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RESUMO

Alberti, K. Inovacdes metodoldgicas na congelacdo de sémen bovino.
Botucatu, 2007. 120 p. Dissertacdo (Mestrado em Reproducdo Animal)-
Universidade Estadual Paulista — UNESP, Campus de Botucatu - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia.

Dentre as biotecnologias de reproducdo que visam acelerar os ganhos genéticos e
econdmicos dos rebanhos, a congelacdo de sémen desponta como uma das
principais. O sémen congelado bovino é utilizado em larga escala ha anos e ndo
houve grandes evolu¢gdes nas técnicas de congelacdo visando minimizar os efeitos
deletérios do processo nos espermatozdéides, colaborando ativamente para o
incremento da fertilidade dos rebanhos. Neste trabalho prop6s inovacées nas técnicas
de congelacdo utilizando uma nova formulagdo de meio diluente, a introducdo da
centrifugacao para a remocao do plasma seminal pré-congelacao e a determinagéo do
tempo ideal de estabilizacdo do sémen. Foram realizados trés experimentos; o
primeiro testou o efeito de trés diferentes meios diluentes, com ou sem a remogéao do
plasma seminal, no ejaculado de 40 touros diferentes. Nos resultados exibidos o
diluente M20 foi superior (p<0,01) aos demais diluentes na maioria das variaveis
pesquisadas a remocao do plasma seminal melhorou (p<0,01) os indices de
congelabilidade do sémen. Outro experimento foi a verificacdo dos tempos de 60, 120,
180 e 240 min. de refrigeracdo do sémen a 5°C. O tempo de 180 minutos foi o
considerado o melhor para a congelabilidade apés a verificacdo dos resultados. No
teste de fertilidade foram inseminados 418 vacas e o grupo que foi inseminado com
sémen congelado com M20 sem plasma seminal obteve uma tendéncia de
superioridade (0,05<p<0,10) aos demais grupos. Com os resultados dos experimentos
concluiu-se que as inovacles propostas por este estudo incrementam os indices de
congelabilidade do sémen bovino.

Palavras-chave: touros, meios diluentes, plasma seminal, tempos de

estabilizacdo, congelabilidade, fertilidade.



ABSTRACT

Alberti, K. Methodological innovations in bovine semen freezing.
Botucatu, 2007. 120 p. Dissertation (Master Science in Animal Reproduction) —
Paulista State University — UNESP — Botucatu, S&o Paulo, Brazil — School of
Veterinary Medicine and Animal Science

Semen freezing is considered as one of the main reproduction biotechnologies
that aim to accelerate genetic and economical gains of herds. Frozen bovine
semen has been used in large scale for years and there were not great
evolutions in freezing techniques to minimize the deleterious effects of the
process in spermatozoa, actively contributing for the increase in herds fertility.
Innovations in freezing techniques were proposed in this work by using a new
formulation of the extenders, introducing centrifugation for the removal of pre-
freezing seminal plasma and determining the appropriate time for semen
cooled. Three experiments were carried out: 1) the effect of three different
extenders was tested, with or without the removal of seminal plasma, in the
ejaculate of 40 different bulls; results showed that the extender M20 was
superior (p<0,01) in relation to the other extenders in most of variables studied.
The removal of the seminal plasma improved (P<0,01) semen freezability
indexes. 2) verification of 60, 120, 180 and 240 min. times for semen cooling at
5°C; after results, the time of 180 minutes was considered the most appropriate
for freezability. 3) fertility test: 418 cows were inseminated and the group with
frozen semen with M20 without seminal plasma obtained a superiority tendency
(0,05<p<0,10) in relation to the other groups. The results of the experiments
concluded that the innovations proposed in this work increase freezability
indexes of bovine semen.

Keywords: bulls, extenders, seminal plasma, cooled rates, freezability, fertility.
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1. INTRODUCAO

O agronegécio brasileiro tem se mostrado moderno, eficiente e
competitivo, proporcionando uma atividade segura e rentavel. Com 388 milhdes
de hectares de terras férteis agricultaveis, clima diversificado, chuvas
regulares, energia solar abundante e disponibilidade de 13% de toda a agua
doce no planeta, o Brasil se apresenta como um pais com vocacdes naturais
para a agropecuaria e todos os negocios relacionados a sua cadeia produtiva.
A agropecuaria é a principal atividade da economia brasileira, sendo
responsavel por um de cada trés reais gerados no pais: 33% do Produto
Interno Bruto (PIB), 42% do total das exportacbes e 37% dos empregos
brasileiros (MAPA, 2006).

Dentre as muitas vertentes do agronegdcio, a pecuaria bovina de corte
€ apontada como uma das principais atividades do setor no pais. Com o maior
rebanho comercial do mundo (204.513 milhdes de cabecas) e a lideranca do
mercado externo de carne, produziu nos ultimos trés anos uma média anual de
8 milhdes de ton. de carne (IBGE, 2006).

O prestigio mercadoldgico atingido acelerou a busca por tecnologias
para o avan¢co da atividade, desde as técnicas relativas a melhoria das
pastagens, nutricdo, genética e controle sanitario, até as biotecnologias de
reproducdo, auxiliando no aumento da velocidade do melhoramento genético
dos rebanhos. A inseminacéo artificial (1A), técnica de maior abrangéncia, e a
transferéncia de embribes vém se aperfeicoando h& anos e, mais
recentemente, a fertilizacdo in vitro (FIV) tornou-se mais acessivel
comercialmente aos criatérios. A ferramenta essencial para a realizacdo destas

técnicas € o sémen congelado.

O sémen congelado bovino é utilizado e comercializado em larga
escala ha anos. Embora essa biotécnica apresente grande importancia no

cenario da pecuaria mundial, a congelacdo de sémen bovino recebeu poucas
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inovacdes nos ultimos vinte anos, em funcdo de ter atingido patamares
satisfatorios de congelabilidade e de fertilidade. O sucesso na concepcao e 0s
beneficios econémicos da IA dependem, entre outros fatores, da viabilidade do
sémen criopreservado para a fecundacéo do oécito. A expansdo do mercado,
e a preméncia do melhoramento genético exigem que todos 0s campos
envolvidos na reprodugdo avancem juntos. Portanto, faz-se evidente a
necessidade da evolucdo das técnicas de congelacdo que diminuam os efeitos
deletérios da criopreservacdo sobre as células esperméaticas. A melhora nos
indices de congelabilidade e fertilidade contribuirdo para melhores resultados
das biotécnicas de reproducéo, proporcionando melhores resultados e auxilio a

expansao da sua aplicacao.

O sémen criopreservado resulta em diminuicdo do potencial
fecundante dos espermatozéides, se comparado com o sémen fresco. O
decréscimo é decorrente de injurias estruturais, causando perdas na funcao
e/ou morte celular. A finalidade do desenvolvimento de novas tecnologias de
criopreservacdo de espermatozdides € minimizar os efeitos deletérios

prejudiciais as células.

O meio diluente utilizado influencia diretamente os resultados da
criopreservacao. Geralmente, os diluidores para sémen bovino sao formulados
a base de gema de ovo ou leite, glicina, ou agucares como crioprotetores
extracelulares. Alternativas de crioprotetores ndo penetrantes séo a lecitina de
soja e a lipoproteina de baixa densidade (LDL). Os crioprotetores intracelulares
também sado fatores que interferem na congelacdo. O glicerol, desde sua
descoberta por Polge et al. (1949), é utilizado para a congelacdo de sémen de
diversas espécies. Outros crioprotetores penetrantes também sédo utilizados
para sémen bovino, tais como: dimetilsulfoxido, formamida, lactamida,
etilenoglicol e dimetilformamida; porém, os indices de congelabilidade obtidos

nao justificam a substituicdo do glicerol.

A metodologia de congelacdo do sémen, fator significante para a
diminuicdo das perdas eminentes a criopreservacdo, pouco se alterou nos
tltimos anos. Usualmente, técnicos em campo trabalham com materiais

simples, como caixas térmicas adicionadas de gelo ou geladeiras comuns, para
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realizar a curva de resfriamento e a congelacao feita em caixas de isopor com
N2 liquido. Essa técnica apresenta resultados bons, mesmo sem o controle total

das curvas de congelacéao e resfriamento.

As curvas de resfriamento ou tempo de equilibrio a 5°C,
recomendados na literatura variam muito; desde 10 min. até 18 h; porém a
maioria preconiza 4 h como o periodo ideal. O importante é que as curvas de
resfriamento ndo proporcionem o choque frio as células, fenbmeno que causa
um estresse térmico letal a algumas delas e € proporcional a taxa de

resfriamento, ao intervalo e ao limite de temperatura.

Alguns componentes do plasma seminal também podem ser
prejudiciais ao processo de criopreservacdo. Em equinos, a remocdo do
plasma seminal é fator primordial & congelagdo do sémen. O incremento dos
indices de congelabilidade também ocorre em pequenos ruminantes quando o
plasma seminal é removido para a congelacao. Os componentes prejudiciais a
congelacdo também estdo presentes no sémen dos touros, porém, a eficiéncia

da remocéao do plasma seminal na criopreservacao € pouco estudada.

Neste trabalho estudou-se: a influéncia do tempo de estabilizagao,
utilizando quatro periodos diferentes 60, 120, 180 e 240 min.; os efeitos da
remocado do plasma seminal pela centrifugacédo; e a interferéncia do meio
diluente, comparando os resultados obtidos com TRIS-gema (TG), Glicina-
gema (GG) e M20, sobre a criopreservacao dos espermatozdides bovinos; e a
capacidade fecundante dos espermatozdides criopreservados com as novas
metodologias, pelo teste de fertilidade por IA. As variaveis espermaticas foram
mensuradas por analise computadorizada dos movimentos dos
espermatozoides (CASA) e integridade da membrana plasméatica avaliadas por

sondas fluorescentes.
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2. HIPOTESES

1. O diluidor M20 promovera maior protecao as células espermaticas no

processo de criopreservacao.

2. A centrifugacdo do sémen antes da congelacao, para a remocao do

plasma seminal, melhorara a congelabilidade do sémen bovino.

3. A variagdo do tempo de estabilizagcdo interferirA nos indices de

congelabilidade do sémen.

