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Resumo

FERREIRA, Valéria da Silva. Efeito do plasma seminal e da concentracdo de gema de
0ovo na criopreservacdo de sémen caprino. 2013. 30p. Dissertagdo (Mestrado em
Zootecnia) Instituto de Zootecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2013.

A caprinocultura atua como importante instrumento em agdes de desenvolvimento social,
sobretudo pelo fato dos caprinos possuirem facil adaptabilidade e grande importancia como
fonte de alimentacdo para as populages carentes, principalmente em regifes tropicais e
secas do pais. Nesse contexto, a intensificacdo do manejo reprodutivo e o melhoramento
genético constituem etapas fundamentais para a expansdo da atividade, sendo a
criopreservacdo de sémen uma importante biotécnica reprodutiva, tendo em vista que
promove a conservagdo do germoplasma masculino por tempo indeterminado. O sémen
caprino possui uma particularidade importante a ser considerada para sua criopreservacao
visto que a interacdo do plasma seminal com a gema de ovo, substancia amplamente
empregada na composicdo de diluentes, pode ser deletéria ao espermatozoide dessa espeécie.
Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar in vitro os efeitos da gema de ovo e do plasma
seminal sobre a viabilidade de sémen caprino criopreservado. Foram utilizados quatro bodes
adultos da raga Saanen, com idade variando entre 10 meses e 1 ano, com peso variando entre
18 e 25 kg alojados no setor de Reproducao Animal do Instituto de Zootecnia da UFRRJ. O
sémen de cada bode foi coletado pelo método da vagina artificial no final da estacdo
reprodutiva. Apés a analise do sémen de cada animal individualmente, foi feito um pool dos
trés melhores ejaculados, onde foram reavaliados a motilidade, o vigor e determinada a
concentracdo espermatica. O diluidor utilizado foi o citrato gema, onde foi dividido em duas
aliquotas iguais, em uma das amostras foi adicionado 5% de gema (0,25 mL gema : 47,5 mL
solucdo citrato) e na outra foi adicionado 10% de gema (0,5 mL gema : 45,0 mL solucao
citrato). O sémen foi criopreservado pelo método tradicional da geladeira e vapor de
nitrogénio liquido (N,L). Ap6s um tempo minimo de 24h em N,L foi feita a descongelacéo.
Foram avaliados a motilidade e o vigor po6s-descongelamento e pés teste de
termorresisténcia (TTR) sendo os dados submetidos a andlise de variancia e as médias
comparadas pelo teste F, a 5,0% de probabilidade pelo programa SAS. Houve diferenca
estatistica significativa entre os dados analisados (p<0,05). O grupo que apresentou
melhores resultados foi o de 10% de gema no diluidor citrato sem a remocdo do plasma
(motilidade e vigor pds-descongelamento: 30,8% e 3,3 respectivamente; motilidade e vigor
p6s TTR répido e lento, respectivamente, 4,4%; 1,9 e 19,5%; 2,7). Pelos resultados do
presente trabalho, conclui-se que a remocdo do plasma seminal e a utilizacdo de um diluidor
com baixa concentracdo de gema foram prejudiciais a criopreservagdo do sémen caprino.

Palavras-chave: bode, centrifugacao, diluidor.



Abstract

FERREIRA, Valéria da Silva. Effect of seminal plasma and egg yolk concentration on
freezability of buck semen. 2013. 30p. Dissertation (Master Science in Animal Science).
Instituto de Zootecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

Goat farming acts as an important tool in social development activities, especially for easy
adaptability of goats and for possess great importance as a source of food to needy
populations, mainly in tropical and dry country. In this context, the intensification of
reproductive management and breeding are critical steps for the expansion of that activity,
and semen cryopreservation is an important reproductive biotech, considering that it
promotes conservation of male germplasm by an undetermined period of time. The goat
semen has an important feature to be considered for cryopreservation in view of the fact that
the seminal plasma interaction with the egg yolk, a substance frequently used in the
composition of extenders, may be deleterious to sperm of that species. Therefore, the aim of
this study was to evaluate in vitro, the effects of egg yolk and seminal plasma on the
viability of cryopreserved goat semen. Four fertile male goats (Saanem breed), aged between
10 months and 1 year, weighing between 18 and 25 kg housed in the Animal Reproduction
Facility belonging to Animal Science Institute of UFRRJ were used in this experiment.
Semen was collected from each goat with artificial vagina method during the breeding
season (June-July). The extender used was the yolk citrate, where it was split into two equal
aliquots, in one of the samples was added 5% egg yolk (0.25 mL egg yolk: 47,5 mL citrate
solution) and in another was added 10% egg yolk (0.5 mL egg yolk: 45,0 mL citrate
solution). Semen was cryopreserved using traditional refrigerator and liquid nitrogen vapor
(N2L). After a minimum of 24 hours in N,L, the straws were thawed. The motility and vigor
after thawing and post thermoresistance test (TTR) were evaluated and the data submitted to
analysis of variance and means were compared by the F test, at 5.0% probability by SAS.
There were statistically significant differences between the data analyzed (p<0.05). The
group with the best results was a 10% egg yolk citrate in extender without removal of
plasma (Sperm motility after thawing: 30.8% and 3.3; motility and vigor after rapid and
slow TTR, respectively, 4.4%, 1.9% and 19.5; 2.7). From the results of this study it is
concluded that the removal of seminal plasma and diluting with use of a low concentration
of egg yolk were detrimental for cryopreservation of goat semen.

Keywords: extender, goat, centrifugation.
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1. INTRODUCAO

A caprinocultura e a ovinocultura tém se destacado no agronegdécio brasileiro. Em
2011, o efetivo de caprinos foi de 9,379 milhdes de cabecas (IBGE, 2011). No Brasil, a maior
parte da populacdo caprina encontra-se na regido Nordeste, sendo que o principal objetivo da
caprinocultura é a producéo de carne, leite e pele. Entretanto, a caprinocultura vem ganhando
espaco na regido Sudeste principalmente em cadeia produtiva, sendo o terceiro maior
produtor, ficando atrds apenas do Nordeste e do Sul, produzindo racgas especializadas em
producdo leiteira.

Diversos criatorios trabalham com racas importadas mundialmente reconhecidas como
grandes produtoras, dentre elas a raca Saanen e a raca Boer. Porém o material genético que
vem para o Brasil tem sido mostrado muito heterogéneo.

A caprinocultura atua como importante instrumento em acbes de desenvolvimento
social, sobretudo por essa espécie ter a facilidade de se adaptar a diversos ambientes e a sua
grande importancia como fonte de alimentagéo as populagdes, principalmente no Nordeste do
pais.

Na producdo em escala, a produtividade dos rebanhos, a precocidade do animal ao
abate, a qualidade do produto final e a eficiéncia reprodutiva sdo entraves no Brasil para uma
maior rentabilidade e consequentemente um crescimento deste segmento da pecuaria. A
intensificacdo do manejo reprodutivo e o melhoramento genético sdo fundamentais para a
expansdo da atividade de forma competitiva, sendo ferramentas otimizadoras os programas de
reproducdo assistida e 0 uso de biotécnicas da reproducdo (BICUDO et al., 2003).

Algumas biotécnicas tém sido empregadas para a obtencdo de avangos genéticos em
caprinos, dentre elas destacam-se: inseminacdo artificial (IA), a transferéncia de embrides
(TE) e mais recentemente, a producdo in vitro de embrides (PIV). Dentre estas, a 1A € a
biotécnica mais préatica e econdmica, quando bem utilizada, sendo seu conhecimento de facil
acesso, 0 que leva a obtencdo de grande numero de técnicos e profissionais capacitados
atuando nesta area.

Sabe-se que a criopreservacdo do sémen é um processo complexo que envolve o
balanco de muitos fatores, tendo em vista a obtencdo de resultados satisfatérios. O sucesso
depende do conhecimento ndo somente do diluidor e do crioprotetor apropriado, das taxas de
diluicdo, resfriamento ou descongelacdo, mas também do conhecimento da fisiologia
espermatica da espécie, que é essencial para a recuperacdo espermatica maxima apos a
descongelacéo e, consequentemente, para a obtencdo de altas taxas de fertilidade (PURDY,
2006).

Mesmo proporcionando muitas vantagens, ainda existem limitacdes quanto ao uso do
sémen criopreservado, pois o poder fecundante dos espermatozoides congelados € menor em
comparacdo ao sémen fresco (SALAMON; MAXWELL, 1995; SALAMON; MAXWELL,
2000; ANEL et al. 2006). Isto porque durante o processo de congelagédo podem ocorrer lesdes
a estrutura espermatica, principalmente a desestabilizacdo das membranas celulares. Danos
que por muitas vezes so irreversiveis, diminuindo a viabilidade dos gametas (HOLT, 2000).

A criopreservacdo de sémen, quando associada a inseminacao artificial, representa um
mecanismo eficiente para promoc¢édo e difusdo de material genético de excelente qualidade.
Muitos diluidores sdo utilizados na criopreservacdo de sémen caprino, como por exemplo, o
Citrato-gema e o Tris-gema. A quantidade extra dessa substancia favorece a estabilidade da
membrana celular contra o choque térmico durante o processo de resfriamento e de
congelacdo (WATSON, 1995; BISPO, 2009).

