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CRIOPRESERVACAO DO SEMEN CAPRINO: EFEITOS DE DIFERENTES
PALHETAS, TAXAS DE DESCONGELACAO E CRIOPROTETORES

BEZERRA, F. S. B. Criopreservacao do sémen caprino: efeitos de diferentes palhetas,
taxas de descongelacio e crioprotetores. 2009. 93f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
Animal: Produg¢do e Reproducdo Animal) — Universidade Federal Rural do Semi-arido
(UFERSA), Mossor6-RN, 2009.

RESUMO - Avaliou-se o efeito de diferentes capacidades de palhetas, taxas de
descongelagdo e crioprotetores sobre a qualidade do sémen caprino descongelado. Vinte e um
ejaculados (sete/animal) foram coletados por meio de vagina artificial em trés bodes. O sémen
foi diluido em Tris-gema de ovo (2,5%) a uma concentracdo final de 6% de glicerol,
congelado em palhetas de 0,25 e 0,5 mL, ou de 6% de dimetilformamida (DMF) em palhetas
de 0,5 mL. O sémen criopreservado com glicerol foi descongelado a 37 °C/1min. ou 55 °C/7
seg. As palhetas de 0,5 mL de sémen com glicerol ou DMF foram descongeladas a 37 °C/1
min., analisadas subjetivamente e pelo sistema de andlise computadorizada de sémen
(CASA). Posteriormente, 14 cabras foram inseminadas por tempo fixo com sémen
criopreservado com glicerol e 14 com sémen acrescido de DMF. Nao se verificou interagdo
entre a capacidade da palheta e a taxa de descongelagdo que promovessem melhor taxa de
recuperacdo espermatica. Entretanto, a palheta de 0,5 mL gerou melhor preservacdo dos
parametros cinematicos (P < 0.05). Diferenca significativa (P < 0,05) foi encontrada entre o
sémen congelado com glicerol ¢ DMF para a motilidade progressiva avaliada tanto
subjetivamente quanto pelo CASA, para a linearidade e para a amplitude lateral da cabega, o
que confirma a eficiéncia do glicerol. Para a taxa de prenhez, ndo se observou diferenga
significativa (P > 0,05) entre o grupo inseminado com glicerol (42,7%) e o grupo inseminado
com DMF (27,3%). Conclui-se que o sémen caprino criopreservado deve ser envasado em
palhetas de 0,5 mL e que ndo hd vantagens na substitui¢do do glicerol pela DMF para a
criopreservagdo do sémen caprino.

Palavras-Chave: criopreservagdo, s€men caprino, dimetilformamida, capacidade da palheta,
taxa de descongelacao.



CRYOPRESERVATION OF GOAT SEMEN: EFFECT OF DIFFERENT STRAW
SIZES, THAWING RATES AND CRYOPROTECTANTS

BEZERRA, F. S. B. Cryopreservation of goat semen: effect of different straw sizes,
thawing rates and cryoprotectants. 2009. 93p. Thesis (Master’s degree In Animal Science:
Animal Production and Reproduction) - Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA), Mossor6-RN, 2009.

SUMMARY - The effect of different straw sizes, thawing rates and cryoprotectants
on frozen-thawed goat semen quality was assessed. Twenty-one ejaculates (seven per animal)
were collected from three bucks using an artificial vagina. Semen was diluted in Tris-egg yolk
(2.5%) in a final concentration of 6% glycerol, frozen in 0.25- and 0.5 mL straws, or in 6%
dimethylformamide (DMF) frozen in 0.5 mL straws. Semen plus glycerol was thawed at 37
°C/1 min. or 55 °C/7 s. Semen plus glycerol or DMF packed in 0.5mL straws was thawed at
37 °C/1 min., and evaluated by Computerized Sperm Class Analyzer (CASA). Thereafter,
fourteen does were inseminated by fixed time using semen plus glycerol, and another fourteen
with semen plus DMF. There was no interaction between straw size and thawing rate to
promote a better sperm recovery rate, but the use of 0.5mL straw promoted a better
preservation of kinematic parameters than the 0.25 mL one (P < 0.05). Significant difference
(P < 0.05) was found for progressive motility assessed subjectively or by CASA, for linearity,
and for amplitude of lateral head between semen cryopreserved with glycerol and DMF,
which confirm the efficiency of that cryoprotectant. There was no difference (P > 0.05)
between the fertility rate achieved by group inseminated using glycerol (42,7%) in
comparison to group inseminated with DMF (27.3%). In conclusion, goat semen should be
packed in 0.5mL straws, and there is no advantage in substitution DMF by glicerol in the
cryopreservation of goat semen.

Keywords: cryopreservation, goat semen, dimethylformamide, straw size, thawing rate
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1 CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1.1 PERFIL DA CAPRINOCULTURA NO NORDESTE

A cria¢do de caprinos ¢ realizada no Brasil desde a época da colonizagdo, com
primeiro registro em 1535, quando foi introduzida no territério nacional pelos primeiros
exploradores portugueses (SEAPA, 2006). Apesar disto, a caprinocultura brasileira ainda ¢
caracterizada, em grande medida, pela multiplicidade de objetos na exploragdo, o que resulta
em pequeno grau de especializagio do segmento no Pais (SIMPLICIO et al., 2003). Essa
caracteristica, aliada ao baixo nivel educacional dos caprinocultures brasileiros (NOGUEIRA;
MELLO, 2005), faz com que as técnicas de gerenciamento e manejos utilizados na criagdo e
abate dos rebanhos sejam bem inferiores aos principais concorrentes internacionais. Dessa
forma o Brasil possui um efetivo de cerca de 9,3 milhdes de caprinos, e, deste montante, a
regido Nordeste desponta como a principal desenvolvedora da atividade com cerca de 8,5
milhdes (91% do rebanho nacional) (IBGE, 2008), o que faz da caprinocultura uma
importante alternativa para o desenvolvimento social e econdmico dessa regido (LIMA,
2008).

Entretanto, no Nordeste, a grande maioria dos caprinocultores adota uma criagdo de
subsisténcia, com manejo extensivo e explora basicamente carne e pele (PEDROSA et al.,
2003). Além disso, 0 manejo sanitdrio € precario e a mortalidade de animais, principalmente
de jovens, ¢ alta, o que compromete seriamente o desenvolvimento da atividade (PINHEIRO
et al., 2000; PEDROSA et al., 2003; FILGUEIRA et al., 2009). Assim, problemas como
helmintoses, linfadenite, mastite, pneumonia e artrite sdo frequentes (PINHEIRO et al., 2000).

Aliado a esses fatores, 0 manejo reprodutivo também apresenta sérias deficiéncias, e,
as biotécnicas reprodutivas sdo ainda subutilizadas, especialmente na Zona Semi-Arida da
regidao Nordestina (MACHADO; SIMPLICIO, 1995). Isso ocorre devido & falta de
informagdo técnica e de apoio aos criadores, ao custo inicial para implanta¢do de programas
de inseminagdo artificial (IA) e a deficiéncia da escrituragdo zootécnica em muitas
propriedades. Enfatiza-se, ainda, a baixa disponibilidade de sémen e de reprodutores

submetidos aos testes de progénie, a falta de estrutura para comercializacdo e transporte
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adequado para o sémen e, principalmente, as dificuldades no processo de preservacdo do
sémen sob a forma congelada, com resultados insatisfatorios nos indices de concepgao

(RITAR; SALAMON, 1983; KARATZAS et al., 1997).

1.2 REPRODUCAO ASSISTIDA EM CAPRINOS

Apesar das dificuldades apresentadas no Brasil, em nivel mundial a caprinocultura
apresenta um ciclo de crescimento que vem se intensificado nas ultimas décadas, sobretudo
em paises desenvolvidos, atualmente detentores dos maiores rebanhos. Acompanhando esta
tendéncia mundial, projeta-se uma multiplicagdo da ordem de cinco vezes o rebanho brasileiro
atual para os proximos vinte anos. Assim, dentro desta perspectiva, havera ampla necessidade
de se assistir a reprodugdo destes animais, seja para permitir o aumento da eficiéncia
reprodutiva e/ou produtiva dos rebanhos, ou para a multiplicacdo mais eficiente dos genotipos
(FONSECA, 2005a).

Em caprinos, a transferéncia de embrides (TE) € uma técnica de manejo de reprodugdo
que ainda estd em fase de consolidacdo no Brasil, tendo como um dos seus objetivos
maximizar o potencial reprodutivo da fémea, explorando seu potencial biologico ao extrapolar
suas possibilidades naturais. Essa biotécnica envolve algumas etapas que englobam desde a
selecao dos animais até a inovulagdo. O perfeito funcionamento de cada uma dessas etapas
sera responsavel pelo sucesso final de todo o processo. Portanto, ¢ necessario dominar cada
uma das etapas de acordo com as caracteristicas ¢ os problemas inerentes (PAULA et al.,
2008).

A producdo de embrides in vitro nos pequenos ruminantes tem uma importancia
fundamental principalmente devido a producdo de material para pesquisa basica a um baixo
custo. Estes estudos possibilitam a introdu¢do comercial de biotecnologias de ponta como
transferéncia nuclear e produgao de transgénicos (COGNIE et al., 2003).

Apesar da existéncia de todas essas biotécnicas, em todo o mundo, independente de
espécie, a A ¢ a que mais tem contribuido para a melhoria genética dos rebanhos
(SIMPLICIO et al., 2005). E, o processo de criopreservagio do sémen tem favorecido sua
utiliza¢do por um longo periodo de tempo, possibilitado a ampla difusdo de material genético

de alta qualidade além de propiciar a redugdo de custos e do estresse com o transporte de
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animais (CASTELO et al., 2008). Além disso, em combinagdo com a sincroniza¢ao hormonal
do estro e da ovulacdo, essas biotécnicas permitem a producdo de crias e de leite em periodos
do ano que ndo coincidem com a época da estacdo natural de cobricdo de diversas espécies
que possuam anestro estacional como a cabra, manifestado nas regides com estagdes do ano

bem definidas (CORTEEL et al., 1988).

1.3 COLHEITA E AVALIACAO DO SEMEN CAPRINO

A avaliagdo da aptidao reprodutiva de um macho destinado a reprodugao fundamenta-
se na observacdo da saude geral, satde hereditaria, saude genital, potentia coeundi
(capacidade de copula) e potentia generandi (capacidade de fertilizacdo) (MANUAL...,
1998).

Desta feita, o espermograma assume grande importdncia ao passo que permite a
valoracdo da qualidade do reprodutor, visto que ele demonstra sua potentia generandi. O
exame do sémen ¢ feito inicialmente a olho nu, sem auxilio de qualquer instrumento
(avaliacdo macroscopica). Em seguida, o sémen ¢ avaliado por métodos laboratoriais e a
microscopia (avaliagdo fisico-quimica e microscopica) (REICHENBACH et al.,, 2008).
Segundo HAFEZ; HAFEZ (2004), ndo existe prova especifica que seja concludente da
fertilidade dos ejaculados individuais, mas, a combinacdo da avaliagdo bioquimica e do
espermograma constitui a melhor op¢ao disponivel para determinar a capacidade fecundante
de um macho.

Entretanto, para que esse exame se torne possivel é necessario proceder a coleta do
sémen, variavel conforme a espécie trabalhada. A coleta do sémen em caprinos pode ser
realizada através de vagina artificial ou eletroejaculacdo (KOZDROWSKI et al., 2007;
BATISTA et al., 2009; SANTIAGO-MORENO, 2009). Contudo, o método da vagina
artificial conjugado com o manequim ou uma fémea (em cio ou ndo) ¢ o mais empregado e o
que obtém as caracteristicas mais proximas das reais (SALVIANO; SOUZA, 2008).

Segundo MIES FILHO (1987), macroscopicamente, o sémen pode apresentar aspecto
cremoso, leitoso, opalescente ou soroso e aquoso. Segundo este autor, a simples vista, pode-se

efetuar a valoragdo do ejaculado, de forma empirica, quanto a sua riqueza em
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espermatozodides. O sémen do bode tem coloracdo que varia de branca acinzentada a amarela
(HAFEZ; HAFEZ, 2004), enquanto o volume varia de 0,2 a2 mL (NEVES et al., 2008).

Microscopicamente, pode-se observar o turbilhdo ou movimento de massa, que
consiste na avaliagdo subjetiva do movimento de ondas em uma gota do sémen in natura. Esta
analise € expressa em valor de 0 a 5, onde 0 é a auséncia de turbilhdo (o que ndo implica
auséncia de motilidade) e 5 o valor médximo dado para um acentuado movimento de massa. A
intensidade do movimento ¢ resultante da interagdo da motilidade, do vigor e da concentragdo
espermatica (MANUAL..., 1998; SALVIANO E SOUZA, 2008). Amostras com turbilhdo
abaixo de 3 podem comprometer os resultados da inseminagdo em pequenos ruminantes
(NEVES et al., 2008).

A motilidade ¢ expressa pela porcentagem total de espermatozoides moveis
(MANUAL..., 1998), sendo uma das principais caracteristicas a ser avaliadas no
espermograma, por avaliar a capacidade fecundante (MIES FILHO, 1987). Assim, as
amostras de s€émen caprino devem apresentar um minimo de 60% de motilidade para serem
utilizadas imediatamente ou criopreservadas (NEVES et al.,, 2008). Ja& o vigor ¢ a
caracteristica que representa a forga do movimento, o que acaba influenciando a velocidade
com que os espermatozdides se movimentam, sendo classificada em escala de 0 a 5, onde 0 ¢
a auséncia de movimento e 5 o movimento progressivo veloz (SALVIANO; SOUZA, 2008).

Entretanto, a analise de convencional da motilidade espermatica ¢ uma estimativa
subjetiva e possui um baixo valor preditivo de fertilidade devido a alta variabilidade
observada entre avaliadores e laboratorios. Assim, sistemas de analise computadorizada de
sémen tém sido desenvolvidos para aumentar a objetividade da avaliacdo tanto da motilidade
quanto da morfologia espermatica (VERSTEGEN et al., 2002). O CASA (Computer Assisted
Sperm Analysis) é um sistema automatico (hardware e sofiware) utilizado para visualizar,
digitalizar e analisar imagens sucessivas, fornecendo informagdes acuradas, precisas e
significativas do movimento individual de cada célula, a partir da reconstrucao da trajetoria da
cabeca do espermatozodide, bem como de subpopulagdes de células espermaticas (AMANN;
KATZ, 2004). Assim, varios estudos em caprinos para avaliar a capacidade de migracdo do
espermatozdide no muco cervical (COX et al., 2006), diferentes diluentes (DORADO et al.,
2007), diferentes protocolos de congelagdo (KAZDROWSKI et al., 2007) ou mesmo a
congelabilidade de amostras isoladas de sémen tém utilizado este método de avaliacdo

(DORADO et al., 2009).
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Para avaliagdo das caracteristicas morfologicas dos espermatozoides utilizam-se
esfregacos corados ou preparagdes imidas, em microscopio de contraste de fase ou optico sob
0leo de imersdo (aumento de 1000 x) onde as primeiras 200 células observadas sdo
classificadas quanto aos defeitos de forma e estrutura (NEVES et al., 2008; SALVIANO;
SOUZA, 2008). A partir das anormalidades espermaticas, tenta-se relacionar patologia
espermatica e fertilidade (SALVIANO; SOUZA, 2008). Blom (1950) procurou dar uma
interpretacdo dindmica ao estudo da morfologia espermatica, dividindo as anormalidades em
duas classes: anormalidades primarias (verificadas durante o processo espermatogénico, sao
intragonadais) e secunddrias (afetam o espermatozoide depois de formado, também
consideradas extragonadais). Para caprinos, a porcentagem referéncia para espermatozoides
normais €, em média, 80 a 90% (MIES FILHO, 1987; MANUAL..., 1998; HAFEZ; HAFEZ
2004, NEVES et al., 2008).

