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RESUMO

Neste estudo objetivou-se avaliar os efeitos das combinagdes de crioprotetores e da remogéo
do plasma seminal na criopreservacdo de sémen caprino. As amostras seminais foram
obtidas de dois reprodutores (racas Saanen e Alpino Americano) através de vagina artificial.
Apbs a colheita, os ejaculados foram avaliados quanto ao turbilhonamento, motilidade,
integridade e funcionalidade da membrana plasmatica e posteriormente homogeneizados
para a formacéo do pool, e posteriormente fracionado em oito grupos experimentais: grupo
controle leite centrifugado (GCL-C), diluidor a base de leite desnatado (diluidor padrdo a
base de leite), submetido a centrifugacdo; grupo controle gema centrifugado (GCG-C),
diluidor & base de gema (diluidor padrdo a base de Tris e gema de ovo), submetido a
centrifugacdo; grupo teste 1 centrifugado (G1-C), diluidor a base de leite desnatado +
frutose, submetido a centrifugagdo; grupo teste 2 centrifugado (G2-C), diluidor a base de
gema + glicose, submetido a centrifugacdo; grupo controle leite ndo-centrifugado (GCL-
NC), diluidor a base de leite desnatado (diluidor padrdo a base de leite); grupo controle
gema nao-centrifugado (GCG-NC), diluidor a base de gema (diluidor padrédo a base de Tris
e gema de ovo); grupo teste 1 ndo-centrifugado (G1-NC), diluidor a base de leite desnatado
+ frutose; grupo teste 2 ndo-centrifugado (G2-NC), diluidor a base de gema + glicose. Os
grupos foram submetidos a criopreservacdo através de curva de refrigeracdo de 3 h e 30 min
(1 h e 30 min para reducao de temperatura e 2 h de equilibrio a 5 °C), e subsequente curva
de congelacdo em vapor de nitrogénio liquido por 10 minutos (5 °C a -120 °C). ApGs
descongelacdo, as células foram avaliadas quanto a motilidade, integridade e funcionalidade
da membrana plasmatica nos tempos Oh e 2h pds-descongela¢do. Para tratamento dos dados
foram realizados os testes de Kolmogorov-Sminorv, ANOVA e pos-teste de Tukey, todos
com significancia de 5%. O grupo teste G1-NC apresentou reducéo significativa (p<0,05)
de motilidade, reducdo também observada nos grupos G1-C, GCG-NC e G2-NC apos 2
horas de descongelagdo. Esses resultados mostram que a presenca de componentes do
plasma seminal e a utilizacdo da frutose foram capazes de influenciar de forma negativa a
motilidade espermatica de espermatozoides caprinos. Para a integridade, o grupo G1-NC
apresentou reducdo do pardmetro, mostrando que a composicao do leite quando associada
ao plasma seminal e frutose, pode agir degradando fosfolipidios da membrana plasmatica.
Ja em relacdo a funcionalidade da membrana plasmatica, ndo apresentou diferenca
significativa entre os diferentes tratamentos neste estudo. Assim, pode-se concluir que a
retirada do plasma seminal pode ser benéfica para a célula espermatica submetidas a
criopreservacao e que a frutose pode ser prejudicial para a manutencdo da célula quando
associada a fatores, como a composicao do diluidor ou a presenca do plasma.

Palavras-chave: diluidores de sémen, plasma seminal, tris-gema.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effects of cryoprotectant combinations and seminal
plasma removal on cryopreservation of goat semen. Sperm samples were obtained from two
breeding herds (Saanen and American Alpine breeds) through artificial vagina. After
collection, ejaculates was evaluated when to massal movement, motility, integrity and
functionality of the plasma membrane and later used for the formation of eight experimental
groups: centrifuged milk control group (GCL-C), extender based on skim milk (milk-based
extender), with centrifugation; centrifuged yolk egg control group (GCG-C), yolk egg
extender (Tris-based plus egg yolk extender), centrifuged; centrifuged test group 1 (G1-C),
extender based on skimmed milk + fructose, subjected to centrifugation; centrifuged test
group 2 (G2-C), yolk + glucose extender, subjected to centrifugation; non-centrifuged milk
control group (GCL-NC), extender based on skim milk (standard milk-based diluent); non-
centrifuged yolk control group (GCG-NC), yolk extender (standard Diluent based on Tris
+ egg yolk); test group 1 non-centrifuged (G1-NC), extender based on skimmed milk +
fructose; non-centrifuged test group 2 (G2-NC), yolk + glucose extender. The groups were
subjected to freezing through a cooled curve of 3 h and 30 min (1 h and 30 min to
temperature decrease and 2 hours of equilibrium time), then submitted to freezing curve at
liquid nitrogen vapor during 10 minutes (5 °C until -120 °C. After thawing, sperm cells
were assessment to evaluation of motility, integrity and functionality of the plasma
membrane at Oh and 2h after thawed. The G1-NC test group demonstrated lower motility
(p<0.05) when compared to other groups, this reduction was also observed in G1-C, GCG-
NC and G2-NC groups at 2 hours of evaluation. These results demonstrated that seminal
plasma components and the use of fructose were able to negatively influence sperm motility.
For the integrity, G1-NC group presented a reduction of the parameter, demonstrated that
the composition of the milk when associated with the seminal plasma and fructose can act
by degrading plasma membrane phospholipids. Regarding the functionality of the plasma
membrane, no difference (p<0.05) was observed among the different treatments tested in
this study. Thus, it can be concluded that the removal of seminal plasma may be beneficial
to the sperm cell subjected to cryopreservation and that fructose may be detrimental to cell
maintenance when associated with other factors such as the extender composition or the
presence of plasma.

Keywords: Sperm extender, seminal plasm, tris-egg yolk.
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1 INTRODUCAO

A exploracdo de pequenos ruminantes domeésticos, historicamente, € uma
atividade de importancia socioecondmica, particularmente na maioria dos paises que
possuem regides de climas arido e semiarido (SIMPLICIO et al., 2003). Ao longo de
décadas, a caprino-ovinocultura foi considerada uma atividade marginal ou de subsisténcia
na regido Nordeste do Brasil, normalmente com baixa produtividade e realizada por
produtores desprovidos de capital financeiro e de recursos tecnoldgicos (COSTA et al.,
2008).

Os caprinos representam uma espécie de expressiva importancia econdémica
gracas a sua rusticidade, que permite uma melhor adaptacdo as caracteristicas do meio,
ressaltando-se a qualidade dos produtos que fornece para a alimentacdo e vestuario
(DUBEUF; MORAND-FEHR; RUBINO, 2004). O cultivo destes animais € visto como uma
fonte sustentavel com excelente possibilidade de rentabilidade econdmica e estabilidade
demogréafica (COSTA; QUEIROGA; PEREIRA, 2009). A referida atividade representa uma
das mais importantes fontes de proteina nobre de origem animal para um grande contingente
da populacio de baixa renda. E um setor de elevada importancia socioecondmica diante do
grande numero de ocupacdo, postos de trabalho e renda gerados direta e indiretamente,
especialmente para pequenos produtores rurais (NOGUEIRA; FIGUEIREDO JUNIOR;
YAMAMOTO, 2010).

Nos ultimos anos a demanda por produtos de origem animal de qualidade tornou-
se cada vez mais visada pelo mercado consumidor, gerando a busca pela producdo e
processamento de alimentos cada vez mais elaborados e com certificacdo de qualidade
(COSTA; QUEIROGA; PEREIRA, 2009), fazendo-se necessaria a adicdo de novas
tecnologias para o aperfeicoamento e melhoramento da caprinocultura. O surgimento da
possibilidade de congelar sémen trouxe uma nova dimens&o para a inseminagéo artificial,
possibilitando, de forma maximizada, o melhoramento genético dos rebanhos, pela
capacidade de aumentar a progénie por macho e em diversos lugares simultaneamente
(LEBOEUF et al., 1998). Assim, a inseminagdo artificial caprina € um método bastante
pratico, global e relevante para incrementar o melhoramento genético do rebanho caprino
brasileiro dentro de um curto espago de tempo (NUNES; FELICIANO SILVA, 1984).