4. Haverd diferencas entre as taxas de prenhez dos grupos cujo sémen

foi submetido a centrifugacao.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Criopreservacao espermatica

No século XVIII um monge, professor de ciéncias naturais da
Universidade de Pavia, Lazaro Spalanzani, inseminou artificialmente uma
cadela e 62 dias depois constatou o nascimento de trés filhotes saudaveis,
sendo o primeiro relato cientifico de IA em animais, que constituiu um marco

inicial de um novo ramo das ciéncias médicas, em 1784 (Mies Filho, 1982).

N&o h&d como desvincular o avanco das técnicas de manipulagédo do
sémen com as necessidades atingidas pelo desenvolvimento dos
procedimentos de IA. A substituicdo dos liquidos produzidos pelas glandulas
anexas por um soro artificial foi realizada pelo russo Elias lvanov em 1907,
criando assim o meio conservador de sémen. A partir dai a evolucao da IA
comecou, com a melhoria dos métodos de colheita e manipulacédo do sémen. O
desenvolvimento de melhores meios diluidores foi responséavel pela difusdo do
método (Foote et al., 2002).

Inicialmente, o principal problema a ser resolvido foi ampliar o periodo
de conservacdo do sémen sem alterar suas propriedades fecundantes. O
primeiro grande passo para isso foi a descoberta das virtudes da gema de ovo
efetuada por Phillips & Lardy (1940), criando o meio diluente fosfato-gema.
Posteriormente, Salisbury et al. (1941) aprimoraram a composicdo do meio
adicionando o citrato de sédio, como tamp&o, criando o classico citrato-gema.
Esse diluidor permitiu que os espermatozéides fossem conservados a 5°C,
podendo ser utilizados até trés dias apds a colheita. Os antibiéticos foram
adicionados aos diluentes por Almquist et al. (1949), com o intuito de controlar

doencas venéreas nos bovinos.

Anteriormente aos avancos obtidos nos meios diluidores, Ivanov havia
descoberto a acdo do frio na conservacao das células espermaticas. Tal fato
deu-se quando, ao puncionar os epididimos de carneiros que permaneceram
semi-sepultados por algumas horas nas neves dos montes Urais, encontrou

células espermaticas vivas (Mies Filho, 1982). Porém, a criopreservacao
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somente foi viabilizada em 1949 na Inglaterra, por Polge, Smith e Parkes, que
congelaram com sucesso, sémen de galo em meio diluente contendo glicerol,
descobrindo as propriedades criopreservantes desta substancia. O Glicerol
entdo foi testado em sémen bovino e a técnica de criopreservacgéo foi realizada
com sucesso apOs aproximadamente uma década de experiéncias mal
sucedidas. A partir desse momento houve um avango significativo na aplicagao
da IA e na comercializacdo de sémen congelado para ser utilizado na técnica
(Foote, et al.,, 2002). Atualmente, existem poucas amostras de sémen
congeladas a mais de 50 anos; portanto ndo se conhece o tempo de viabilidade
destas células, porém, estima-se que as células em N; liquido permanecam
viaveis por mais de 3000 anos, desde que ndo haja mudancas bruscas de
temperaturas a —196°C (Yoshida, 2000).

O Brasil foi um dos primeiros paises a aplicar a congelacao de sémen
em bovino, tendo recebido a visita de Polge em agosto de 1953, a convite do
extinto Departamento Nacional de Producdo Animal. Mies Filho e Augusto
Rosa, em 1954, publicaram o resultado de 54,2% de fertilidade, obtido na

primeira inseminacao, usando sémen congelado (Mies Filho, 1987).

Atualmente, as biotecnologias como IA, transferéncia de embrides e
fertilizacdo “in vitro”, sdo fundamentais para o aumento da competitividade do
pecuarista no campo do agronegdcio; nelas o sémen congelado esta presente
de forma importante. O potencial para a utilizacdo destas biotécnicas é grande,
porém, o investimento para algumas delas pode ser alto. A IA € a mais pratica
e econdmica biotecnologia da reproducéo, seu conhecimento é de facil acesso
e com isso é possivel a obtencdo de um grande numero de profissionais
qualificados para aplica-la (Gonzalez, 2004). Todavia a aplicabilidade das
biotécnicas € restringida pela falta de instrucdo dos funcionarios e pelo
desinteresse dos pecuaristas que relutam em investir nas tecnologias aplicadas
a seus rebanhos. Esses aspectos colaboram para que o Brasil, segundo a
ASBIA (2004), insemine ao ano apenas 6% das fémeas bovinas em idade
reprodutiva, indice muito baixo comparado a outros paises com tradicdes

pecuaristas do mundo.
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O objetivo da criopreservacao de sémen é a obtencdo de um banco de
células espermaticas a serem utilizadas nas diferentes biotécnicas de
reproducdo, sendo uma ferramenta importante para acelerar o melhoramento
genético (Amirat et al., 2004). Entretanto, o impacto genético da IA é limitado
pelo processo de criopreservacao, que danifica as organelas e membranas dos
espermatozoides, induzindo também alteracbes no processo de capacitacao
espermatica e na reacado acrossomal (Watson, 1995; Garner et al., 2001). Por
conseguinte, a modernizacdo dos protocolos de congelagéo visa minimizar os

efeitos deletérios aos espermatozéides (Kumar et al., 2003).

Para a fertilizacdo do oécito o espermatozéide, necessariamente,
devera manter atributos basicos como o metabolismo para producdo de
energia, a motilidade progressiva, a integridade acrossomal e das proteinas da
membrana para ligacdo com o ovécito (Squires et al., 1999). Entretanto, os
protocolos de criopreservacdo expdem as células esperméaticas a varias
situacbes de estresse como: variacbes de temperaturas e exposicdo a
temperaturas nao fisiolégicas e estresse osmotico pelos elevados gradientes
de concentracdo de solutos do meio diluidor de congelacdo, que levam a
formacdo e dissolucdo de cristais de gelo no meio extracelular, os quais
comprometem sua viabilidade (Watson, 2000).

No processo de criopreservacao, a temperatura seminal deve diminuir
da corpérea (37°C) para a ambiente (20°C). Esta queda na temperatura,
aparentemente, ndo causa danos aos espermatozoides, desde que estejam
diluidos em meio adequado. Existe, porém, uma faixa critica de temperatura no
processo de refrigeracdo, em que o sémen pode ser severamente danificado;
em bovinos essa faixa é compreendida entre 5 e 15°C ( De Leew et al., 1990,
Watson & Martin 2000; Agca & Critser, 2002). A esta temperatura, os lipidios
da membrana plasmatica passam por uma fase de transicao do estado liquido-
cristalino para o estado de gel (Graham, 1996). Se o espermatozéide nao for
resfriado apropriadamente nesta faixa critica, ele sofrer4 danos que poderéo
resultar em perda da motilidade e fertilidade (Watson, 1995).

O estresse sofrido pelos espermatozdides durante o processo de

refrigeracdo € conhecido como choque frio. A sensibilidade a esta injUria varia
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entre espécies. A susceptibilidade aos danos da refrigeracdo esta
correlacionada positivamente com a composi¢cdo lipidica da membrana
espermatica de cada espécie. Animais que contenham concentracdes de
esteroides baixas e concentracfes de acidos graxos poliinsaturados altas séao
mais predispostos aos danos do choque térmico (Darin-Bennett et al., 1973). O
sémen de suino é considerado altamente sensivel; os de ovinos, bovinos e
eqlinos sao muito sensiveis (Watson, 1995); os espermatozdides caninos e
felinos sdo pouco sensiveis; enquanto o sémen de leporinos e humanos séo 0s

gue apresentam menor sensibilidade ao choque frio (Medeiros et al., 2002).

England (1992) sugeriu que o sémen de varias espécies animais
necessita de um intervalo de algumas horas antes da congelacao para que se
desenvolva uma maxima resisténcia aos efeitos da congelacdo. Asseverando
esta hipotese, Watson (1979) e Jasko (1994) afirmaram que antes da
congelagdo os espermatozdides devem permanecer um determinado periodo
de tempo a uma temperatura de equilibrio, para que ocorra diminuicdo do
metabolismo esperméatico e iniciem as interacbes com 0s componentes do
meio diluidor antes do estresse do congelamento, diminuindo, dessa forma, os

riscos de um choque térmico.

O periodo de equilibrio varia de acordo com a espécie animal, com o
protocolo de congelacao-descongelacdo e também segundo o diluidor utilizado
(England, 1992; Chacur, 1996).

Salisbury et al. (1978) afirmaram que a motilidade e a capacidade
fecundante dos espermatozdides bovinos pos-descongelacdo aumentam
guando existe um intervalo entre a adi¢éo do glicerol e o inicio da congelacao,

e que esta etapa pode ser chamada de periodo de equilibrio.

As taxas de resfriamento e os tempos de equilibrio tém sido testados
no espermatozdide bovino, tentando empiricamente determinar a curva ideal de
resfriamento (Gonzalez, 2004). O tempo de equilibrio a 5°C recomendado,
varia muito: desde 10 minutos (Berndtson & Foote, 1969) até 18 horas (Saroff
& Mixner, 1955). Entretanto, a grande parte dos pesquisadores preconiza
qguatro horas de tempo de estabilizacdo a temperatura de 5°C para a
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congelagdo de sémen bovino (Bicudo et al., 1993; Thun et al., 2002; Foote et
al., 2002).

Preocupados em modificar a técnica de congelacdo devido as
dificuldades encontradas nos tropicos em manter refrigeradores estaveis a 5°C
por longos periodos, Sahni e Mohan (1988) congelaram sémen de bovinos e
bubalinos com diluidor TG, glicerolizacdo e envasamento a temperatura
ambiente. Uma parte das palhetas foi resfriada de 5 a 7°C em 4 a 6 horas e
outra em 2 horas. Nao houve, entre os grupos, diferencas na motilidade
espermatica pos-descongelacédo, concluindo-se que o rapido resfriamento a
5°C reflete em facilidade e reducdo do tempo operacional do processo de
criopreservacao espermatica. Papa et al. (2000) congelaram sémen bovino
com diluente GG em diferentes tempos de estabilizacdo espermatica a 5°C:
60,120,180,240 minutos. Os resultados obtidos ndo diferiram quanto a
motilidade, vigor e retencdo acrossomal, nos diferentes tempos estudados.