A concentragdo espermadtica representa o niumero de espermatozoides por milimetro
cubico (rnrn3) ou centimetro cubico (crn3 =mL). O procedimento mais comum para se obter a
concentracdo espermatica consiste na contagem das células através de microscopia Optica no
hemocitdometro, ou como ¢ mais conhecida: camara de Neubauer, utilizando-se uma parte de
sémen para 400 de solucdo formol-salina tamponada, embora também se possa utilizar a
espectrofotometria ou o micro-cell-counter (NEVES et al., 2008; SALVIANO; SOUZA,
2008). De acordo com AZEVEDO e TONIOLLI (2005), a concentragdo média do s€émen de
bodes criados no Nordeste do Brasil é de 1,5 + 0,09 x 10° espermatozoides/mL.

A viabilidade espermatica estd relacionada com a integridade da membrana
plasmatica, que pode ser avaliada por meio de coloragdes vitais (EVANS; MAXWELL, 1990;
CHEMINEAU et al., 1991). Dentre os corantes utilizados, podem ser citados a eosina-
nigrosina (EVANS; MAXWELL, 1990; CHEMINEAU et al., 1991; BEARDEN; FUqUAY,
1992), azul de tripan (BEARDEN; FUqQUAY, 1992) e azul de bromofenol (MEDEIROS,
2004; OLIVEIRA et al., 2009).

O teste hiposmotico (HOST) apresenta-se como uma boa ferramenta para avaliar a
integridade de membrana do espermatozdide caprino (NEVES et al., 2008). De acordo com
Fonseca et al. (2005b), o teste é realizado sob microscopia de contraste de fase, no qual os
espermatozodides sdo submetidos a um meio hipotoénico e procede-se a contagem de 200
células, em pelo menos 5 campos diferentes, sendo os espermatozodides classificados em

reagidos (cauda enrolada) ou nao reagidos (cauda reta). Os mesmos pesquisadores visando
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padronizar uma solugdo hiposmética para uso no s€émen caprino testaram 10 solugdes a base
de citrato de sodio e frutose com osmolaridades (mOsm/L) de 50 , 75, 100, 125, 150, 175,
200, 250, 290 e 300 mOsm/L, e encontraram como resultados as respectivas porcentagens:
34,1; 38,8; 45,3; 51,5; 46,8; 42.8; 38,2; 29,0; 19,4; e 23.1%, demonstrando que a solugdo de
125 mOsm/L apresenta-se como a melhor opg¢do para a avaliacdo desse pardmetro seminal.
Entretanto, CORTES et al. (1993) e SOUSA et al. (2001) indicam que a solugdo hiposmética
aconselhada para a determinacdo e selecdo de individuos de maior qualidade seminal é a
solucdo de 100 mOsm/L.

Outras provas podem ser utilizadas para a avaliagdo da qualidade seminal em caprinos,
como o teste de termorresisténcia, que avalia a longevidade espermatica e o teste de interagao
odcito-espermatozoide, realizado por fecundacdo in vitro homologa e heterdloga (NEVES et

al., 2008).

1.4 CRIOINJURIAS

Os processos de congelacdo e descongelagdo do sémen induzem danos bioquimicos,
funcionais e ultra-estruturais aos espermatozoides (WATSON, 2000), resultando em reducao
da motilidade, integridade de membrana e capacidade de fertilizagdo (PURDY, 2006).

Particularmente, a congelacdo induz injurias diretas as células, explicadas por duas
hipoteses dependendo da taxa de congelacdo do sistema: a formacdo de gelo intracelular a
taxas rapidas de congelagdo, e, o “efeito solugdo” a taxas lentas de congelagio (MAZUR,
1970). Quando a taxa de congelagdo ¢ rdpida, a agua intracelular congela e forma cristais de
gelo, tidos como letais para a célula. Por outro lado, quando a taxa de congelacdo ¢ lenta os
cristais de gelo se formam na solucdo extracelular primeiro, o que gera um aumento na
concentragdo de eletrolitos da fracdo ndo congelada. O aumento na concentragdo induz,
conseqiientemente, desidratacdo celular através de uma diferenga de pressdo osmdtica. Se a
desidratacdo € severa, toxicidade ou injaria celular pode ser induzida devido a alta
concentragdo de eletrdlitos, o que ¢ denominado de “efeito solucdo” (FAHY, 1980). Sabe-se
que a formagdo de cristais intracelulares ¢ letal e consiste no principal mecanismo de danos
envolvido quando usadas taxas rapidas de congelacao (TONER et al., 1993), mas, a injuiria

pelo “efeito solucdo” ndo estd completamente compreendida (HAN; BISCHOLF, 2004).
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Porém, tanto o gradiente osmotico extracelular quanto a formagdo de cristais de gelo
intracelulares causam alteracdes na organizacdo das membranas bem como na fungdo das

organelas (MAZUR, 1984).

1.5 CRIOPROTETORES

No intuito de reduzir as crioinjurias, varias substancias foram utilizadas como
crioprotetores, que sdo componentes normalmente ndo encontrados nas células vivas
(FULLER, 2004, PURDY, 2006). De acordo com AMANN (1999), os crioprotetores se
classificam como penetrantes ou ndo-penetrantes. Um crioprotetor ndo-penetrante, nao
consegue atravessar a membrana plasmatica e age extracelularmente. Assim, ele pode atuar
como um soluto e reduzir a temperatura de congelacdo do meio. J& os crioprotetores
penetrantes, sdo permeaveis & membrana plasmatica e agem intra e extracelularmente. Como
sdo soluveis, causam a desidratagdo do espermatozdide devido ao fluxo de agua
osmoticamente direcionado. Apos curtos periodos de tempo, o crioprotetor e a agua se
equilibram, resultando em iguais concentracdes extra e intracelulares.

Para ASHWOOD-SMITH (1987) a classificagdo dos crioprotetores se da em dois
grupos: alcoois (etilenoglicol, glicerol, etc.) e amidas, ambos enquadrados como
crioprotetores penetrantes na classificagdo de AMMAN (1999). ASHWOOD-SMITH (1987)
sugeriu ainda que um crioprotetor ideal deve possuir um baixo peso molecular, boa
solubilidade em 4gua e minima toxicidade aos espermatozdides.

Assim, apesar de tanto o glicerol quanto as amidas protegerem as células espermaticas
durante a criopreservacdo, suas propriedades crioprotetoras sdo explicadas por diferentes
mecanismos (BIANCHI et al., 2008). O glicerol (CH3HsO3) ¢ um élcool que contém trés
grupos funcionais hidroxila, que podem aceitar o hidrogénio da molécula de dgua em seis
diferentes sitios de ligagdo. Além disso, os radicais hidroxila do glicerol podem algumas
vezes ligar-se entre si, reduzindo a probabilidade de ligagdo com as moléculas de agua, o que
¢ indesejavel devido a alta viscosidade da solucdo, responsavel pela penetracdo mais lenta do
crioprotetor na membrana plasmatica, induzindo estresse osmotico (GILMORE et al., 1995;
KAROW, 2001). Ja as amidas sdo formadas por grupos funcionais que contém nitrogénio

(NH-C=0). As amidas interagem com a agua pela ligagdo do seu contetido de nitrogénio e
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hidrogénio ao hidrogénio presente na molécula de agua. As amidas sdo altamente lipofilicas
pela incorporagdo do grupo metil (CH3) na sua molécula, o que eleva a sua permeabilidade
através da membrana plasmatica do espermatozéide (KAROW, 2001; BIANCHI et al., 2008).
Também, a natureza altamente hidrofilica da molécula de amida permite que haja uma alta
interagdo com a agua, reduzindo a formagdo dos cristais de gelo intracelular. Ademais, devido
a seu baixo peso molecular e viscosidade em comparacdo ao glicerol (enquanto o peso
molecular do glicerol € de 92 g/mol, da metilformamida 59 g/mol e da dimetilformamida 73
g/mol), as amidas possuem alta permeabilidade na membrana, penetrando na membrana
plasmatica dos espermatozodides com maior rapidez e reduzindo a possibilidade de dano
celular causado por estresse osmotico (BALL; VO, 2001). Assim, o efeito crioprotetor das
amidas pode ser atribuido a sua habilidade de permear a membrana da célula devido ao seu
baixo peso molecular, propriedade esta que provavelmente permite a esses compostos ligar-se
de maneira mais eficiente que o glicerol as moléculas de d4gua (KAROW, 2001; BALL; VO,
2001).

Todavia, sabe-se que os crioprotetores podem apresentar niveis de toxicidade
dependentes de sua concentracdo e da duracdo da exposicdo das células a estes agentes, o que
denota a importancia da identificagdo da concentragdo ideal que balanceie a toxicidade ¢ a
otima crioprote¢do (FULLER, 2004).

Logo, apesar do glicerol ser o crioprotetor eletivo utilizado ndo somente para o sémen
caprino (PURDY, 2006) como também para a maioria das espécies animais (ALVARENGA
et al., 2005), esta substiancia apresenta-se toxica aos espermatozédides (HOLT, 2000). Tal
toxicidade pode resultar em desnaturagdo protéica, alteragdo das interagdes da actina e
indu¢do de bolhas na membrana (ALVARENGA et al.,, 2005). HAMMERSTEDT e
GRAHAM (1992) revisaram outros efeitos celulares causados pelo glicerol, que incluiram
alteracdes nos eventos citoplasmaticos pelo aumento da viscosidade intracelular, alteragdo da
polimerizacdo da tubulina, alteragdo da associagdo dos microtubulos, efeitos no balango
bioenergético e alteragdo direta na membrana plasmatica e glicocalice. A toxicidade do
glicerol ¢ parcialmente induzida pelo estresse osmotico, pois o glicerol penetra a membrana
plasmatica mais lentamente que outros crioprotetores (GILMORE et al., 1995).

Para eqiiinos (ALVARENGA et al., 2005), coelhos (OKUDA et al., 2007) e suinos
(BIANCHI et al., 2008) as amidas foram sugeridas como crioprotetores alternativos para a

congelagdo do sémen daqueles machos que primariamente apresentaram-se mais sensiveis aos
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efeitos toxicos do glicerol (WATSON, 1995; HAY et al, 1997). SILVA et al. (2006)
reportaram que a dimetilformamida poderia ser uma alternativa vidvel para a criopreservagao
do sémen caprino usado isoladamente ou em associagdo com o glicerol, porém, neste estudo,
somente testes in vitro foram desenvolvidos de maneira subjetiva. Assim, estudos de
avaliacdo objetiva do sémen caprino, e testes in vivo poderiam demonstrar os efeitos
crioprotetores da DMF nesta espécie e elucidar se a mesma ¢ realmente um crioprotetor

alternativo frente ao glicerol para uso no s€émen da espécie ora abordada.

1.6 DILUENTES USADOS NA CRIOPRESERVACAO DO SEMEN CAPRINO

Os diluentes s@o utilizados com o intuito de proteger os espermatozdides dos efeitos
criticos da congelagdo. Um bom diluente se caracteriza pela auséncia de toxicidade a célula
espermatica; pela osmolaridade adequada, onde o espermatozdide caprino prefere meios
hipertonicos entre 425 ¢ 525 mOsm; poder nutritivo ¢ tampao eficaz; pelos estabilizadores de
membrana; pelo pH (potencial hidrogenidnico) em torno da neutralidade (para caprinos entre
6 ¢ 8), que favorece a sobrevivéncia espermatica e, por ultimo, por ser de facil preparo e baixo
custo (CONCANNON; BATISTA, 1989; PURDY, 2006).

Segundo GIBBONS (2002), ¢ imprescindivel na composi¢do de um diluente usado
para a congelacdo do sémen caprino uma substancia tampao como o Tris, sais como o citrato
de sodio, um ou mais agucares (glicose, frutose, lactose, rafinose ou trealose), crioprotetores
penetrantes (glicerol, etilenoglicol ou dimetilsulfoxido) e ndo-penetrantes (leite ou gema de
ovo) além de antibidticos, sendo a penicilina e a estreptomicina os mais utilizados.

Um dos diluentes mais utilizados para sémen caprino € o Tris, acido citrico, frutose,
gema de ovo e glicerol (NEVES et al., 2008). O Tris (Tris-hidroximetil-aminometano -
H,NC(CH,0OH);) ¢ uma substancia soluvel em &gua, disponivel comercialmente em um
alto grau de pureza na forma de cristais. Ele permanece estavel em temperatura
ambiente por diversos meses, atuando como tampao io6nico bipolar em pH entre 7,0 ¢ 9,0
(MCPHAIL; GOODMAN, 1984).

De acordo com PURDY (2006), além do Tris, diluentes a base de leite em pod
desnatado também sdao muito utilizados, entretanto o primeiro confere os melhores resultados

de motilidade apds a descongelagdo (DEKA; RAO, 1987). Isso porque o s€émen caprino
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apresenta particularidades que limitam o uso excerbado de diluentes ricos em fosfolipideos,
como aqueles a base de leite ou mesmo com altas propor¢des de gema de ovo. Tal fato se
deve a certos componentes do plasma seminal especificos desta espécie e produzidos
principalmente na contra-estacdo sexual (NEVES et al., 2008). Esses componentes foram
primariamente definidos como EYCE (enzima coaguladora da gema-de-ovo) (ROY, 1957) ¢
SBUIII (proveniente da glandula bulbouretral e que causava decréscimo da sobrevivéncia
espermatica quando se usava diluentes a base de leite) (NUNES et al., 1982). Entretanto,
estudos mais recentes identificaram essas duas enzimas como sendo a mesma molécula
(LEBOEUF et al., 2000). Trata-se da fosfolipase A, uma glicoproteina lipase produzida na
glandula bulbouretral dos caprinos que hidrolisa fosfolipideos presentes nos diluentes,
formando lisolecitinas e acidos graxos, substancias toxicas aos espermatozodides (PURDY,
2006). Diante deste problema, buscou-se um meio diluente pobre em fosfolipideos, sendo
entdo desenvolvida a 4gua de coco em pé (ACP™) como uma alternativa viavel para a diluigdo

do sémen caprino (NEVES et al., 2008).