A adocéo dessas tecnologias é imprescindivel para que a caprino-ovinocultura
seja inserida na economia de mercado, promovendo melhoria na qualidade de vida,

particularmente do homem rural, atingindo os padrfes internacionais de desenvolvimento
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econémico e social (LOBO, 2002). Por outro lado, a criopreservacio pode causar alteragdes
irreversiveis na membrana espermatica, oriundas dos processos de refrigeragdo, congelacéo
e descongelacdo, resultando em disturbios na estrutura da bicamada proteico-lipidica, como
um aumento da fluidez e consequente aumento na permeabilidade da membrana, danos
acrossémicos, desidratacdo, liberacdo de enzimas e fosfolipidios, reducdo da atividade
metabdlica e diminui¢do no consumo de ATP. Tais alteragdes podem comprometer parcial
ou totalmente a fertilidade do espermatozoide (FARSTAD, 1996). Por este motivo, a
primeira etapa envolvida na criopreservacdo espermatica representa a diluicdo das amostras
seminais em meios especificos, evitando-se os efeitos deletérios relacionados ao
metabolismo espermaético e exposi¢do ambiental, garantindo a manutencdo do movimento
celular (FOOTE, 1982).

Os diluentes de criopreservacdo mais utilizados para o sémen caprino contém
gema de ovo ou leite desnatado na sua formulacao. Eles s&o ricos em proteinas capazes de
interagir com a membrana celular espermaética e garantir prote¢do durante a criopreservacao,
reduzindo o choque térmico (BOUCHARD et al., 1990; PURDY, 2006; SALAMON;
MAXWELL, 2000). Contudo, enzimas produzidas pelas glandulas bulbo-uretrais da espécie
caprina, sao responsaveis por interagir com componentes da gema de ovo e do leite, gerando
produtos toxicos para os espermatozoides (ROY, 1957; NUNES et al., 1982). Assim, 0
método comumente descrito para evitar as interacdes dessas enzimas e as proteinas presentes
nesses diluidores é retida do plasma seminal através do processo de centrifugacdo (PURDY,
2006).

Os acUcares sdo responsaveis por manter a pressdo osmética nos diluidores
induzindo a desidratagdo celular, reduzindo a formacdo de cristais de gelo nos
espermatozoides. Além disso, possuem a capacidade de interagir com fosfolipidios de
membranas em baixa hidratacdo e, principalmente, de fornecer substrato energético para as
células germinativas masculinas (AISEN; MEDINA; VENTURINO, 2002; PURDY, 2006).
Naing et al. (2010), testando a adi¢cdo de monossacarideos e dissacarideos na criopreservagao
de sémen caprino, observaram que o aglUcar mais simples, a glicose, foi responsavel por
parametros de motilidade total mais elevados quando comparado com a trealose ou sacarose,
mas que ndo houve diferenca quando se tratava da frutose. Esse resultado € atribuido
principalmente a facilidade de difusdo das moléculas mais simples de agUcares, garantindo
o fornecimento energético para as células espermaticas.

Devido a importancia econdmica da caprinocultura, faz-se necessario a

utilizacdo de biotecnologias aplicadas a reproducdo animal, visando o melhoramento dos
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rebanhos e da qualidade dos produtos gerados. Por conseguinte, a perspectiva deste trabalho
é testar diferentes composic6es de diluidores espermaticos com ou sem a centrifugacao, em

sémen caprino submetido a congelacao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caprinocultura

A caprino-ovinocultura ¢ uma atividade econémica explorada em todos os
continentes, sendo exercidos em distintos ecossistemas com 0s mais diferentes tipos de
clima, solo, topografia e vegetacdo (CORREIA, 2008). Em 2014, o rebanho mundial era da
ordem de 1.011.251.833 de animais, sendo, China, india e Nigéria os maiores detentores dos
rebanhos. O Brasil aparece como o 22° rebanho mundial de caprinos com cerca de 8.851.879
animais (FAO, 2015).

Apesar do baixo nivel tecnolégico ainda presente em todo processo produtivo, a
caprinocultura no Brasil, concentrada principalmente no Nordeste (Figura 1), tem
apresentado configuracdes que a coloca numa posicdo privilegiada no cenéario do
agronegocio, tendo em vista sua elevada capacidade de adaptacdo as condi¢6es do semiarido
e diversidade de produtos que podem ser explorados comercialmente, como reprodutores,
carnes, pele, leite e derivados. Esta condigdo esta respaldada no incremento do consumo
interno, em demandas concretas de exportacao de carne e de pele para diversos paises, bem
como na percepcao de oportunidades de negdcio que a atividade oferece (SOUZA, 2007;
NOGUEIRA; FIGUEIREDO JUNIOR; YAMAMOTO, 2010). A produco destes pequenos
ruminantes vem se caracterizando como uma atividade de grande importancia cultural, social
e econdmica para a regido, desempenhando um papel crucial no desenvolvimento do
Nordeste (COSTA et al., 2008).

Figura 1. Participagéo das regides na producdo de rebanho caprino em 2007 e 2016

Sudeste
2% Sul

3%

Sudeste
3% Sul
3%

Centro-Oeste Centro-Oeste
1% 1%
Norte Norte
Nordeste 2% Nordeste 1%
AL 93%
Rebanho de Caprinos em 2007 Rebanho de Caprinos em 2016

Fonte: IBGE (2016).

O desenvolvimento deste setor apresentou um ciclo de crescimento mundial

intensificado nos ultimos anos, sobretudo nos paises em desenvolvimento, onde sdo
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considerados detentores de um maior nimero de rebanhos (MAIA; BEZERRA, 2010). As
carnes ovinas e caprinas deixaram de ser um produto apreciado exclusivamente no meio
rural e em pequenas cidades do interior do Sul e do Nordeste e sdo encontradas em
supermercados, agougues e restaurantes “finos” das grandes cidades. (COUTO, 2001;
BARRETO NETO, 2010). Este crescimento ocorreu gracas a intensificagdo da pesquisa
voltada para producdo de animais e beneficiamento de seus produtos, crescimento do nivel
de organizacdo dos produtores, aumento da absorcdo de novas tecnologias, maior atuacédo
dos agentes financeiros para facilitar o acesso ao crédito e, 0 mais importante, aumento da
demanda por produtos derivados de caprinos e ovinos (CARVALHO, 2003).

Observa-se uma crescente demanda por carnes e peles oriundas da
caprinocultura. Esta situacdo € provavelmente decorrente do fato da carne apresentar teores
de gordura saturada, gordura total, proteina, ferro e calorias em valores similares aos da carne
de frango (Tabela 1) (SIMPLICIO et al., 2003). A procura por cortes padronizados, bem
como por visceras devidamente processadas, embaladas e comercializadas de forma
refrigerada ou congelada, apresenta crescimento consideravel, principalmente nas areas
habitadas pelo segmento populacional detentor de maior poder aquisitivo (CARVALHO,
2003).

Tabela 1. Principais componentes de diferentes tipos de carne para consumo

Discriminagdo Calorias  Gordura Gordura Proteina Ferro
Carne Assada (100g)  (Kcal) (9) saturada () () (9)
Ovino Lanado 252 17,14 7,82 24 1,50
Bovino 263 17,14 7,29 25 3,11
Suino 332 25,72 9,32 24 2,90
Caprino 131 2,76 0,85 25 3,54
Frango 129 3,75 1,07 25 1,62

Fonte: Adaptado de Simplicio et al. (2003) apud Addizzo (1992).

A producdo de peles de ovinos e caprinos, cujos atributos conferem grande
aceitacdo nacional e internacional, tem correspondido a cerca de 20% da producéo do setor
de curtumes do Pais, revelando-se como mais um atrativo econémico ao setor (NOGUEIRA,;
FIGUEIREDO JUNIOR; YAMAMOTO, 2010). As peles destes animais s&o valorizadas no
mercado pela maior elasticidade, resisténcia e textura apresentadas, prestando-se, assim,
para um maior numero de produtos nas industrias de vestuario e de calgados (CARVALHO,
2003).

O leite de cabra apresenta qualidades que o tornam superior ao leite bovino com

relacdo a propriedades nutricionais e terapéuticas, como exemplos, melhor digestibilidade,
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alcalinidade, teor de proteinas de alto valor nutritivo, hipoalergenicidade, entre outros, que
sd80 motivos de consumo por grupos especiais como alérgicos ao leite de vaca, idosos e
criancas (GARCIA; TRAVASSOS, 2012). O mercado nacional de leite de cabra ainda esta
em desenvolvimento e ultimamente tem crescido devido & demanda dos consumidores dos
centros urbanos e da insercdo do leite na merenda escolar, especialmente do Nordeste
(MARTINS et al., 2007).