O sémen caprino possui uma particularidade a ser considerada para sua
criopreservacao, sendo que a interacdo do plasma seminal com a gema de ovo pode ser
prejudicial ao espermatozoide dessa espécie. Isto ocorre pelo liquido seminal possuir uma



enzima secretada pelas glandulas bulbo-uretrais, que na presenca da gema forma lisolecitinas
através de hidrolise, sendo toxicas ao espermatozoide (ROY, 1957; citado por BRITO, 2008).

Mais pesquisas sdo necessarias para avaliar a interacdo do plasma com a gema de ovo
no diluidor, pois muitos trabalhos avaliaram que a remoc¢é&o do plasma é benéfica em relacdo a
utilizacdo do diluidor contendo gema (USTUNER et al. 2009). Em contrapartida, neste
trabalho, assim como de outros autores, foi observado que a utilizagcdo do sémen caprino néo
centrifugado em diluidor contendo gema promoveu melhores resultados in vitro em
comparacdo ao sémen centrifugado (CABRERA et al., 2005).

Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar, por meio de testes in vitro, o efeito
do plasma seminal e de diferentes porcentagens de gema de ovo sobre a viabilidade do sémen
caprino criopreservado.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Inseminacéo Artificial

A inseminacdo artificial é a técnica reprodutiva de maior relevancia para o
melhoramento genético dos rebanhos, tendo por objetivo a utilizacdo do ejaculado de um
macho com caracteristicas produtivas superiores, em um grande nimero de fémeas (AISEN,
2008). A Inseminacdo Artificial (1.A.) consiste na retirada ou coleta do sémen do reprodutor e
sua posterior deposicdo na genital da fémea. A coleta seminal pode ser feita com o auxilio de
uma vagina artificial ou eletroejaculador (RIBEIRO, 1997; GRANADOS et al. 2006). Em
cabras, a inseminacdo geralmente é realizada pela técnica transcervical (intra-uterina). Para
inseminar é necessaria a utilizacdo de um especulo, onde o 6stio cervical caudal é localizado e
com um aplicador, os anéis cervicais podem ser ultrapassados para que 0 sémen seja
depositado diretamente no corpo do Utero (VARAGO et al., 2009).

No entanto, a inseminacao artificial em pequenos ruminantes ainda nédo € utilizada na
mesma proporcao que em bovinos, e isto provavelmente se deve a peculiaridade anatdmica da
cérvix, dificultando sua transposicao e requerendo mao de obra treinada para executa-la de
forma segura (VARAGO et al., 2009).

A inseminacdo é uma poderosa ferramenta populacional, responsavel pela elevacao da
produtividade, através da selecdo de reprodutores submetidos ao teste de progénie, que usados
como doadores de sémen vem acelerando o ganho genético na populacdo caprina (SOLANO
etal., 1999; SANTOS, 2007).

Para a inseminacdo artificial, o sémen caprino pode ser usado a fresco (podendo ser
puro ou diluido), resfriado ou criopreservado. O sémen fresco e o resfriado apresentam
fertilidade mais elevada, porém apresentam um uso restrito devido ao tempo de utilizagdo (em
média até 48 horas apds a coleta) e ao periodo de atividade sexual dos machos, haja vista ser
uma espécie que, em determinadas regides, apresenta estacionalidade reprodutiva em virtude
do fotoperiodo (atividade sexual aumentada em dias com fotoperiodo decrescente). Ja o
sémen criopreservado pode ser mantido por um longo periodo armazenado em nitrogénio
liquido, apresentando maior aplicabilidade (TRALDI, 2006, apud CASTELO et al. 2008).



2.2 Criopreservacado de Sémen

O primeiro relato de sucesso da criopreservacdo de sémen caprino é atribuido a Polge
e Smith em 1950, (BEZERRA, 2009), sendo que nestes primeiros trabalhos, os autores
registraram baixa fertilidade pds-descongelacdo. Este € um dos problemas que limita a
utilizacdo préatica do sémen caprino criopreservado, sendo, motivo de muitas investigacdes em
todas as etapas envolvidas no processo (LEBOEUF et al., 2000).

Uma das limitages na criopreservacdo do sémen caprino é a idade do animal utilizado
no processo. O inicio da atividade sexual é marcada pela apresentacdo de instintos
reprodutivos (monta em machos e fémeas e interesse sexual pelas fémeas), mesmo antes de
atingirem a puberdade total, sendo alcancada quando os espermatozoides estiverem viaveis
para fecundagdo. Embora os machos possuam producéo de espermatozoides por volta dos 4
meses de idade, ou seja, ja sendo capazes de fecundar, € recomendado usa-los na reproducéo a
partir dos 8 ou 9 meses, ou quando atingirem mais de 70% do peso adulto. Isto porque ainda
podera estar produzindo espermatozoides com defeitos e em concentracfes inadequadas
(GRANADOS et al. 2006). Santos et al. (2006) verificaram que a qualidade do sémen caprino
congelado foi influenciada pela idade dos animais. A motilidade espermaética progressiva
assim como o vigor foram maiores nos animais jovens (11 e 12 meses) quando comparados
aos mesmos parametros nos animais adultos (51 e 65 meses). Os autores atribuiram a menor
motilidade pds-descongelamento apresentada pelos animais adultos ao volume seminal que
teve correlacdo negativa com a congelacao de sémen.

A congelacdo de sémen permite facilitar o uso da inseminagdo artificial, o
armazenamento e intercAmbio deste material entre propriedades, bem como permite utilizar os
reprodutores em um nimero muito maior de fémeas do que seria obtido em regime de monta
natural. A inseminacdo artificial com sémen congelado pode também evitar a disseminacédo de
doencgas infecciosas, pois 0s animais de centrais passam por avaliagfes para deteccdo de
doencas e os antibidticos adicionados ao diluidor proporcionam um controle microbioldgico
eficiente (XAVIER et al., 2009).

A criopreservacdo de sémen também favorece o armazenamento de material para
programas de inseminacdo fora da estacdo reprodutiva, uma vez que diversas racas de
caprinos sdo estacionais e o volume e a qualidade do sémen tendem a diminuir fora da estacao
reprodutiva (THIMONIER, 1981; VARAGO et al., 2009). Permite a utilizagdo de um menor
namero de reprodutores no rebanho reduzindo assim os custos com o plantel, facilitando a
utilizacdo de fémeas na época mais favoravel para a fertilizag&o.

A criopreservacdo do sémen caprino permite um progresso genético, através da
obtencdo e avaliacdo dos varios descendentes obtidos de bodes de alto padrdo genético. Esta
técnica associada a IA facilita a difusdo de genes dos melhores reprodutores e aumenta a
descendéncia de machos selecionados, uma vez que um sO ejaculado permite a
criopreservacao de 20 a 40 doses de sémen (SIMOES et al. 2008).

O sémen caprino pode ser usado a fresco, resfriado ou congelado sendo que o sémen
congelado apresenta fertilidade menor quando comparado ao sémen fresco e resfriado
(SALAMON; MAXWELL, 2000). No entanto, pelo fato dos caprinos apresentarem
estacionalidade reprodutiva, a utilizacdo do sémen em estado fresco ou resfriado fica limitado
a determinados periodos do ano. Ja o sémen criopreservado, por ser mantido por um longo
periodo armazenado em nitrogénio liquido, apresenta maior aplicabilidade (TRALDI, 2006).

O uso do sémen congelado apresenta inimeros beneficios, como o melhor
aproveitamento de reprodutores, facilidade no transporte de material genético, introducdo de
novas linhagens no rebanho com maior seguranga sanitéria, preservacdo de genética
diferenciada (SALAMON; MAXWELL, 1995; GOMES; et al. 2009). Mesmo a
criopreservagdo possuindo diversas vantagens, o seu processo de congelacdo e de



descongelacdo pode induzir efeitos negativos aos espermatozoides, principalmente na sua
estrutura bioquimica e funcionalidade (WATSON, 2000), resultando na reducdo da
motilidade, integridade da membrana e capacidade de fertilizacio (PURDY, 2006). A
composicdo plasmatica do sémen de ovinos e caprinos pode sofrer influéncia das estagdes do
ano, se forem de racas oriundas de regi6es com fotoperiodo bem definido, levando a reducéo
da congelabilidade espermaética fora da estacédo reprodutiva (AISEN, 2008).

Animais com fotoperiodo definido tendem a ter uma reducdo ou aumento no numero
de saltos e atividade espermatogénica em relacdo a estacdo do ano. As variagdes na atividade
espermatogénica sao influenciadas principalmente pelas mudancas do fotoperiodo, isto €, o
aumento ou reducdo no comprimento do dia altera a producdo de espermatozoides. O
conhecimento do comportamento sexual, associado as variacbes na producdo
qualiguantitativa do ejaculado no periodo pos-pubere, permite determinar a melhor época e
idade de reproducdo do macho caprino, possibilitando ao produtor a utilizacdo racional de
seus reprodutores (SANTOS et al., 2006). Tuli e Holtz (1995) avaliaram que no periodo
reprodutivo a qualidade do sémen pré e pds-criopreservacao apresentou melhores resultados
de motilidade e de espermatozoides vivos em comparacdo ao periodo nao reprodutivo, isto se
deve, segundo os préprios autores, a maior liberacdo de determinadas proteinas nas glandulas
bulbouretrais no periodo ndo reprodutivo.