O resfriamento leva a célula a um estado de quiescéncia, reduzindo o
metabolismo e proporcionando uma diminuicdo nos gastos energéticos e na
producdo de catabdlitos toxicos, contribuindo para a preservacao celular. Da
mesma maneira que a congelacédo pode diminuir ou paralisar algumas reacdes
bioguimicas celulares, ela pode também, acelerar outras, levando a danos ou

mesmo a morte celular (Watson, 1995; Holt, 2000).

A congelacgdo das células ocorrem entre as temperaturas de 0 a -40°C,
e € nesta faixa que podem ocorrer os principais danos as células espermaticas
(Wolfe & Bryant, 2001). O ponto de solidificacdo da agua é a 0°C, enquanto o
de uma solucao é determinado por sua concentracdo de solutos (Mazur, 1984).
A &gua é o componente exclusivo dos cristais de gelo intracelulares, os sais
existentes nas solucbes se restringem a porcao fluida do meio. (Amman e
Pickett, 1987). Proporcionalmente a cristalizacdo da agua ocorre a saturacao

dos solutos, tornando o meio hipertdnico (Mazur, 1977).

Em um processo de criopreservacdo, onde a célula é congelada
rapidamente, ndo existe tempo habil para que ela se desidrate e mantenha o
equilibrio osmotico, o que a torna altamente refrigerada, possibilitando a
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formacdo de cristais de gelo intracelulares que podem causar danos
irreversiveis a célula (Gao & Critser, 2000). Neste caso, para evitar possiveis
danos as células, a descongelacdo deve ser também realizada de maneira
rapida. Desta forma, ndo se permite que a agua intracelular se descongele em
um momento que a baixa temperatura presente permite a sua recristalizacao.
Caso isso ocorra, formar-se-ao0 grandes cristais oriundos da recristalizacao,

predispondo as células ao risco de perfuracdes (Watson, 1995; Holt, 2000).

As células que forem congeladas em um ritmo mais lento desidratar-
se-80 em consequéncia do meio extracelular hipertbnico, eliminando a
possibilidade de formacdo de grandes cristais de gelo intracelulares; porém
podem sofrer danos morfofuncionais devido a desidratagéo celular excessiva
(Mazur, 1990). A descongelacdo neste processo deve se desenvolver
lentamente, tal qual o processo de congelacdo. Dessa maneira evita-se que
grandes alteragbes no volume celular, decorrentes da reidratagdo, possam

causar lesbes nas membranas espermaticas (Watson, 1995; Holt, 2000).

3.2 Interacdes dos componentes dos diluentes com a célula espermaética

Um protocolo de preservacdo adequado deve manter o potencial
fertilizante das células esperméaticas de modo que, ao final do processo essas
apresentem a vitalidade necessaria para atingir o local da fertilizacdo, estando
aptas a concluir a capacitacdo e a reacdo acrossOmica; possibilitando a
fecundacdo de um od6cito (Watson, 1995; Rota, 1998; Pefia, 2000). A
sobrevivéncia dos espermatozdides no plasma seminal é limitada a poucas
horas, porém, com a diluicdo em uma solucdo protetora, o resfriamento e a
criopreservacao mantém o sémen viavel por periodos mais longos (Hafez &
Hafez, 2004).

O diluidor e o crioprotetor séo utilizados com o intuito de proteger os
espermatozoides do choque frio e osmoético que ocorrem durante o processo
de congelacgéo e estes podem causar danos irreversiveis aos espermatozoides,
devido a formacéo de cristais de gelo intracelulares, que afetam a estrutura
fisico-quimica da célula. Isto causa danos, principalmente a membrana, ao

acrossoma, a motilidade progressiva e ao metabolismo para producdo de



Revisao de Literatura - 14

energia, como descreveram Pickett et al. (1987), afetando assim, o tempo de
sobrevivéncia das células no trato reprodutivo da fémea (Valcarcel et al, 1996).

Conforme resultados de estudos realizados ao longo de vérias
décadas, muitos fatores afetam a sobrevivéncia dos espermatozoides,
incluindo tais como a composi¢cdo dos meios diluentes e 0s crioprotetores
usados para congelacédo (Liu et al., 1998; Guthrie et al., 2002).

O diluidor deve interagir com o sémen, proporcionando protecdo aos
diferentes compartimentos celulares durante o resfriamento, congelacdo e
descongelacdo. Por isso, sua constituicdo deve garantir nutricdo, protecéo,
balanco eletrolitico (pH e osmolaridade) e inibicdo bacteriana. Os constituintes
basicos dos diluentes sdo substancias energéticas, crioprotetores, solucdes
tampdes e antibidticos (Squires et al., 1999; Holt, 2000). De acordo com
Vishwanath & Shannon (2000), para um meio diluente ser completo e eficiente,
algumas substancias sdo fundamentais na sua composi¢cdo: substancias
ibnicas e anibnicas que mantém a osmolaridade; lipoproteinas ou material de
alto peso molecular que previnam o choque frio, como a gema de ovo ou leite;
glicerol, propanodiol ou dimetilsulfoxido (DMSO) como agentes crioprotetores
intracelulares; glicose ou frutose como fonte de energia e outros aditivos como

enzimas e antibidticos.

3.2.1. Agéao Crioprotetora

As células espermaticas necessitam, para sobreviver ao processo de
congelacdo e descongelacdo, de um ou mais agentes crioprotetores que séo
classificados como nao penetrantes ou extra celulares e agentes crioprotetores
penetrantes ou intracelulares (Mazur, 1980). O mecanismo de acao dos
agentes crioprotetores nado penetrantes baseia-se na protecdo dos
espermatozoides contra os efeitos osméticos durante o processo de
congelacédo e podem ser representados pelos acucares, lipoproteinas da gema
do ovo e proteinas do leite. Os crioprotetores penetrantes sdo substancias que
tém a capacidade de protecao intracelular das células esperméaticas (Nash,
1966). O mecanismo de acédo destes crioprotetores baseia-se em estruturas
que promovem ligacbes de hidrogénio com as moléculas da agua. Estas
ligac6es mudam a orientacdo da molécula da agua nos cristais de gelo, criando
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um ambiente menos nocivo para as células (Dalimata & Graham, 1997). Os
crioprotetores penetrantes utilizados em meios diluentes para congelagcao de
sémen nos animais domesticos sdo: os alcoois: etanol, etilenoglicol, glicerol,
metanol e polietilenoglicol (De Leeuw et al., 1993) e também as amidas:
acetamida, formamida, lactamida e bem como o dimetilsulfoxido (DMSO)
(Jeyendran & Graham, 1980; Ashwood — Smith, 1987; Medeiros et al., 2002).
Dentre os crioprotetores penetrantes, o glicerol tem sido o mais utilizado para a
congelacdo de sémen bovino desde a sua descoberta em 1949 por Polge et al.,
o que foi um grande avanc¢o na tecnologia do sémen, pois levou a reducéo dos
danos mecéanicos do espermatozdide durante o processo de congelacao
(Vishwanath & Shannon, 2000).

3.2.2. Crioprotetores ndo penetrantes

Os crioprotetores ndo penetrantes ou extra-celulares tém seu
mecanismo de acdo baseado na protecao das células esperméaticas contra o
desequilibrio osmético desencadeado no processo de criopreservacao,
promovendo a desidratacdo dos espermatozéides pela acdo osmética do meio
hipertdnico, ou seja, eles agem no meio extracelular, reduzindo assim a
possibilidade da formagédo de cristais de gelo intracelular. Os crioprotetores
extra-celulares sao representados pelos acucares, lipoproteinas da gema do
ovo e proteinas do leite (Amann & Pickett, 1987).

3.2.2.1. Gema de ovo e substitutos

Desde que Philips e Lardy (1940) descobriram os efeitos da gema de
ovo na conservacao dos espermatozoides, muitos estudos foram realizados
para elucidar a origem da indiscutivel acdo benéfica que este produto oferece

aos espermatozoéides na conducao da conservacao in vitro.

A gema parece ser o mais eficiente dos agentes na protecédo de
espermatozoides contra o choque frio, e € comumente incluida em diluentes

para criopreservacdo; contudo ndo é igualmente eficiente para todas as
espécies. A gema de ovo mostrou ter acdo crioprotetora e, quando presente
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em meios diluentes, permite a reducdo da concentracdo de glicerol (Watson,
1995).

Segundo Holt & North (1988), a gema de ovo evitou o dobramento de
caudas e conservou a motilidade dos espermatozoides. O componente ativo na
gema de ovo é a fracdo lipoprotéica de baixa densidade, um componente de
alto peso molecular, que age apenas na superficie celular (Watson, 1995).
Juntamente com o conhecimento de que um detergente possa melhorar a
protecdo da gema de ovo (Pursel et al., 1978), sugere-se que a associacao
estreita entre os componentes lipidicos dela e a membrana celular talvez
resultem numa modificacdo dos eventos da fase de transicdo. Tal fato permite
concluir que a protecdo € devida aos lipidios da gema de ovo e que a
emulsificacdo aumenta essa atividade protetora (Watson, 1995).

O mecanismo de acdo da gema de ovo ainda ndo é bem
compreendido, mas acredita-se que ela atue na superficie da membrana
plasmatica, sem alterar sua composicdo (Watson, 1990), o que promove
alguma protecado para o espermatozoéide durante o choque-frio e o resfriamento
(Jones, 1976).

Phillips & Lardy (1940) descreveram os efeitos benéficos da gema de
ovo na protecao dos espermatozéides contra o frio. As lipoproteinas presentes

nela promovem protecdo contra o choque térmico provocado pelo resfriamento.

Em um estudo retrospectivo, Vishwanath & Shannon (2000) relataram
que h& um maior niumero de espermatozéides moveis apdés o choque-frio em
meio contendo 5% de gema de ovo (80% de espermatozoides méveis), quando

comparado com meio ndo contendo (menor que 5% espermatozoéides moveis).