Criadores capacitados vém desenvolvendo suas atividades, ndo somente para a
producdo de carne, leite e pele, mas também se dedicando a criacdo de animais
geneticamente melhorados para reproducdo, inclusive destinados a colheita de sémen ou
transferéncia de embrides (NOGUEIRA; FIGUEIREDO JUNIOR; YAMAMOTO, 2010).
Para que existam esperadas melhorias faz-se necessaria atencdo especial aos trabalhos de
selecdo e cruzamento direcionados para precocidade reprodutiva, ganho de peso, melhorias
para qualidades sensoriais e de acabamento da carne e resisténcia a parasitas (AMANCIO;
PEREIRA, 2014). Verifica-se assim, grande potencial de mercado para a caprino-
ovinocultura brasileira. Entretanto, € necessario que 0s sistemas de exploracdo sejam
organizados para uma producdo competitiva e em consonancia com 0s cenarios nacional e
internacional (LOBO, 2002).

2.2 Caracteristicas do Sémen Caprino

O sémen pode ser caracterizado como suspensdo celular liquida que contém
gametas masculinos altamente especializados (espermatozoides) e também secrecdes dos
Orgdos acessorios do aparelho reprodutor masculino. O plasma seminal é constituido pela
porcao fluida dessa suspensao, que € liberada na ejaculacdo. Os gametas masculinos (Figura
2) sdo provenientes dos tubulos seminiferos, localizados no interior dos testiculos, os quais
contém uma série de complexas células germinativas em desenvolvimento, que ddo origem
aos espermatozoides, atraves de uma sequéncia de eventos denominada espermatogénese
(HAFEZ; HAFEZ, 2004).

A composic¢do do sémen varia entre as espécies. O volume e a concentracao de
espermatozoides no ejaculado variam com a anatomia (tamanho do testiculo) e atividade
reprodutiva ou frequéncia de ejaculacbes. Além das variacdes individuais, fatores como
idade, condicdes climéticas e nutricdo podem afetar a quantidade e qualidade do sémen
(MAIA, 2010). O sémen caprino apresenta algumas analogias ao do carneiro; o volume do

ejaculado é relativamente baixa. As diferencas entre racas sempre estdo presentes; é o caso
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de bodes Alpinos, que mostram um volume de sémen significativamente mais elevado que
aquele das racas Poitevine e Saanen (CORTEEL, 1968). A concentragéo do sémen varia de
1 x 10° a 3.5 x 10° espermatozoides por mL, segundo as racas, zonas geograficas e 0s
periodos do ano (NUNES, 1982). As caracteristicas médias normais do sémen de caprinos

podem ser observadas na Tabela 2.

Figura 2. Estrutura da célula germinativa masculina
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Fonte: HAFEZ; HAFEZ, Reproducéo Animal, 2004, p. 99.

A espécie caprina possui particularidades quanto a seu plasma seminal. Ele é
rico em uma enzima denominada “egg yolk-coagulating enzyme” (EYCE), responsavel por
coagular a gema do ovo e interagir com os fosfolipidios dos diluidores, libera &cidos graxos,
0s quais sdo espermicidas (ROY, 1957; MAIA, 2014). Esta reagdo de hidrolise promove
uma atividade fusogénica na membrana dos espermatozoides, induzindo a reagdo
acrossOmica e a descondensacdo da cromatina. Também € observado uma fracéo
glicoproteica do plasma seminal caprino (SBUIII), também originada das glandulas
bulbouretrais, que interage com o diluente & base de leite, provocando inibi¢do da motilidade,
ruptura do acrossoma e morte celular espermatica (NUNES et al.,, 1982; CASTELO;
FROTA; SILVA, 2008). Porém, estudos apontam essas duas enzimas como sendo a mesma
molécula (LEBOEUF; RESTALL; SALAMON, 2000).
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Tabela 2. VValores médios normais das caracteristicas seminais de carneiros e bodes

Caracteristica Seminal Carneiro Bode
Volume (mL) 0,8-2,5(1,0) 0,5-1,5(0,8)
Cor Pérola ou marfim Amarela
Aspecto | Leitoso a cremoso Leitoso a cremoso
Total espermatozoides/ ejaculado 2a9(3) 1a75(2)
(bilhdes)
pH 59a7.3 6a7
Motilidade (%0) 75 80
Vigor (0 a5) 3 3
Espermatozoides normais (%) 80a85 80a90
Viaveis (pés-vital) 80 80

Fonte: MAIA, 2010.

2.3 Criopreservacao e Inseminacao artificial

Nos Gltimos anos, tem-se observado um crescente interesse em técnicas que
possibilitem melhor aproveitamento do material genético oriundo de reprodutores de
diferentes espécies. Dentre as diferentes biotécnicas reprodutivas, tem-se destacado a
criopreservacao de sémen, que possibilita um melhor aproveitamento de ejaculados oriundos
de um mesmo reprodutor, bem como facilita a propagacdo deste material genético para
diferentes regides do planeta, mesmo ap6s a morte do animal (SILVA; CARDOSO; SILVA,
2001).

A criopreservacdo tem como principio basico a reducdo da temperatura como
forma de reduzir o metabolismo celular, permitindo que as células ou os tecidos sejam
conservados por periodos indeterminados, permitindo a retomada do desenvolvimento
celular normal apds o armazenamento (PEGG, 2007). O processo de criopreservagdo de
sémen, além de possibilitar sua utilizacdo por longo periodo, reduz riscos e custos com a
aquisicdo e transporte de reprodutores; favorece rapida difusdo de material genético entre
regibes, paises e continentes; minimiza a possibilidade de introducdo de doencas
transmissiveis via sémen numa regido e/ou pais e a transmissdo e propagacéo de doencas

sexualmente transmissiveis nos rebanhos (TRALDI, 1994).
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A criopreservacdo é um processo complexo, que envolve equilibrar muitos
fatores para obter resultados satisfatorios. Para garantir um sucesso minimo € necessaria a
preocupacdo com o diluente apropriado, taxa de dilui¢do, curva de refrigeracdo-congelacao
e descongelacdo e também a fisiologia do sémen de cada espécie para maximizar a
recuperacdo pos-descongelacdo e consequentemente a fertilidade (PURDY, 2006). Tal
biotécnica, quando associada a inseminacdo artificial (IA), representa um mecanismo
eficiente para promocéo e difusdo de material genético de excelente qualidade (CASTELO;
FROTA,; SILVA, 2008).

Todavia, 0 processo de criopreservacdo das células espermaticas resulta em
diminuicdo da fertilidade quando comparada ao sémen fresco. Este prejuizo surge da
combinacdo de dois aspectos, a morte celular e danos na capacidade funcional dos
espermatozoides sobreviventes (WATSON, 2000). A motilidade e a estrutura dos
espermatozoides sdo afetadas de diferentes formas, uma vez que ocorrem injurias
simultaneamente ou nas diferentes etapas da criopreservagdo (GONZALEZ, 2004). As
injarias ocorridas nas membranas plasmatica, acrossomal e mitocondrial dos
espermatozoides, ocasionadas pelo processo de criopreservacao, sdo devido a alteracGes na
temperatura e na osmolaridade do meio que provocam mudangas morfoldgicas na
organizacao e composicao dos lipidios das membranas dos espermatozoides (CELEGHINI,
2005).

Uma preservacdo bem-sucedida de espermatozoides pela refrigeracéo,
congelacdo e descongelacdo é dependente de uma série de fatores, como a qualidade da
amostra de sémen, adicéo de diluidores, padrao de diluigéo, tipo de tampdo, crioprotetores,
tempo de equilibrio, padrdo de congelacdo e descongelacdo. A interacdo desses fatores
objetiva a reducdo do dano celular, assegurando uma sobrevivéncia espermatica adequada
in vitro e in vivo (FARSTAD, 1996).

A |A é a biotécnica de reproducdo animal que visa 0 uso intensivo de
reprodutores portadores de genes desejaveis. Essa forma de fecundag@o propaga os genes
com maior rapidez e facilita a avaliacdo genética de um individuo de forma eficiente, quando
comparada a monta natural (HERMAN; MITCHELL; DOAK, 1994). Entende-se por 1A 0
procedimento de depositar o sémen do macho no trato reprodutor feminino utilizando meios
artificiais em lugar da copula natural (ALVAREZ, 2008).