Durante o processo de criopreservacdo, 0s espermatozoides sdo expostos a varios
fatores estressantes: transicdo de fase dos fosfolipidios da membrana, estresse osmotico e
toxico pela adicdo e remocdo dos crioprotetores, desidratacdo, aumento da concentracdo dos
solutos e formacdo e dissolugdo de cristais de gelo (BORTOLOZZO et al., 2008). Desta
forma, € imprescindivel que o processamento de criopreservacdo ocorra de forma correta,
evitando assim que estes fatores sejam 0s responsaveis por uma queda acentuada da qualidade
do sémen ap0s a descongelacao.

A criopreservacao empregando-se a geladeira (técnica convencional) € 0 método mais
barato de congelacdo seminal em comparacdo ao método automatizado, onde é utilizada uma
maquina de criopreservagdo que torna o processo mais pratico e rapido, porém é de alto custo
podendo ser de dificil aquisicdo para a maioria dos pecuaristas. Na técnica da geladeira, o
sémen passa por avaliacdo macroscépica e microscopica em temperatura ambiente. Apés as
avaliages, € misturado o diluidor ao sémen, sendo esta mistura denominada fragdo ‘A’, esta
fracdo ‘A’ é levada a geladeira por 1 hora e 30 minutos previamente estabilizada a uma
temperatura de 5°C. Ap0s este tempo ¢ inserida a fragdo ‘B’ na fra¢ao ‘A’, sendo que a fragdo
‘B’ é composta de diluidor e glicerol (12%) no volume total do diluidor. Com a mistura das
solucgdes, o sémen com diluidor e com glicerol é mantido por quatro horas na geladeira, apds
este periodo ocorre o envase que pode ser feito em palhetas de 0,5 mL ou de 0,25 mL. As
palhetas séo entdo expostas ao vapor de nitrogénio (-120°C) por aproximadamente 20 minutos
e depois inseridas em nitrogénio liquido (BEZERRA, 2009).

2.3 Diluidores Usados na Criopreservacao

As solucgdes utilizadas como diluidores do sémen diferem em eficiéncia, em
quantidade e na qualidade dos componentes. Porém, todos possuem a finalidade de
preservacao dos espermatozoides através da nutrigdo, protecdo de sua membrana plasmatica e
equilibrio osmotico do meio (DIAS, 2010).

Os diluidores séo utilizados com o intuito de proteger os espermatozoides dos efeitos
criticos da criopreservacdao. Um bom diluidor deve apresentar as seguintes caracteristicas:
auséncia de toxicidade para a célula espermatica; osmolaridade adequada (entre 425 e 525
mOsm); poder nutritivo; poder tampéo eficaz para que o pH se estabilize em torno da



neutralidade (para caprinos, entre 6 e 8), ser de facil preparo e de baixo custo (PURDY,
2006).

A principal funcdo do diluente é a protecdo dos espermatozoides de danos irreversiveis
aumentando a sobrevivéncia no trato reprodutivo da fémea. Entretanto, os crioprotetores ndo
garantem a sobrevivéncia de 100% das células espermaticas por causarem efeitos tdxicos
sobre elas, dependendo da concentragdo utilizada no meio diluidor e do modo como é
utilizado (FAHY, 1986; DIAS, 2010).

Segundo Bezerra (2010), na composi¢do de um diluidor usado para a congelacdo do
sémen caprino é importante uma substancia tamp&o como o tris ou EDTA, sais como o citrato
de sédio, um ou mais acucares (glicose, frutose, lactose, rafinose ou trealose), crioprotetores
penetrantes (glicerol, etilenoglicol ou dimetilsulféxido) e ndo penetrantes (leite ou gema de
ovo) além de antibidticos, como por exemplo, a penicilina e a estreptomicina. O diluidor mais
utilizado para criopreservacdo de sémen caprino é o tris, acido citrico, frutose, gema de ovo e
glicerol (NEVES et al., 2008).

De acordo com a funcdo, o crioprotetor pode interagir com a membrana celular,
proporcionando sua estabilizacdo, evitando lesdes (MASSIP et al., 1986; DIAS, 2010). Outras
substancias podem atuar na diminuicdo da producdo de cristais de gelo intracelular que sédo
formados pela congelacdo da agua livre intracelular, estes cristais podem perfurar a membrana
da célula espermaética promovendo a morte do espermatozoide.

Ainda existem aqueles que tém a funcéo de diminuir o ‘efeito solu¢ao’ que ocorre com
a exposicdo das células espermaticas ndo congeladas as altas concentracfes de solutos durante
a criopreservacdo. Deste modo, por osmose, 0s espermatozoides perdem agua para 0 meio,
reduzem o volume celular e correm o risco de romper as membranas plasmaticas (GRAHAM,
1996; AISEN, 2008).

Os valores de motilidade e vigor dos espermatozoides em relacdo ao tempo de
exposicdo aos diluidores sdo alguns dos parametros que podem demonstrar a eficiéncia destas
solucdes. Desconsiderando as vias inerentes as fémeas, pode-se esperar que as células com
pouca movimentacdo e/ou, pouca velocidade e com alteracdo na membrana plasmaética
possuam baixa capacidade de encontrar e fecundar um odcito in vivo, caracteristicas que
podem ser melhoradas com o uso de um diluidor mais eficiente para determinada espécie
(DIAS, 2010).

2.3.1 Crioprotetores ndo penetrantes (extracelulares)

Os crioprotetores classificados como ndo penetrantes sdo macromoléculas com acao
crioprotetora que se dispem entre a membrana plasmaética e os fluidos hiperosmoticos
durante a congelacdo (HOLT; HEAD; NORTH, 1992; SILVA, 2010), sendo sua crioprote¢do
efetiva, mesmo quando sdo utilizadas elevadas velocidades de congelacdo, o que leva a
promocdo de uma rapida desidratacio celular (AVILA-PORTILLO et al., 2006). Os
crioprotetores ndo penetrantes de maior utilizacdo sdo a gema de ovo e o leite desnatado,
embora outros agentes também possam ser utilizados com a mesma finalidade, como é o caso
de alguns aminoacidos e agucares (PURDY, 2006).

O leite € um liquido organico possuindo certa capacidade tampdéo, viscosidade
adequada para manutencdo dos espermatozoides no meio liquido, e abundancia de
carboidratos que seriam utilizados pelos espermatozoides na producgéo de energia (CASTELO
et al. 2008).

Sabe-se que duas substancias responsaveis por esta caracteristica sdo: a lactose, que
age como elemento energético, e a caseina que é uma proteina capaz de potencializar a
atividade cinética dos espermatozoides (CUNHA, 2002). Dorado et al. (2007) demonstraram



que amostras de sémen caprino congeladas nesse diluidor resultavam em taxas de prenhez
superiores aquelas obtidas com o tris-gema.

Bergeron et al. (2007) citado por Silva e Guerra (2011), concluiram que, as caseinas
do leite reduzem a ligacdo das proteinas do plasma aos espermatozoides, minimizando a perda
de lipideos da membrana plasmatica durante os procedimentos de criopreservacdo e
aumentando a protecdo espermatica durante a refrigeracdo e a congelacdo/descongelacéo.
Possui um efeito protetor do leite sobre a célula espermatica envolvendo proteinas ao invés de
lipideos como ocorre com diluidores com gema de ovo.

O principio de atuacdo dos agUcares nao penetrantes se baseia no aumento da presséo
osmatica e posterior desidratacdo celular, com redugdo da formacdo de gelo intracelular,
sendo comumente utilizados nos meios de congelacdo de espermatozoides e o0citos por
minimizarem o estresse osmotico, causado durante a etapa de refrigeracdo (SQUIRES et al.
2004). Além disso, os acUcares podem interagir com os fosfolipidios da membrana
plasmatica, reorganizando-a e, a partir disto, aumentando a capacidade de sobrevivéncia dos
espermatozoides submetidos ao processo de criopreservacdo (PURDY, 2006).

Purdy (2006) ressaltou que a escolha do acucar incluido no crioprotetor deve ser
baseada na sua funcionalidade e nas propriedades quimicas. Dentre os agucares utilizados nos
meios diluidores estdo os agucares simples, como a frutose e a glicose, e os aglcares ndo
penetrantes na célula, como lactose, rafinose e trealose (SQUIRES et al. 2004).

A gema de ovo é um dos constituintes mais utilizados como base dos diluidores de
sémen dos animais domésticos. Ela protege o espermatozoide contra o choque térmico,
devido a presenca das fracdes lipoproteicas de baixa densidade (LDL) na sua composicéo,
preservando o espermatozoide. Os fosfolipidios presentes na gema de ovo interagem com a
estrutura lipidica da membrana plasmatica dos espermatozoides, levando a protecdo das
células que estdo em processo de resfriamento, permitindo a estabilizacdo destas,
minimizando os efeitos negativos do choque térmico (HOLT, 2000; BISPO, 2009).