A quantidade de gema comumente utilizada na congelagédo de sémen
€ em média 15 a 30% do volume total do material congelado. Esta variagdo na
concentracdo € baseada nos resultados obtidos por Van Demark et al. (1957),
tendo o percentual de espermatozéides moéveis apds congelacdo e
descongelacao, sido similar entre estas concentracoes.
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Ha décadas, o principal componente utilizado em meios diluentes para
congelacdo de sémen bovino tém sido gema de ovo. Entretanto, nos altimos
anos aumentou-se 0 argumento contra a presenca de gema na composi¢cao
desses meios, em funcdo do risco de contaminacdo por bactérias ou
micoplasma. Em verdade cada contaminacdo € uma possivel fonte de
endotoxinas capazes de danificar a capacidade fertilizante do espermatozdide.
Como consequéncia direta, muitos paises estdo com receio do risco de
introducdo de doencas exdticas pelo transporte de produtos a base de ovo. Em
funcdo deste problema, meios diluentes livres de proteina animal vem sendo

estudados e testados nos ultimos anos (Bousseau et al., 1998).

Aires et al. (2003) testaram funcfes essenciais dos espermatozoides
bovino, que foram diluidos em meio com base na lecitina de soja e diluente
padrdo contendo gema de ovo (TG). Comparou-se motilidade espermatica,
integridade de acrossoma, inductibilidade de reac¢des acrossomais, habilidade
dos espermatozoides em ultrapassar a zona pellcida e capacidade de
fertilizacdo, apos a criopreservacdo. Concluiram que o meio livre de produtos
de origem animal € uma alternativa viavel aos meios tradicionais baseados em

gema de ovo.

Segundo Gil et al. (2000) o espermatozéide criopreservado com o
meio Biociphos-PIuso apresenta uma maior integridade de membrana, quando
comparado ao TriladylO (meio diluente a base de gema). Ja Thun et al. (2002),
utilizando o meio TG, obtiveram resultados que mostraram efeitos
crioprotetores superiores se comparados ao meio Biociphos-pluso, baseado em
extrato de soja. De Leeuw et al. (2000), avaliando os resultados de fertilidade
usando sémen bovino criopreservado com meio diluente a base de gema de
OovOo e extrato de soja, observaram que o Biociphos-PIuso reduziu

significativamente a fertilidade em trés de quatro touros testados.

7

A gema é usualmente utilizada na concentracdo de 20%. Estudos
laboratoriais revelaram que esta concentracdo dificulta a padronizacdo e
interfere nas investigagcbes metabodlicas, o0 que pode ser superado pela
substituicdo de alguns componentes da gema (Wall & Foote, 1999).
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De acordo com Moussa et al. (2002), a lipoproteina de baixa
densidade (LDL) tem sido previamente isolada e identificada como a fragao
crioprotetora do ovo. Em estudos recentes realizados pelos mesmos,
observaram uma melhor motilidade espermatica com o0 meio TriladylO contendo

LDL, quando comparado com 0 meio Triladylo original.

Amirat et al. (2004), comparando a fertilidade do sémen criopreservado
de bovino, na presenca de um meio diluente contendo LDL, com um meio
diluente comercial Optidylo (a base de 20% de gema de ovo), observaram que
a motilidade esperméatica e a taxa de clivagem foram significantemente maiores
no diluente com LDL, quando comparado ao Optidylo. Concluiram que LDL
pode ser uma O6tima alternativa para composicdo de meios quimicamente

definidos.

3.2.2.2. Agucares

Os acUcares desempenham importantes papeis no meio diluente de
congelacdo, atuando como substrato para a producdo de energia pelos
espermatozoides, na manutencdo da pressdo osmoética do diluente,
aumentando a quantidade de agua ndo congelada em temperaturas abaixo do
ponto de congelacdo e reduzindo a concentracdo de sais na solugdo néo
congelada (Holt, 2000).

Os acucares mais comumente utilizados em meios diluentes para
congelagdo de espermatozolides sdo: glicose, lactose, sucrose, rafinose,
manose, trealose. Utilizados em associacbes com dois ou trés, agucares
diferentes, seu mecanismo de acdo baseia-se na permissividade a efeitos
osmoticos sobre os espermatozoides, ou seja, cria um ambiente hiperosmotico,
fazendo com que a agua contida nos espermatozéides saia para 0 meio
extracelular, prevenindo a formacéo de cristais de gelo no interior das células
(Amann & Pickett, 1987).

Alguns agucares mostraram ser capazes de evitar os danos causados

pela desidratacdo através da estabilizacdo da bicamada lipidica, promovendo
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alteracbes na permeabilidade e na separacdo lateral dos componentes da
membrana plasmatica. Dissacarideos tais como, trealose e sucrose, interagem
com o0s grupos polares da membrana espermatica, promovendo assim sua
estabilizacdo (Dalimata & Graham, 1997). Acredita-se que estes dois agucares
estabilizem a bicamada de fosfolipidios, mantendo sua capacidade de
transporte de calcio, inibicdo da fusdo de membranas e manutencdo dos
lipidios numa fase fluida na auséncia de agua (Crowe et al., 1987).

An et al. (2000) compararam o efeito crioprotetor de dissacarideos
(Sucrose e Trealose) e trissacarideos (Rafinose e Melezitose), em sémen
congelado de camundongos e nao encontraram diferencas significativas na
taxa de sobrevivéncia dos espermatozéides. Yildiz et al. (2000), estudaram os
efeitos da adicdo de diferentes tipos de acucares (monossacarideos,
dissacarideos e trissacarideos) no meio diluente para congelacdo de
espermatozoides de cdes e obtiveram melhorias nos parametros de motilidade
poés-descongelacdo com a adicdo de monossacarideos (xilose e frutose), e
melhores indices na percentagem de células vivas e integridade acrossomal
quando utilizaram a trealose (p<0,01). Concluiram que existem diferencas em
relacio ao mecanismo de acdo entre os distintos tipos de acgucares
(monossacarideos, dissacarideos e trissacarideos) e que a combinacao entre
eles pode trazer melhorias na viabilidade espermatica pés-descongelacao.

Quanto a adicao dos acucares ao meio diluente para bovinos, Nagase
et al. (1964) relataram que a xilose, frutose, glicose, galactose, maltose,
sacarose e a rafinose, sdo eficientes para a congelacdo rapida do sémen,
entretanto, em um outro trabalho, Nagase et al. (1968) afirmaram que a
lactose, maltose, sacarose e a rafinose melhoram a qualidade dos
espermatozoides moéveis pés-descongelacéo.

A influéncia da presenca da trealose ou sacarose, a osmolaridade do
meio de congelagcéo e a taxa de resfriamento, no sucesso da criopreservacao
da célula espermatica de touros foram investigadas por Woelders et al. (1997),
gue observaram uma melhor congelacdo com o meio contendo sacarose e
trealose. Este resultado contradiz a constatacédo de De Leeuw et al. (1993), que

a trealose apresenta na pdés-descongelacdo um maior numero de células
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modveis que a sacarose. Chen et al. (1993) também investigaram o efeito da
trealose no meio de congelacdo de sémen de bovino sobre a viabilidade do
espermatozoide apés descongelacdo e nao relataram contribuicdo positiva

deste acucar.

3.2.2.3. Glicina

A adicdo do aminoéacido glicina em meios diluentes de sémen foi
utilizada inicialmente, para a preservacdo de espermatozdéides de ourico-do-
mar (Tyler & Rothschild, 1951), justificado pelo aumento da motilidade e da
capacidade de fertilizacdo. Posteriormente, a glicina foi empregada como
protetora de membranas em sémen bovino (Flipse & Almquist, 1956).

O efeito benéfico da glicina na sobrevivéncia esperméatica é resultado
da quelacdo de metais pesados. A frutdlise e a producédo de acido latico sédo
diminuidas quando utilizados diluentes contendo glicina, reduzindo a taxa de
metabolismo ou promovendo mudanca no processo glicolitico. A protecdo
contra o choque térmico pode ser atribuida ao aminoacido (Tyler & Rothschild,
1951; Flipse & Almquist, 1956; Aisen et al., 1990). A glicina possui uma
excelente capacidade tamponante, mantendo o pH entre 5 e 7, ideal para
estocagem de sémen diluido (Albright et al., 1958).

Bicudo et al. (1993) testaram um meio diluente para a congelacéao de
sémen bovino, composto de citrato de sédio, glicina, glicose, frutose, gema de
ovo e Ovus es Paste (OEP) e observaram uma melhora no vigor espermético e

no percentual de retencéo acrossémica, quando comparado ao TG.

O meio diluidor a base de glicina-gema de ovo, apresentou bons
resultados quando utilizado na congelacdo do sémen nas espécies equina
(Papa et al., 1993), ovina (Gonzalez et al., 1996) e na refrigeracdo do sémen

canino (Lopes, 1997).

Entre as facilidades e os cuidados necessérios encontrados com a
utilizacdo de cada um dos diluentes, o GG oferece uma grande facilidade de
leitura, tanto para motilidade como para o vigor, pois o campo visual durante a
analise microscopica se apresenta de forma clara na identificacdo dos
espermatozoides (Chacur, 1996).
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3.2.3 Crioprotetores penetrantes

Quanto aos crioprotetores penetrantes, o glicerol é o mais utilizado
desde a sua descoberta em 1949 por Polge et al. o que foi um grande avango
na tecnologia do sémen, reduzindo os danos mecéanicos ao espermatozéide

durante o processo de congelacéo (Vishwanath & Shannon, 2000).

O glicerol e os outros crioprotetores penetrantes como o DMSO,
reduzem os danos celulares pela prevencao dos efeitos da concentracdo do
meio extracelular (Nicolafsen & Hvidt, 1994).

Os espermatozéides bovinos sdo rotineiramente criopreservados
utilizando-se entre 4 a 8% de glicerol e os resultados sao aceitaveis, contudo,
esta concentracdo é influenciada por outros componentes presentes no meio
diluente (Woelders et al., 1997). Fahy (1986) relatou que a concentracéo
osmotica de glicerol entre 0,25M (2,25%) e 1M (9%), tem uma menor
toxicidade ao espermatozoéide. Esta variagdo das concentracdes de glicerol foi
citada por Watson (1979), tendo descrito que a concentracédo ideal para a
congelacdo de sémen pode variar dependendo da curva de congelacéo, da
presenca dos componentes do meio diluente e da espécie em questao.