O uso da IA envolve uma série de fatores, destacando a genética animal e o
sistema de produgdo como um todo, acarreta diretamente o0 melhoramento do rebanho em

menor tempo e a baixo custo pela utilizacdo de sémen de reprodutores provados para
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producdo de leite ou carne (CARVALHO, 2013). O maior obsticulo para um uso mais
abrangente da 1A reside na necessidade de promover mudangas em préticas equivocadas de
manejo, particularmente o manejo alimentar, evidenciadas pelos indices reprodutivos abaixo
do normal. Deve-se entender que a IA constitui uma alternativa a monta natural quando
estiverem solucionados os eventuais problemas de manejo. Outra limitacdo, igualmente
importante, consiste na exigéncia de tempo e méo-de-obra treinada e motivada para a
observacao frequente do estro dos animais destinados a inseminacdo. A disponibilidade de
ferramentas farmacoldgicas para induzir a ovulacdo em momentos pré-determinados € um
grande facilitador na implementacao de programas de 1A, inclusive em rebanhos com grande
namero de animais (ALVAREZ, 2008).

2.4 Crioprotetores

A adicdo de protetores de criopreservacdo € necessdria para proteger 0s
espermatozoides durante os processos de refrigeracdo, bem como durante a congelagéo e
descongelacdo (FARSTAD, 1996). Crioprotetor é a nomenclatura dada a qualquer
substancia que ofereca, temporariamente, energia, protecdo aos danos ocasionados pela
reducdo de temperatura e manutencdo de ambiente favoravel a sobrevivéncia da célula
armazenada (PURDY, 2006).

A escolha do Agente Crioprotetor (ACPs) é dependente do tipo celular a ser
preservado. Para a maioria das células o glicerol é o agente de escolha porque ele é
geralmente menos téxico do que o dimetilsulféxido (DMSO). Contudo o DMSO é mais
penetrante na célula e geralmente é o agente de escolha para células mais complexas
(SILVA; SANCHEZ; DAVILA, 2003). Dependendo do local de acdo, os agentes
crioprotetores podem ser classificados como penetrantes ou ndo penetrantes.

De uma forma geral, muitas substéncias com propriedades crioprotetoras elevam
a permeabilidade da membrana celular, diminuem o ponto de congelamento da agua e de
fluidos biolégicos por meio de ac¢Bes coligativas. Portanto, reduzem a concentragdo de sais

dissolvidos em solucéo e evitam assim o choque osmotico (AGUIAR et al., 2012).

2.4.1 Agentes crioprotetores penetrantes (Intracelulares)
Sdo0 agentes que possuem estruturas que lhes permitem fazer ligacOes de
hidrogénio com a molécula de &gua, diminuindo assim a formacdo de cristais de gelo,

reduzindo o aumento de tamanho desses cristais, diminuindo a concentragédo de soluto nos
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meios extra e intracelulares (DALIMATA; GRAHAM, 1997) aumentando a viscosidade da
solugéo de congelagéo, consequentemente, reduzindo o ponto de congelacdo da mesma.
Além disso, os ACPs também agem prevenindo a exposicdo do material a altas
concentracdes de eletrolitos, através da ligacdo aos proprios eletrolitos ou pela substituicdo
parcial pela &gua (CASTRO et al., 2011).

A adicdo de crioprotetores intracelulares tais como glicerol (CsHgOs3) (Figura 3)
e dimetilsulfoxido (C2HeOS) (Figura 4) ao meio de congelacdo, resulta na congelagdo do
meio a temperaturas mais baixas. Isso provavelmente retarda a desidratacdo das células e os
efeitos de solugdo deletérios resultantes, evitando, portanto, a formacéo de grandes cristais
de gelo (VASCONCELOS FILHO, 2010). O glicerol é o crioprotetor mais utilizado na
preservacdo por congelacdo (AGUIAR et al., 2012).

Figura 3. Representacdo da estrutura quimica do glicerol
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Fonte: https://kimiexplorer.wikispaces.com/Glicerol

Figura 4. Representacdo da estrutura quimica do dimetilsulfoxido (DMSO)
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Fonte: http://structuresearch.merck-chemicals.com/getimage/MDA_CHEM_102952
2.4.2 Agentes crioprotetores ndo penetrantes (Extracelulares)

O mecanismo de agédo dos agentes crioprotetores ndo penetrantes baseia-se na
protecdo dos espermatozoides contra os efeitos osmoticos durante o processo de congelagéo,
promovendo um meio hipertbnico que induz a saida de agua das células levando a
desidratacéo, ou seja, eles agem no meio extracelular, reduzindo assim a possibilidade da
formacéo de cristais de gelo no compartimento intracelular. Estes sdo representados pelos
acucares (sacarose, trealose lactose, glicose), proteinas do leite e lipoproteinas da gema do
ovo que atuam ainda na estabilizacdo de membranas (AMANN; PICKETT, 1987).



26

2.5 Diluidores Espermaticos

Durante décadas diluentes e constituintes tém sido estudados e testados na
congelacao de sémen de garanhdes com resultados bastante variaveis em relacéo resultados
laboratoriais de viabilidade espermatica e indices de fertilidade (MEDEIROS, 2007).

Os meios utilizados para a diluicdo do sémen para a criopreservacao sé@o
compostos por substancias que atuam contra os efeitos deletérios das oscilacbes da
temperatura; em geral, utilizam-se gema de ovo, leite desnatado, agucares, eletrolitos e
glicerol em diferentes concentracdes e combinagdes (OLIVEIRA et al., 2013).

O sémen apropriadamente diluido pode ser congelado por tempo indeterminado,
permanecendo potencialmente fecundante quando reaquecido e utilizado em uma
inseminacao artificial. Desse modo, faz-se necessario o uso de um bom diluidor, o qual deve
conter nutrientes como uma reserva de energia, servir como tampéao ajustando as alteracdes
do pH; promover uma pressao osmética e concentracdo de eletrdlitos dentro dos padrdes
fisiolGgicos; prevenir o crescimento de bactérias; proteger as células contra o choque térmico
durante o processo de refrigeracdo, garantir o balanco apropriado de elementos minerais,
neutralizar produtos toxicos produzidos pelos espermatozoides, estabilizar os sistemas
enzimaticos e integridade das membranas conferida por macromoléculas que as estabilizardo
e minimizardo o extravasamento de ions e enzimas e possuir crioprotetores que reduzam os
danos as células espermaticas durante a congelacdo e posterior descongelacdo
(CONCANNON; BATISTA, 1989; AMANN; PICKET, 1987).

Para melhor protecdo do espermatozoide, séo adicionados aos diluidores alguns
tipos de crioprotetores como o glicerol, que vem sendo muito utilizado devido aos resultados
positivos demonstrados. Porém, sua utilizacdo deve ser ponderada, pois pesquisas
demonstram toxicidade, o que reduz a taxa de fertilidade da inseminacdo (OLIVEIRA et al.,
2013).

O diluente Tris-gema contém como tampéo o tris (CsH11NO3) (Figura 5), glicose
ou frutose como fonte de energia e gema de ovo para proteger a membrana contra o choque
térmico (EVANS; MAXWELL, 1987). Durante o choque térmico, os fosfolipidios presentes
na gema interagem com a estrutura lipidica da membrana plasmatica das células
espermaticas e proporcionam a protecdo da mesma. As lipoproteinas ligam-se a membrana
da célula espermatica e ajudam a preservar a integridade celular durante 0 armazenamento
(BOUCHARD et al., 1990).
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O leite € um liquido organico com importante propriedade bioldgica para a
conservacdo dos espermatozoides por possuir certa capacidade tampdo, acdo bactericida,
viscosidade adequada para manutencdo dos espermatozoides no meio liquido, e abundancia
de carboidratos que seriam utilizados pelos espermatozoides na producdo de energia
(CASTELO; FROTA; SILVA, 2008). A eficiéncia dos meios diluentes a base de leite tem
sido atribuida & sua composi¢do proteica que atua como tampdo e a propriedade quelante
frente a metais pesados, havendo relatos de sua parcial protecdo contra a reducdo da
temperatura durante o processo de refrigeracdo (SALAMON; MAXWELL, 2000).

