluido (pré-resfriado) e do sémen descongelado durante o teste de
termorresisténcia de todos os tratamentos deste estudo.

Observa-se pelos dados apresentados na tabela 07, que a adicdo de Vitamina E
ao sémen nas concentracdes de 25uM, 50uM e 100uM ndo afetou a motilidade
progressiva do sémen pré-resfriado e do sémen descongelado submetido ao teste de

termorresisténcia de 0, 1, 2, 3 horas.
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Tabela 07 — Motilidade progressiva no teste de termorresisténcia de sémen caprino

diluido em diferentes meios de criopreservacdo (Média + erro-padréo):

Pré-resfriado

Descongelado

Tratamento ~ MOT DIL MOT OH MOT 1H MOT 2H MOT 3H
Controle 81,88+1,11 43,75+3,49 28,75+394 1781+368 8,75+1,74
Equex 79,69+168 47,19+465 3250+4,40 19,06+3,57 10,63+2,58
VE 25uM 78,44+1,18 40,63+3,92 29,38+3,62 20,00+3,74 9,06+247
VE 50uM 80,94+123 4438+2,70 3250+285 21,88+292 8,44+227
VE 100pM  79,38+1,64 50,00+258 34,06+3,04 2031+294 8,44+1,49

P > 0,05. MOT = Motilidade progressiva; VE = Vitamina E; H = Hora do teste de termorresisténcia; DIL

= Sémen diluido (pré-resfriado).

Estes resultados estdo de acordo com o0s obtidos por Borges (2003) e Upreti et
al. (1997) que também ndo encontraram melhora na motilidade progressiva com a
adicdo de Vitamina E ao diluente de sémen bovino e ovino, respectivamente, nas
mesmas concentracdes deste estudo.

O efeito do Equex sobre o congelamento de sémen ja foi reportado em diferentes
espécies, como javalis (PURSEL et al., 1978), caninos (TSUTSUI et al. 2000), ovinos
(MAIA et al., 2007), caprinos (BITTENCOURT et al., 2008) e felinos (MIZUTANI,
2009). Estes autores mostraram a acdo benéfica do Equex na motilidade progressiva do
sémen descongelado nas concentracdes de 0,5 a 1%, porém no presente estudo, a adi¢do
do Equex ndo melhorou a motilidade progressiva do sémen descongelado (a
concentracdo de Equex utilizada neste experimento (0,008%) foi muito inferior as
utilizadas pelos autores descritos acima).

Na tabela 08 estdo apresentados os resultados do vigor espermatico do sémen
diluido (pré-resfriado) e descongelado durante o teste de termorresisténcia de todos os
tratamentos deste estudo.

Observa-se pelos dados apresentados na tabela 08, que a adicdo de Vitamina E
ao sémen nas concentragdes de 25uM, 50uM e 100uM néo afetou o vigor espermatico
do sémen pré-resfriado e do sémen descongelado submetido ao teste de
termorresisténcia de 0, 1, 2, 3 horas.
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Tabela 08 — Vigor espermatico no teste de termorresisténcia de sémen caprino diluido

em diferentes meios de criopreservacdo (Média + erro-padréo):

Pré-resfriado Descongelado
Tratamento VIG DIL VIG OH VIG 1H VIG 2H VIG 3H
Controle 366+0,13 253+0,17 169+0,19 106+0,16 0,69+0,12
Equex 3,47 £0,16 241+021 184+0,16 116+0,18 0,72%+0,14
VE 25uM 331+0,15 244+024 1,78+0,12 1,22+0,16 0,69+0,16
VE 50uM 3,47 +£0,13 241019 194+014 125+0,13 059+£0,12
VE 100puM 3,47 £ 0,15 2,/5+016 200+0,14 141+0,14 0,72+0,11

P > 0,05. VIG = Vigor espermatico; VE = Vitamina E; H = Hora do teste de termorresisténcia; DIL =

Sémen diluido (pré-resfriado).

De acordo com Borges (2003) a adicdo de Vitamina E, Equex e Vitamina C ao
diluente de sémen bovino melhora a manutencdo do vigor espermatico ao longo do teste
de termorresisténcia, contudo este efeito ndo foi observado com a adicdo somente de
vitamina E. Upreti et al. (1997) relataram que a adi¢do de Vitamina E ao diluente de
sémen ovino também ndo levou ao aumento do vigor espermatico do sémen
descongelado.

Na tabela 09 estdo apresentados os resultados do teste hiposmoético do sémen

diluido (pré-resfriado) e do sémen descongelado.