A prevencdo conferida pelos lipideos com relagdo ao choque térmico parece estar
relacionada & quelagdo do fon Ca™ do meio, evitando sua entrada no espermatozoide. E
possivel que os lipossomas interajam com o calcio e outros componentes do meio de
congelagdo que afetem a tonicidade ou a fracdo da agua ndo congelada durante a
criopreservacao (WILHELM et al. 1996).

Valente et al. (2010) avaliaram a substituicdo parcial ou total da gema de ovo no
diluidor de sémen ovino e observaram que a adicdo de trealose e glicina, associada a
substituicdo da glicose pela frutose, ndo foi capaz de compensar a auséncia da gema de ovo.
Estes autores avaliaram que os melhores resultados de motilidade, termorresisténcia,
fertilidade in vitro e in vivo pds-descongelacdo foram obtidos ap6s utilizacdo da gema de ovo
no meio diluidor.

Bispo (2009) avaliou diferentes porcentagens de gema de ovo (20% e 2,5%) no
diluidor citrato-gema e constatou que o diluidor com baixa concentragdo de gema (2,5%)
proporcionou melhores resultados em relacdo ao diluidor com alta concentracdo (20%)
referentes ao sémen caprino resfriado.

Iritani e Nischikawa (1961; citados por BISPO, 2005) identificaram a enzima
fosfolipase A, que catalisa a hidrolise das lecitinas da gema de ovo em &cidos graxos e
lisolecitinas. Como provavel solugdo desse problema, Ritar e Salamon (1982; BISPO, 2009)
utilizaram no diluidor 1,5% de gema de ovo na sua concentragdo final. Evans e Maxwell
(1987; BISPO, 2009) recomendaram 2,5% no total do volume do diluente. Bispo (2005)
avaliou, in vitro, o sémen caprino diluido em Citrato-gema em duas concentragdes de gema
(2,5 e 20%) e resfriado a 5°C durante 48 horas. Sendo que o diluidor contendo baixa
concentracdo de gema (2,5%) foi o que melhor preservou o sémen durante as 48 horas de
armazenamento.



Palomino et al. (2001) afirmaram que os melhores resultados apresentados apds o
resfriamento de sémen caprino em diluidor citrato acrescido de 3% a 12% de gema ocorreu
em funcdo da presenca de fosfolipidios, lecitinas, lipoproteinas e cefalinas que promovem
uma reorganizacdo da membrana plasmatica do espermatozoide, reduzindo assim os efeitos
deletérios causados pelo frio.

Farstad (2009) verificou que a utilizacdo da gema de ovo na preparacdo de
crioprotetores pode ser questionada quanto a sua origem, pois ser veiculo de possiveis micro-
organismos. Componentes que podem substituir este crioprotetor vém sendo testados, como
lecitinas de soja, onde possuem meios quimicamente definidos, o que néo seria possivel com
0 uso da gema de ovo, imprecisa quanto a sua composi¢do (HIWASA et al., 2009). Porém,
Bittencourt et al. (2008) avaliaram na criopreservacdo de sémen caprino que o diluente
contendo lecitina de soja apresentaram resultados abaixo do esperado para aprovacdo do
sémen congelado.

Apesar dos beneficios que foram evidenciados com a utilizacdo da gema de ovo em
diluidores de sémen, alguns autores sugerem o seu uso diferenciado quando o sémen é
proveniente da espécie caprina. Roy (1957) afirmou que diluidores que contenham gema de
0vo em sua composi¢cdo nao sdo recomendados para a utilizacdo em sémen caprino.

2.3.2 Crioprotetores penetrantes (intracelulares)

Os crioprotetores penetrantes sdo substancias que diminuem as lesdes de origem
quimica ou mecéanica que a congelacdo causa na célula espermética (KAROW, 2001;
GONZALES, 2004). As caracteristicas fisico-quimicas ideais que um crioprotetor penetrante
deve possuir sdo: baixo peso molecular, alta solubilidade em meio aquoso e uma baixa
toxicidade celular (NASH, 1966; GONZALES, 2004).

A habilidade de um crioprotetor de se ligar ao hidrogénio da molécula de &gua € a
mais importante caracteristica de um bom crioprotetor (NASH, 1966; GONZALES, 2004). A
toxicidade de um crioprotetor é influenciada por sua concentragdo, momento de adicéo e
temperatura em que é realizada a exposic¢éo da célula ao agente.

Os crioprotetores penetrantes foram classificados por Ashwood-Smith (1987) em dois
grupos, os dos alcoois e o das amidas. Os crioprotetores alcodis sdo principalmente o glicerol,
o etilenoglicol (FICKEL et al. 2007) e o metanol. Os crioprotetores amidas sdo a acetamida, a
lactamida (KASHIWAZAKI et al., 2006), a dimetilformamida (SILVA et al. 2006) e a
dimetilacetamida (CALDERAM et al., 2008).

Muitos crioprotetores permedveis a membrana, como por exemplo, o glicerol, o
etilenoglicol e o propilenoglicol, foram testados na criopreservacao de sémen caprino. Porém
o mais utilizado é o glicerol (BISPO, 2009).

O glicerol atua sobre a membrana permitindo a sua estabilizacdo, evitando danos sobre
a estrutura, que sdo gerados pela exposicao da célula a elevadas concentrac@es de sais durante
a congelacdo (HOLT et al., 1992). O seu efeito crioprotetor se relaciona a sua capacidade de
ligacdo com a &gua e a baixa dissociagdo com sais, portanto, reduzindo a osmolaridade do
meio de criopreservacdo. Isto ocorre por sua capacidade de atravessar facilmente a membrana
celular, mantendo a osmolaridade interna e externa. Modifica a formacéo de cristais de gelo,
de modo que a lesdo das células espermaticas durante a cristalizacéo € reduzida, uma vez que
este agente penetra na célula e substitui parcialmente seu contetdo de agua e eletrélitos
(SINGH, 2006).

O glicerol, um crioprotetor celular, € largamente utilizado para a congelacdo de sémen
caprino, cuja concentragcdo usada em diferentes estudos varia de 3% a 9%, com melhores
resultados entre 4% a 7% do diluente utilizado (LEBOEUF et al. 2000). Em estudo
comparativo entre o glicerol e etilenoglicol na criopreservagédo do espermatozoide caprino,



Souza et al. (2002) observaram que o grupo que continha o glicerol a 7% foi mais eficaz em
preservar a motilidade pds-descongelagdo do que o grupo com etilenoglicol a 7%, embora néo
houvesse diferenca entre os grupos, em relacéo as alteracdes morfologicas.

Soares (2002) avaliou, em sémen canino, a capacidade crioprotetora do etilenoglicol

em diluente tris gema na manutencdo da motilidade, do vigor e da morfologia espermatica
concluindo que, em determinadas concentracOes o etilenoglicol pode substituir o glicerol em
diluentes a base de tris gema.
Ainda sobre o glicerol, os seus efeitos toxicos sobre os espermatozoides sdo apresentados por
Hammerstedt e Grahan (1992) que descrevem uma provavel interacdo molecular do glicerol
com a membrana plasmatica dos espermatozoides, alterando sua fluidez pela inser¢do na
dupla camada lipidica, o que modifica a viscosidade citoplasmatica e, dessa forma, afeta todas
as reacOes metabdlicas.

2.4 Efeito do Plasma Seminal

O sémen caprino apresenta particularidades que o diferenciam de outras espécies,
sendo a mais importante a sintese e secrecdo de enzimas pelas glandulas bulbo uretrais
liberadas no plasma seminal (BEZERRA, 2010). O plasma seminal contém diversos
componentes bioquimicos, alguns dos quais sdo relativamente especificos dentro do
mecanismo de regulacdo da funcdo do espermatozoide. Porém, as exatas funcbes desses
componentes seminais no controle da motilidade espermatica ainda ndo estdo bem elucidadas
(CATUNDA et al., 2009).

O plasma seminal auxilia na manutencdo da motilidade, na sobrevivéncia e no
transporte espermatico no sistema reprodutor do macho e da fémea (TOPFER-PETERSEN et
al., 2005). Contudo, estudos sobre as proteinas do plasma seminal ainda precisam definir os
tipos de proteinas e os mecanismos de acdo que afetam a viabilidade desses gametas
(ASADPOUR et al., 2007).

A criopreservagdo proporciona mudancas na organizagdo lipidica da membrana, com
modificacdo nas proteinas cinéticas das enzimas intramembranosas. A resposta do sinal de
transducdo pode ser afetada por estas mudancas, auxiliando com a possibilidade de que a
longevidade do sémen descongelado seja reduzida em virtude da precoce capacitacdo
espermatica (HOLT e NORTH, 1984, 1986; DROBNIS et al.,1993; GUERRA et al., 2009).