Figura 5. Representacdo da estrutura quimica do Tris

HO

HO

NH.,

HO

Fonte: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/8/85/Tris.png/160px-Tris.png

Entretanto, os diluidores devem ser escolhidos levando em consideracdo as
particularidades do sémen de cada espécie. O caprino € um exemplo disso, uma vez que
ocorre uma interacdo entre as secrecOes das glandulas bulbouretrais e os componentes do
diluidor, gema de ovo e leite, gerando substancias toxicas ao espermatozoide, 0 que ndo
ocorre em outras espécies (MAIA, 2014). A interacdo toxica com a gema de ovo é devido a
uma enzima, fosfolipase A ou lecitinase, segregada pela glandula bulbouretral, que coagula
a gema de ovo e hidrolisa a lecitina a &cidos graxos e lisolecitinas, que sdo espermicidas
(ROY, 1957).

Apesar de ser grande o nimero de diluidores testados para a criopreservacao de
sémen caprino, 0os métodos de congelacdo e a maioria desses diluentes usados sédo
provenientes de trabalhos realizados com bovinos, com bons resultados (LEBOEUF;
RESTALL; SALAMON, 2000).

2.6 Centrifugacao

A centrifugacdo € um procedimento que permite obter uma fragdo altamente

concentrada em espermatozoides, além de eliminar o plasma seminal, que ndo contribui na
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preservacdo da viabilidade espermatica durante o processo de congelacdo (AMANN;
PICKETT, 1987). Entretanto, a forca de centrifugacdo pode influenciar na integridade do
acrossoma e membrana plasmatica do espermatozoide, bem como no potencial cinético, com
efeitos na interacdo do espermatozoide com o od0cito, na fertilizacdo e na producdo de
embrides (MACHADO et al., 2009).

Contudo, a espécie caprina apresenta plasma seminal rico em fosfolipase A.
Este, ao interagir com os fosfolipidios dos diluidores gera substancias espermicidas (ROY,
1957). Por esse motivo, a centrifugacdo é o método convencional de superar as interacdes
prejudiciais do plasma seminal e as proteinas da gema de ovo ou do leite, sendo recomendado
diluir a amostra de sémen caprino num diluente tamponado e, entdo, separar o plasma
seminal do espermatozoide através de centrifugacdo (PURDY, 2006). Para minimizar 0s
efeitos da centrifugacdo, recomenda-se o uso de pré-diluidores, velocidade e tempo
adequados, capazes de garantir protecdo as células espermaticas durante este processo
(NEVES, 2009).

2.7 Importancia dos Acucares

O sémen de mamiferos requer energia metabdlica para uma variedade de
funcBes, especialmente para a motilidade. As principais fontes de producdo de adenosina
trifosfato (ATP) sdo a fosforilacdo e a glicolise mitocondrial oxidativa, mas o equilibrio entre
estas duas vias varia muito entre os espermatozoides de diferentes espécies (WILLIAMS;
FORD, 2001).

Os acucares tém diversas funcGes no diluidor de sémen, incluindo o
fornecimento de substrato energético para os espermatozoides, a manutencdo da pressdo
osmotica do meio e a atuacdo como um crioprotetor (BERLINGUER et al., 2007), pois
promovem a desidratacdo celular pré-congelagdo, minimizando as injarias celulares
induzidas pela formacéo de gelo intracelular. Além disso, esses agUcares interagem com oS
fosfolipidios da membrana plasmatica, reorganizando a membrana espermatica e
aumentando a sua fluidez (MOLINIA et al., 1994) o que gera uma protecdo a membrana
plasmatica durante o periodo de congelamento e descongelamento, onde estéo relacionadas
ligacGes de hidrogénio dos grupos hidroxil dos agtcares com os grupos fosfatos localizados
na cabeca dos fosfolipidios (SOARES; GUERRA, 2009).

Os agucares podem inibir os danos causados pela desidratagdo extrema e injurias

causadas pela formacéo de cristais de gelo que pode ocorrer com o processo de congelacéo,
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devido ao fato de restaurarem o percentual de agua ao redor dos grupos das cabecas dos
fosfolipidios (AISEN; MEDINA; VENTURINO, 2002). Contribuem para a estabilizacdo da
bicamada lipidica, mantem sua capacidade de transporte de calcio, a inibicdo da fusdo de
membranas e manutencao de lipideos em fase fluida na auséncia de agua (CROWE et al.,
1987).

A glicose (CeH120¢) (Figura 6) e a frutose (CeéH12Oe) (Figura 7) sdo
monossacarideos de seis carbonos que contem cinco grupos hidroxila, sendo os agucares
mais comuns encontrados na natureza (NELSON; COX, 2014). Considera-se que a frutose
é uma importante fonte de energia para os espermatozoides ejaculados (NAGAI;
YAMAGUCHI; MORIWAKI, 1982) e, juntamente com a glicose, é encontrada no plasma
seminal em muitas espécies de mamiferos (PONGLOWHAPAN; ESSEN-GUSTAVSSON;
LINDE, 2004). A glicose e a frutose foram investigadas pelos diferentes efeitos sobre os
gametas em termos de energia metabolizivel e potencial de fertilidade, e os efeitos benéficos
variam entre as espécies (WILLIAMS; FORD, 2001).

Figura 6. Representacao da estrutura quimica da D-glicose
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Fonte: Nelson; Cox, Principios de bioquimica de Lehninger, 2014, p. 244

Figura 7. Representacdo da estrutura quimica da D-frutose
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos das combinagdes de crioprotetores e da remocao do plasma

seminal na criopreservacao de sémen caprino.

3.2 Objetivos Especificos

a) Estudar o efeito da criopreservacao de espermatozoides caprino em diluente a base
de Tris-gema associado a diferentes monossacarideos (glicose e frutose), com e sem
centrifugacéo;

b) Estudar o efeito da criopreservacdo de espermatozoides caprino em diluente a base
de Leite desnatado associado a diferentes monossacarideos (glicose e frutose), com

e sem centrifugacéo;

c) Mensurar o efeito da centrifugacao e retirada do plasma seminal sobre os parametros
de motilidade, integridade e funcionalidade da membrana plasmatica, zero e duas
horas pds-descongelacgéo;

d) Mensurar o efeito de diferentes combinacGes de crioprotetores quanto aos parametros
de motilidade, integridade e funcionalidade da membrana plasmatica, zero e duas
horas pds-descongelacéo;
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4 METODOLOGIA

4.1 Localizacéo e Periodo do experimento

O experimento foi executado no Laboratério de Reprodugdo do Hospital
Veterindrio da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), localizado na cidade de Areia,
estado da Paraiba, apos aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA). O
clima do municipio é caracterizado como quente ¢ timido (do tipo As’ na classificagdo
climética de Koppen-Geiger), e situa-se a -6.96179 de Latitude, e -35.6953 de longitude; 6°
57° 42”7 Sul, 35° 41° 43> QOeste; com temperatura média anual de 21,7 °C e indice
pluviométrico de 1305 mm/ano, concentrados no periodo outono-inverno, sendo junho e

julho os meses de maior precipitacdo e umidade relativa do ar em torno de 80%.

4.2 Animais e Manejo

Foram utilizados dois reprodutores, sendo um da raca Saanen (Figura 8A) e outro
da raca Alpino Americano (Figura 8B), com cerca de quatro anos de idade, histérico de
fertilidade e peso médio de 55 kg. Os animais passaram por periodo de adaptacdo de
aproximadamente uma semana, onde foram submetidos a regime de colheitas de sémen e
avaliagdes clinico-andrologicas, como proposto por Henry e Neves (1998), para
comprovacdo de fertilidade e exclusdo de patologias reprodutivas. Os animais foram
mantidos em regime semiextensivo em baias individuais no setor de caprinocultura da
UFPB, recebendo alimentagdo balanceada, &gua e mistura mineral completa, visando suprir

0s requerimentos de mantenca.