Estudos realizados ha mais de vinte anos ja elucidavam que o glicerol,
apesar de ser um bom crioprotetor espermatico, apresenta toxidade para 0s
espermatozoides nas diferentes espécies e pode induzir efeitos contraceptivos
(Becker et al., 1977). Hammerstedt & Graham (1992), analisaram os efeitos
toxicos do glicerol, que incluiam mudancas nas estruturas citoplasmaticas
devido ao aumento da viscosidade intracelular, alteracdo da polimerizagdo da
tubulina, efeitos no balanco bioenergético e alteracao direta nas proteinas da

membrana plasmatica.

Na tentativa de substituir o glicerol por outros crioprotetores, Pace &
Graham (1974) realizaram um experimento e obtiveram um aumento da
motilidade po6s-descongelacdo de sémen bovino com DMSO, quando
comparado a motilidade observada no sémen congelado com glicerol.
Contradizendo este trabalho, Jeyendran & Graham (1980) observaram que o

glicerol apresentou um melhor resultado péds-descongelacdo que outros
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crioprotetores testados (DMSO, acetamida, etilenoglicol, dimetilacetamida e

metilacetamida).

Snedeker & Gaunya (1970) fizeram testes comparativos de motilidade
pés-descongelacdo entre amostras congeladas com glicerol e diluentes
adicionados de DMSO a 1%, com 6% de glicerol. ApOs os testes, 0os autores
concluiram que o sémen congelado com diluente acrescido de DMSO
apresentou melhores resultados do que o criopreservado somente com o
glicerol. Entretanto, De Leeuw et al. (1993) obtiveram um melhor resultado na
criopreservacdo de sémen bovino, utilizando o glicerol comparado com o

propanodiol.

Outros crioprotetores séo testados na busca de minimizar os efeitos
toxicos do glicerol e a obtencdo de melhores resultados de congelagéo. Para
espermatozoides equinos, a dimetilformamida, utilizada com crioprotetor
penetrante, incrementou os indices de congelacao, em comparacao direta com
diluentes a base de glicerol (Alvarenga, 2002; Medeiros, 2003). Todavia,
segundo Gonzalez (2004), o glicerol preserva melhor a motilidade, o vigor e a
integridade das membranas (plasmatica, acrossomal e mitocondrial) das
células esperméticas bovinas apés a descongela¢édo, quando comparado aos
crioprotetores dimetilformamida e etilenoglicol.

3.3 Plasma Seminal

O sémen é uma suspensdo celular liquida, contendo gametas
masculinos e secrecdes dos Orgdos acessorios do trato genital masculino.
(Hafez & Hafez, 2004). A secrecao fisiolégica formada na ejaculacdo, é
conhecida como plasma seminal (Mann, 1981). O plasma parece ser um
componente essencial no processo de monta natural, servindo como
transportador e protetor dos espermatozoéides, porém seu significado funcional
€ questionavel. Em algumas espécies, € possivel induzir gestagcdo com

espermatozoides colhidos do epididimo (Hafez & Hafez, 2004).

Muitos autores tém descrito a interferéncia do plasma seminal nas

funcbes espermaticas, como a motilidade (Baas et al., 1983), viabilidade,
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fertilidade (Killian et al., 1993; Bellin et al., 1998) e no auxilio a capacitacao
(Miller et al., 1990). O plasma seminal também € relacionado a fatores
prejudicais ao sémen quanto a habilidade de fertilizagdo (Shivaji & Bhargava,
1987) com a presenca de fatores decapacitantes e inibidores de motilidade
(wamoto e Gagnon, 1988). H4& também relatos de influéncia negativa do
plasma seminal no armazenamento do sémen (Martinus et al., 1991), por
conter componentes prejudiciais a viabilidade espermatica (Dott , 1974; Way et
al., 2000).

Fatores prejudiciais a fertilidade, ou a congelabilidade, foram
encontrados no plasma seminal em alguns estudos. Sugere-se que haja
ligacBes promotoras de alteracdes bioquimicas entre as proteinas presentes no
plasma seminal as da membrana dos espermatozoides, provocando alteracdes
bioquimicas, que aumentariam a sua permeabilidade, promovendo injlria
celular e choque térmico durante a congelacdo (Moore & Hibbit, 1976;
Moustafa & Meszaros, 1981). Katska et al. (1996) também relataram a
existéncia de fatores antifertilidade no plasma seminal bovino, que podem
estabilizar as membranas plasmaticas e acrossomal do espermatozdide,
impedindo a reacao do acrossomo e inibindo a capacitacdo nos processos de
FIV.

Em touros ja foi demonstrado que existem proteinas do plasma
seminal que estdo correlacionadas com a fertilidade do reprodutor. Duas
proteinas predominam em touros de alta fertilidade (26 kDa, pl 6,2 e 55 kDa, pl
4,5) e outras duas (16 kDa, pl 6,7 e 16 kDa, pl 4,1) em animais de baixa
fertilidade (Killian et al., 1993). Em outros estudos, esta proteina de 55 kDa
associada a fertilidade, foi caracterizada como sendo a osteopontina (Cancel et
al., 1997). Killian (1992) mencionou que os touros de alta fertilidade possuem
oito vezes menos a concentracdo destas proteinas marcadoras de baixa
fertilidade; 3,5 vezes mais a proteina de 26Kda e 2,6 vezes mais a proteina de
55KDa.

Outros pesquisadores verificaram que a proteina de 26 kDa do plasma
seminal, mencionada por Killian et al. (1993), apresentava homologia com a
prostaglandina D sintetase tipo lipocalina (L-PGDS) (Gerena et al., 1998).



Revisao de Literatura - 24

As interacdes entre o plasma seminal e as proteinas da membrana do
espermatozoide podem ser responsaveis pelas diferencas na fertilidade e na
congelabilidade do sémen e a composicdo protéica € um dos aspectos que
interferem nestas interacdes (Roncoletta et al., 2004). Em touros, estudos
demonstraram que uma maior quantidade das proteinas BSP A1/A2 (16,5kDa,
pl4,7 e 16 kDa, pl 4,9 a 5,2, respectivamente), que sao as principais proteinas
ligadoras de heparina nesta espécie, provavelmente forneca melhor protecéo a
membrana espermatica durante a congelacao (Mattos et al., 2004).

Garcia & Grahan (1987) reportaram que uma fracdo protéica de baixo
peso molecular (>12-14KDa) ndo € benéfica para as células espermaticas
durante os processos de congelacdo, e demonstraram que a diélise por duas
horas a uma temperatura inicial de 37 a 5°C, pode ser um método para a
separacédo desta fracao protéica, melhorando a congelabilidade do sémen. Al-
Somai et al. (1994a) afirmaram que o prejuizo a motilidade espermética,
causada por este grupo protéico, tem efeito dependente da concentracédo
destas proteinas no plasma seminal. Al-Somai et al. (1994b) comentaram que
as proteinas em maior concentracdo no plasma seminal, com peso molecular
entre 15-16KDa, anidnicas, sdo prejudiciais a motilidade esperméatica e a sua
retirada por didlise pode ocasionar melhora neste parametro. Van Voorst &
Leenstra (1994) demonstraram que com sémen de galo, a remocédo de
moléculas com pesos moleculares menores que 8 KDa do plasma seminal
pode aumentar a capacidade de fertilizacdo do sémen resfriado; porém esta
mesma técnica ndo tem efeito benéfico quando o sémen é submetido a

criopreservagao.

A porcéo do plasma seminal prejudicial aos espermatozoides bovinos
€ a fracdo de alto peso molecular (Baas et al., 1983). Fatores de estimulo e
manutencdo da motilidade presentes no plasma seminal, ndo dializaveis (alto
PM), podem bloquear os efeitos benéficos da gema de ovo utilizada no diluidor,
por competicdo com os sitios de ligacdo na membrana plasmatica dos
espermatozoides (Schmehl et al. 1986). Entretanto, ndo somente a presenca
ou auséncia dos fatores pré-determinam a fertilidade do ejaculado durante a

sua estadia na cauda do epididimo para a maturacdo, mas também a
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concentracdo critica destas proteinas pode ser responsavel pelos efeitos do
plasma seminal na fertilidade. Quando presentes em meio contendo plasma
seminal provindo de animais de alta fertilidade, os espermatozoides tém maior
habilidade para penetrar nos ovocitos em ensaios in vitro, quando comparados
a meios com plasma seminal de animais de baixa fertilidade, sejam estes
espermatozoides de animais de alta ou baixa fertilidade (Henault & Killian,
1996).

Ollero et al. (1998) verificaram que ha perda de 04 bandas (35, 68,
100 e 245 kDa) no sémen congelado, quando comparado ao fresco, e
afirmaram que esta perda é devida a danos a membrana induzidos, pelos
processos de criopreservacao e descongelacdo. Ollero et al. (1997) afirmaram
gue esta perda de heterogeneidade na membrana, causada pela diluicdo e
criopreservacao do sémen, pode ser prevenida com a remocdo de moléculas
com peso molecular menor que 10 kDa do plasma seminal, mantendo-se a
heterogeneidade de membrana necesséaria para que esta seja viavel para a

criopreservagao.

Uma alternativa para reduzir as concentracdes de plasma seminal do
ejaculado é a centrifugacdo do sémen. Em equinos, a remo¢do do plasma
seminal é uma técnica utilizada rotineiramente na criopreservacao de sémen,
sendo essencial e necessaria para 0 sucesso da congelacdo. A intensidade e
tempo de centrifugacdo adequadas a uma maior recuperacdo de células
espermaticas, com minimos danos estruturais e funcionais aos
espermatozoides, é um fator fundamental para obtencdo de bons indices de
congelabilidade do sémen (Heitland et al., 1996). Papa et al. (1998), utilizaram
intensidade de centrifugacdo entre 600 — 800xg/5 minutos, em experimentos
com diferentes diluidores para a congelacdo de sémen equino e néo
observaram nenhum efeito deletério desta técnica sobre a integridade do

acrossomo.

Papa et al. (1981) demonstraram que a centrifugacdo € um método
adequado para o nivelamento da variacdo de qualidade e quantidade dos
ejaculados equinos. As forcas e tempos de centrifugacdo ndo apresentaram
efeito negativo sobre a motilidade e sobrevivéncia dos espermatozoides,
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avaliados pela coloragao supra vital. Os mesmos autores também observaram
efeito positivo da centrifugacdo sobre a motilidade espermatica, além de sua
intensificacdo nado ter depreciado a qualidade do sémen in vitro durante os
testes de termorresisténcia a 5°C e a 37°C.