Tabela 09 — Percentagem de espermatozdides reativos ao teste hiposmoético do sémen
caprino diluido em diferentes meios de criopreservacdo (Média + erro-

padrdo):

Pré-resfriado Descongelado

Tratamento  HOST DIL HOST OH HOST 1H HOST 2H HOST 3H
Controle 71,07+2,67 1866+2,75 1267+174 954+135 7,23+1723
Equex 6321+339 2043+2,13 13,71+190 13,15+215 877+151
VE 25uM 6786+285 19,71+187 13,40+148 10,08+1,73 7,90+176
VE 50uM 70,64+255 2049+187 1418+197 10,09+159 9,53+1,89
VE 100pM  72,93+285 19,00+£190 1240+105 10,09+1,15 8,34+1,33

P >0,05. HOST = Teste hiposmotico; VE = Vitamina E; H = Hora do TTR em que as amostras de sémen

foram incubadas para o teste hiposmético; DIL = Sémen diluido (pré-resfriado).
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Observa-se pelos dados apresentados na tabela 09, que a adicdo de Vitamina E
ao sémen nas concentracdes de 25uM, 50uM e 100uM ndo afetou a porcentagem de
espermatozdides reativos ao teste hiposmdético do sémen pré-resfriado e do sémen
descongelado submetido ao teste de termorresisténcia de 0, 1, 2, 3 horas.

Pelo teste hiposmotico € possivel inferir que a Vitamina E e o Equex néo
melhoraram a integridade estrutural da membrana espermética (P > 0,05). Estes
resultados estdo de acordo com Borges (2003), que demonstrou que a adi¢do de
vitamina E e Equex ao diluente de sémen bovino ndo levou a melhora da integridade
funcional da membrana espermatica.

Na Tabela 10 encontram-se as correlacdes de Pearson entre a motilidade
progressiva e o0 vigor espermatico do teste de termorresisténcia e o teste hiposmotico
para cada tratamento.

Foi observada correlacdo positiva entre motilidade e vigor em todos os
tratamentos no sémen diluido (pré-resfriado) e em todos os tempos do TTR.

N&o houve correlacdo entre o vigor e o teste hiposmoético em nenhum dos
tratamentos no sémen diluido e nos tempos OH e 2H do TTR, havendo correlacdo média
positiva no tratamento Equex no tempo 1H (r = 0,51) e nos tratamentos Controle, Equex
e VE 50uM no tempo 3H (r = 0,44, 0,69, 0,57, respectivamente). Estes resultados
indicam que o vigor espermdtico ndo é um bom pardmetro para a avaliacdo da
integridade funcional da membrana espermatica.

Houve correlacdo entre a motilidade e o teste hiposmotico do sémen diluido no
tratamento VE 50uM (r = 0,68). O sémen descongelado das amostras de sémen dos
tratamentos Equex e Vit. E 100uM mostraram correlacdes entre motilidade e teste
hiposmético.

De forma geral, as correlagbes entre motilidade e teste hiposmdtico nao
mantiveram um padrdo de comportamento, dessa forma, ndo é possivel afirmar que a
motilidade progressiva € um bom parametro para a predicédo da integridade funcional da
membrana espermatica.

O parametro motilidade espermaética parece nao ser isoladamente eficaz em
predizer a viabilidade espermética de sémen congelado para uso em programas de
inseminacdo artificial, sendo necessario uso de testes complementares que possam
elevar a acuracia em predizer a fertilidade do sémen (CASTILHO, 2008). Tal

observacdo é respaldada pelo presente experimento em que os valores médios obtidos
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no teste hiposmotico foram inferiores aos da motilidade espermatica, indicando menor

concentracdo de espermatozdides viaveis e com potencial fecundante por dose.

Tabela 10 — Correlacbes Simples de Pearson entre a motilidade progressiva e o vigor

espermatico do teste de termorresisténcia e o teste hiposmatico para cada

tratamento.
DIL OH 1H 2H 3H
Controle
HOSTXMOT NS NS 0,53 NS 0,61
HOSTxVIG NS NS NS NS 0,44
MOTxVIG 0,50 0,61 0,82 0,74 0,73
Equex
HOSTXxMOT NS 0,42 0,66 0,52 0,69
HOSTxVIG NS NS 0,51 NS 0,69
MOTxVIG 0,81 0,80 0,85 0,72 0,87
Vitamina E 25uM
HOSTXxMOT NS NS NS NS 0,47
HOSTxVIG NS NS NS NS NS
MOTxVIG 0,65 0,81 0,48 0,76 0,80
Vitamina E 50uM
HOSTxMOT 0,68 NS NS 0,56 0,64
HOSTxVIG NS NS NS NS 0,57
MOTxVIG 0,65 0,44 0,43 0,50 0,82
Vitamina E 100uM
HOSTXxMOT NS 0,49 0,46 NS 0,56
HOSTxVIG NS NS NS NS NS
MOTxVIG 0,51 0,56 0,63 0,72 0,70

NS = Nao significativo (P > 0,05); MOT = Motilidade; VIG = Vigor; HOST = Teste hiposmético; DIL =
Sémen diluido (pré-resfriado); H = Hora do TTR.