Figura 8. Representantes da raca Saanen (A) e Alpino Americano (B)

Fonte: (A) http://chacaramilagres.blogspot.com.br/2011/02/bode-saanen-venda-reprodutor-2008.html;
(B) https://scontent-lga3-1.cdninstagram.com/t51.2885-
15/e35/22158074_935266583290864_3500959509487026176_n.jpg
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4.3 Preparagéo dos Diluentes Convencionais e Diluentes Teste

Quatro diferentes diluidores foram confeccionados para o estudo. O diluidor
padrdo Tris-Gema + frutose, conforme metodologia de Hafez e Hafez (2004) apresentado na
Tabela 3. O diluidor padrdo Leite desnatado + glicose, segundo metodologia de Barros
(2010), Tabela 4. Os diluidores testados: Tris-Gema + glicose, disposto na Tabela 5; Leite
desnatado + frutose, tabela 6.

Para determinar a quantidade dos agUcares utilizados nos diluidores testados, foi
calculado a massa molecular da glicose e da frutose e posteriormente realizada uma regra de

trés com o objetivo de adicionar a mesma disponibilidade do acucar dos diluidores padrdes.

Tabela 3. Composicao do diluidor padréo Tris-gema

Composicéo Concentracéao

Tris 3,605 g

Acido Citrico 2,024 g

Frutose 1,488 g

Agua destilada 100 mL
Gema de ovo 20%

Antibidtico 0,003 g
Glicerol 5%

pH 6,8—7,2

Fonte: HAFEZ; HAFEZ, 2004 (adaptado).

Tabela 4. Composic¢do do diluidor padrdo a base de Leite desnatado

Composicao Concentracéao
Leite em po 10g
Glicose 0,194 g
Agua destilada 100 mL
Antibidtico 0,003 g
Glicerol 7%
pH 6,8

Fonte: BARRQOS, 2010.

Tabela 5. Composicao do diluidor teste Tris-gema

Composicéo Concentracéao

Tris 3,605 g

Acido Citrico 2,024 g
Glicose 0549

Agua destilada 100 mL
Gema de ovo 20%

Antibiotico 0,003 g
Glicerol 5%
pH 6,8




Tabela 6. Composi¢édo do diluidor teste a base de Leite desnatado

Composicao Concentragéao
Leite em po 10¢g
Frutose 578 mg
Agua destilada 100 mL
Antibidtico 3mg
Glicerol 7%
pH 6,8

4.4 Colheita Seminal

Antes da colheita foi realizada a higienizacdo externa do prepucio com agua e
sabdo neutro e higienizacdo interna com solucédo fisiologica a 0,9%, evitando possiveis
contaminagdes do meio ao sémen. As colheitas de sémen foram efetuadas com uso de vagina
artificial (Figura 9), com o auxilio de uma fémea em estro como manequim (Figura 10) como
indicado por Memon e Ott (1986). As colheitas foram realizadas duas vezes por semana,
com intervalo de um dia entre as colheitas, no periodo da manh4, durante trés semanas, até

se obter 10 ejaculados.

Figura 9. Vagina Atrtificial para colheita de sémen de pequenos ruminantes

Fonte: Autor.
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Figura 10. Posicionamento da fémea para realizagéo da colheita de sémen
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4.5 Sémen Fresco

A principio, as amostras de sémen foram mantidas em banho-maria a 37 °C e
analisadas para os parametros macroscopicos (volume, cor, odor, aspecto) e microscopicos
(turbilhonamento, motilidade, vigor, concentracdo, integridade e funcionalidade de
membranas) utilizando microscépio 6ptico (Olympus, Sdo Paulo).

4.6 Avaliacdes dos parametros cinéticos espermaticas

4.6.1 Avaliacdo do turbilhonamento, motilidade, vigor e concentracéo espermatica

O turbilhonamento (movimento massal) foi avaliado pela deposicdo de uma gota
de sémen puro (10 pL) sobre a lamina aquecida a 37 °C e avaliado em microscopio Optico
(Olympus, S&o Paulo) com objetiva de 4x, em escala que varia de 0 a 5. A motilidade foi
realizada por avaliacdo subjetiva expressa em porcentagem (0-100%), sendo realizada em
um microscopio optico (Olympus, Sdo Paulo), em objetiva de 40x, sendo usada uma aliquota
(10 pL) da amostra entre a lamina e a laminula. A avaliacdo da motilidade foi expressa em
porcentagem, com variacdo de 0-100%, considerando a média de dois avaliadores (CBRA,
2013). O vigor é referente a velocidade progressiva uniforme das células em movimento,
classificado de 0 a 5, que foram determinados pela deposi¢do de uma aliquota (10 pL) da
amostra entre a lamina. A concentracdo espermatica foi obtida através de contagem em
camara de Neubauer em diluicdo de 1:400 em solucdo de formol-salina (SALAMON;
MAXWELL, 2000).
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4.6.2 Teste de integridade da membrana plasmatica

Para este teste foi empregada dupla coloracdo (Figura 11) com os corantes
eosina-nigrosina (CBRA, 2013). Para esta técnica foram diluidos 2,5 uL de cada grupo
experimental em solucdo contendo 25 pL do corante e 25 pL de solucdo fisioldgica. Apos a
diluicdo, foi realizado o estirago com 10 pL de cada amostra e contadas 200 células,
determinando-se a proporcao entre células coradas e ndo coradas (células mortas e vivas,
respectivamente) em microscopio de campo claro em aumento de 40x (MURGAS;
FRANCISCATTO; SANTOQOS, 2003).

Figura 11. Dupla coloragao Eosina-Nigrosina

Fonte: http://tarwi.lamolina.edu.pe/~emellisho/Reproduccion_archivos/Practica%204-eval-semen.pdf

4.6.3 Teste de funcionalidade da membrana plasmatica

O teste hiposmotico (HOST) visa avaliar a funcionalidade da membrana
plasmética baseando-se nas propriedades da manutencdo do equilibrio osmotico entre o
ambiente intra e extracelular (CBRA, 2013). Foram utilizados 2,5 uL de cada grupo diluido
em 100 pL de solugdo hiposmotica (50 mOsm/Kg H20), composta por citrato de sodio e
agua destilada. A solucédo foi incubada a 37 °C por 30 minutos. Apos a incubagdo foram
colocados 50 pL de solugdo formol-salina para parar a reacdo osmotica dos espermatozoides.

O HOST é avaliado ao colocar 10 pL da mistura entre ldmina e laminula e
observado através de microscopia Optica com aumento de 40x. S&o contadas 200 células,
considerando funcionais aquelas com cauda enrolada, pois as membranas funcionais

absorvem a agua do meio, resultando no ingurgitamento da cauda do espermatozoide (Figura
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12), e ndo-funcionais aquelas que permaneceram com a cauda esticada (FAGUNDES et al.,
2010).

Figura 12. Teste de funcionalidade da membrana plasmatica

Fonte: http://www.serida.org/publicacionesdetalle.php?id=01495
4.7 Grupos Experimentais

O pool seminal foi fracionado em oito aliquotas de igual volume, quatro
amostras foram diretamente diluidas sem remocdo do plasma seminal - NC (N&o
centrifugado) nos diferentes diluidores, na proporgdo 1:10 (100 pL de sémen para 900 pL
de diluidor). As outras quatro amostras foram submetidas ao processo de remocao do plasma
- C (Centrifugado) por dupla centrifugagdo (800g/10min) com o tampé&o tris como meio de
lavagem, na proporcdo 1:10 (100 pL de sémen para 900 pL de meio) onde o sobrenadante
foi descartado e o sedimento ressuspenso nos diferentes diluidores.

Ao final do processo de diluigdo oito grupos experimentais foram constituidos:
e GCL-C (grupo controle leite; centrifugado);
e GCG-C (grupo controle gema; centrifugado);
e G1-C (leite + frutose; centrifugado);
e G2-C (gema + glicose; centrifugado).
e GCL-NC (grupo controle leite; ndo centrifugado);
e GCG-NC (grupo controle gema; ndo centrifugado);
e GI1-NC (leite + frutose; ndo centrifugado);

e G2-NC (gema + glicose; néo centrifugado);
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Para cada grupo quatro palhetas de 0,25 pL foram envasadas (Figura 13), na
dose inseminante de 40x10° espermatozoides por palheta, como preconizado pelo Colégio

Brasileiro de Reproducdo Animal, totalizando 32 palhetas para cada pool.

Figura 13. Palhetas de sémen envasadas com 0s grupos experimentais

Fonte: Autor.