1.7 CRIOPRESERVACAO, PROCESSAMENTO E ACONDICIONAMENTO DO SEMEN
CAPRINO

Aproximadamente 60 anos se passaram desde o primeiro relato de sucesso na
criopreservacdo do sémen caprino (SMITH; POLGE, 1950). Mesmo assim, apesar de todo
este tempo, o processo de criopreservacao nesta espécie ndo ¢ tdo eficiente, observando-se
comumente decréscimos de aproximadamente 50% na motilidade espermatica apds o
procedimento de descongelacdo (AZER]::DO et al.,, 2001; CHOE et al, 2006;
KOZDROWSKI et al., 2007).

Sabe-se que a criopreservacdo do sémen das espécies domésticas ¢ um processo
complexo que envolve o balanco de muitos fatores tendo em vista a obtencdo de resultados
satisfatorios. Para garantir o sucesso no processo de congelacdo ¢ necessario ter o
conhecimento ndo somente do diluente apropriado, das taxas de dilui¢do, resfriamento ou
descongelagdo, mas também o conhecimento da propria fisiologia espermatica da espécie, que
¢ essencial para a recuperagdo espermdtica maxima apos a descongelagdo, e,

conseqiientemente, para a obtengao de altas taxas de fertilidade (PURDY, 2006).
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Segundo PURDY (2006), a taxa de diluigdo do sémen caprino pode variar entre 1:1 a
1:23 (sémen : diluente), sendo possivel a utilizacdo de uma dose pratica de 1:9 quando ndo se
dispde de meios para determinar com eficacia a concentracio pos-diluicdo de
aproximadamente 200 x 10° espermatozoides/mL (NUNES, 2002).

De acordo com CASTELO et al. (2008), a diluicdo do sémen caprino deve ser
realizada logo depois da coleta do sémen, na qual tanto o ejaculado quanto o diluente devem
ser mantidos em banho-maria a 37 °C por 5 min. para garantir que os dois estejam a mesma
temperatura. A diluigdo ¢ feita fluindo lentamente o diluente para o tubo contendo o sémen.
Ap0s a diluicdo inicial, o sémen deve ser resfriado em geladeira por 45 min. dentro de um
recipiente contendo agua, até atingir 12° C, sendo levado, em seguida, a um freezer para que
atinja a marca de 4 °C. Nesta temperatura ¢ realizada a glicerolizagdo, com a fracdo do
diluente que contém glicerol, em até trés etapas, que constam da adi¢do, a cada 5 min., de
uma aliquota do diluente, fazendo com que o volume dobre e que a concentragdo espermatica
contida na primeira dilui¢do seja reduzida pela metade (NEVES et al., 2008). A congelacao
devera ser feita em vapor de nitrogénio liquido (N,) usando-se uma rampa de congelacdo com
4-5 cm, durante 4-5 min., e posteriormente submerso em N, (LEBOEUF et al., 2000).

Para o acondicionamento do sémen congelado ha duas alternativas possiveis. Na
primeira, a congelagdo ¢ processada em pastilhas, com gelo seco. Na segunda o s€émen ¢
processado e envasado em palhetas (NEVES et al., 2008).

A congelacdo do sémen em pastilhas ¢ uma alternativa simples, rapida e barata, mas o
manejo ¢ problematico porque as amostras ndo podem ser identificadas e estdo expostas a
contamina¢do na estocagem e na manipulacdo (NEVES, 2008). Uma vez que a amostra ¢
resfriada, aliquotas de s€émen de 0,1-0,3 mL sao distribuidas dentro de concavidades do bloco
de gelo seco (dioxido de carbono sélido a -79 °C) e congeladas durante 2 a 4 min. As pastilhas
sdo entdo mergulhadas em N, para armazenamento (EVANS; MAXWELL, 1987,
CHEMINEAU et al.,1991).

Ja a congelacdo do sémen em palhetas ¢ uma técnica mais cara e laboriosa que o
acondicionamento em pastilhas, porém cada amostra pode ser identificada, fornecendo
condi¢gdes para um manejo mais adequado do sémen (PURDY, 2006). Apos a dilui¢do e
resfriamento do s€émen, as amostras sdo colocadas dentro de palhetas com capacidades de 0,25
ou 0,5 mL, dispostas em uma rampa de congelacdo (composta de uma grade de ferro dentro

de uma caixa de poliestireno expandido) e congeladas em vapor de N, a temperatura variavel
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conforme a altura das palhetas sobre a rampa, sendo posteriormente armazenadas em botijao
de N> (GRAVANCE et al., 1997; LEBOEUF et al., 2000).

RITAR et al. (1990a,b) reportaram que a congelagdo de sémen caprino em pastilhas
gerou uma maior motilidade ap6s a descongelacio (39%), comparada ao sémen envasado em
palhetas. Entretanto, a motilidade espermatica foi similar para o sémen congelado em palhetas
de 0,25 (33% de motilidade apds a descongelagdo) ou de 0,5 mL (34% de motilidade apos a
descongelagdo). Diferengas na motilidade, viabilidade e fertilidade ap6s a descongelacdo
podem ser atribuidas as diferentes taxas de resfriamento produzidas pelos métodos de
congelacdo em pastilhas e em palhetas (RITAR, 1993).

No entanto, de acordo com JONHSON et al. (1995), o padrdo de resfriamento e inicio
da cristalizagdo depende, dentre outros fatores, da capacidade da palheta. A palheta de 0,25
mL apresenta uma maior superficie de contato que a palheta de 0,5 mL, o que pode elevar a
possibilidade de ocorréncia de mudancas bruscas na temperatura do sémen dentro da palheta
com o processo de congelacdo ou descongelacdo. Tais mudangas podem comprometer a

recuperagdo de espermatozoides vivos apos a descongelacdo, e assim, reduzir a fertilidade.

1.8 TAXAS DE DESCONGELACAO

A taxa de descongelacdo ¢ um importante fator que afeta a qualidade do sémen
criopreservado (TULI et al., 1991). Tal taxa ideal visando a recuperacdo de uma maior
proporcio de espermatozoéides é varidvel de acordo com a espécie. Segundo MOCE et al.
(2003), que avaliaram as taxas de descongelacao de 50 °C e 70 °C ambas durante 10-12 s para
o sémen de coelhos, as melhores taxas de fertilidade e prolificidade sdo alcancadas com a
descongelagdo a 50 °C. Vidament et al. (2001), ao estudarem a motilidade espermatica do
sémen eqiiino descongelado a diversas temperaturas e tempos de descongelacdo (37 °C e 30 s,
50°Cel10s,50°Ce20s,60°Cells, 75°Ces5s, 75°Cel0se75° e 15 s), ndo
observaram diferengas entre os tratamentos, exceto para a descongelagdo a 75 °C e 15 s, que
diferiu dos demais, quando a motilidade foi zero. Em bovinos, as taxas de descongelacdo de 5
°C/10 min., 20 °C/4 min., 35° C/4 min., 50 °C/75 s, 65 °C/48 s., 80 °C/37 s e 100 °C/20s foram
comparadas, sendo que as taxas de 20 °C/4 min. e 35 °C/4 min. promoveram as maiores

porcentagens de espermatozoides moveis ¢ de acrossomas intactos (OLAR et al., 1977).
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Tradicionalmente, o sémen caprino envasado em palhetas ¢ descongelado a 37 °C durante 12
a 30 s (CABRERA et al., 2005; PURDY, 2006), porém, outro protocolo mais lento (5 °C/2
min. em banho-maria) pode ser utilizado com menor eficiéncia na taxa de recuperagdo
espermatica (DEKA; RAO, 1987). KOZDROWSKI et al. (2007) utilizaram uma taxa de
descongelagdo de 40 °C/30 s para o s€men caprino, obtendo resultados consideraveis de
motilidade pods-descongelacdo. TULI et al. (1991) observaram aumento significativo (P <
0,05) da motilidade progressiva para o sémen caprino descongelado a 70 °C/7 s (36,9%) e na
integridade da membrana plasmatica (39,8%), comparado a taxa de descongelacdo de 37 °C/2
min. (31,5% e 33,7% de motilidade progressiva e integridade de membrana plasmatica,
respectivamente) ou 40 °C/20 s (32,4% e 33,5% de motilidade progressiva e integridade de
membrana plasmatica, respectivamente). Assim, ¢ possivel que haja uma interacdo entre o
volume da palheta e a taxa de descongelagdo que promova uma maior taxa de recuperagao
espermatica em caprinos. E, ainda h4 uma caréncia de estudos correlacionando estas variaveis
na espécie.

Atencdo deve ser dada a temperatura e ao tempo de descongelacdo, onde em
temperaturas maiores que 37 °C o tempo torna-se uma varidvel critica, ¢ estas altas
temperaturas podem resultar em elevadas taxas de mortalidade espermatica se aplicadas

impropriamente (PURDY, 2006).

1.9 INSEMINACAO ARTIFICIAL POR TEMPO FIXO

Atualmente, a inseminagao artificial em caprinos com sémen fresco tem se tornado
uma técnica freqliente comparativamente ao s€émen congelado, tornando o uso comercial deste
tipo de sémen relativamente limitado (BATISTA et al., 2009). Isso porque, como em outras
espécies domésticas, o processo de congelagdo reduz a viabilidade do sémen caprino, e, a taxa
de nascimentos apds IA com sémen congelado varia entre 30 e 70% (RITAR et al., 1983;
LEBOEUF et al., 2003; DORADO et al., 2007), enquanto que para o sémen fresco ou
resfriado esses valores sobem para 60 a 80% (RITAR et al., 1983; ROCA et al., 1997;
PAULENZ et al., 2005).

A sincronizacdo do estro e da ovulagao utilizando esponjas liberadoras de

progesterona ou progestagenos (acetato de medroxiprogesterona - MAP) consiste em uma
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ferramenta 1til na otimizacdo do manejo reprodutivo de caprinos, ja que ela permite a
programacao dos nascimentos para a época mais favoravel do ano, quando falta o produto no
mercado ou quando a forragem encontra-se disponivel (BATISTA et al., 2009). O tratamento
de sincronizagdo rotineiramente utilizado consiste na introduc¢do de esponjas vaginais durante
11 dias, com a aplicacdo intramuscular de prostaglandina e gonadotrofina coridnica eqiiina
(eCQG) dois dias antes da remocao da esponja (CORTEEL et al., 1988; LEBOEUF et al., 2003;
BATISTA et al., 2009). Tal tratamento induz eficientemente a sincronizagdo do estro e da
ovulacgdo tanto durante a estagdo reprodutiva quanto na contra-estagdo. As taxas de fertilidade
apos uma IA realizada 43 horas apo6s a remog¢ao da esponja alcangam valores entre 60 e 65%
(CORTEEL et al., 1988; LEBOEUF et al., 2003).

A inseminagdo artificial em caprinos pode ser realizada com a deposicdo do s€émen na
vagina (apesar de ndo terem sido encontrados relatos dessa pratica no Brasil), na cérvix e no
utero pela via laparoscopica (NEVES et al., 2008). Com a inseminagdo intracervical, uma
baixa propor¢ao de espermatozoides atravessa o canal cervical, o que indica que um niimero
relativamente alto de células espermaticas € necessario para obter taxas razoaveis de prenhez
(GACITUA; ARAV., 2005). E, diferentes estudos t€ém observado este fato como um
obstaculo na inseminagdo artificial de pequenos ruminantes (GACITUA; ARAV, 2005;
KAABI et al., 2006). Ja a inseminagado intrauterina por via laparoscopica em caprinos resulta
em maiores taxas de fertilidade (EPPLESTON, et al., 1994). Apesar disto, os altos custos
associados a esta técnica e a necessidade de inseminadores qualificados sdo fatores restritivos

no uso da laparoscopia para inseminar caprinos (BATISTA et al., 2009).

1.10 OBJETIVOS

1.10.1 Geral

Avaliar o efeito de diferentes capacidades de palhetas, taxas de descongelagdo e

crioprotetores sobre a qualidade do s€émen caprino descongelado.

1.10.2 Especificos
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Avaliar a interacdo entre a capacidade das palhetas de 0,25 e 0,5 mL e as taxas de
descongelag@o de 37 °C/1 min. e 55 °C/7 s e seu impacto sobre a qualidade do s€émen caprino
descongelado;

Analisar separadamente os fatores capacidade de palheta e taxa de descongelacdo que
produzam maior taxa de recuperacdo espermatica apos a criopreservacao;

Realizar a analise computadorizada do sémen caprino congelado-descongelado,
utilizando-se os crioprotetores glicerol e dimetilformamida;

Avaliar a fertilidade de cabras inseminadas com sémen congelado diluido em Tris-

gema (2,5%) acrescido de glicerol ou dimetilformamida.
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2 CAPITULO 2 — AVALIACAO DA INTERACAO ENTRE A CAPACIDADE DA
PALHETA E A TAXA DE DESCONGELACAO E SEU IMPACTO SOBRE A
QUALIDADE DO SEMEN CAPRINO DESCONGELADO IN VITRO

2.1 RESUMO

No presente estudo, avaliou-se a intera¢do entre diferentes capacidades de palheta e
taxas de descongelagdo sobre os pardmetros do sémen caprino descongelado. Vinte e um
ejaculados (sete por animal) foram coletados por meio de vagina artificial em trés bodes.
Imediatamente apds a coleta, as caracteristicas macro e microscopicas do sémen foram
avaliadas. O sémen foi diluido em meio a base de Tris-gema de ovo (2,5%) a uma
concentragdo final de 150 x 10° espermatozoides/mL e envasado em palhetas de 0,25 ¢ 0,5
mL, sendo posteriormente armazenadas em nitrogénio liquido. A descongelacdo foi realizada
usando-se dois diferentes protocolos: 37 °C/1 min. e 55 °C/7 s Interagdes entre a capacidade
da palheta e a taxa de descongelacdo promovendo melhores caracteristicas seminais pos-
descongelagdo nao foram verificadas (P > 0,05). Entretanto, quando essas varidveis foram
analisadas isoladamente, a palheta de 0,5 mL gerou melhor conservagdao dos parametros
cinemdticos que a palheta de 0,25 mL apds a descongelagdo (P < 0,05), enquanto ndo foi
observada diferenca estatistica para os parametros seminais avaliados entre as taxas de
descongelacao testadas. Em conclusdo, o sémen caprino deve ser envasado em palhetas de 0,5
mL e descongelado em qualquer taxa de descongelacdo avaliada neste estudo para uma

melhor preservagdo da motilidade apds a descongelagao.