Determinadas proteinas do plasma seminal aderem-se aos espermatozoides no transito
epididimério ou durante a ejaculacdo, podendo retardar a capacitacdo e, consequentemente, a
reacdo acrossbmica (MANJUNATH; THERIEN, 2002). Segundo Souza et al. (2009), essas
proteinas sdo denominadas de decapacitantes e sdo removidas ou modificadas pelos fluidos do
sistema reprodutor feminino durante a capacitacdo espermatica e a fecundacdo. As caltrinas,
um tipo de proteinas decapacitantes, sdo proteinas do plasma seminal que possuem baixa
massa molecular (5 a 10 kDa) e previnem o aumento da concentracio de Ca’** nos
espermatozoides, evitando a capacitacdo espermatica precoce provocada pelo processo de
criopreservacao (FLESCH; GADELLA, 2000).

Alguns estudos demonstram que ocorrem diferencas entre as membranas espermaticas
dos espermatozoides do epididimo e do ejaculado, de acordo com a influéncia do plasma
seminal (HENAULT et al., 1995; CATUNDA et al., 2009). Estes estudos sugerem que alguns
componentes presentes nas secrecdes das glandulas anexas podem aumentar ou inibir a
fertilidade de touros (HENAULT et al., 1995; CATUNDA et al., 2009). Uma das raz6es desse
impasse esta na diversidade do plasma entre as espécies e entre animais da mesma espécie,
ocorréncia e concentracdo de muitos constituintes seminais importantes (RODGER, 1975;
CATUNDA et al., 2009).



De acordo com Viana et al. (2006), a remocédo do plasma seminal por centrifugacéo,
imediatamente apds a colheita, aumenta a percentagem de células vivas durante a
armazenagem em diluidores contendo gema de ovo ou leite. Em pesquisas sobre a atividade
das enzimas fosfolipase e lisofosfolipase sobre as lecitinas contidas na gema de ovo utilizada
no diluente a base de tris, estes autores concluiram que ndo ha hidrélise desses fosfolipidios.
Observaram ainda que a congelacdo do sémen em diluidor tris-gema de ovo, sem a remocao
do plasma seminal, produz altas taxas de fertilidade.

Segundo Purdy (2006), o método convencional de superar as interag@es prejudiciais do
plasma seminal com as proteinas da gema do ovo, é diluir a amostra de sémen caprino em
diluidor tamponado e, entdo separar o plasma seminal dos espermatozoides pela
centrifugacdo.

Azerédo et al. (2001) avaliaram a auséncia ou presenca do plasma seminal no sémen
fresco e apds a congelacdo. As amostras que ndo foram submetidas a retirada do plasma
seminal foram mais bem conservadas, tanto a fresco, como apds o descongelamento. Estes
autores concluiram que a remocao do plasma seminal foi prejudicial para a congelacdo de
sémen caprino, uma vez que o percentual de espermatozoides com membranas plasmaticas
integras e de motilidade espermaética diminuiram apds a centrifugacdo do plasma seminal.

O plasma seminal possui substancias que atuam como antioxidantes proporcionando
protecdo celular durante os procedimentos de manipulacdo espermaética e reducdo da
temperatura, com o intuito de reduzir as crioinjurias ocasionadas pelo estresse oxidativo
(Guerra et al., 2004). Reduzidas concentracdes de espécies reativas ao oxigénio (ROS) sédo
necessarias para que o espermatozoide adquira a capacidade fecundante (BAUBER et al.,
2003; SOARES; GUERRA, 2009). Com a remoc¢do do plasma o espermatozoide fica
suscetivel a atividade das ROS que em elevadas concentra¢cdes podem afetar o0 metabolismo
energético, a motilidade, a viabilidade e a integridade do DNA espermatico (BILODEAU et
al., 2002; SOARES; GUERRA, 2009).

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Local do Experimento e Periodo

Este experimento foi realizado na area de Reproducdo Animal pertencente ao
Departamento de Reprodugéo e Avaliagdo Animal do Instituto de Zootecnia da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), em Seropédica/RJ, no periodo de fevereiro a julho
de 2012. O municipio situa- se a 22°45°53°’S, 43°41°56’’W e 33m de altitude acima do nivel
do mar.

3.2 Animais e Manejo

Foram utilizados quatro bodes jovens da raca Saanen, com idade variando entre 10
meses e 1 ano, pesando em média 20Kg, mantidos em baias individuais, alimentados com
forragem, concentrado no cocho duas vezes ao dia e agua ad libitum. Foi realizado o controle
de endoparasitas com Ripercol® L Solucdo (Cloridrato de Levamisol a 5%) (Fort Dodge) de
quinze em quinze dias até a obtencdo do controle parasitario.



3.3 Delineamento Experimental

O delineamento experimental utilizado neste experimento foi o0 inteiramente
casualizado com fatorial 4x2x2 (quatro animais x duas concentra¢des de gema X presenca ou
nédo do plasma seminal).

3.4 Coleta de SEmen

Foram realizadas duas coletas semanais de sémen durante um més para cada um dos
animais, pelo método da vagina artificial no periodo de condicionamento. Este sémen
coletado foi utilizado para a avaliacdo das caracteristicas seminais (volume, turbilhonamento,
motilidade, vigor) e descartado posteriormente. Para o congelamento, o sémen foi coletado
entre 0os meses de junho e julho sendo feitas duas coletas por semana no periodo de trés
semanas. Antes da coleta foi feita a higienizacdo externa do prepulcio com agua e sabdo neutro
e higienizacdo interna com solucdo fisiologica a 0,9% aquecida, diminuindo possiveis
contaminagfes do sémen. As coletas de sémen dos bodes ocorreram nos mesmos dias,
evitando variacGes entre os ejaculados decorrentes do clima, da alimentacdo e do manejo.
Foram realizadas seis coletas (repeti¢bes) para cada animal.

Em cada dia do experimento, foi feita a coleta de sémen de trés dos quatro bodes
usados no projeto, sendo que em cada dia foi feito o revezamento dos animais conforme
Tabela 1.

Tabela 1. Esquema de revezamento na coleta de sémen dos bodes.

RODADA1 RODADA2 RODADA3 RODADA4 RODADAS RODADAG

BODE 1 BODE 4 BODE 1 BODE 1 BODE 1 BODE 4
BODE 2 BODE 2 BODE 4 BODE 2 BODE 2 BODE 2
BODE 3 BODE 3 BODE 3 BODE 4 BODE 3 BODE3

3.5 Analise do Sémen

Imediatamente ap6s a coleta de sémen de cada reprodutor, com um intervalo médio de
10 minutos entre cada coleta, 0 sémen de cada reprodutor foi levado ao laboratério e mantido
em banho-maria a 37°C sendo o volume (mL) determinado no préprio tubo graduado de
coleta. As avaliagbes de turbilnonamento, da motilidade, do vigor e da concentragdo
espermatica foram realizadas com o auxilio de um microscépio Optico. O turbilhonamento foi
avaliado pela deposicdo de uma gota de sémen puro (20uL) sobre a 1dmina aquecida a 37°C e
avaliado em microscopio Optico com objetiva de 4x, recebendo posteriormente uma nota que
varia de 0 a 5. A motilidade (0 a 100%) e o vigor (0 a 5) foram determinados pela deposi¢édo
de uma gota de sémen diluido no diluidor citrato-gema aquecido no banho-maria a 37°C entre
lamina e laminula também aquecidas a 37°C e avaliados no microscopio com objetiva de 40x.

Apds a analise do sémen de cada animal, foi feito um “pool” dos ejaculados, onde foi
reavaliada a motilidade, o vigor e feita a concentracdo espermatica. Para determinacdo da
concentracdo, foi feita a deposi¢do de uma gota de sémen diluido em &gua na proporgéo de
1:100 (10uL de sémen em 90uL de agua) na cdmara de Neubauer onde ocorreu a contagem
das células espermaticas. Ap0s determinada a concentragdo espermatica do “pool”, foi feito o
calculo do numero de doses de sémen considerando a concentracdo da dose inseminante de 40
milhdes/dose.
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3.6 Centrifugacao e Diluicdo

Ap0s as analises seminais, 0 “pool” formado com o sémen de cada animal foi dividido
em quatro amostras contendo 0,250mL cada. Duas amostras de sémen puro foram
centrifugadas por 15 minutos a uma rotacdo de 800g para a separacdo do plasma seminal,
onde o sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em diluidor.

O diluidor utilizado foi o citrato gema (1,47g de Citrato de Sodio; 0,03g Penicilina;
50mL &gua destilada), onde foi dividido em duas aliquotas iguais, em uma das amostras foi
adicionado 5% de gema (2,5mL gema : 47,5mL solucéo de citrato com penicilina) e na outra
foi adicionado 10% de gema (5,0mL gema : 45,0mL solucéo de citrato com penicilina).

Cada amostra de sémen (com e sem plasma) foi dividida em dois volumes iguais, onde
foi inserido o diluidor com as diferentes porcentagens de gema como mostrado no esquema a

sequir:
i Sémen com
Sémen com diluidor 5%
plasma
A / Sémen com
Sémen puro diluidor 10%

/\ /N

<] =1} =]

Semen sem

plasma
Sémen com
diluidor 5%
Sémen com

diluidor 10%

Figura 1. Divisdo do sémen dos bodes Saanem (“pool’”’) com e sem plasma seminal e adi¢do
do diluidor com diferentes porcentagens de gema.