As caracteristicas morfoldgicas do sémen descongelado (defeitos maiores,
defeitos menores, defeitos totais e espermatozdides normais) sdo apresentadas na tabela
11.

Observa-se pelos dados apresentados na tabela 11, que a adi¢cdo de Vitamina E
ao sémen nas concentracfes de 25uM, 50uM e 100uM nédo afetou as caracteristicas

morfoldgicas do sémen descongelado.
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Segundo Borges (2003) muitos trabalhos ndo relataram diferencas significativas
na morfologia espermatica entre tratamentos no sémen criopreservado (BORGES,
2003).

Tabela 11 — Caracteristicas morfologicas (defeitos menores, defeitos maiores, defeitos
totais e espermatozoOides normais) do sémen descongelado (Média +
Erro-padrdo):

TRATAMENTO DME DMA DFT ESN
Controle 15,16 +1,31 6,27 +£ 0,86 21,43+ 1,77 78,57+ 1,77
Equex 16,85+ 1,79 7,76 £1,18 24,61 +2,49 75,39+ 2,49
VE 25uM 17,02 £ 1,67 7,63+1,29 24,65 + 2,32 75,35+ 2,32
VE 50uM 17,48 + 2,27 5,72+0,90 23,20 + 2,33 76,80 2,33
VE 100pM 13,85+ 1,80 5,71+0,90 19,56 *+ 2,06 80,44 + 2,06

P > 0,05. DME = Defeitos menores (%); DMA = Defeitos maiores (%); DFT = Defeitos Totais (%); ESN

= Espermatozéides normais (%).

Segundo o CBRA (1998) o sémen caprino descongelado ndo deve ultrapassar
10% de defeitos maiores e 20% de defeitos totais. Todos os tratamentos se mantiveram
dentro de parametros aceitaveis para defeitos maiores, contudo, com relacdo aos
defeitos totais, apenas o tratamento VE 100uM apresentou média dentro dos valores
preconizados.

O efeito da vitamina E nas caracteristicas seminais dos mamiferos domésticos
vem sendo extensivamente estudado. Duas formas de pesquisas vém sendo empregadas.
Uma delas € a adicdo de vitamina E a dieta dos animais com resultados benéficos em
ovinos (DOKUKIN & ALYAKAEV, 1986), caprinos (ZHU et al., 2009) mas ndo em
equinos (RICH et al., 1984). Outra forma de estudo € a adicdo de vitamina E em
diluentes de sémen. A adicdo da vitamina E aos diluentes de sémen tem apresentado
resultados variaveis entre as espécies. Em bovinos, a vitamina E ndo melhorou a
motilidade espermatica, o vigor espermatico nem a integridade funcional da membrana
espermatica, mas melhorou a integridade da membrana dos espermatozdides quando
analisados por fluorescéncia (BORGES, 2003). Em ovinos, Upreti et al. (1997)
demonstraram que a adic¢do de vitamina E ao diluente de sémen ndo trouxe melhoras a

qualidade seminal.

29



A pesquisa sobre a utilizacdo de antioxidantes na criopreservacdo do sémen
caprino vem apresentando resultados variaveis de acordo com o antioxidante utilizado.
Segundo Bucak et al. (2009) a adicdo de glutamina ao diluente de sémen caprino
promove melhora da motilidade progressiva espermatica e da integridade funcional da
membrana espermatica. A utilizacao de taurina, trealose e cisteina no congelamento de
sémen caprino ndo melhora a motilidade progressiva nem a integridade funcional da
membrana espermatica (ATESSAHIN et al., 2008). Castilho (2008) mostrou que a
utilizacdo de vitamina C na criopreservacdo de sémen caprino nao promove melhora na
qualidade do sémen descongelado e que o uso da propolis é prejudicial ao sémen
caprino.

No presente estudo verificou-se que a adicdo de vitamina E ao diluente de sémen
caprino ndo afetou a motilidade espermatica, 0 vigor espermatico nem a integridade
funcional da membrana espermatica.

A questdo relativa a consisténcia da capacidade antioxidativa seguinte ao
descongelamento de sémen permanece sem resposta. Mudangas na composi¢do do
diluente com um ambiente hiperténico, concentra¢bes dos aditivos antioxidantes e
diferencas entre espécies podem explicar as diferentes reacGes relativas a capacidade
antioxidante e porque os aditivos antioxidantes ndo melhoram os parédmetros de
qualidade do sémen (ATESSAHIN et al., 2008).

Sdo requeridos estudos adicionais com maior nimero de animais para uma
melhor compreensdo das mudancas bioquimicas e obter mais informacdes na
determinacdo de peroxidacdo lipidica e capacidades antioxidantes no sémen caprino

criopreservado.
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5 — CONCLUSOES

Com base nos resultados do presente estudo conclui-se que a adi¢cdo de Vitamina

E néo afetou nenhum dos pardmetros avaliados neste estudo.
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