Palavras-Chave: Capacidade da palheta, caprino, criopreservacdo, sémen, taxa de

descongelagao.

2.2 INTRODUCAO
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A criopreservagdo como técnica de conservagdo do sémen caprino permite a
manutengdo de um banco de material genético por periodo indeterminado. Tal técnica
apresenta a vantagem de auxiliar no controle de doencas venéreas e ainda resulta em ganhos
econOmicos para o caprinocultor, quando associada a inseminacdo artificial. Contudo, os
processos de congelacdo e descongelagcdo do s€émen induzem danos bioquimicos, funcionais e
ultra-estruturais aos espermatozdides (WATSON, 2000), resultando em redugdo da
motilidade, integridade de membrana e capacidade de fertilizagdo (PURDY, 2006). Varios
estudos sobre o processamento, congelagdo e descongelagdo de espermatozodides caprinos
vém sendo conduzidos visando a reducdo das crioinjurias (TULI et al., 1991; CHOE et al.,
2006; DORADO et al., 2007).

Muitos fatores como a taxa de congelacio (CHEMINEAU et al., 1991), o diluente
(HASHEMI et al., 2007), o crioprotetor (LOPES et al., 2009), a taxa de diluicdo (EVANS;
MAXWELL, 1987, RITAR et al., 1990a) ¢ o método de envase (MAXWELL et al., 1995;
PAULENZ et al., 2004) afetam a qualidade do s€émen descongelado de diferentes espécies.
Entretanto, o envase do s€émen caprino em palhetas de 0,25 ¢ 0,50 mL parece nao afetar a
motilidade espermatica apds a descongelacao (RITAR et al., 1990b).

A taxa de descongelacdo ¢ outro importante fator que afeta os pardmetros seminais
(TULI et al., 1991). Tradicionalmente, palhetas de sémen caprino sdo descongeladas em
banho-maria a 37 °C durante 12 a 30 s (CABRERA et al., 2005; PURDY, 2006), enquanto
que protocolos lentos de descongelacdo (5 °C/2 min.) promovem menor eficiéncia (DEKA;
RAO, 1987). TULI et al. (1991) observaram um aumento significativo da motilidade
progressiva do sémen caprino descongelado a 70 °C/7 s, comparado a taxa de descongelagdo
de 37 °C/2 min. ou de 40 °C/20 s.

Muitos estudos tém sido conduzidos em suinos (ERIKSSON; RODRIGUEZ-
MARINEZ, 2000), peixes (RICHARDSON et al., 2000), ovinos (PAULENZ et al., 2004) ¢
cies (NOTHLING; SHUTTLEWORTH, 2005) para avaliar a influéncia dos diferentes
métodos de envase e das taxas de descongelagdo sobre a taxa de sobrevivéncia espermatica.
Apesar desse fato, ainda ha uma caréncia de informacdes da influéncia das variaveis
supracitadas sobre o sémen caprino. E, uma interacdo entre a taxa de descongelacdo e o
volume da palheta que promovesse uma maior taxa de recuperacdo espermatica poderia ser

detectada para o aprimoramento do processamento do sémen nesta espécie. Dessa forma, o
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presente estudo objetivou avaliar a interacdo entre diferentes capacidades de palheta e taxas

de descongelagdo e seu impacto sobre a qualidade do sémen caprino descongelado.

2.3 MATERIAL E METODOS

2.3.1 Composicao do grupo experimental

Trés bodes saudaveis e sexualmente maduros, com aproximadamente dois anos de
idade foram utilizados. Os animais, um da raca Savana e dois da raca Boer, eram criados sob
manejo extensivo em uma propriedade localizada na zona rural de Mossord, RN (5° 11’ de
latitude sul e 37° de longitude oeste, com altitude média de 16 m). Dois dias antes da coleta de
sémen, os caprinos foram separados das fémeas e mantidos em um piquete coberto com telhas

de ceramica. O experimento foi conduzido no periodo de maio a junho de 2009.

2.3.2 Coleta de sémen

Em torno de um més antes do inicio do experimento, os bodes foram condicionados ao
procedimento de coleta de sémen por meio de vagina artificial (43 °C) conectada a um tubo
graduado de vidro, usando-se uma fémea estrogenizada como manequim (SILVESTRE et al.,
2004). Cada bode foi coletado duas vezes por semana. Imediatamente apds a coleta, os
ejaculados foram mantidos em banho-maria a 37 °C até a completa realizagdo de sua
avaliacdo, conduzida em aproximadamente 15 min. Somente as amostras com no minimo
80% de motilidade progressiva foram criopreservadas. Um total de 21 ejaculados (sete por

animal) foi utilizado neste experimento.

2.3.3 Avalia¢ao seminal
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A cor, o aspecto e o volume do sémen fresco foram avaliados. Os parametros
microscopicos, como motilidade progressiva (%) e motilidade massal (escala de 0 - 5) foram
analisados subjetivamente através de microscopia optica (Nikon, Eclipse E200, Toquio,
Japdo) sob aumento de 100 x. A porcentagem de espermatozoides vivos foi determinada
através de coloragdo de azul de bromofenol e posterior contagem de 200 células/lamina sob
microscopia optica (aumento de 400x). A concentracdo espermatica foi determinada através
da dilui¢do de 10 uL. em 2 mL de solucdo salina formolizada a 10%, onde uma aliquota do
sémen diluido foi contada com o auxilio de cdmara de Neubauer e o resultado expresso em
espermatozdides x 10°x mL™'. A morfologia foi avaliada através de esfregago umido
preparado com rosa de bengala, onde se procedeu a contagem de 200 células em campos
aleatorios sob microscopia optica (aumento de 1000 x). As anormalidades espermaticas foram
registradas e classificadas em alteragdes primarias e secundarias, conforme descrito por
NJENGA et al. (1999). A integridade acrossomal também foi avaliada. Para a avaliacdo da
integridade da membrana espermatica, o teste hiposmotico (HOST) foi realizado usando-se
uma solucdo de citrato de sodio e frutose a 100 mOsm/L. Procedeu-se a contagem de 200
células sob microscopia de contraste de fase (aumento de 400 X) e os espermatozdides com
cauda enrolada foram considerados portadores de membrana funcional (FONSECA et al.,

2005).

2.3.4 Processamento e acondicionamento do sémen

Um diluente a base de 3,028 g de Tris-hidroximetil-aminometano, 1,78 g de acido
citrico monohidratado e 1,25 g de D-frutose, dissolvido em 100 mL de dgua destilada foi
utilizado (SIQUEIRA et al., 2009). O diluente apresentou osmolaridade de 295 mOsm/L e pH
6,6. Posteriormente, 2,5% desta solugao foram substituidos por gema de ovo.

O sémen foi inicialmente diluido em Tris-gema de ovo a temperatura ambiente de 32
°C ¢ avaliado quanto a motilidade progressiva. As amostras diluidas foram acondicionadas em
uma caixa isotérmica de poliestireno para transporte ao laboratorio. Apods 40 min., a
temperatura da caixa isotérmica atingiu 15°C (- 0,3 °C/ min.) e as amostras foram transferidas
para o refrigerador por mais 30 min. Ap0s a refrigeracdo, o s€émen foi acrescido de Tris-gema

adicionado de glicerol a uma concentracdo final de 6% e avaliado quanto a motilidade
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progressiva mais uma vez. Essa diluicao final resultou em uma concentracdo espermatica de
150 x 10° espermatozéides/mL. As amostras foram envasadas em palhetas plasticas de 0,5 e
0,25 mL previamente identificadas. As palhetas foram dispostas horizontalmente em uma
rampa de congelacdo a uma altura de 5 cm do nivel de nitrogénio liquido (N3), alcangando
temperatura aproximada de - 70 °C pela exposi¢do ao vapor. Finalmente, as palhetas foram

armazenadas em N; até o dia da descongelagdio (SUNDARARAMAN; EDWIN, 2008).

2.3.5 Descongelacio das palhetas

As palhetas foram removidas do N, e descongeladas sete dias apds a congelacao.
Tanto palhetas de 0,25 quanto as de 0,5 mL de cada amostra foram descongeladas em banho-
maria a 37 °C/1 min., bem como a 55 °C/7 s, seguindo-se mais 30 s a temperatura de 37 °C.
As palhetas foram removidas do banho-maria, secadas, cortadas ¢ seu contetdo transferido
para um tubo de ensaio previamente aquecido a 37 °C. As amostras de s€émen foram
imediatamente avaliadas para os seguintes pardmetros: motilidade progressiva, porcentagem

de espermatozodides vivos, morfologia, integridade acrossomal e integridade de membrana.

2.3.6 Analise estatistica

Vinte e uma amostras foram analisadas para cada tratamento. Os resultados foram
expressos em média + erro-padrdo (E.P.). Os dados foram checados para normalidade através
do teste de Shapiro-Wilk e para homoscedasticidade através do teste de Lavene, usando o
procedimento de variancia do Statistical Analysis System (SAS 6.10, SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA). Para avaliar o efeito dos diferentes fatores e suas interacdes sobre as varidveis
consideradas neste estudo, os dados foram submetidos a analise de variincia, usando o
General Linear Model (GLM). Comparacdo entre os diferentes tratamentos sobre os
parametros seminais foram analisados pelo teste de Tukey. Para todas as analises estatisticas,

foi considerada uma diferenga significativa da ordem de 5%.

2.4 RESULTADOS
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2.4.1 Caracteristicas do sémen fresco e diluido

O sémen caprino fresco apresentou coloracdo amarelada e aspecto leitoso. O volume
total dos ejaculados foi de 1,1 + 0,4 mL, com uma concentragdo de 2.400 = 1.000 x 10°
espermatozdides/mL. A motilidade progressiva do sémen fresco foi de 94,9 = 1,7%, e a
motilidade massal foi 3,9 = 0,1. Um total de 92,7 + 2,0% de espermatozodides vivos, 76,1 +
1,8% de espermatozoides com morfologia normal, 99,8 £ 0,1% de espermatozdides com
acrossoma intacto e¢ 30,8 £ 2,0% com membrana funcional foi observado. O total de
anormalidades espermaticas foi de 23,9 + 1,7%, sendo destes 0,4 = 1,2 % classificados em
alteracdes primarias e 23,5 + 1,7% em alteragdes secundarias. O sémen diluido apresentou
93,8 + 1,7% de motilidade progressiva, enquanto apdés o processo de resfriamento e

glicerolizacdo, observou-se uma redugao significativa para 70,5 £ 1,7% (P > 0,05).

2.4.2 Caracteristicas do sémen descongelado

Os dados para as caracteristicas do s€émen descongelado estdo demonstrados na Tabela
1. O processo de criopreservacdo afetou significativamente a motilidade progressiva e a
porcentagem de espermatozodides vivos (P < 0,05). Nao foram encontradas diferencas
significativas entre o sémen fresco e os tratamentos (capacidade da palheta e taxa de
descongelacdo) para os dados de integridade acrossomal e alteragdes primarias (P > 0,05).
Entretanto, um aumento significativo (P < 0,05) foi identificado para os dados de
anormalidade e alteragdes secundarias em todos os tratamentos comparados ao s€émen fresco.
Além disso, uma reducdo da integridade de membrana no sémen envasado em palhetas de
0,25 mL foi observada (P < 0,05). Nao foram verificadas interagdes entre as capacidades das

palhetas e as taxas de descongelagdo estudadas (P > 0,05).
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Tabela 1 — Valores médios (+ E.P.) das caracteristicas do s€émen caprino congelado envasado

em palhetas de 0,25 e 0,5 mL e descongelado a taxas de 37 °C/1 min. ou 55 °C/7 s.

Sémen 0,25 mL 0,50 mL
Parametros seminais

fresco 37°C/1 min 55°C/7 s 37°C/1 min 55°C/7 s
Motilidade progressiva (%) 949177 322+21° 304+22° 363+21" 372+22°
N° de espermatozoides vivos (%) 92,7+2,0°  162+1,9"° 172+20° 152+1,9° 156+2,0°
Integridade de membrana (%) 30,8 +£2,0°  22,8+1,9°  21,6+20° 234+1,9" 241+2,0"
N° de espermatozoides normais (%) 76,1 £ 1,8 62,4+ 1,4° 654+1,4°  60,9+14° 634+14
Anormalidades (%) 239+1,7° 37,6+14° 346+14° 391+14° 366+14°
Alteragdes primarias (%) 1,0 +0,2° 1,2 +0,2° 1,1 £0,2° 1,2 +0,2° 1,2+ 0,2
Alteracdes secundarias (%) 29+1,7 364+13°  335+14° 37,7+13° 354+173°
Integridade acrossomal (%) 99,8+£0,1* 994+0,1° 99,4 £0,1* 99,7+0,1* 99,5+0,1°

> Na mesma linha, as médias sem letras sobrescritas iguais diferem estatisticamente (P < 0,05).

2.4.3 Efeitos isolados das palhetas e das taxas de descongelacio

Quando os dados foram agrupados de acordo com a taxa de descongelacdo, nao foram

observadas diferencas para todos os parametros avaliados em relagdo ao s€émen descongelado

a 37 °C/1 min. e a 55 °C/7 s (P > 0,05). Por outro lado, quando se comparou o efeito isolado

da capacidade da palheta, a motilidade progressiva foi significativamente maior (P < 0,05) no

sémen envasado em palhetas de 0,5 mL (Tabela 2).

Tabela 2 — Valores médios (+ E.P.) para os parametros avaliados no sémen caprino

descongelado comparando o efeito isolado das taxas de descongelacdo e das capacidades da

palheta.
Taxa de descongelacdo” Capacidade da palheta
Paradmetros Seminais

37 °C/1 min 55°C/7s 0,25 mL 0,50 mL
Motilidade progressiva (%) 343+14 34,1+1,5 31,4+£1,5° 369+1,4°
N° de espermatozoides vivos (%) 16,0+ 1,4 17,0+ 1,5 17,1+1,5 159+ 1,4
Integridade de membrana (%) 232+1,3 22,7+1,3 224+1,3 235+13
N° de espermatozodides normais (%) 61,6 +0,1 64,2+1,0 63,7+1,0 62,1+£1,0
Anormalidades (%) 38,4+0,1 358+ 1,0 36,3+ 1,0 379+ 1,0
Alteragdes primarias (%) 1,2+0,1 1,2+0,1 1,2+0,1 1,3+0,1



47

Alteragdes secundarias (%) 37,2+ 1,0 34,6+1,0 35,1+1,0 36,6 1,0
Integridade acrossomal (%) 99,6 £ 0,1 99,4 +£0,1 99,4+ 0,1 99,6 £ 0,1

" Nio foram observadas diferencas significativas (P > 0,05) entre as taxas de descongelagio.