3.7 Criopreservacdo Seminal

Apbs a realizacdo da diluicdo, o sémen foi criopreservado pelo método convencional
(geladeira). Este método consiste na utilizacdo de duas fragoes (fragdo ‘A’ e fragdo ‘B’). A
fragdo ‘A’ é composta de diluidor e sémen, esta contendo as diferentes concentracdes de
gema, sendo preparada em temperatura ambiente e depois colocada na geladeira a 5°C. A
fracdo ‘B’ é composta do mesmo diluidor utilizado na fracdo ‘A’ e 12% de glicerol sendo
também colocada em geladeira. Depois de 1 hora e 30 minutos na geladeira a 5°C (tempo de
equilibrio), a fracao ‘B’ foi adicionada a fragdo ‘A’ em trés parcelas iguais com intervalos de
cinco minutos cada para evitar o chogque osmético do sémen com diluidor contendo glicerol.
Apos o periodo de quatro horas na geladeira (periodo de glicerolizacdo), foi feito o envase
com a fragdo contendo as duas misturas (fragdo ‘A’+ fragdo ‘B’). O envase foi feito em
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palhetas de 0,5mL identificadas e vedadas com alcool polivinilico na geladeira, com o auxilio
de uma seringa utilizada para inserir o diluidor nas palhetas. Estas foram expostas ao vapor de
nitrogénio liquido a uma temperatura de aproximadamente -120°C por 20 minutos. Passado
este periodo, as palhetas foram imersas no nitrogénio liquido (-196°C) e armazenadas em
botijao de criopreservacdo. Em cada partida foram congeladas cinco palhetas para cada
ejaculado (com e sem plasma) e para cada porcentagem de gema totalizando 360 amostras no
final do experimento.

3.8 Descongelacao do Sémen e Testes de Termo Resisténcia Rapido e Lento.

Apds um periodo minimo de 48 horas da criopreservacdo do sémen, trés palhetas de
cada repeticdo e de cada animal foram descongeladas em banho-maria a 37°C por 30
segundos para avaliacdo da motilidade e vigor pos-descongelacdo. Apds a descongelacéo, as
amostras foram submetidas aos testes de termo resisténcia rapido (TTRR) e lento (TTRL). No
TTRR o contetdo da palheta, apos a descongelacdo, permaneceu 30 minutos em banho maria
a uma temperatura de 46°C. No TTRL o0s espermatozoides permaneceram até duas horas a
uma temperatura de 37°C.

3.9 Analise Estatistica

Os dados obtidos no experimento foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste F, com p<0.05. As analises foram realizadas pelo programa SAS.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Sémen Fresco

Foram feitas avaliacBes do volume, da motilidade, do vigor do sémen fresco de cada
animal e estas avaliacOes foram repetidas para o “pool” formado, sendo que a concentracao
espermatica foi avaliada apenas no “pool” dos ejaculados. Os valores médios de volume,
motilidade e vigor espermatico dos reprodutores foram 0.57mL, 79.8% + 5.1 e 3.6 + 0.62,
respectivamente. Estes valores assemelham-se ao encontrado por Bispo (2005), que foram de
82,33% + 9,79 e 3,93 + 0,41. Os valores encontrados estdo de acordo com os padrbes
preconizados para o sémen caprino recomendado pelo Colégio Brasileiro de Reproducgéo
Animal (CBRA, 1998). Os valores respectivos para estas analises estdo apresentados nas
tabelas 2 e 3 respectivamente.

Tabela 2. Valores de média e desvio-padrdo do volume, motilidade e vigor do sémen fresco
de cada bode da raca Saanem utilizado no experimento.

BODES VOLUME (mL) MOTILIDADE (%) VIGOR (0-5)
1 0.7+0.08° 83.7+4.8° 4.140.6°
2 0.620.0° 80.0+0.0° 3.540.7°
3 0.70.2° 78.3+7.5° 3.440.7°
4 0.320.2° 77.548.2° 3.4%0.5"

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p < 0,05).

Os valores obtidos neste experimento para motilidade e vigor estdo acima do valor
minimo exigido para o sémen caprino fresco sugerido pelo CBRA (1998), sendo

12



respectivamente 70% e 3,0. Houve diferenca estatistica significativa para motilidade e vigor
do bode 1 em relacdo aos outros animais. Esta diferenca pode ser dada por particularidades do
préprio animal, pois a diferenca de idade deste para os outros bodes é de dois meses tendo
assim o sistema reprodutor um pouco mais desenvolvido que os demais, sendo 0 manejo de
todos os animais do experimento exatamente 0 mesmo.

Tabela 3. Valores de motilidade (%) e concentracdo espermatica (sptz/mL) do “pool” dos
ejaculados dos bodes jovens Saanem.

DIAS DE COLETA

1 2 3 4 5 6
MOTILIDADE (%) 70 70 70 85 80 80
CONCENTRACAO
(sptz/mL) 3.620 x 10° 2.740 x 10° 3.060 x10° 3.250 x 10° 4.910 x10° 4.070 x 10°

O valor médio da concentracao espermatica obtido em caprinos esta em torno de 3,0 x
10° espermatozoides/mL, podendo variar entre 1,0 e 50 x 10° espermatozoides/mL
(CASTELO et al., 2008). Observando os dados obtidos, avalia-se que esses dados estdo
dentro do padréo da espécie.

4.2 Sémen Congelado

A tabela 4 apresenta o resultado da andlise de variancia observado quando comparou-se
os resultados dentro de cada tratamento (porcentagem de gema e presenca ou ndo do plasma
seminal).

Tabela 4. Resumo da analise de variancia para motilidade e vigor ap6s descongelamento (MPD
e VPD), ap6s TTR rapido (MTTRR e VTTRR), apés TTR lento de 1h (MTTRL1 e VTTRL1) e
apo6s TTR lento de 2h (MTTRL2 e VTTRL2).

Fonte de Variacdo

Caract.
Plasma Gema Plasma*Gema Gema/CP Gema/SP Plasma/GE  Plasma/GE

10% 5%
g.l. 1 1 1 1 1 1 1
M PD ** NS ** * ** ** NS
VP D ** * * NS ** ** NS
MTTRR ~ **  *x NS - - - -
VTTRR ** **%* * ** NS ** *
MTTRL1 ~ ** * NS - - - -
VITRLL  ** NS NS - - - -
MTTRL2  ** * NS - - - -
VITRL2  ** NS * NS NS ok NS

*P<0,05 **P<0,01 pelo teste F, NS = ndo significativo.
CP= com plasma; SP= sem plasma; GE= gema

13



Houve diferenca em relacdo aos valores de Motilidade apés TTR Rapido (MTTRR),
Motilidade ap6s TTR Lento 1 Hora (MTTRL1), Vigor ap6s TTR Lento 1 hora (VTTRL1) e
Motilidade apés TTR Lento 2 horas (MTTRL2), em relacdo ao sémen com plasma e sem
plasma seminal (figura 2). Estes resultados demonstram que o sémen com plasma seminal
promoveu uma melhor qualidade do sémen caprino independente da quantidade de gema no
diluidor citrato-gema, estando de acordo com Azerédo, Esper, Resende (2001); Gil et al. (2002)
e Viana et al. (2006), que relatam efeitos deletérios aos espermatozoides apds centrifugacéo
para separacdo do plasma e posterior adigdo do diluidor contendo gema. Assim, os resultados
obtidos neste estudo ndo estdo de acordo com aqueles observados por Memon, Bretzlaff, Ott,
(1985); Ritar e Salamon (1982) e Sariozkan et al. (2010) que descobriram efeitos benéficos da
centrifugacdo e da remocéo do plasma na qualidade do sémen caprino.

Os resultados positivos neste experimento para o sémen com o plasma podem ser
explicados pelo experimento ter ocorrido na estacdo reprodutiva, onde os niveis de fosfolipase
A se encontram em menor quantidade no plasma seminal em comparacdo ao sémen coletado
fora da estacdo reprodutiva. Segundo Nunes (1982); Brito (2008), durante a estacdo nao
reprodutiva, as glandulas bulbouretrais hipertrofiam e aumentam sua atividade, pelas altas
concentracdes plasmaticas de prolactina e produzem mais fosfolipase A.

A idade dos reprodutores também pode ter influenciado os resultados neste estudo, onde
foram utilizados animais jovens (10 meses a 1 ano). Animais jovens ainda se encontram no
processo de desenvolvimento do sistema reprodutor, com isso pode haver uma menor produgéo
da fosfolipase A em comparacdo a animais adultos, onde as glandulas bulbouretrais ja se
encontram bem desenvolvidas.