A centrifugacédo para a remogao do plasma seminal, normalmente nao
€ prejudicial ao sémen, e seu efeito pode ser ainda minimizado com a utilizacdo
de diluidores especificos para esse fim, e com utilizacdo de baixas forcas de
centrifugacao, de 400x g (Jasko, 1994). Pickett et al. (1975), concluiram que
forcas de centrifugagfes entre 370x g e 829x g ndo produziram efeito deletério
no sémen. A diluicdo do sémen antes de ser centrifugado é feita na proporgéo
de 1:1, com solucBes a base de glicose-EDTA, ou Ringer com lactato de sddio
(Papa & Alvarenga, 1988). Na remocao do plasma seminal de sémen ovino é
comum a utilizacao de diluidores a base de leite (Olafsson, 1980; Lillo, 1984;
Grotte et al., 1992; Soderquist et al., 1999; Gil et al., 2000).

Bedford et al. (1995a) relataram que a centrifugacado de sémen equino
se torna essencial quando o diluidor a ser utilizado contém gema de ovo. De
acordo com 0s autores, parece ocorrer uma interacao negativa entre o plasma
seminal e a gema, que leva a depressao da motilidade, mais evidente apés
longos periodos de estocagem. Essa interacdo ndo prejudica somente a
motilidade espermética, mas também interfere negativamente nos indices de
fertilidade (Bedford et al.1995b). Segundo Corteel (1980) em sémen de bode a
centrifugacao também é fundamental quando o meio diluidor utilizado contém

gema de ovo.

Gil et al. (2000) removeram o plasma seminal de sémen de carneiros,
em centrifuga refrigerada a 5°C e concluiram que este procedimento
incrementou os indices de motilidade, linearidade, integridade de membrana e
capacitacdo espermatica. Os efeitos benéficos da remocéo do plasma seminal
sobre a congelabilidade de sémen ovino também foi descrito por Oba et al.
(2004), porém utilizando centrifugacdo em temperatura ambiente.

Vérios autores tém sugerido com éxito a centrifugacdo de sémen

canino antes da criopreservacao (Rota, 1998; Strom Holst, 1999; Pefia, 2000).
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Lopes & Papa (1998) verificaram uma melhora da qualidade espermética do
sémen de cao, descongelado no grupo onde foi realizada a centrifugacéo
previa ao processo de congelacdo. Cunha (2002) concluiu que a centrifugacéo
do sémen canino nao interferiu na qualidade do movimento espermatico e na
integridade de membrana e também observou que a centrifugacdo do sémen
diluido a base de leite desnatado e glicose, conferiu maior manutencdo da
qgualidade do movimento espermatico durante a incubacdo em banho-maria a
37°C.

Lépez e Encalada (1997) investigaram em touros, o efeito da remocéao
parcial do plasma seminal sobre a congelabilidade do sémen com
concentracdo inferior a 500x10°espermatozoides/ml. As amostras foram
centrifugadas a 3000 rpm/5 minutos e removeu-se 40-50% do sobrenadante,
previamente a congelagdo. Foram aprovadas, com no minimo 25 % de
motilidade total, 52,9% das palhetas congeladas com a remocao parcial do
plasma seminal, superando (p<0,01) os 5,9% de palhetas aprovadas
congeladas sem a remoc¢ao do plasma. Os autores concluiram que a remocao
parcial do plasma seminal incrementou em mais de 40% a possibilidade de

congelar com éxito amostras de sémen consideradas diluidas.

Fatores que interferem na congelabilidade do sémen ainda precisam
ser amplamente pesquisados. Para melhor compreensdo das alteragdes
bioquimicas ocorridas durante os processos de criopreservacao, além do
conhecimento do perfil dos componentes da membrana plasméatica dos
espermatozoides, como mencionaram Ollero et al. (1998), também é
necessaria a compreensao das interacbes do plasma seminal e dos meios
diluidores, frente aos diferentes padrdes de fertilidade e/ou congelabilidade do
sémen de individuos de uma mesma populacao (Roncoletta et al., 2004).

3.4 Avaliacdo espermatica

Os primeiros relatos cientificos da manipulagdo seminal foram
publicados pela Philosophical Transactions of the Royal Society, na Inglaterra,

em 1678, quando Leewenhoek e seus auxiliares visualizaram, pela primeira
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vez, as células espermaticas ao microscépio, classificando-as como “animais”
microscoépicos (Foote, et al., 2002). Desde entdo se desenvolveram os métodos
de avaliacdo seminal, e Anderson (1942), descreveu como o melhor e 0 mais
utilizado, desde aquela época, a analise microscopica da proporcdo de
espermatozoides com movimentos progressivos normais, metodologia que até
os dias atuais segue sendo amplamente utilizada. A estimativa visual da
motilidade espermatica é o mais simples, rapido e barato método de avaliacédo
da qualidade seminal, porém € uma técnica subjetiva (Anzar et al., 1991), em
gue podem ocorrer variacbes de 30 a 60% quando um mesmo ejaculado é
avaliado por técnicos diferentes (Coetzee et al., 1999; Verstegen et al., 2002).
Viana (2004) relatou que os resultados de motilidade da andlise subjetiva € em
média 6% menor que os resultados obtidos pela analise computadorizada dos
movimentos espermaticos.

Posteriormente, foram desenvolvidas novas técnicas de avaliacdo
espermatica em microscépios de campos luminosos e contraste de fases;
citometria de fluxo e analise computadorizada dos movimentos espermaticos
(CASA), que contribuiram muito para o avanco em suas quantificacées (Foote,
1998). As andlises de sémen poés-descongelacdo, como a avaliacdo da
integridade acrossomal foi descrita em 1968 por Saacke & Marshall (Foote et
al., 2002)

O desenvolvimento de técnicas que permitam predizer, com acuracia,
o potencial fertilizante do sémen, h4 muitos anos incitam os pesquisadores.
N&o existe um teste que, isoladamente, permita estimar o potencial fecundante
do sémen, visto que para o cumprimento de suas fun¢cdes os espermatozoides

apresentar diversos atributos (Graham et al. 1990; Arruda, 2000).

3.4.1. Avaliagdo computadorizada do sémen

Vérios estudos tém sido dirigidos com o objetivo de correlacionar
resultados de investigacOes laboratoriais com os testes de fertilidade. Nas
avaliacOes de qualidade seminal, a motilidade € a caracteristica de viabilidade
espermatica investigada com maior freqléncia, embora sua correlacdo com

fertilidade seja controversa. Outras varidveis seminais como a percentagem de
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espermatozoides viaveis obtidas por CASA, tém sido altamente

correlacionadas com a fertilidade (Januskauskas et al., 2000).

Pela CASA, a avaliacao das variaveis espermaticas relacionadas com
a movimentacdo dos espermatozéides € minuciosamente investigada pelo
computador, revelando a performance dos espermatozoides pré e pés -
congelacdo. A CASA é empregada em diversas espécies de mamiferos:
homem (Marck et al., 1988); bovinos (Budworth et al., 1998); eqtiinos (Varner et
al., 1991; Ferreira et al., 1997) e ovinos (Souza et al., 1999), permitindo assim
avaliar as variaveis detalhadamente, o que ndo € possivel na analise

convencional subjetiva (Moses et al., 1995).

CASA é um sistema objetivo para a determinacdo dos valores das
varidveis esperméaticas. Os resultados obtidos por esse método sdo mais
fidedignos, comparados as avaliacbes padrdes, para a determinacdo da
qualidade de um ejaculado, elaboracdo de prognésticos de fertilidade e
comparacdes de efeitos de diluidores ou outras substancias adicionadas ao
sémen com o intuito de ampliar sua viabilidade (Verstegen et al., 2002); além
disso, o método € pratico, rapido e de facil execucédo (Ferreira et al., 1997). As
desvantagens da utilizacdo da CASA sao relativas aos custos do equipamento,
instalacdo e manutencéo, e padronizacdo das mensuragcdes a serem realizadas
(Verstegen et al., 2002).

A importancia da utilizacdo da CASA é justificada pela relevancia da
cinética espermatica na determinacdo da fertilidade dos espermatozoéides.
Dentre as variaveis determinadas, a velocidade progressiva e os padrées de
movimentacdo celular tém se correlacionado com a penetracdo no muco
cervical, em ovacitos; e com resultados de fertilizac&o in vitro (Januskauskas et
al., 1999).

Muitas publicacbes, desde meados da década de 80, tém relatado o
uso desta técnica, tanto para andlises clinicas quanto para pesquisas
laboratoriais com sémen. E na espécie humana que se observa a utilizacdo da
técnica em maior escala, em centros de reproducdo assistida, com o intuito de

avaliar o espermatozoide antes da realizacdo das técnicas de reproducao e
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correlacionar a qualidade espermatica (movimentos e morfologia) com a
fertilidade (Verstegen et al., 2002). Em bovinos existe correlagdo entre as
variaveis qualitativas dos espermatozéides e a fertilidade (Farrell et al., 1998;
Zhang et al., 1998). A motilidade € comumente descrita como a mais
importante caracteristica de habilidade fecundante dos espermatozoéides. A
motilidade e a velocidade espermatica sao altamente correlacionadas com a
fertilidade (Gibson & Graham, 1969; Jondet & Rebadeux, 1974; Farrell et al.,
1998).

Segundo, Brahmkshtri et al. (1999), a motilidade, a viabilidade e a
integridade de acrossomo ndo estdo correlacionadas com a taxa de
concepcao. Todavia, motilidade pés-descongelacéo e viabilidade sao altamente
correlacionadas entre si. Os mesmos autores relataram que a baixa correlacéo
entre a motilidade e a viabilidade pdés-descongelacdo, com a taxa de
concepcéo, refletem a habilidade do espermatozéide em atingir o o4cito, mas
nao indica a capacidade para a realizacdo da reacdo acrossGmica com a
membrana vitelinica e a formacgao do pré-ndcleo.

Viana (2004) verificou uma tendéncia (0,05 < p < 0,01) da motilidade
total pos-descongelacdo estar associada com a fertilidade, ratificando os
relatos publicados por Casagrande et al. (1980).