“®Na mesma linha, as médias sem letras sobrescritas iguais diferem estatisticamente (P < 0,05).

2.5 DISCUSSAO

Uma redugdo significativa na motilidade progressiva foi verificada desde a dilui¢@o do
sémen até a glicerolizagdo. Esta claro que o resfriamento causa redugdo da motilidade
espermatica, enquanto o glicerol induz danos estruturais e osmoéticos que podem resultar em
menores valores dos parametros cinematicos do sémen caprino (SUNDARARAMAN;
EDWIN, 2008). Os baixos valores encontrados para a integridade de membrana no sémen
fresco sugerem que o HOST ndo ¢ a melhor op¢do para a avaliacdo desse pardmetro em
caprinos. FONSECA et al. (2005) testaram dez solugdes hiposmoéticas com osmolaridades
variando entre 50 e 300 mOsm/L para avaliar a integridade de membrana no sémen caprino
fresco e também encontraram valores menores que 50% para integridade de membrana. Desta
feita, estudos adicionais devem ser conduzidos para o desenvolvimento de um método
eficiente de avaliacdo da integridade de membrana nesta espécie € o uso de corantes
fluorescentes representa uma boa alternativa (SILVA et al., 2006).

Além disso, a avaliagdo da porcentagem de espermatozdides vivos apoOs a
descongelagdo apresentou-se comprometida, uma vez que o processo de criopreservacao
causa alteragdes na estrutura da membrana plasmatica do espermatozoide e a técnica de
coloragdo através do azul de bromofenol ¢ baseada na permeabilidade da membrana. A
criopreservagdo causa a mudanca de fase dos fosfolipideos da membrana do espermatozoide
(WOELDERS, 1997). Esta vulnerabilidade ¢ devida ao fato de os lipideos e proteinas na
membrana ndo serem covalentemente ligados e poderem se mover mais facilmente (PARKS;
GRAHAM, 1992). E conhecido que os diferentes lipideos possuem diferentes temperaturas de
transi¢ao, alguns tipos de lipideos se agregam formando um dominio em gel (congelado),
excluindo, assim, outros tipos de lipideos que permanecem no estado liquido cristalino
(WOELDERS, 1997, MEDEIROS et al., 2002). As proteinas de membrana também sao

excluidas por esse dominio em gel e conseqlientemente se encontram em um ambiente
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lipidico ndo-fisiologico (MEDEIROS et al., 2002). Acredita-se que isto impeca a fungdo das
proteinas de membrana, que sdo necessarias para a integridade estrutural e transporte de ions
(WATSON, 2000).

No presente estudo ndo foi verificada uma interacdo entre os diferentes procedimentos
de descongelacdo e envase em palhetas estudados. No entanto, estes resultados diferem dos
encontrados por NOTHLING e SHULLTLEWORTH (2005) para cdes, nos quais uma
interag@o entre a palheta de 0,5 mL e a taxa de descongelacdo de 70 °C/5 s promoveu maior
conservacdo da qualidade seminal. De acordo com LAHNSTEINER (2000), a taxa de
descongelag@o ¢ um parametro critico para a qualidade do sémen criopreservado. Este autor
preconiza que o procedimento deve ser realizado em altas temperaturas para evitar a
recristalizacdo. Os principais danos provocados pelo reaquecimento ocorrem quando os
espermatozdides passam através da zona critica entre - 50 °C a - 15 °C ou até¢ - 5 °C.
Outrossim, o espermatozoide sofre estresse osmotico quando a duracdo da descongelacdo ¢
insuficiente para o efluxo do excesso de crioprotetores de dentro das células. O
espermatozodide torna-se tirgido e lisa devido ao meio se tornar abruptamente diluido pelo
derretimento do gelo extracelular (ANDRABI, 2007).

Nem a taxa de descongelacdo a 37 °C/1 min. nem a 55 °C/7 s produziram uma melhor
qualidade do sémen descongelado (P > 0,05) e, por isso, essas taxas pareceram nao diferir na
promocdo de danos aos espermatozoides, provavelmente porque a descongelacdo a 37°C/1
min. ou 55°C/7 seg. ndo produz diferengas suficientes na quantidade de grandes cristais de
gelo formados durante a recristalizacdo, tdo deletérios para os espermatozodides. De fato,
diferentes protocolos de descongelagdo tém sido utilizados por diferentes autores (DEKA;
RAO, 1987; TULI et al., 1991; KHALIFA; EL-SAIDY, 2006; SUNDARARAMAN;
EDWIN, 2008). Por outro lado, estudos demonstraram que a taxa de descongelacdo rapida
comparada ao processo realizado de forma lenta resulta em uma maior taxa de recuperagao
espermatica para eqiiinos, ovinos (WATSON, 1990), bovinos (PACE et al., 1991), caprinos
(ERIKSSON; RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2000) e cdes (NOTHLING; SHUTTLEWORTH,
2005). No entanto, existe um plato na relagdo entre a taxa de descongelagdo e a sobrevivéncia
espermatica, visto que aumentos de temperatura de descongelagdo para magnitudes entre 50 e
70 °C ndo promovem mais elevagdes da motilidade espermatica em bovinos (WOLDERS;

MALVA, 1998). Assim, hipotetiza-se que para o s€men caprino, um platd mais baixo exista e
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que temperaturas entre 37 °C e 55° C também ndo promovam diferencas na qualidade do
sémen descongelado.

A superficie de contato do recipiente de envase do sémen possui importantes
implicagdes nas taxas de resfriamento, congelacdo e descongelagdo do sémen. O envase do
sémen ¢ também um importante fator por razdes praticas, ja que ele consiste em um meio de
identificacdo de cada dose de sémen e ainda, quando adequado, permite um melhor
armazenamento no botijio de N,, ocupando menor espaco (MAXWELL et al., 1995). O
presente estudo demonstrou claramente que o sémen caprino deve ser envasado e congelado
em palhetas de 0,50 mL em detrimento do uso de palhetas de 0,25 mL. O padrao de
resfriamento e inicio da cristalizagdo depende, dentre outros fatores, da capacidade da palheta.
A palheta de 0,25 mL apresenta uma maior superficie de contato do que a palheta de 0,5 mL,
o que pode elevar a possibilidade de ocorréncia de mudangas bruscas na temperatura do
sémen dentro da palheta com o processo de descongelagdo. Tais mudangas podem
comprometer a recuperacdo de espermatozoides vivos apds a descongelacdo e, assim, reduzir
a fertilidade (JONHSON et al., 1995). Os resultados expressos no presente trabalho
discordam dos apresentados por RITAR et al. (1990b), que concluiram ndo haver diferengas
entre na motilidade do s€émen caprino descongelado envasado em palhetas de 0,25 (33% de
motilidade apds a descongelacdo) ou 0,5 mL (34% de motilidade apos a descongelacdo). Em
outro estudo, JONHSON et al. (1995) constataram que tanto o s€men de touros envasado em
palhetas de 0,25 quanto de 0,5 mL promoveram porcentagens de concepgao similares.

Apesar dos resultados obtidos no presente estudo, a diferenca encontrada para a
motilidade progressiva do sémen envasado em palhetas de 0,25 e 0,5 mL foi de baixa
magnitude, e, desta forma, poder-se-ia hipotetizar poucas implicagdes biologicas sobre a
fertilidade total. Por outro lado, se a concentragdo espermatica utilizada nas palhetas de 0,25 e
0,5 mL foi igual, na palheta de 0,5 mL teremos um numero total de espermatozodides duas
vezes maior que na palheta de 0,25 mL, o que poderia elevar a taxa de fertilidade com uso
daquela em testes in vivo. Tais observagdes corroboram o ja descrito anteriormente: o sémen
caprino deve ser envasado em palhetas de 0,50 mL para alcancar resultados mais elevados de

fertilidade ap6s a descongelagao.

2.6 CONCLUSOES
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Deste modo, pode-se concluir que ndo importa se o sémen caprino envasado em
palhetas de 0,25 ou 0,5 mL ¢ descongelado a 37 °C/1 min. ou a 55 °C/7 s, mas o envase deve
ser realizado em palhetas de 0,5 mL para alcancar valores mais elevados de motilidade

progressiva.
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3 CAPITULO 3 - EFEITOS CRIOPROTETORES DA DIMETILFORMAMIDA NA
CONGELACAO DO SEMEN CAPRINO: EFICIENCIA IN VIVO E IN VITRO

3.1 RESUMO

Vinte e um ejaculados (sete por animal) foram coletados de trés caprinos machos com
auxilio de vagina artificial e, imediatamente foram avaliadas as caracteristicas seminais macro
e microscopicas. O s€men foi diluido em duas etapas com um diluente a base de Tris-gema de
ovo contendo uma concentragdo final de 6% de glicerol ou de DMF, congelado em palhetas
de 0,50 mL e armazenado em nitrogénio liquido. Imediatamente apds a descongelacdo, as
amostras foram avaliadas subjetivamente para a motilidade e morfologia espermaticas,
integridade funcional da membrana, porcentagem de espermatozoides vivos, e objetivamente,
usando-se o0 CASA. Posteriormente, vinte ¢ oito cabras foram inseminadas por tempo fixo:
quatorze com sémen criopreservado com glicerol e quatorze com sémen acrescido de DMF.
Diferenca significativa (P < 0,05) foi encontrada entre o sémen congelado com glicerol e
DMF para a motilidade progressiva avaliada subjetivamente (23,9 + 2,2 vs. 16,6 = 2,0%),
para a motilidade progressiva avaliada objetivamente (3,5 = 0,4 vs. 1,8 £ 0,3%), para a
linearidade (53,9 £+ 1,6 vs. 48,1 £ 1,4%) e para a amplitude lateral da cabega (2,3 = 0,1 vs. 2,9
+ 0,1 mm), o que confirma a eficiéncia do glicerol. Quanto as inseminagdes artificiais, 42,7%
de taxa de prenhez foram encontrados para o grupo do glicerol, enquanto que, no grupo
inseminado com DMF, verificou-se uma redugdo da taxa para 27,3%, mas sem diferenca
significativa (P > 0,05). Conclui-se que ndo existem beneficios para a criopreservacao do

sémen de caprinos na substitui¢do do crioprotetor glicerol pela dimetilformamida.

Palavras-Chave: Criopreservacao, crioprotetor, dimetilformamida, glicerol, sémen caprino.

3.2 INTRODUCAO
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Aproximadamente 60 anos se passaram desde o primeiro relato da congelacdo do
sémen caprino realizada com sucesso (SMITH; POLGE, 1950). Apesar de todo este tempo, a
criopreservacdo de sémen para esta espécie ainda ndo ¢ tdo eficiente, resultando em
decréscimos de aproximadamente 50% na motilidade espermatica apds a descongelagio
(AZEREDO et al., 2001; CHOE et al., 2006; KOZDROWSKI et al., 2007).

Muitos crioprotetores penetrantes (glicerol, dimetilsulfoxido, etilenoglicol e
propilenoglicol) e suas combinagdes tém sido testadas para o sémen caprino (RITAR et al.,
1990a, b; TULI; HOLTZ, 1994; SINGH et al., 1995; KUNDU et al., 2000; LEBOEUF et al.,
2000), todavia, o crioprotetor penetrante mais freqiientemente utilizado continua sendo o
glicerol (PURDY, 2006). Contudo, o glicerol apresenta-se toxico aos espermatozoides
(HOLT, 2000), podendo também induzir estresse osmotico (PURDY, 2006). A adi¢do do
glicerol por si s6 ja gera certos danos estruturais e reduz a motilidade espermatica
(MAXWELL;WATSON, 1996; SALAMON;MAXWELL, 2000), resultando em menores
taxas de fertilidade quando a inseminacdo artificial ¢ utilizada.

Para eqiiinos (ALVARENGA et al., 2005), coelhos (OKUDA et al., 2007) e suinos
(BIANCHI et al., 2008) as amidas foram sugeridas como crioprotetores alternativos na
congelacdo do s€émen daqueles individuos que apresentaram-se primariamente mais sensiveis
aos efeitos toxicos do glicerol (WATSON, 1995; HAY et al., 1997). Os efeitos crioprotetores
das amidas podem ser atribuidos ao seu baixo peso molecular (73,09 g/mol) e viscosidade em
relacdo ao glicerol (peso molecular = 92,05 g/mol), além de sua alta permeabilidade a
membrana plasmatica, reduzindo assim a possibilidade de causar algum dano celular pelo
estresse osmotico (DALIMATA; GRAHAM, 1997; BALL; VO, 2001). Além disso, a adi¢do
do radical metil (CH3) na molécula das amidas aumenta a permeabilidade dessas substincias
a membrana espermatica, e conseqiientemente, a eficiéncia da agdo crioprotetora (BIANCHI
et al., 2008).

SILVA et al. (2006) em trabalho com a congelagdo do sémen caprino, reportaram que
a dimetilformamida (DMF) poderia ser um crioprotetor alternativo viavel, tanto isoladamente
quanto em associagao com o glicerol. No entanto, somente estudos in vitro foram realizados
de maneira subjetiva. Assim, estudos de avaliacdo objetiva do sémen caprino e testes in vivo
para elucidar os efeitos crioprotetores da DMF nesta espécie sdo, ainda, necessarios. A
avaliagdo da motilidade subjetiva apresenta um valor preditivo de fertilidade limitado. Isto

porque esta estimagao subjetiva ¢ afetada consideravelmente pelo observador (VERSTEGEN
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et al., 2002). Atualmente, dados quantitativos da analise computadorizada de s€émen (CASA)
tém permitido a deteccdo de subitas alteragdes na movimentacdo, velocidade e morfologia
espermaticas, aumentando a acuracia e eficiéncia da discriminacdo entre tratamentos nos
estudos laboratoriais de novos diluentes, crioprotetores e outros processos (AMANN; KATZ,
2004). Ademais, quando realizados em combinagdo com testes in vivo por meio da
inseminacdo artificial, os testes in vitro realmente predizem a qualidade dos crioprotetores,
porque os testes in vivo e in vitro permitem a comparacdo dos resultados, e, esta associagdo
pode ser facilmente aplicada para qualquer substancia que possa afetar as fungdes
espermaticas e/ou para a avaliacdo da qualidade seminal (AIRES et al., 2003).

Desta forma, o presente estudo objetivou comparar os efeitos do glicerol ¢ da DMF na
criopreservacdo do sémen caprino, baseando-se nos parametros de motilidade apds a
descongelagdo e velocidade objetivamente avaliados pelo CASA, nas avaliagdes subjetivas de
motilidade progressiva, na porcentagem de células vivas, na morfologia espermatica, na
integridade funcional da membrana plasmatica, e, por meio da fertilidade in vivo apds a

inseminacao artificial.