25.0
< 19.51
< 20.0 -
.
=
&
;
~ 15.0
3 11.812
et 9.93b
=
g 10.0
=
-
; 2.0 4.4472 4.390
S 2,712
= 126V 1.92° I
0.0 | _ - N
P sSP P sSP P sP P sP

MTTRR MTTRRMTTRLIMTTRLIVITRLIVITRLIMTTRLNMTTRL2Y

CP= com plasma

SP=sem plasma

MTTRR= Motilidade ap6s Teste de Termoresisténcia Rapido
MTRRL= Motilidade ap6s Teste de Termoresisténcia Lento
VTTRL= Vigor ap6s Teste de Termoresisténcia Lento

Figura 2. Valores do efeito do plasma seminal em “pool” criopreservado do sémen dos

quatro reprodutores Saanem sobre as caracteristicas MTTRR, MTTRL1 hora, VTTRL1 hora,
MTTRL 2horas.
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Houve diferenca em relacdo aos valores de Motilidade apés TTR Rapido (MTTRR),
Motilidade apés TTR Lento 1 Hora (MTTRL1), e Motilidade apés TTR Lento 2 horas
(MTTRLZ2), em relacdo ao sémen com o diluidor citrato contendo 5% e 10% de gema (figura
3). Estes resultados demonstram que o diluidor contendo 10% de gema promoveu melhores
resultados nas andlises, independente da presenca do plasma seminal. Para o vigor p6s TTR
lento 1 hora, ndo foi verificada diferencga entre as porcentagens de gema.

Segundo Ferrari e Barnabe (1999), as amostras de sémen congeladas em diluidor a
base de tris com 2,6% de gema apresentaram melhor resultado de motilidade retilinea e
progressiva (31,6%) apos o teste de termorresisténcia em comparacao ao diluidor a base de
leite desnatado, 0 que ndo foi confirmado neste experimento, onde o diluidor que possui
maior valor de gema (10%) promoveu melhores resultados no TTR Rapido e Lento (1h e 2h).
Esta diferenga pode ter ocorrido pelo diluidor utilizado no experimento destes autores
(diluidor tris) ser diferente do utilizado neste experimento (diluidor citrato), sendo que o
diluidor citrato com 10% de gema pode proporcionar maior protecdo ao espermatozoide na
criopreservacao por elevar a pressdo osmotica, resultando na desidratacdo celular, com
consequente reducdo da formacdo de gelo intracelular. Memon et al. (1985) reportaram
diminuicdo na sobrevivéncia de espermatozoides criopreservados em diluidor contendo 11%
de gema de ovo. No Teste de Termoresisténcia Lento (1 h/ 120 minutos), o periodo de
incubacdo afetou a morfologia espermatica, aumentando as porcentagens de alteracdes de
cabeca e alteracdes de cauda nos espermatozoides diluidos e congelados em ACP-101(agua
de coco em po). Apds o periodo de 120 minutos, a porcentagem de espermatozoides normais
foi influenciada significativamente pelo diluente, tendo o meio diluente a base de TRIS (20%
de gema) apresentado resultados superior (TRIS-56,73+6,66; ACP-101-47,60+7,70)
(OLIVEIRA et al., 2009).

Daskin e Tekin (1996) avaliaram que o Sémen caprino descongelado obteve
motilidade maior em um diluidor com 20% de gema de ovo em relacdo ao diluidor sem a
gema durante a época reprodutiva. A gema de ovo € um crioprotetor externo que visa uma
protecdo relacionada aos danos oriundos do processo de resfriamento (EVANS; MAXWELL,
1990; PURDY, 2006; citados por OLIVEIRA et al.2009) como também pela etapa de
congelagdo (ABOAGLA; TERADA, 2004).

Em comparacdo ao diluidor com diferentes porcentagens de gema, observa-se que uma
maior quantidade de gema no meio a base de citrato pode ter gerado sua maior protecdo na
criopreservacao pela presenca de fosfolipidios, que agem na superficie celular, restaurando a
perda de fosfolipidios que ocorre durante o choque térmico e prevenindo, consequentemente,
a ruptura da membrana celular (BISPO, 2005).
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Figura 3. Valores do efeito de porcentagem de gema em pool do sémen dos quatro
reprodutores jovens no diluidor citrato-gema com 10% e 5% de gema sobre as caracteristicas
MTTRR, MTTRL 1 hora, VTTRL 1 hora, MTTRL 2 horas.

Com relacdo aos valores de motilidade pés-descongelamento (MPD) mostrados na
figura 4, ocorreu diferenca em relacdo ao sémen com e sem plasma no diluidor citrato-gema
contendo 5% e 10% de gema. O diluidor contendo 10% de gema promoveu melhores
resultados na presenca do sémen com o plasma seminal em relacdo as amostras centrifugadas.
Porém no sémen sem o plasma, o diluidor com 5% de gema promoveu melhor valor de
motilidade em comparacdo ao sémen com 10% de gema no diluidor. O melhor resultado de
motilidade po6s-descongelamento pode ter ocorrido pelo plasma seminal junto com a maior
concentragdo de ovo promover protecdo ao espermatozoide no processo de criopreservacao,
estabilizando a membrana, reduzindo o rompimento desta no congelamento. Pode reduzir
também a atividade das espécies reativas de oxigénio (ROS) que em altas concentracdes
podem inibir a respiracdo enzimatica, diminui a motilidade e causa danos no DNA
espermatico.

Os valores obtidos neste experimento para motilidade pds-descongelamento sao
inferiores aos resultados obtidos por Siqueira et al. (2009). Estes autores utilizaram diluidor
com baixa concentracdo de gema de ovo no sémen resfriado por 24 horas e obtiveram
motilidade de 62,50%, porém, é observado que a motilidade avaliada no experimento destes
autores é relacionada ao sémen resfriado sendo o método diferenciado do experimento em
questdo, 0 que causa menos danos no espermatozoide em relacdo ao sémen congelado. O
mesmo ocorreu com Siqueira (2006), onde utilizando sémen ndo lavado e diluidor tris com
2,5% de gema, observou valores de 62,5% para motilidade no sémen resfriado. Com o
processo de criopreservacdo, 0s espermatozoides sofrem crioinjurias o que pode causar
reducdo da motilidade espermatica pds-descongelacéo.
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No trabalho de Cardoso et al. (2000), foi avaliado que o valor de motilidade caiu para
50,0% em diluidor a base de agua de coco acrescido de 20% de gema sendo eficiente na
manutencdo da qualidade do sémen canino criopreservado em comparacdo ao diluidor
contendo apenas agua de coco onde possuiu motilidade pds descongelamento de 2,0%.
Cardoso et al. (2010) avaliou no sémen canino resfriado a 4°C valor de motilidade superior
(22,50%) no diluidor ACP-106® contendo 20% de gema em comparacao ao sémen diluido no
diluidor contendo 5% de gema (10,50%).

35.00 mMPD GES MPD GE10
30.83°

25.00"

25.00 23.61*

13.470

MOTILIDADE (%)

SEM PLASMA COMPLASMA

GE=gema
MPD= Motilidade Pds-Descongelamento

Figura 4. Valores para motilidade (%) p6s-descongelamento no sémen com e sem plasma e
nas duas porcentagens de gema (5% e 10%) dos quatro reprodutores Saanen.

Nas andlises mostradas na figura 5 em relacéo ao vigor pos-descongelamento (VPD),
vigor apés TTR Réapido e vigor apds TTR Lento 2 horas ndo ocorreu diferenca entre 0 sémen
com e sem plasma no diluidor contendo 5% de gema. Porém ocorreu diferenca destas analises
em relacdo ao sémen com e sem plasma no diluidor com 10% de gema e em relacdo as
porcentagens de gema, onde o diluidor contendo 10% de gema proporcionou melhores
resultados em comparacdo ao diluidor contendo 5% de gema. A hipbtese proposta é que a
maior concentracdo de gema proporcionou junto com o plasma seminal maior protecdo a
célula espermatica na criopreservacdo, o que vai contra alguns autores (USTUNER et al.
2009), que avaliaram que o sémen contido no diluidor tris contendo 18% de gema no sémen
com plasma proporcionou resultados inferiores de motilidade (16.7%) ao encontrado neste
mesmo trabalho utilizando diluidor tris contendo 6% (35.7%) e 12% (47.7%) de gema.

Dias (2010), avaliando diferentes diluidores na criopreservacdo de sémen caprino sem
centrifugacdo descongelado, verificou que o diluidor tris contendo menor concentragéo de
gema em relacdo a este trabalho (2,5%), promoveu melhores resultados de vigor pés TTR
Lento (37°C/1 h) (1.0£0.2) em comparacéo aos diluidores testados: ringer lactato (0.2+0.1) e
citrato de sédio 2,92% (0.1+0.1), porém, estes resultados divergem do presente estudo onde
os valores de TTR Lento (2h) se mostram superiores (1.64 com gema 5% e 2.17 com gema
10%) ao encontrado pelo autor. Nunes et al. (1982) observaram aspectos positivos da
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presenca do plasma seminal na sobrevivéncia de espermatozoides submetidos a congelacao,
sendo apoiado por Azeredo et al. (2001), ao constatarem que a remocgdo do plasma seminal
reduziu a motilidade e o vigor espermaticos de amostras congeladas de sémen caprino.
Segundo Corteel et al. (1980), mesmo com o efeito favoravel ou ndo da centrifugacdo no
ejaculado, existem diferencas entre as colheitas de sémen durante as estaces, uma vez que as
células suportam melhor o processo de criopreservacdo durante a estagdo reprodutiva, como
no caso deste experimento onde as coletas foram realizadas no final do periodo reprodutivo
(entre os meses de junho e julho).