Algumas caracteristicas de movimentos dos espermatozéides sao
importantes para que eles sejam considerados aptos a fertilizar (Aitken &
Clarkson,1988). Outros valores, além da motilidade total, obtidos por CASA,
sdo importantes para predizer as taxas de fertilidade (Aitken et al.,1992;
Amman,1989). Os valores da velocidade média dos espermatozdéides (VAP),
velocidade linear (VSL) e velocidade curvilinea (VCL) sdo maiores (p<0,01) nas
amostras que fertilizam mais de 50% dos ovécitos que nas que fertilizam
menos. A correlacao positiva entre o niumero total de espermatozéides moveis
inseminados, VCL e fecundidade, foram observados por Gerris & Khan, (1987);
Brown et al. (1988) e Byrd et al. (1990). Holt & North (1994) relataram que a
VCL estid fortemente correlacionada com as taxas de fertilidade in vitro.
Também pode existir correlacdo positiva com fertilidade, de acordo com o0s
valores de retilinearidade (STR) e linearidade (LIN). LIN é a media dos valores
de VSL e VCL, que podem ser relacionados negativamente com a fertilidade se
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a proporcao de espermatozoéides com VSL alto for maior que VCL (Verstegen
et al. 2002).

Alguns fatores podem interferir na analise correta do sémen. Entre eles
observa-se que a concentracdo espermatica deve ser reduzida de modo a
permitir a visualizagdo do campo sem que existam intersecdes entre as
trajetorias. Quanto maior o numero de cruzamentos, maior € o erro da analise.
Para adequar a amostra utiliza-se diluidores seminais que devem ser livres de
particulas de tamanho semelhante ao espermatozoéide analisado, evitando-se
gue estas sejam consideradas um espermatozoide imével (Ferreira et al.,
1997).

3.4.2.Analise da integridade de membrana plasmética

7

A integridade da membrana plasmatica é uma das varidveis mais
estudadas no processo de avaliacdo das injurias sofridas pela célula durante o
processo de criopreservacao (Dell’ Aqua, 2000), devido ao papel fundamental
da membrana, na sobrevivéncia do espermatozoéide no trato genital da fémea e

na manutencao de sua capacidade fertilizante (Parks & Grahan, 1992).

A importdncia de se avaliar a integridade estrutural da célula
espermatica prende-se ao fato de que a funcionalidade do gameta esta
diretamente ligada a integridade da membrana plasmatica, ou seja, para toda
lesdo estrutural tem-se uma alteragdo funcional correspondente (Zuccari,
1998).

O uso de fluorocromos (isolados ou associados), tem promovido uma
boa metodologia de avaliacdo da integridade de varios compartimentos
subcelulares, como a funcdo mitocondrial e a integridade da membrana
plasmética (Martinez, 2000). As sondas fluorescentes sdo muito utilizadas, pois
tém a capacidade de se difundir pelas células integras ou lesadas, mesmo na
presenca de algum crioprotetor (Zuccari, 1998) e sua utilizacdo busca avaliar a
integridade e a funcdo de compartimentos especificos da célula espermatica
(Peterson et al., 1974).
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Garner et al. (1986) descreveram o uso combinado de duas
substancias fluorescentes, o diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) e o
iodeto de propidio (IP), para investigar a integridade do espermatozoide de
bovinos e outras espécies. Entretanto, a contagem dos espermatozoides foi
realizada com citdmetro de fluxo, avaliando um nimero maior de células, em

um tempo reduzido.

Harrison & Vickers (1990) descreveram a mesma técnica, porém
modificada, em que uma pequena quantidade de formaldeido era adicionada a
amostra, o que viabilizou a avaliacdo por preparacdo umida em microscopio de

epifluorescéncia.

Com o objetivo de avaliar a integridade da membrana plasmatica,
varios autores tém utilizado com sucesso a associacdo do IP com o CFDA
(Harrison & Vickers, 1990; Coelho et al., 1995; Pefia et al., 1998; Papa et al.,
2002; Brito et al., 2003).

O IP possui afinidade com o DNA e cora de vermelho o nucleo celular,
€ impermeavel a membrana celular integra, penetrando na célula e
desempenhando sua funcdo somente naquelas com a membrana plasméatica
lesada (Garner et al., 1988; Harrison & Vickers, 1990; Arruda, 2000).

A utilizagdo do IP tem apresentado éxito em diversos trabalhos
realizados em microscopia de epifluorescéncia e em citometria de fluxo; este
sucesso esta relacionado com a alta estabilidade que este fluorocromo
apresenta. ( Garner et al., 1988; Valcarcel et al., 1994; Arruda, 2000; Dell’
Aqua, 2000; Papa et al., 2002; Zahn, 2002; Brito et al., 2003; Gonzalez, 2004;
Celeghini, 2005).

O CFDA é conhecido na literatura como coloracao vital, apresentando-
se como composto hidrofébico, capaz de penetrar a membrana celular sem
interferéncia fisioldgica, ndo possuindo fluorescéncia sob esta forma. No
interior da célula o CFDA ¢ hidrolisado por esterases, produzindo o CFDA livre,

qgue é retido dentro da célula com a membrana plasmatica intacta, exibindo
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uma fluorescéncia de coloracéo verde (Harrison & Vickers, 1990; Valcarcel et
al., 1994; Pefa et al., 1998).

Brito et al. (2003) observaram uma alta correlacdo entre os valores de
integridade de membrana obtidos através da associacdo dos corantes CFDA e

Pl e a taxa de fertilizagao in vitro.

Zlccari (1998) trabalhando com espermatozéides equinos, verificou
correlagBes entre as variaveis motilidade, vigor e integridade da membrana
plasmatica, pela utilizacdo das sondas fluorescentes, IP e CFDA, apds a
descongelacao e durante o teste de termoresisténcia.

Brito et al. (2003) compararam métodos de avaliacdo da membrana
dos espermatozoéides bovinos e verificaram que os valores de espermatozoides
com a membrana intacta, determinada pelas coloracdes de CFDA/IP e SYBR-
14/IP, foram maiores do que a proporcdo de espermatozéides com membrana

integra ao teste hiposmaético durante a incubacao p6s-descongelacao.

Coelho et al. (1995) comparando a integridade da membrana
plasmatica dos espermatozéides bovinos e sua relacdo com a motilidade
progressiva a uma temperatura de 38,5°C durante 2-4 horas, correlacionaram
positivamente o declinio da motilidade progressiva com relagdo ao percentual
de células integras em funcéo do tempo de incubacdo, sugerindo que a perda
da motilidade esta associada as leses da membrana plasmatica.

Associagbes de sondas  fluorescentes  permitem  avaliar
simultaneamente mais do que um compartimento da célula esperméatica
(Celeghini, 2005). Arruda e Celeghini (2003) desenvolveram uma técnica rapida
e precisa para a avaliacdo simultdnea da integridade das membranas
plasméticas, acrossomal e mitocondrial das células esperméticas de bovino,
validando uma técnica na qual foram associadas as sondas fluorescentes IP,
FITC-PSA e MITO, para identificar simultaneamente integridade da membrana
plasmatica, acrossomal e funcdo mitocondrial, respectivamente. Em estudo
mais recente, Celeghini (2005) concluiu que a avaliagdo simultdnea da

integridade das membranas plasméticas e acrossomal e da fungcédo mitocondrial
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pode ser realizada por técnicas simples e de alta repetibilidade, pela
associacao das sondas fluorescentes PI, FICTC-PSA e MITO ou PI, FICT-PSA
e CMXRos ou PI, FICT-PSA e JC-1.
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4. OBJETIVOS

1. Testar uma nova metodologia de congelacdo de sémen bovino que

possa contribuir para o avanc¢o da biotecnologia nesta espécie,

2. Testar o efeito da centrifugacdo de amostras de sémen antes da

congelagéo.

3. Avaliar a viabilidade espermatica pos-descongelacdo, com

diferentes meios diluidores.

4. Desenvolver um novo diluidor, com férmula inovadora para as

técnicas de congelacdo de sémen bovino.

5. Comparar a influéncia dos diferentes tempos de estabilizagéo sobre
0S parametros espermaticos poOs-descongelacdo, pela analise
computadorizada do movimento (CASA) e da fluorescéncia.

6. Comparar as taxas de fertilidade entre a metodologia que

apresentar melhores resultados laboratoriais, com a convencional.
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5. MATERIAL E METODOS

Para atingir os objetivos propostos foram realizados trés experimentos
distintos. No primeiro avaliaram-se os efeitos de diferentes meios diluentes, e
da remocédo do plasma seminal na congelacdo do sémen. No segundo,
comparou-se a influéncia dos diferentes tempos de estabilizacdo sobre as
variaveis espermaticas pos congelacdo. Finalmente, o terceiro constituiu o
teste de fertilidade para o qual utilizou-se as metodologias de criopreservagao

com melhores desempenhos nos dois experimentos anteriores.

5.1 EXPERIMENTO I: Efeito de trés meios diluentes, com ou sem a
remocéao do plasma seminal.

5.1.1 Local da Pesquisa e Animais

As atividades experimentais foram realizadas no Laboratério do Centro
de Reproducédo Animal (CERAN) do Departamento de Reproducdo Animal e
Radiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, localizado no Campus
de Botucatu. A colheita, manipulacdo e congelacdo do sémen foram realizadas
nas fazendas de origem dos touros e o sémen congelado foi transportado ao
CERAN para as analises pos congelacéo.

Foram utilizados 40 touros, sendo, 20 Bos taurus indicus, provenientes
das fazendas: Braido (10), no municipio de Cerqueira César-SP, Andorinha (5),
em Avaré-SP e Experimental Sdo Manuel (5) da UNESP - Campus de
Botucatu, na cidade de S&o Manuel-SP, e 20 Bos taurus taurus , oriundos da
Fazenda Carretdo (10) e da Central Bela Vista de Genética Bovina (10). Todos
os animais foram aprovados em exames androlégicos prévios a

experimentagao.
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5.1.2 Colheita do Sémen

As colheitas de sémen foram realizadas por estimulo elétrico de baixa
amperagem (eletroejaculador), com os animais posicionados em bretes de
contencdo. Antes das colheitas, realizou-se a higienizacéo externa do prepucio
com agua e interna com solucéo fisiolégica. O ejaculado foi recolhido em um
funil plastico, acoplado a um tubo de colheita graduado e protegido por um
envoltorio de isopor a fim de evitar exposicdo a luz e mudancas drasticas de

temperatura.