3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 Animais experimentais

Trés bodes saudaveis e sexualmente maduros (com idade aproximada de 2 anos) foram
utilizados para a coleta de sémen, sendo um da raga Savana (Animal A) e dois da raca Boer
(Animais B e C). Os animais eram criados em uma propriedade rural de Mossor6/RN (5°11°
de latitude sul e 37° de longitude oeste com altitude média de 16 m), sob manejo extensivo,
tendo como suporte forrageiro principal a vegetagdo nativa do tipo caatinga, com livre acesso
a agua e suplementagdo com mistura mineral completa. Entretanto, dois dias antes da coleta
de sémen, eles foram mantidos em um curral separados das fémeas. Para a realizacdo das
inseminagoes artificiais, vinte e oito fémeas com aproximadamente 3 anos de idade,
primiparas ou pluriparas e com boas condi¢des corporais (escore corporal 3), foram

selecionadas. O experimento foi conduzido entre os meses de maio e setembro de 2009.



57

3.3.2 Coleta e avaliacéo inicial do sémen

Um més antes do inicio do experimento, todos os bodes foram treinados para a coleta
de sémen por vagina artificial (43 °C) conectada a um tubo graduado de vidro, usando uma
fémea com estro induzido como manequim (SILVESTRE et al., 2004). O sémen de cada bode
foi coletado duas vezes por semana. Imediatamente apos a coleta, os ejaculados foram
mantidos imersos em banho-maria a 37 °C e o sémen foi avaliado em aproximadamente 15
min. Somente aquelas amostras com pelo menos 80% de motilidade progressiva foram
selecionadas para a congelagdo. Ao todo, 21 ejaculados (sete por animal) foram usados neste
experimento.

A cor, o aspecto e o volume foram avaliados no sémen fresco. Critérios microscopicos
como motilidade progressiva (%) e motilidade massal (0 - 5) foram avaliados subjetivamente
usando-se microscopia de luz (Nikon, Eclipse E200, Téquio, Japao) sob aumento de 100 x. A
porcentagem de espermatozoides vivos foi estabelecida pela anélise de uma lamina corada
com azul de bromofenol sob aumento de 400 x em microscopio Optico, contando-se 200
células por lamina. Apds a avaliacdo inicial, uma aliquota de 10 pL de sémen foi diluida em 2
mL de solugdo salina formolizada (10%) para a determinagdo da concentracdo espermatica
(espermatozoides x 10° x mL™") com o auxilio de uma camara de Neubauer. Para a avaliagio
da morfologia, 200 espermatozoides de campos aleatorios foram contados em esfregagos
umidos corados com rosa de bengala sob aumento de 1000 x em microscopio optico. O total
de células espermaticas anormais foi contado em 200 células, seguindo-se a classificagdo em
alteracdes primarias ou secundarias (NJENGA et al., 1999). A integridade acrossomal
também foi avaliada. Para a avaliacdo da integridade funcional da membrana plasmatica, um
teste hiposmoético (HOST) foi realizado imediatamente apds a coleta do sémen, usando uma
solucdo hiposmotica a base de citrato de sodio e frutose (100 mOsm/L). Um total de 200
espermatozdides foi contado usando-se microscopia de contraste de fase (aumento de 400 x),
e, os espermatozoides que apresentavam caudas enroladas foram considerados com membrana

funcional (FONSECA et al., 2005).

3.3.3 Processamento do sémen
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Um diluente constituido por 3,028 g de Tris-hidroximetil-aminometano, 1,78 g de
acido citrico monohidratado e 1,25 g de D-frutose, dissolvidos em 100 mL de agua destilada
foi usado (SIQUEIRA et al., 2009). A osmose desta solucdo foi de 295 mOsm/L e o pH de
6,6. Dois e meio por cento desta solug@o foi posteriormente substituida por gema de ovo.

O sémen foi inicialmente dividido em duas aliquotas e diluido em Tris-gema de ovo a
temperatura ambiente (32 °C). As amostras foram colocadas em uma caixa isotérmica de
poliestireno expandido e transferidas para o laboratorio. Apds 40 minutos, a temperatura
dentro da caixa isotérmica alcangou 15°C (- 0,30 °C/min) e as amostras foram transferidas
para um refrigerador por mais 30 min., quando elas atingiram 4 °C a uma taxa de resfriamento
de -0,37 °C/min. Apo6s o resfriamento, uma aliquota de sémen foi adicionada de Tris-gema de
ovo com uma concentracdo final de 6% de glicerol, enquanto a outra foi acrescida de Tris-
gema de ovo com concentracdo final de 6% de DMF. A dilui¢do final resultou em uma
concentragdo espermatica de 150 x 10° espermatozoides/mL. As amostras foram envasadas
em palhetas plasticas de 0,5 mL previamente identificadas (n = 4), as quais foram dispostas
horizontalmente em uma caixa isotérmica por 5 min. a uma altura de 5 cm da lamina de
nitrogénio liquido (N;), atingindo temperatura proxima de - 70 °C sobre o vapor. As palhetas
foram armazenadas em N, até o dia da descongelacdo (SUNDARARAMAN; EDWIN, 2008),
na qual as palhetas foram removidas do N, e randomicamente descongeladas em banho-maria
a 37 °C/1 min. sete dias apos a congelacdo. Finalmente, as palhetas foram removidas, secadas,
cortadas e seu contetido foi transferido para um tubo de vidro previamente aquecido a 37 °C
em banho-maria. As amostras de sémen foram imediatamente avaliadas para a motilidade
progressiva, porcentagem de espermatozdides vivos, morfologia, além de integridade

acrossomal e de membrana plasmatica.

3.3.4 Analise computadorizada de sémen

O sémen descongelado foi também avaliado pelo CASA de acordo com as
recomendacdes de DORADO et al. (2009). Uma aliquota de 10 uL de sémen foi colocada
sobre uma camara de Makler pré-aquecida a 37°C (Sefi Medical Instruments Ltd., Haifa,

Israel), deixada em repouso por 1 min. e examinada em um sistema de microscopia de
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contraste de fase (Olympus BH-2, Téquio, Japao), com iluminagdo estromboscopica acoplada
a um sistema de video-cdmera adaptado para o Sperm Class Analyzer (SCA versdo 3.2.0;
Microptic S.L., Barcelona, Espanha). As configuragdes do aparelho foram: temperatura a 37
°C; taxa de atualizacdo de 25 telas/s; contraste minimo de 75; limiar de retiddo de 80%; valor
minimo de velocidade média da trajetoria (VAP) de 10; e VAP médio de 45. Trés campos nao
consecutivos foram randomicamente selecionados. Os parametros analisados foram: niimero
de células contadas, motilidade total (%), motilidade progressiva (%), velocidade média da
trajetoria (VAP; mm/s), velocidade linear progressiva (VSL; mm/s), velocidade curvilinea
(VCL; mm/s), amplitude lateral da cabeg¢a (ALH; mm), freqiiéncia de batimento de cauda

(BCF; Hz), retilinearidade (STR; %) e linearidade (LIN; %).

3.3.5 Inseminacio artificial e diagnéstico de gestacao

Vinte ¢ oito cabras foram inseminadas por tempo fixo. Os ciclos estrais foram
sincronizados usando-se esponjas intravaginais impregnadas com progestagenos (60 mg de
acetato de medroxiprogesterona, Progespon®, Schering-plough, Sao Paulo, Brasil) durante 11
dias. Dois dias antes da retiradas das esponjas, as cabras receberam uma inje¢ao intramuscular
contendo 200 UI de gonadotrofina coridnica eqiiina (eCG, Foligon®, Intervet, Boxmeer,
Holanda) e 7,5 mg de um analogo de prostaglandina F, (Veteglan®, Calier S.A., Barcelona,
Espanha). A inseminacdo artificial foi realizada sob condi¢des de campo entre 55 ¢ 60 horas
apos a remogao das esponjas. Através de um espéculo com iluminagao, inseriu-se o aplicador
de sémen por via cervical, sendo o sémen depositado o mais profundo possivel no trato
genital da fémea (ANDERSEN et al., 1973). O sémen dos trés bodes foram utilizados para as
inseminagoes, onde 10 cabras foram inseminadas com o sémen do bode A, 10 cabras com o
sémen do bode B ¢ 8 com o sémen do bode C. A partir de cada ejaculado, foram realizadas
duas inseminagdes, resultando em quatorze cabras inseminadas com sémen criopreservado
com glicerol, e outras quatorze com s€émen acrescido de DMF. Todas as inseminagdes foram
realizadas pelo mesmo inseminador. A prenhez foi confirmada através de ultrassonografia
transretal em tempo real no 38° dia apds a inseminacdo, usando um aparelho portatil em
modo-B (485 Anser Ultrasound Scanner Pie Medical, Maastricht, Holanda) equipado com um

transdutor linear de freqiiéncia variavel entre 5,0 e 7,5 MHz (DORADO et al., 2007).
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3.3.6 Analise estatistica

Vinte e uma amostras foram analisadas para cada tratamento. Os resultados foram
expressos em média + erro-padrao (E.P.). Os dados foram checados para normalidade através
do teste de Shapiro-Wilk e para homoscedasticidade através do teste de Lavene, usando o
procedimento de variancia do Statistical Analysis System (SAS 6.10, SAS Institute Inc., Cary,

NC, USA). Os dados sofreram transformacdo (X + 100) e foram submetidos a analise de

varidncia, usando o General Linear Model (GLM). Comparagdes entre os diferentes
crioprotetores sobre os parametros seminais foram analisadas pelo teste de Tukey. As
diferencas nos resultados de fertilidade entre os grupos experimentais foram comparadas pelo
teste exato de Fisher. Para avaliar o efeito individual dos animais e suas intera¢cdes com 0s
efeitos dos crioprotetores sobre as variaveis estudadas, os dados foram avaliados pelo teste de
Fisher PSLD. Para todas as analises estatisticas, foi considerada uma diferenca significativa

da ordem de 5%.

3.4 RESULTADOS

3.4.1 Sémen fresco e diluido

O sémen fresco apresentou-se com coloragdo amarelada e aspecto leitoso. O volume
total dos ejaculados foi de 1,1 £ 0,1 mL, com uma concentragdo espermatica de 2,4 + 0,2 x
10° espermatozdides/mL. A motilidade progressiva do sémen fresco foi 95,0 + 2,0%, ¢ a
motilidade massal 3,9 = 0,2. A porcentagem de espermatozoides vivos foi de 90,7 + 3,5%,
76,1 £ 1,7% dos espermatozodides foram considerados morfologicamente normais, 99,9 +
0,1% dos espermatozoides apresentaram acrossoma intacto ¢ 33,0 + 1,8% integridade de
membrana. Um total de 23,9 + 1,7% de alteragcdes morfologicas foi encontrado, sendo destes
0,6 £ 0,2% classificados como alteragdes primarias e 23,2 + 1,6% classificados como
alteracdes secunddrias. O sémen diluido apresentou 93,8 + 2,0% de espermatozdides com

motilidade progressiva. Imediatamente apds a adi¢ao do diluente acrescido do crioprotetor a 4
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°C, houve uma redugao significativa da motilidade progressiva para 70,5 = 2,0 e 77,9 = 2,0%

no sémen adicionado de glicerol e de DMF, respectivamente (P < 0,05).

3.4.2 Caracteristicas do sémen apds a descongelacio

Apoés a descongelagdo, o sémen criopreservado com glicerol apresentou motilidade
progressiva avaliada subjetivamente significativamente maior que o acrescido de DMF (P <
0,05). Todavia, ndo houve diferenca significativa (P > 0,05) entre esses crioprotetores para a
porcentagem de espermatozoides vivos, morfologia, ¢ integridades acrossomal e de
membrana (Tabela 3). Os padrdes de motilidade espermatica avaliados objetivamente (dados
do CASA) no sémen descongelado estdo demonstrado na Tabela 4. Diferenca significativa (P
< 0,05) para variaveis avaliadas pelo CASA, incluindo motilidade progressiva, LIN e ALH,
foram observadas entre os dois crioprotetores testados. A distribuicao de espermatozdides nas
quatro subpopulacdes encontra-se demonstrada na Tabela 5. De maneira geral, o glicerol
preservou melhor os pardmetros cinemadticos em relacdo a DMF. Nao foram observados
efeitos individuais dos animais € nem interagdes entre os animais € 0s crioprotetores com

relagdo a nenhum dos parametros avaliados (P > 0,05).

Tabela 3 — Valores médios (= E.P.) para os pardmetros subjetivos do sémen caprino

criopreservado com glicerol ou dimetilformamida (DMF) como crioprotetor.

Parametro espermatico Glicerol DMF
Motilidade progressiva (%) 23,9+22° 16,6 £2,0°
N° de espermatozodides vivos (%) 13,1 £ 6,3* 19,4 +5,8°
Integridade de membrana (%) 11,8+3,2° 11,1 +2,9°
N° de espermatozodides normais (%) 64,3+3,1° 67,9 £2,8°
Anormalidades (%) 35,7+3,1° 32,1 +2,8°
Alteragdes primarias (%) 0,8+0,4% 0,6 +0,4°
Alteragdes secundarias (%) 34,9+29° 31,5+ 2,7°
Integridade acrossomal (%) 99,9+ 0,2° 99.8 +0,2°

“>'Na mesma linha, as médias sem letras sobrescritas iguais diferem (P < 0,05).
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Tabela 4 — Médias (= E.P.) dos pardmetros de motilidade mensurados pelo CASA para o
sémen caprino descongelado (n = 21) e criopreservado usando-se glicerol ou

dimetilformamida (DMF) como crioprotetor.

Dados do CASA Glicerol DMF

N° de espermatozoides contados (x 10°) 1,3+0,1* 1,2+0,1%
Motilidade total (%) 18,1 £1,9° 13,4+ 1,6°
Motilidade progressiva (%) 3,5+04° 1,8+0,3°
Velocidade curvilinea (um/sec) 36,6 + 1,6° 36,4 +1,3?
Velocidade linear progressiva (um/sec) 20,0+ 1,1° 17,6 + 1,0°
Velocidade média da trajetoria (um/sec) 25,5+1,3° 23,6 +1,1°
Linearidade (%) 53,8+ 1,6° 48,1 +1,4°
Retilinearidade (%) 77,5 +1,0° 75,2 £0,9°
Amplitude lateral da cabeca (um) 2,3+0,1° 2,9+0,1°
Frequéncia do batimento de cauda (Hz) 8,8+ 0,5% 9,9 +0,4°

> Na mesma linha, as médias sem letras sobrescritas iguais diferem (P < 0,05).

Tabela 5 — Propor¢do de espermatozéides nas quatro subpopulagdes espermaticas definidas
pelo CASA para o sémen caprino descongelado usando-se glicerol ou dimetilformamida

(DMF) como crioprotetor.