4.8 Congelacédo do Sémen

Apos envase, as palhetas foram refrigeradas utilizando curva de refrigeracéo
caracterizada por Bispo (2005), na qual as palhetas com sémen foram revestidas por refil
(saco plastico) e colocadas dentro de recipiente plastico de aproximadamente 240 mL,
contendo 120 mL de &gua (Figura 14). O recipiente com as palhetas foi acomodado na
posicdo horizontal dentro da geladeira, com temperatura interna estabilizada em 5 °C. Desse
modo, as amostras foram submetidas a refrigeracdo por 1:30 horas, até a temperatura de 5
°C. Posteriormente foram mantidas na geladeira por mais 2 horas, perfazendo o tempo total
de 3:30 horas de tempo de equilibrio, como caracterizado por (JIMENEZ-RABADAN et al.,
2013). Posteriormente, as palhetas foram dispostas horizontalmente em vapor de nitrogénio
liquido a 5 cm da lamina liquida, por 10 minutos, dentro de uma caixa de isopor (Figura 15).
Passados os 10 minutos, as palhetas foram imersas no N2 e acondicionadas em racks
devidamente identificadas e estocadas em botijdo criogénico a -196 °C até 0 momento da

descongelagéo.
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Figura 14. Palhetas revestidas e colocadas em recipiente com &gua

Fonte: Autor.

Figura 15. Palhetas de sémen em vapor de nitrogénio para a curva de congelacéo

Fonte: Autor.

4.9 Avaliagdo Pos-descongelagéo

Para a descongelacdo, utilizou-se banho-maria, a 37 °C, por 30 segundos. Em

seguida, as amostras foram novamente reavaliadas quanto aos parametros cinéticos,
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integridade de membranas plasmatica e funcionalidade da membrana plasmatica nos tempos

de 0 e 2 horas p6s descongelacéo.
4.10 Analise Estatistica

Inicialmente, os dados de cinética, motilidade, integridade de membrana
plasmatica, e funcionalidade da membrana plasmatica foram submetidos ao teste de
Kolmogorov-Sminorv para identificar a distribuicdo normal dos dados. Em sequéncia, 0s
dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) para verificar a influéncia dos
grupos sobre os parametros avaliados e se houve interferéncia, o teste Tukey foi realizado.

Todos os testes foram realizados com significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

Para o parametro de motilidade espermatica (Tabela 7) foi observado que o
sémen fresco apresentou motilidade superior (p<0,05) a todos os grupos submetidos a
criopreservacdo. Para os diferentes diluidores, os GCL-C, GCG-C e GCG-NC diferiram
(p<0,05) do grupo G1-NC no tempo de analise imediata a descongelagéo (0h), onde G1-NC
apresentou menor motilidade espermatica. O GCL-C e GCG-C mostraram maior motilidade
em comparacdo aos grupos GCG-NC e G2-NC duas horas apds a descongelacdo (2h). Foi
observado ainda diferenca (p<0,05) para os grupos G1-C, GCG-NC e G2-NC com relacéo
aos dois tempos de avaliagdo, constatada reducdo da motilidade duas horas apds a

descongelacéo.

Tabela 7. Percentual de motilidade de células esperméticas caprinas submetidas a
congelacao com diferentes diluidores e analisadas nos tempos 0 e 2 horas pds-descongelacédo
Motilidade Espermatica

Sémen Fresco 79,70+3,032
Diluidores Tempo Oh Tempo 2h

GCL-C 33,70+6,35°A 21,80+11,55
GCG-C 34,50+9,420A 21,00+11,41%~

G1-C 30,50+9,58%¢A 8,60+4,99208

G2-C 23,50+7,620A 9,50+6,46%0A
GCL-NC 18,50+6,020¢A 8,80+5,4820A

GCG-NC 32,50+5PA 2 70+1,98P8
G1-NC 10,605,584 5,80+4,25%A

G2-NC 23,50+9,280¢A 1,70+1,09°8

GCL-C= Grupo controle leite centrifugado; GCG-C= Grupo controle gema centrifugado; G1-C=
Grupo teste 1 centrifugado (Leite+frutose); G2-C= Grupo teste 2 centrifugado (Gema+glicose); GCL-
NC= Grupo controle leite ndo-centrifugado; GCG-NC= Grupo controle gema ndo-centrifugado; G1-
NC= Grupo teste 1 ndo-centrifugado (Leite+frutose); G2-NC= Grupo teste 2 ndo-centrifugado
(Gema+glicose). Letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca entre os tempos de
avaliagdo. Letras minusculas na mesma coluna indicam diferenca entre os grupos.

No teste da integridade da membrana plasmatica (Tabela 8) foi observado que
ndo houve diferenga significativa (p<0,05) entre o sémen fresco e 0 GCL-C, entretanto, o
GCL-C mostrou-se significativamente mais integro que o grupo G1-NC imediatamente apds

a descongelacdo. Néo foi observada diferenca para os demais grupos experimentais.
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Tabela 8. Percentual de integridade da membrana plasmatica de células espermaticas
caprinas submetidas a congelacdo com diferentes diluidores e analisadas nos tempos 0 e 2
horas pos-descongelacéo

Integridade da Membrana Plasmética

Sémen Fresco 73,35+8,85%

Diluidores Tempo Oh Tempo 2h
GCL-C 47,95+11,66% 33,10+15,55
GCG-C 42,30+11,49°¢ 30,20+17,21

G1-C 41,80+10,68° 25,40+16,38
G2-C 36,00+12,08" 26,30+13,41
GCL-NC 28,25+14,9° 19,80+12,25
GCG-NC 45,20+17,68° 24,25+8,72
G1-NC 17,30+10,23°¢ 14,35+10,26
G2-NC 42,30+15,07"° 18,60+9,46

GCL-C= Grupo controle leite centrifugado; GCG-C= Grupo controle gema centrifugado; G1-C= Grupo
teste 1 centrifugado (Leite+frutose); G2-C= Grupo teste 2 centrifugado (Gema+glicose); GCL-NC= Grupo
controle leite ndo-centrifugado; GCG-NC= Grupo controle gema ndo-centrifugado; G1-NC= Grupo teste 1
ndo-centrifugado (Leite+frutose); G2-NC= Grupo teste 2 ndo-centrifugado (Gema+glicose). Letras
minudsculas na mesma coluna indicam diferenca entre os grupos.

Para o parametro de funcionalidade da membrana plasmatica (Tabela 9), ndo houve

diferenga (p<0,05) entre os grupos experimentais, independente do diluidor, tratamento e
tempo de avaliagdo.

Tabela 9. Percentual de funcionalidade da membrana plasmatica de células espermaticas
caprinas submetidas a congelacdo com diferentes diluidores e analisadas nos tempos 0 e 2
horas pos-descongelacédo

Funcionalidade da Membrana Plasmética

Sémen Fresco 25,37+19,44

Diluidores Tempo Oh Tempo 2h

GCL-C 32,68+11,60 8,68+3,97
GCG-C 20,31+9,02 13,37+7,33

Gl1-C 18,31+9,30 5,37+1,61

G2-C 14,75+8,28 11,43+5,74
GCL-NC 29,31+18,17 26,50+12,39
GCG-NC 29,5645,11 20,4345,97
G1-NC 18,06+10,96 15,31+9,48
G2-NC 34,68+15,42 17,31+6,93

GCL-C= Grupo controle leite centrifugado; GCG-C= Grupo controle gema centrifugado; G1-C= Grupo
teste 1 centrifugado (Leite+frutose); G2-C= Grupo teste 2 centrifugado (Gema+glicose); GCL-NC= Grupo
controle leite ndo-centrifugado; GCG-NC= Grupo controle gema néo-centrifugado; G1-NC= Grupo teste 1
ndo-centrifugado (Leite+frutose); G2-NC= Grupo teste 2 ndo-centrifugado (Gema+glicose).
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6 DISCUSSAO

O sémen caprino pode ser usado a fresco (puro ou diluido), refrigerado ou
congelado. O sémen fresco e o refrigerado apresentam fertilidade mais elevada, mas de uso
restrito ao periodo de atividade sexual dos machos, haja vista ser uma espécie que, em
determinadas regides, apresenta estacionalidade reprodutiva em virtude do fotoperiodo. Ja o
sémen congelado pode ser mantido por um longo periodo armazenado em nitrogénio liquido,
apresentando maior aplicabilidade (TRALDI, 2006).