A remocdo do plasma seminal pode ser deletéria para o espermatozoide por reduzir a presenca
de substancias antioxidantes no plasma. A falta destas substancias pode favorecer a agéo de
espeécies reativas de oxigénio (ROS), que causam reducdo da motilidade, da viabilidade e da
integridade do DNA espermético. Com o plasma mantido no sémen, este reduziu os efeitos
deletérios das ROS, preservando as caracteristicas seminais junto com a maior concentracao
de gema no diluidor.
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VPD=Vigor Pés-Descongelamento

VTTRR= Vigor ap6s Teste de Termoresisténcia Rapido
VTTRL= Vigor apds Teste de Termoresisténcia Lento

Figura 5. Valores de vigor po6s-descongelamento, vigor pés TTR Rapido, vigor pés TTR
lento 2 horas do sémen com e sem plasma e nas duas porcentagens de gema (5% e 10%) para
0 sémen dos reprodutores Saanem.

Apesar da diferenca encontrada entre os tratamentos, a qualidade do sémen néo
centrifugado no diluidor citrato-gema com 10% de gema, permaneceu nos padrdes aceitaveis
para uso em programas de inseminacdo artificial, sendo recomendado, todavia, testes de
fertilidade para comprovacao da eficiéncia do sémen submetido ao processo de conservacao.
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5. CONCLUSAO
Os resultados do presente trabalho permitiram as seguintes conclusdes:

A maior concentracdo de gema no diluidor (10%) proporcionou maior viabilidade ao
sémen caprino criopreservado a -196°C.

A remocdo do plasma seminal ndo trouxe beneficios a congelacdo do sémen caprino
em diluido citrato acrescido de 10% de gema.

A criopreservacao de sémen oriundo de bodes jovens (10 meses a 1 ano) proporcionou
melhores resultados neste experimento em funcdo deste ter ocorrido no periodo reprodutivo,
no qual a liberacdo de fosfolipase pelas glandulas bulbo-uretrais é reduzida.
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ANEXOS

ANEXO A: Composicao do diluidor citrato de sédio.

COMPONENTES QUANTIDADE
AGUA DESTILADA 50,0 mL
CITRATO DE SODIO MONO-HIDRATADO 1,474
PENICILINA G (BENZILPENICILINA) 0.03g
SIGMA® '

ANEXO B: Composic¢éo do diluidor citrato gema (10% gema)

FRACAO ‘A’
COMPONENTES QUANTIDADE
AGUA DESTILADA 45,0 mL
GEMA DE OVO 50mL
CITRATO DE SODIO MONO-HIDRATADO 14749
PENICILINA G (BENZILPENICILINA) 0.03g
SIGMA® '
Composicdo do diluidor citrato gema (5% de gema).
FRACAO ‘A’
COMPONENTES QUANTIDADE
AGUA DESTILADA 47,5,0 mL
GEMA DE OVO 2,5mL
CITRATO DE SODIO MONO-HIDRATADO 14749
PENICILINA G (BENZILPENICILINA) 0.03g

SIGMA®
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ANEXO C: Valores de Motilidade e vigor pds-descongelamento, motilidade e vigor pés TTR
Rapido, motilidade e vigor p6s TTR Lento (1 hora), motilidade e vigor pés TTR Lento (2
horas) no sémen com 10% de gema com plasma.

10% COM PLASMA

MTTEL VTIEL

DIADE VPD MTTRER VTIRR MTIRL{1H} VTIRL{lH} (IH) (IH
COLETA PALHETA MPD{%) (0-5 {04) {0-5) {%4) {0-5) {4} {0-5)
1 20 3 5 2 : 3 20 2

1 2 kD 3 75 2 25 3 75 2
3 30 35 5 2 30 3 15 25

1 30 3 5 15 75 2 0 0

2 2 El) 3 3 2 15 25 10 2
3 El 3 3 1 10 25 3 2

1 40 3 75 2 25 3 20 2

a 2 40 4 10 2 35 3 k) 3
3 40 4 10 2.5 33 3 30 25

1 35 45 75 2 30 3 20 2

4 2 30 4 75 2 30 35 20 2
3 30 3 75 2.5 30 3 25 25

1 30 3 5 2 30 25 10 2

5 2 40 4 5 2 20 25 10 2
3 30 3 5 2 20 25 10 25

1 2 3 5 2 15 3 15 3

5 2 El 3 3 2 15 3 3 25
3 20 3 5 1 k) 25 15 25

MPD= Moatilidade p6s-descongelamento

VPD= Vigor p6s-descongelamento

MTTRR= Motilidade ap06s Teste de Termoresisténcia Rapido
VTTRR= Vigor ap06s Teste de Termoresisténcia Rapido
MTRRL= Motilidade ap6s Teste de Termoresisténcia Lento
VTTRL= Vigor ap6s Teste de Termoresisténcia Lento
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Valores de Motilidade e vigor pds-descongelamento, motilidade e vigor pés TTR Répido,
motilidade e vigor p6s TTR Lento (1 hora), motilidade e vigor pds TTR Lento (2 horas) no
sémen com 5 % de gema com plasma.

Ste COM PL ASMA
DIA DE MTIRRE VTIRR MTIREL(1H) VTITEL MTTEL  VITEL
COLETA PALHETA MPD(%) VPD{15) (%) {0-5) {04) (H) (-5  H (W)  (2H){1:5
1 0 15 0 0 10 25 10 3
1 2 L 3 5 2 5 4 15 3
3 30 35 10 2 20 3 10 2
1 0 4 0 0 0 0 0 0
2 2 10 3 0 0 15 3 5 2
3 0 4 0 0 10 3 3 2
1 30 3 10 2 25 3 25 25
3 2 30 4 5 2 40 3 30 2
3 30 4 75 2 30 3 25 3
1 40 3 0 0 10 2 0 0
4 2 33 4 0 0 15 3 5 2
3 30 3 ] 0 20 35 5 2
1 10 1 0 0 13 3 10 2
5 2 10 3 0 0 10 2 5 2
3 35 4 ; 2 15 3 75 2
1 30 3 0 0 5 2 0 0
6 2 0 3 0 0 5 2 0 0
3 0 4 ; 1 5 2 0 0

MPD= Moatilidade p6s-descongelamento

VPD= Vigor p6s-descongelamento

MTTRR= Motilidade ap6s Teste de Termoresisténcia Rapido
VTTRR= Vigor ap06s Teste de Termoresisténcia Rapido
MTRRL= Motilidade ap6s Teste de Termoresisténcia Lento
VTTRL= Vigor ap6s Teste de Termoresisténcia Lento
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Valores de Motilidade e vigor pds-descongelamento, motilidade e vigor pés TTR Rapido,
motilidade e vigor p6s TTR Lento (1 hora), motilidade e vigor pés TTR Lento (2 horas) no
sémen com 10% de gema sem plasma.

10% SEM PLASMA

LIADE MPD YVITEE  MTTEL YTITEL MTTEL VTTEL

COLETA PALHETA (%) VPD{1-5 MTTIR{%) (05 (H{®)  (1H(%W (15 (% (1H (%)
10 0 75 3
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MPD= Motilidade p6s-descongelamento

VPD= Vigor pés-descongelamento

MTTRR= Motilidade ap06s Teste de Termoresisténcia Rapido
VTTRR= Vigor ap06s Teste de Termoresisténcia Rapido
MTRRL= Motilidade ap6s Teste de Termoresisténcia Lento
VTTRL= Vigor apés Teste de Termoresisténcia Lento
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Valores de Motilidade e vigor pds-descongelamento, motilidade e vigor pés TTR Rapido,
motilidade e vigor p6s TTR Lento (1 hora), motilidade e vigor pés TTR Lento (2 horas) no

sémen com 5 % de gema sem plasma.

504 SEM PLASALA
DIA DE MFD VFD MITRR VITRR MTIRL YVIIRL MTIRL VTIEL(IH
COLETA PALHETA (%) (0-5 (%% -5 (1H{%) (1805 (IH){%) -5
1 0 2 [ 0 5 2 5 2
1 2 10 2 o 0 5 2 5 2
3 0 15 o 0 10 2 5 2
1 0 3 [ 0 5 2 [ 0
2 2 33 4 o 0 5 2 5 2
3 0 3 o 0 5 2 5 1
1 15 4 o 0 5 2 5 2
3 p: 30 4 o 0 15 2 5 2
3 40 4 o 0 20 2 7.5 2
1 P 3 [ 0 75 2 5 1
4 2 30 4 o 0 30 3 5 2
3 40 3 5 2 20 2 5 2
1 20 3 5 2 5 2 5 1
5 p: 30 4 o 0 o 0 o 0
3 0 3 0 0 5 1 0 0
1 15 3 [ 0 5 2 5 1
6 2 0 3 o 0 5 1 5 1
3 0 3 o 0 5 1 5 1

MPD= Moatilidade p6s-descongelamento

VPD= Vigor pés-descongelamento

MTTRR= Motilidade ap6s Teste de Termoresisténcia Rapido
VTTRR= Vigor apds Teste de Termoresisténcia Réapido
MTRRL= Motilidade ap6s Teste de Termoresisténcia Lento
VTTRL= Vigor ap6s Teste de Termoresisténcia Lento
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