Subpopulagido espermatica Glicerol DMF
Rapida (%) 23+0,4° 1,6 £ 0,3
Média (%) 3,0 + 0,3 1,8+0,3°
Lenta (%) 12,7+ 1,5° 10,0 + 1,3
Estatica (%) 82,0+ 1,9° 86,6 + 1,6

“>'Na mesma linha, as médias sem letras sobrescritas iguais diferem (P < 0,05).

3.4.3 Taxa de fertilidade

Trés cabras do grupo inseminado com sémen criopreservado com DMF foram

excluidas do estudo, visto que elas morreram sem causa conhecida. Assim, 14 cabras foram

usadas para a composicao do grupo do glicerol e somente 11 compuseram o grupo da DMF.
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Uma taxa de fertilidade de 42,7% (6/14) foi observada para o grupo do glicerol. No entanto,
ndo se observou diferenca significativa entre este grupo e o inseminado com DMF, onde se

verificou taxa de prenhez de 27,3% (3/11) (P > 0,05).

3.5 DISCUSSAO

Apos a adi¢do dos crioprotetores ao sémen caprino a 4 °C, a motilidade progressiva
avaliada subjetivamente foi melhor preservada com o uso de DMF. Esses resultados sdo
similares aos encontrados por LOPES et al. (2009) no s€émen canino. Sabe-se que a adi¢do do
crioprotetor a uma solu¢do pode afetar sua condutividade hidraulica, o que interfere no
estresse osmotico ao qual as células estdo expostas durante os ciclos de resfriamento e
congelagdo (GILMORE et al., 1995). Isto porque a esta temperatura, a pressdo osmotica
avaliada apods a adigdo do DMF ¢ menos deletéria ao espermatozoide que aquela causada pelo
glicerol (LOPES et al., 2009).

Entretanto, os resultados apos a descongelacdo apontaram que o DMF ndo deve ser
usado como crioprotetor alternativo frente ao glicerol para a congelagdo do sémen caprino,
assim como, esta amida demonstrou-se incapaz de preservar adequadamente a motilidade
subjetiva e parametros de velocidade avaliados pelo CASA (motilidade progressiva, LIN e
ALH). Esses resultados foram contrarios aos previamente relatados para equinos
(ALVARENGA et al., 2005), coelhos (OKUDA et al., 2007) e suinos (BIANCHI et al.,
2008), todavia, foram similares aos reportados para touros (GONZALEZ, 2004) e caes
(LOPES et al.,, 2008). Para as ultimas espécies, foi hipotetizado que ha diferencas na
susceptibilidade espermatica a a¢do dos crioprotetores, o que pode afetar a adaptagdo as varias
espécies de substancias, talvez pelas suas condi¢des toxicas. Foi sugerido, também, que as
diferencas entre as espécies na quantidade de fosfolipideos poderiam interferir na estabilidade
da membrana plasmatica durante a criopreservacdo (HAMMERSTED et al., 1990).

Os resultados do presente trabalho também discordam com os apresentados por Silva
et al. (2006), que demonstraram que a DMF, usada isoladamente ou em associagdo com o
glicerol, poderia ser uma alternativa viavel na criopreservacao do sémen caprino, preservando
igualmente a motilidade espermatica e o vigor por até¢ 60 min. apos a descongelagdo no teste

de termorresisténcia lento. Além disso, os pesquisadores supracitados somente realizaram
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uma avaliacdo subjetiva, que, de acordo com VERSTEGEN et al. (2002), possui um reduzido
valor preditivo de fertilidade, uma vez que se observa uma alta variabilidade (entre 30 e 60%)
entre os avaliadores e laboratdrios na avaliagdo subjetiva de motilidade progressiva de um
mesmo ejaculado (IGUER-OUADA; VERSTEGEN, 2001). Durante a mensuragdo subjetiva
da motilidade espermatica, a célula é geralmente considerada movel se sua cauda estd se
movendo, até mesmo se o movimento ndo for progressivo. Outro problema ¢é a
superestimacdo da motilidade avaliada subjetivamente devido a alta concentragdo ou
velocidade espermatica. O sistema de CASA elimina esses erros e esta ¢ a razao pela qual o
CASA apresenta valores mais baixos da motilidade massal e motilidade progressiva que os
estimados subjetivamente (DAVES; KATZ, 1992). Isto explica a grande diferenca entre a
avaliacdo subjetiva e a avaliagdo pelo CASA para os valores de motilidade progressiva
encontrados no presente estudo.

Nao foram encontradas diferengas significativas entre os dois crioprotetores testados
para a porcentagem de espermatozoides vivos, morfologia, integridade acrossomal e de
membrana plasmatica, o que denota capacidade similar do glicerol e da DMF em preservar
esses parametros. Contudo, tanto a motilidade progressiva avaliada subjetivamente, quanto
objetivamente pelo CASA foi consideravelmente afetada com o uso da DMF. Sabe-se que a
motilidade espermdtica ¢ o componente central na fertilidade do macho devido sua
importancia na migracdo pelo trato genital e na interagcdo com o o6cito para a fertilizacao
(RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2006; SUAREZ; PACEY 2006). CHANG et al. (2004)
observaram que a exposi¢ao continuada ao DMF em humanos ¢ responsavel por efeitos
toxicos sobre a fun¢do espermatica e causa reducdo na motilidade, isso porque a DMF ou a N-
metilformamida, um produto da biotransforma¢do do DMF em humanos, esta associada aos
efeitos adversos sobre a mitocondria espermatica, porém, como isso acontece ainda ndo esta
completamente elucidado. No entanto, sabe-se que a fun¢do mitocondrial ¢ um dos fatores
etiologicos devidamente reconhecidos na reducdo da motilidade espermatica. A eficacia da
propulsdo do espermatozéide ¢é primariamente dependente da fung¢@o mitocondrial; a
mitocOndria espermatica localiza-se na peca intermediaria e distribui a energia requerida para
a geracdo e propagacdo da onda flagelar. A infertilidade do macho pode resultar de uma
redugdo significativa no numero de formas moveis ou de desordens na qualidade do

movimento (McLEOD; GOLD, 1951).
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A linearidade e o ALH parecem ser indicadores da hiperativacdo espermatica, e,
baixos valores de ALH foram associados a falhas na fertilizagao in vitro (JEULIN et al., 1989;
MORTIMER, 2000; PENA et al., 2000). Além disso, um estudo com sémen caprino para
determinar a correlagdo entre os pardmetros do CASA e a migracdo no muco cervical
homologo demonstrou que a linearidade esta correlacionada com a eficiéncia da migragdo
espermatica in vitro, onde valores de LIN > 50% indicaram uma melhor migracido (COX et
al., 2006). Destarte, ambos os parametros citados podem ser entendidos como preditores de
fertilidade em caprinos. Entretanto, o presente estudo demonstrou que dentre os parametros
avaliados pelo CASA, o glicerol promoveu melhores resultados de linearidade que a DMF,
enquanto a DMF produziu maiores resultados de ALH. Estes resultados ndo estdo claros.
Assim, investigacdes adicionais para definir qual desses pardmetros ¢ o mais importante sdo
necessarias. Apesar deste fato, a baixa diferenca no ALH encontrada em detrimento dos
resultados dos outros parametros, faz do glicerol um crioprotetor mais eficiente para preservar
também os pardmetros objetivos gerais.

Nos resultados das inseminagdes artificiais, ndo foram observadas diferencas (P <
0,05) entre os dois tratamentos, embora os valores obtidos com o glicerol tenham sido
numericamente superiores. Cabe ressaltar que este ¢ o primeiro relato de prenhez obtida com
o uso de sémen congelado com DMF na espécie caprina. Deste modo, assim como para outras
espécies, a DMF parece ser um crioprotetor eficaz que promove boas taxas de fertilidade para
caprinos. LUKASZEWICZ (2002) trabalhou com sémen de ganso criopreservado com 6% de
DMF e observou que, apesar do processo de congelacdo afetar a motilidade e a morfologia
espermatica, ndo houve efeito na capacidade de fertilizagdo do sémen. As taxas médias de
fertilidade e de eclodibilidade dos ovos foram de 73,87, e 88,17%, respectivamente,
mostrando que € possivel a aplicagdo desta técnica de IA com sémen congelado na pratica da
criacdo em substituicdo a monta natural, ou mesmo para auxiliar o acasalamento natural em
periodos de baixa fertilidade. MEDEIROS et al. (2003) inseminaram éguas com sémen de
garanhdes considerados “maus congeladores”, obtendo-se taxas de fertilidade de 0% para o
sémen criopreservado com glicerol ¢ de 40% com o uso da DMF. Oliveira et al. (2006) nao
obtiveram gestacdo em jumentas (em 53 ciclos) inseminadas com sémen congelado com
diferentes combinagdes de glicerol, DMF, dimetilacetamida ou dimetilsulféxido
(concentragao total de 2 a 5%), apesar da boa motilidade total obtida apds a descongelacao

(60%). Por outro lado, quatro gestacdes em éguas foram obtidas em 10 ciclos de inseminagoes
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com o sémen do mesmo jumento, congelado com a combinagdo de 3% de glicerol e 2% de
DMEF. Confirmando esses resultados, VIDAMENT et al. (2009) encontraram altas taxas de
motilidade ap6s a descongelacdo para o sémen de jumento congelado com DMF comparado
ao sémen congelado com glicerol, no entanto, baixas taxas de fertilidade (11%) em jumentas
apos a inseminagdo foram relatadas. Dessa forma, os autores concluiram que ao contrario do
que ocorre em outras espécies, em jumentos, a motilidade apresenta um baixo valor preditivo
de fertilidade. Segundo PURDY (2006), a adicdo do glicerol pode induzir um estresse
osmotico ao espermatozoide, apesar de a extensdo dos danos variar de acordo com a espécie.
Na espécie caprina, os espermatozoides sdo razoavelmente tolerantes as condi¢des osmoticas

e podem resistir a uma rapida exposic¢ao ao glicerol.

3.6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados, pode-se depreender, com base na analise
objetiva realizada pelo CASA que o glicerol preserva melhor os pardmetros seminais in vitro
que a DMF, entretanto, estes crioprotetores demonstraram-se similares nos testes in vivo,
quando se faz uso da inseminacdo artificial. Dessa forma, conclui-se que ndo existem
beneficios para a criopreservacdo do sémen de caprinos na substituicio do crioprotetor

glicerol pela DMF.
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Abstract

The existence of interactions among different straw sizes and thawing rates on the
post-thaw goat semen parameters was studied. Twenty-one ejaculates (seven per animal) were
collected from three stud bucks by using an artificial vagina and immediately evaluated for
gross and microscopic semen characteristics. The semen was extended in Tris-egg yolk-

glycerol and packed in 0.25- and 0.50-mL straws, followed by storage in liquid nitrogen.
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Thawing was performed using two different rates: 37°C/1 min and 55°C/7 s. No effects of the
interactions between straw size and thawing rate were verified on the semen parameters (P >
0.05). When analyzed separately, the thawing rates produced the same reduction in sperm
parameters (P > 0.05), however, the 0.50-mL straw produced a better conservation than the
0.25-mL one for kinematic parameters, after the frozen thawing procedures (P < 0.05). In
conclusion, goat semen should be packed in 0.50-mL straw, and thawed at any of the thawing
rates used in the present study.

Keywords: Cryopreservation; Goat; Semen; Straw size; Thawing rate

1. Introduction

Cryopreservation as a technique for storage of goat semen allows us to support a
genome resource bank for an indefinite period of time. Nevertheless, freezing and thawing
induces detrimental effects in terms of the sperms’ ultra structural, biochemical, and
functional damage [1], resulting in a reduction of motility, membrane integrity, and fertilizing
ability [2]. Many factors such as freezing rate [3], extender [4], cryoprotectant [5], dilution
rate [6, 7], and packaging method [8, 9] affect the quality of frozen-thawed semen from
different species. However, for goats, packaging in 0.25- and 0.5-mL French straws does not
seem to affect sperm motility [10].

Thawing rate is another important factor that affects semen parameters [11].
Traditionally, straws containing goat semen are thawed by placing it in a 37°C water bath for
12-30 s [1, 12], but another slow protocol (5°C/2 min in water bath) can be used with lesser
efficiency [13]. Tuly et al. [11] observed a significantly higher progressive motility on goat

semen thawed at 70°C/7 s, compared to the thawing rates of 37°C/2 min or 40°C/20 s.
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Many studies have conduced to assess the influence of different packaging methods on

sperm survival, using different thawing procedures for boar [14], fishes [15], ram [9], and dog
[16]. In spite of these studies, there is a lack of information with regard to the interactions
between packaging methods and thawing rates for goat semen. The aim of this study is to
assess the interactions among straws of different sizes and different thawing rates and their

impact on the post-thaw goat semen parameters.

2. Materials and methods

2.1. Experimental animals

Semen was collected from three stud bucks, one Savannah and two Boers. They were
healthy and sexually mature, with an age of approximately two years. Experimental protocols
and animal care were approved by the research committee of the Universidade Federal Rural
do Semi-Arido, Mossord, Brazil. They were raised on a farm located in the rural area of
Mossoro (5°11°S, 37°W, and an altitude of 16 m), northeast Brazil. The goats were maintained
with extensive management with free access to the native vegetation, without restrictions of
feed and water, but two days before the semen collection they were housed in a common
covered shelter, separated from females. The experiment was conducted from May to July

2009.

2.2. Semen collection
One month before starting the experiments, all the bucks were trained for semen
collection in an artificial vagina (43°C) connected to a glass graduated tube using an induced-

estrus doe as a teaser [17]. Semen was collect from each buck twice a week. Immediately
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after collection, the ejaculates were maintained immersed in a warm water bath at 37°C until
their assessment. Semen assessment was performed within approximately 15 min, and only
those semen samples with at least 80% spermatozoa with individual progressive motility were

selected for freezing. A total of 21 ejaculates (seven per animal) were used in this experiment.

2.3. Semen evaluation

Color, aspect, and volume were evaluated in the fresh semen. Microscopic criteria
such as sperm progressive motility (%) and mass activity (0-5 scale) were performed
subjectively by light microscopy (Nikon, Eclipse E200, Tokyo, Japan) under 100x
magnification. Percentage of live spermatozoa was established by analyzing a slide stained
with Brome-phenol Blue under light microscopy (400%), counting 200 cells per slide.
Following the initial assessment, a 10 pl semen aliquot was diluted in 2 mL of buffered
formalin (10%), and the sperm concentration (sperm x 10° mL™") was determined using a
Neubauer counting chamber. For sperm morphology evaluation, 200 sperm cells from random
fields in Bengal Rose smears were analyzed by light microscopy, under 1000x magnification.
The total sperm defects were counted in 200 cells, following their classification as primary or
secondary [18]. The acrosomal integrity was also evaluated. For the evaluation of sperm
membrane integrity, a hypo-osmotic swelling test (HOST) was performed immediately after
the collection of semen, using a sodium citrate and fructose hypo-osmotic solution
(100 mOsm/1). A total of 200 spermatozoa were counted using a phase-contrast microscope at
400x magnification, and spermatozoa presenting with swollen coiled tails were considered as

presenting a functional sperm membrane [19].