O armazenamento do sémen resultou em efeito negativo significante na
motilidade espermatica, sendo esta uma caracteristica esperada devido ao ambiente adverso
gerado pela criopreservacdo. Além dos fatores inerentes ao ejaculado caprino, o processo de
criopreservacdo de sémen, particularmente no estado congelado, causa danos ultra
estruturais, bioquimicos e funcionais aos espermatozoides, reduzindo-se a motilidade, a
viabilidade e o posterior transporte no trato genital feminino (LEBOEUF; RESTALL;
SALAMON, 2000). Além disso, a qualidade do sémen armazenado é influenciada pelos
procedimentos associados a manipulacdo, como diluicdo, centrifugacdo e diluente
(KANKOFER et al., 2005). Estes fatores que explicam a maior motilidade no sémen fresco
observada neste estudo.

O grupo G1-NC apresentou intensa reducdo da motilidade, assim como, da
integridade da membrana plasmatica. Esse resultado pode estar relacionado com dois fatores.
Primeiramente, a alta concentracdo de calcio presente no leite (BARBOSA; ANDREAZZI,
2011) pode ser responsavel por promover maior atividade de fosfolipases A presentes no
plasma seminal caprino. As fosfolipases A sdo enzimas dependentes do ion calcio, que atuam
desestabilizando a membrana plasmaética dos espermatozoides, assim aumentando a
permeabilidade a ions da membrana e promovendo a capacitacdo espermatica (MARTINS,
2001). Os primeiros relatos dessa enzima no plasma seminal caprino foram descritos por
Roy (1957) e Nunes (1982). Ela é capaz de hidrolisar a lecitina, que é uma substancia
encontrada na gema do ovo e no leite, produzindo substancias com efeitos danosos a
viabilidade espermatica (PELLICER-RUBIO; COMBARNOUS, 1998).

Em contrapartida, outro importante fator é o agucar utilizado na formulagéo do
grupo G1-NC. A frutose esta presente no plasma seminal caprino (EWING; CHANG, 1986)
e é utilizado como fonte principal fonte de energia pelas células espermaticas dessa espécie;
possivelmente 0 aumento do metabolismo promovido pela capacitacdo espermatica, que é

acionada pela agdo das fosfolipases A, culmina com o consumo das reservas energéticas de
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frutose e exaure 0 espermatozoide devido a facil biodisponibilidade desse acucar, explicando
a baixa motilidade e integridade das células deste grupo experimental.

Durante muito tempo, o plasma seminal foi considerado essencial para a
sobrevivéncia de espermatozoides. Essa crenca decorreu de observacdes que o0s
espermatozoides morreram, especialmente o de bovinos, quando a concentracdo do meio de
conservacdo do plasma seminal foi reduzida ao extremo por diluigdo excessiva do plasma
seminal ou lavagem dos espermatozoides (MANN, 1964). Porém, diversos estudos mostram
que a remocao do plasma seminal é benéfica para a motilidade e integridade das membranas
do espermatozoide caprino refrigerado ou congelado (SALVADOR; YANIZ; VIUDES-DE-
CASTRO, 2006; RITAR; SALAMON, 1982).

Foi observado que os grupos GCG-NC e G2-NC apresentaram reducdo
significativa (p<0,05) da motilidade duas horas ap6s a descongelacdo. Esses resultados
podem estar relacionados com a presenca do plasma seminal nesses grupos e com a alta
proporcdo da gema de ovo utilizada na confecgdo dos diluidores nesse trabalho (20% de
gema). A gema de ovo é uma das principais fontes de lecitina, tendo na sua composi¢cdo uma
variacdo entre 4% a 12% (WASZCZYNSKYJ, 1984). Essa concentracdo elevada de lecitina
pode contribuir para a formacdo de lisolecitinas e acidos graxos, substancias toxicas aos
espermatozoides, por intermédio das fosfolipases A (PURDY, 2006). Segundo relatado por
Ritar e Salamon (1982), o diluente a base de Tris, gema de ovo e glicerol deve ser adicionado
ao sémen sem a retirada do plasma seminal, sendo a propor¢do de gema de ovo e glicerol de
2 e 4%, respectivamente. Bezerra (2009), em um estudo testando efeitos de diferentes
palhetas, taxas de descongelagéo e crioprotetores, diluiu 0 sémen em Tris-gema de ovo em
uma concentracdo de 2,5% de gema, obtendo taxa de prenhez de 42,7%.

A alta biodisponibilidade da frutose também pode explicar a reducdo
significativa (p<0,05) da motilidade observada no G1-C no tempo 2h p6s-descongelacao.
Contudo, a auséncia do plasma seminal ndo exerce acdo direta sobre a capacitacdo
espermatica, ndo sendo necessario o alto consumo energetico. Assim sendo, acredita-se que
a frutose é consumida mais rapidamente que a glicose, por ndo entrar na via glicolitica,
explicando uma reducéo acentuada da movimentacao duas horas pés-descongelacéo.

Observou-se que o0 GCL-C nao diferiu do sémen fresco quanto ao parametro de
integridade da membrana plasmatica. Essa protecao estd associada a proteinas presentes no
leite, como a caseina, que diminuem a interacdo de proteinas com as membranas dos

espermatozoides, diminuindo a perda de lipidios da membrana plasmatica durante o
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processo de criopreservacdo e aumentando a protecdo espermética durante a refrigeracao
(BERGERON et al., 2007).

Para a funcionalidade da membrana plasmatica ndo foi observada diferenca
significativa em nenhum dos tratamentos. Contudo, vale ressaltar que interferéncias dos
reprodutores foram observadas no sémen utilizado. Essa relagcdo pode ser evidenciada pela
baixa taxa de funcionalidade no sémen fresco. A interacdo do efeito negativo de um
reprodutor sobre os grupos experimentais pode ter influenciado os resultados obtidos,

impossibilitando a acdo direta dos tratamentos testados nesse estudo.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos dados apresentados podemos observar que, devido a presenca
de enzimas capazes de interagir com componentes dos diluidores normalmente
utilizados, o sémen caprino apresenta melhores resultados quando o plasma seminal é
previamente retirado.

A utilizacdo da frutose como acucar do diluidor apresentou um padrdo de
reducdo da motilidade quando foi associada ao diluidor de leite ou com a presenca do
plasma seminal. Mostrando que quando esse agucar € associado a esses componentes,

sua interagdo acaba por danificar a viabilidade espermatica.
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Biotécnicas

Caprinocultura

Centrifugacao

Crioprotetor

Diluicéo
Ejaculado

Enzima

Espermicida

Estro

Frutose

Glicose

Monossacarideo
Motilidade

Turbilhonamento
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GLOSSARIO
Técnicas/protocolos  associados com 0  conhecimento
biotecnologico.

Ciéncia que trata do estudo e da criacdo de cabras; conjunto de
conhecimentos sobre a criacdo de caprinos; Criacdo de caprinos.

Separacao pela for¢a centrifuga.

Qualquer substancia que ofereca energia, protecdo aos danos
ocasionados pela reducdo de temperatura e manutencdo de
ambiente favoravel a sobrevivéncia da célula armazenada.

E 0 ato fisico-quimico de tornar uma solugio menos concentrada.

Flexdo de ejacular. Libera o0 sémen em um ato sexual.
Proteinas catalisadoras das reacdes quimicas.

Qualquer substancia que atuam de forma destrutiva aos
espermatozoides.

Conjunto de fenbmenos e comportamentos que precedem e
acompanham a ovulacdo nos mamiferos de sexo feminino; CIO.

AcUcar presente nas frutas.

Aclcar que representa a principal fonte de energia para 0s
organismos Vivos.

Carboidratos simples com apenas uma molécula de acucar.
Competéncia para se mover; mobilidade.

Comportamento de movimentacdo em massa de espermatozoides
devido a alta concentracado celular e baixa quantidade de fluidos.



ANEXO | - PREPARACAO DAS SOLUCOES PARA OS TESTES

Preparagao para 100 mL de Eosina-Nigrosina
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COMPONENTES QUANTIDADE
Eosina 19

Nigrosina 59

Citrato de Sodio 30

Agua destilada 100 mL

Preparacao para 100 mL de Solugdo Hiposmética (50 mOsm/Kg H20)

COMPONENTES QUANTIDADE

Citrato de sodio 0,464 g
Agua destilada 100 mL