2.4. Semen processing and storage
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An extender consisting of 3.028 g Tris-hydroxymethyl-aminomethane, 1.78 g
monohydrated citric acid, and 1.25 g D-fructose, dissolved in 100 mL of distilled water, was
used [20]. The osmosis of this solution was 295 mOsm/l and the pH 6.6. Two-and-a-half
percent of this solution was subsequently replaced by egg-yolk.

The semen was initially extended in Tris-egg yolk at room temperature (32°C).
Samples were kept in an isothermal box and transported to the laboratory. After 40 min, the
temperature in the isothermal box reached 15°C (-0.30°C/min), and the samples were
transferred to a refrigerator for a further 30 min, where it reached 4°C at 0.37°C/min. After
cooling, the semen was added to Tris-egg yolk plus glycerol in a final concentration of 6%.
The final dilution resulted in a sperm concentration of 150 x 10° sperm/mL. Each sample was
packed into previously marked 0.5- (n = 4) and 0.25-mL (n = 4) plastic straws, which were
placed horizontally in a thermal box for 5 min, 5 cm above the liquid nitrogen (N;) level,
reaching a temperature closer to -70°C in the vapor. Finally, the straws were plunged into

liquid N, for storage up to the thawing day [21].

2.5. Thawing techniques

The straws were removed from the liquid nitrogen and randomly thawed seven days
after freezing. Both 0.5- and 0.25-mL straws of each sample were thawed on a water bath, at
37°C/1 min, and other ones from the same sample on a water bath at 55°C/7 s, following a
further 30 s at 37°C. Finally, the straws were removed and dried, the plug cut off, and the
contents pushed out into a glass vial that stood in a water bath at 37°C. The semen samples
were immediately evaluated for sperm progressive motility, live sperms, morphology, and

acrosomal and membrane integrity.
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2.6. Statistical analyses
Twenty-one replicates were performed for each treatment. The results were expressed
as mean = SEM. The data were checked for normality using the Shapiro-Wilk test, and for
homoscedasticity via the Levene’s test using the univariate procedure of the Statistical
Analysis System (SAS 6.10, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). To evaluate the effect of
different factors and their interactions on the variables considered in the study, the data were
subjected to the analysis of variance using the General Linear Model procedure (GLM).
Comparison among the different treatments of the semen parameters were analyzed using the

Tukey test. For all statistical analysis, significance was established at P < 0.05.

3. Results

3.1. Fresh and extended semen

Fresh goat semen was yellowish in color and milky in aspect. The total volume of
ejaculates was 1.1 + 0.4 mL, with a sperm concentration of 2.4 £+ 1.0 x 10° spermatozoa/mL.
Sperm progressive motility of fresh semen was 94.9 + 1.7%, and mass activity was 3.9 £ 0.1.
Percentage of live sperm was 92.7 + 2.0% and sperm with normal morphology was 76.2 +
1.8%, in which 99.8 £+ 0.1% spermatozoa were with intact acrosome and 30.8 £ 2.0% with
functional membrane integrity. Total defects were found in 23.9 + 1.7%, wherein, 1.0 £ 1.2%
were classified as primary and 22.9 £ 1.7% as secondary. Extended semen presented 93.8 +
1.7% of progressive motility, while after the cooling process and addition of glycerol there

was a significant reduction to 70.5 £ 1.7% (P > 0.05).

3.2. Post-thaw sperm characteristics
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Data for post-thaw sperm characteristics are shown in Table 1. The cryopreservation
process greatly affected sperm progressive motility and the percentage of live spermatozoa (P
< 0.05). No differences among fresh semen and treatments (straw size and thawing rate) were
verified for acrosomal integrity (P > 0.05). However, a significant increase in the total and
secondary defects was identified for all the treatments, compared to fresh semen. Also, a
decrease in the membrane integrity of the semen packed into 0.25-mL straws was found (P <

0.05). No interactions between straw sizes and thawing rates after thawing were verified (P >

0.05).

3.3. Isolated effects of semen packaging and thawing techniques

When the data were grouped according to the thawing rate, no differences were
verified between 37°C/1 min and at 55°C/7 s for all assessed parameters (P > 0.05).
Otherwise, when the effect of straw size was compared alone, sperm progressive motility was

significantly better preserved with the use of 0.5-mL straws (Table 2).

4. Discussion

A decrease in sperm progressive motility has been verified from semen extension to
glycerol addition. It is clear that chilling lowers the motility of the sperm, whereas, glycerol
induces osmotic and structural damages in the sperm, which result in reduction of goat semen
kinematic parameters [21]. The low values found for membrane integrity in fresh semen
suggest that the HOST is not the best option for the evaluation of this parameter in goat
semen. Fonseca et al. [19] tested ten hypo-osmotic solutions varying from 50 and 300

mOsm/], to use in this test, for goat fresh semen, and also found values lower than 50% for
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membrane integrity. Further studies should be conducted in order to develop an efficient
method to assess membrane integrity in this species and the use of fluorescent stains appears
to be a good alternative [22].

Furthermore, the evaluation of live sperms after thawing was impaired once as the
cryopreservation process caused changes in the membrane integrity, and the Brome-phenol
Blue staining technique was based on the permeability of the membrane. Cryopreservation
caused phase transitions of the lipids in the membrane of spermatozoa [23]. This vulnerability
was due to lipids and proteins in the membrane that were not covalently linked and could
move easily [24].

It is found that different lipids have different phase transition temperatures, with some
types of lipid aggregates in domains of gel-like (frozen) lipids, thus excluding other lipid
types that remain in the liquid-crystalline (melted) state [23, 25]. Membrane proteins are also
excluded from these gel domains and consequently find themselves in a non-physiological
lipid environment [25]. This is believed to impair the function of membrane proteins that are
necessary for structural integrity or ion metabolism [1].

In spite of a group of factors together affecting the post-thaw goat semen quality, the
interaction between thawing procedures and straw packaging methods has not been verified.
These results disagree with that found for dogs, in which an interaction between 0.5-mL straw
with a thawing rate of 70°C/5 s promotes the best post-thaw semen quality [16]. According to
Lahnsteiner [26], the thawing rate is the most sensitive parameter during semen
cryopreservation, and must be carried out at high temperatures, to avoid recrystallization. The
warming damage occurs when the spermatozoa pass through the critical zone of -50 to -15°C

or up to -5°C. Similarly, spermatozoa suffer osmotic stress, when the duration of thawing is
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insufficient for the outflow of excess cryoprotectants from the cell and the spermatozoa swell
and lyse as the medium dilutes abruptly on account of melting of the extracellular ice [27].

The thawing rates used in the present study do not seem to be different in promoting
spermatozoa damages, probably because 37°C/1 min and 55°C/7 s for goat semen do not
produce sufficient differences in the amount of large ice crystals formed during
recrystallization, which are very deleterious for spermatic cells. In fact, for goat semen,
different temperatures have been used in protocols of thawing by different authors [11, 13, 21,
28]. Neither the thawing procedure at 37°C/1 min nor at 55°C/7 s has produced a better
quality in post-thaw semen (P > 0.05). On the other hand, studies have demonstrated that a
fast thawing rate results in better post-thaw quality when compared with slower thawing, in
the case of stallions, rams [29], bulls [30], boars [14], and dogs [16]. However, there is a
plateau in the relation between thawing rate and sperm survival; nevertheless, by increasing
the temperature from 50 to 70°C, sperm motility could not be further improved [31]. We
hypothesize that a plateau from 37°C to 55°C would also not affect the semen quality of the
caprine species.

The surface-to-volume ratio of the package has important implications for the cooling,
freezing, and thawing rates of semen. Semen packaging is also important for practical
reasons, as it determines both the means of identification of each dose of semen and how it
may be arranged for storage in the liquid nitrogen container [8]. In the current study we have
clearly demonstrated a significant difference (P < 0.05) between progressive motility found
for goat semen frozen in 0.50- and 0.25-mL straws. The pattern of cooling and initiation of ice
crystallization depend, among other factors, on the size of the straws. The 0.25-mL straw has
a higher surface-to-volume ratio than the 0.50-mL one, which increases the opportunity for

post-thaw temperature changes of the semen within the straw. Such changes can compromise
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the post-thaw recovery of live spermatozoa and thus decrease fertility [32]. Our results
disagree with a previous study [10], which has concluded that a difference does not exist
between goat sperm frozen in 0.25- (33% post-thaw motility) and 0.50-mL straws (34% post-
thaw motility). In addition, bull semen packaged in 0.25- and 0.50-mL straws, thaws at
37°C/30 s in both cases, provided they have similar conception percentages [32].

In spite of our results, the difference found for progressive motility after thawing
between 0.25 and 0.5-mL straws was low, and we hypothesize few biological implications on
total fertility. On other hand, when compared the total number of spermatozoa in the 0.50mL
straws we observe twice more spermatozoa then that included in a 0.25mL straw, what could
increase the fertility rate if used on in vivo tests. These observations confirm that goat semen
should be packed in 0.50mL straws to achieve higher results of fertility after thawing
procedure.

In conclusion, we can determine that it does not matter if goat semen in 0.25- or 0.50-
mL straw is thawed at a thawing rate of 37°C/1 min or 55°C/7 s, but the packaging should be

made in 0.50-mL straws to achieve higher results of post-thawing kinematic parameters.
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ANEXO 03 — DESCRICAO DOS MODELOS ESTATISTICOS UTILIZADOS

A) Modelo estatistico utilizado no experimento do Capitulo 3

Avaliou-se, inicialmente, a condigdo de normalidade dos dados pelo teste
Shapiro-Wilk, para todas as varidveis em estudo, utilizando-se o procedimento
univariate do SAS (Statistical Analysis System, versao 6.10). Para realizacdo da analise
estatistica, utilizaram-se dois modelos de matematicos, sendo o primeiro modelo
utilizado para avaliar o efeito do processo de congelamento do sémen sobre as variaveis
motilidade progressiva, % de vivos, % de espermatozoides com membrana funcional, %
de alteragdes morfologicas e % de alteracdes primarias e secundarias, empregando-se o

modelo descrito a seguir:

Yiga=po + Ti + Cit Lixjyt Ad(Ti) + A(C)) +&u

Onde: Yy = Valor observado das varidveis no i-ésimo tratamento, na j-ésima
coleta e no k-€simo animal; ¢ = Média Geral; T; = Efeito do i-é¢simo tratamento (i=1; 2;
3); C; = efeito da j-ésima coleta (j=1, 2, ..., 7); lixj) = efeito da interagdo entre o i-ésimo
tratamento e a j-ésima coleta; Ax(T;) = Efeito do k-ésimo animal (k=1; 2; 3) dentro do i-
ésimo tratamento; Ay(C;) = Efeito do k-ésimo animal dentro da j-ésima coleta e gy =
Erro aleatorio associado a cada observagao.

Para estudar o efeito da descongelacdo do sémen, admitiu-se um segundo
modelo que avaliou o efeito dos fatores capacidade da palheta e taxa de descongelagao,

sendo apresentado o modelo matematico utilizado descrito abaixo:

Yijkm =gt + Pi + Tj+ Tyt Ciot Calliing) + Adliixiy) TALCr) + &ijiam

Onde: Yj;; = Valor observado das varidveis na i-ésima capacidade da palheta, na
j-ésima taxa de descongelagdo, na k-ésima coleta e no 1-ésimo animal; ¢ = Média Geral,
T, = Efeito especifico da i-ésima capacidade da palheta (i=1; 2); T; = efeito da j-¢sima
taxa de descongelagdo (j=1, 2); I = efeito da interagdo entre a i-ésima capacidade da

palheta e a j-ésima taxa de descongelagdo; C; = efeito da k-ésima coleta (k=1; 2; ...; 7);
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Ci(Iixj)) = Efeito da 1-ésima coleta dentro da interagdo Iiiyj); Afliixj)) = Efeito do 1-ésimo
animal (1=1; 2; 3) dentro da intera¢do lyj); A(Cy) = Efeito do I-ésimo animal dentro da
k-ésima coleta e ¢;y = Erro aleatorio associado a cada observagao.

Os dados foram submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA) por meio do
procedimento “PROC GLM” do SAS (Statistical Analysis System, versdo 6.10) e
quando foi observada diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste “F”

(P<0,05), realizou-se o teste de tukey para comparacao entre as médias.
B) Modelo estatistico utilizado no experimento do Capitulo 4

Avaliou-se, inicialmente, a condi¢do de normalidade dos dados pelo teste
Shapiro-Wilk, para todas as varidveis em estudo, utilizando-se o procedimento
univariate do SAS (Statistical Analysis System, versdo 6.10). Os dados sofreram a

X+ 100)

transformagao (“’f , para estabilizar a varidncia. Para realizacdo da analise

estatistica, utilizou-se um modelo matematico descrito a seguir:
Yiga=po + Ti+ Gt Aict Iy + L + L + i

Onde: Yijkl = Valor observado das varidveis no i-ésimo tratamento, na j-ésima
coleta e no k-ésimo animal; p = Média Geral; Ti = Efeito do i-ésimo tratamento (i=1;
2); Cj = efeito da j-ésima coleta (j=1, 2, ..., 7); I(ij) = efeito da interacdo entre o i-ésimo
tratamento e a j-ésima coleta; Ak = Efeito do k-ésimo animal (k=1; 2; 3); [ij = Efeito da
interagdo entre o i-ésimo tratamento e a j-ésima coleta; lik = Efeito da interacdo entre o
i-ésimo tratamento e o k-€simo animal; Ijk = Efeito da interag¢@o entre a j-ésima coleta e
o0 k-ésimo animal e &ijkl = Erro aleatdrio associado a cada observagao.

Os dados foram submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA) por meio do
procedimento “PROC GLM” do SAS (Statistical Analysis System, versdo 6.10) e
quando foi observada diferenga significativa entre os tratamentos pelo teste “F”
(P<0,05), realizou-se o teste de tukey para comparagao entre as médias das diferentes
variaveis.

Como os dados para a variavel fertilidade eram respostas sim/ndo ¢ a freqii€éncia
esperada foi menor que cinco, os dados foram submetidos ao Teste Exato de Fisher,

considerando o nivel de 5% de significancia, a fim de observar a relagdo significativa
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entre os tratamentos estudados. Para avaliar o efeito individual dos animais e suas
interagdes com os efeitos dos crioprotetores sobre as variaveis estudadas, os dados
foram avaliados pelo teste de Fisher PSLD, também considerando o nivel de 5% de

significancia.
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