5.1.3 AvaliagGes do SEémen Fresco

Todas as amostras de sémen foram avaliadas antes do
processamento pré-congelacdo, segundo as caracteristicas. Consideraram-se
duas classes de caracteres da amostra: os fisico-quimicos (macroscopicos):
coloracao, odor, aspecto e volume; e 0s microscopicos: turbilhonamento,

motilidade, vigor, concentracéo e patologia espermatica.

5.1.3.1 Volume

O volume foi determinado mediante leitura direta na graduacéo
milimétrica do tubo coletor (15mL), expresso em mililitros (mL).

5.1.3.2 Cor e Aspecto

A coloracdo e o aspecto dos ejaculados foram avaliados visualmente
e classificados de branco acinzentada a amarelo citrino. O aspecto, que
depende fundamentalmente da concentracdo de espermatozéides, foi

classificado em trés categorias: aquoso, leitoso ou cremoso.
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5.1.3.3 Turbilhonamento

O turbilhonamento (movimento de massa), foi avaliado pela deposicéo
de uma gota de sémen sobre uma lamina aquecida (37°C), observada em
microscopio de luz em aumento de 100 X, sendo o valor classificado,

subjetivamente, em ordem crescente: 0, +, ++ , +++

5.1.3.4 Motilidade e Vigor

As avaliacGes de motilidade e vigor foram realizadas aplicando-se uma
gota de sémen sobre lamina aquecida (38-40°C) e recoberta por laminula. A
andlise foi realizada por microscopia de contraste de fase. Os resultados
obtidos foram expressos em percentagem para a motilidade e por um escore
de zero a cinco (0-5), para o vigor.

5.1.3.5 Concentracao Espermaética

Para a obtencdo das concentracdes espermaticas, diluiu-se uma
amostra de 20 uL de sémen em 4 mL de agua (1:200). A contagem das células
foi realizada em Céamara Hematocitométrica de Neubauer, sob microscopia
Optica comum em aumento de 400X.

5.1.3.6 Morfologia Espermética

O exame de morfologia espermatica foi realizado na fase de selecdo
dos animais, pela técnica de camara umida. Para a obtencdo da amostra, o
sémen foi diluido na proporcdo de 1:100, em solucdo de formol salino
tamponado. A analise foi realizada pela deposi¢cdo de uma gota desta solucéo
sobre lamina recoberta por laminula e analisada em microscépio de contraste
de fase, no aumento de 1000x, com Oleo de imersdo. As patologias foram
classificadas em defeitos maiores e menores (Blom, 1972).
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5.1.4 Procedimento Experimental

Este experimento foi delineado objetivando a constatacdo dos efeitos
dos meios diluentes e da remoc¢ao do plasma seminal pela centrifugacéo, sobre

as variaveis espermaticas pos-congelacédo, conforme a figura 2.

Para a realizagdo deste experimento foram confrontados trés diferentes
meios diluentes de duas fra¢gdes (fracéo I, sem glicerol e fracdo I, com glicerol):
TG (Mies Filho, 1987), GG (Bicudo et al., 1993) e M20 (diluente desenvolvido
para a pesquisa). A remogao do plasma seminal foi realizada pela centrifugacéo

das amostras.

Neste experimento foram colhidos ejaculados de 40 touros (n=40).
Apbs a colheita e a avaliacdo inicial, os ejaculados obtidos foram fracionados
em seis aliquotas e diluidos em fracdo | de TRIS, GG e M20, ou seja, duas

aliquotas com cada diluente.

Trés dessas aliquotas, uma de cada diluente foram diluidas
normalmente (fracdo I+ fracéo Il), para a padronizacdo da concentracdo em

30x10° espermatozoéides por palheta.

As outras trés aliquotas foram diluidas com a fracao | de cada diluente,
na proporcdo 2:1, e centrifugadas em centrifuga Baby | (Fanem®), por 10
minutos a 600 xg, para a remoc¢ao do plasma seminal. Apés a centrifugacéo
desprezou-se o sobrenadante e os “pellet” foram ressuspendidos até a metade
do volume final nos referidos meios, sem glicerol, e o volume final foi
completado com os respectivos meios diluentes fracdo Il. A diluicdo nas
aliquotas centrifugadas também foi realizada até atingir o volume para
padronizacdo da concentracdo em 30x10° espermatozdides por palheta.

Finalizada a diluicdo, as amostras (240) foram envasadas
manualmente em palhetas francesas de 0,5 mL, previamente identificadas
com o namero do touro, meio diluente e tratamento realizado: centrifugado (C)

ou nao centrifugado (NC). As palhetas foram vedadas por alcool polivinilico.
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5.1.5 Congelacdo do Sémen

Apés o envase e fechamento, as palhetas foram dispostas
horizontalmente sobre bandeja de aco telada e submetidas ao periodo de
estabilizacdo de quatro horas a 5°C, em geladeira automatica digital (Minitub®_
Porto Alegre-Brasil).

Apés esse periodo, as bandejas com as palhetas foram colocadas a
5,0 cm do nivel do nitrogénio liquido, amparadas por suporte de aluminio
(Figura 1A); todo o conjunto no interior de uma caixa de isopor (51 x 45 x 45
cm). ApGs 20 minutos em vapor de nitrogénio, as palhetas foram imersas em
nitrogénio liquido (Figura 1B), ap6s o término do processo de congelacao as
palhetas foram acondicionadas em raques e colocadas em canisteres de um

botijao criobioldgico.

Figura 1 — Esquematizacao grafica do processo de congelacdo. A- Palhetas
alojadas em bandejas de aco telada mantidas a 5cm do nivel de N, B- Palhetas

imersas em Na.
5.1.6 Descongelacdo do Sémen

Decorrido um més de estocagem em nitrogénio liquido, uma palheta
de cada tratamento (40 touros x 3 diluentes x 2 grupos — centrifugado ou néo
centrifugado = 240 palhetas ), foi descongelada em banho maria a 46°C/20”
(Dellaqua Jr, 2000), e para uma melhor homogeneizagdo das amostras, o]
sémen foi transferido das palhetas para microtubos mantidos a temperatura de
37°C.
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5.1.7 Avaliagdo Computadorizada do Sémen

O sémen foi homogeneizado e submetido a andlise computadorizada
pelo Hamilton Thorne Research — IVOS 10, colocando uma gota na camara de
Makler aquecida a 38°C, para as andlises das variaveis espermaticas. As
analises foram realizadas em setup, ajustados para as caracteristicas seminais
de bovinos (Anexo I), sendo avaliadas no minimo trés campos de cada

amostra.

As variaveis esperméticas consideradas foram: motilidade espermatica
total (MT), motilidade espermatica progressiva (MP), velocidade curvilinea
(VCL), retilinearidade (STR), linearidade (LIN) e percentagem de
espermatozoides rapidos (RAP).

5.1.8 Avaliacao da Integridade da Membrana Plasmatica

A analise da integridade da membrana plasmatica foi realizada com a
utilizagdo das sondas fluorescentes diacetato de carboxifluoresceina (FDA) e
iodeto de propidio (IP), segundo a técnica descrita por Harrison & Vickers
(1990), modificada por Zuccari (1998), em que diluiu-se 20 m de sémen em
40m da solucao de trabalho. O material foi analisado entre lamina e laminula,
em microscopio de epifluorescéncia (Leika® com aumento de 400X, por
excitacdo em filtro BW. Foram contadas 200 células, sendo consideradas
integras as coradas em verde, e lesadas as coradas em vermelho ou em verde

e vermelho. O resultado foi expresso em percentagem de células integras.
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5.1.9 Anélise Estatistica

Para a analise estatistica dos dados deste experimento, usou-se um
fatorial 2 X 2 X 3 (2 ragas X 2 grupos (centrifugado e ndo centrifugado) X 3
diluidores), com parcelas subdivididas, num delineamento inteiramente
casualizado. As parcelas principais foram os touros e as sub-parcelas as
amostras de sémen, obtidas de uma colheita por touro, as quais foram
aplicadas as combinacbes de grupo (centrifugado e ndo centrifugado), com

diluidor.

Os resultados foram analisados por meio do programa GLM do SAS

8.02, usando-se o seguinte modelo estatistico:

Yim = M+ r; + tj + di + ¢ + (rd)i + (rc)y +(dc) +(rdc)ia + Eijam

Onde: m= efeito fixo da média;

ri= efeito fixo da i-ésima raca (i=1,2);

t; = efeito aleatério do j- ésimo touro dentro da i-ésima raca (j=
1,2,....20) = erro(a)

dk = efeito fixo do k-ésimo diluente(k=1,2,3);

¢ = efeito fixo do I-ésimo grupo de centrifugacéo (1=1,2)

(rd)ik = efeito fixo da interacdo entre a i-ésima raca e 0 k-ésimo
diluente;

(rc)i = efeito fixo da interacdo entre a i-ésima raca e o I-ésimo grupo de
centrifugacao

(dc)w = efeito fixo da interacdo entre o k-ésimo diluente e o I-ésimo
grupo de centrifugagéo

(rdc)iw = efeito fixo da interagdo entre a i-ésima raca , 0 k-ésimo
diluente e o I- ésimo nivel de centrifugacao;

ejjum = erro aleatorio das sub-parcelas= erro(b).

O teste F de racas usou o erro (a), e o teste F dos demais efeitos fixo,
o erro (b). Usou —se p< 0,01 como nivel de significancia.

Quando se observou interagédo entre diluidor e centrifugacdo, os

efeitos de centrifugacédo foram desdobrados em contrastes ortogonais.



Material e Métodos - 46

5.2 EXPERIMENTO II: Influéncia dos diferentes tempos de estabilizagéo
sobre as variaveis esperméticas pods-descongelacéo.

5.2.1 Local da Pesquisa e Animais

As atividades experimentais foram realizadas no laboratério CERAN
do Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual
Paulista’Julio de Mesquita Filho”, localizado no Campus de Botucatu.

Foram utilizados 40 touros (diferentes dos utilizados na primeira etapa
do projeto), sendo 20 Bos taurus taurus, oriundos da Estancia dos Alberti (10) e
Fazenda Alianca (10), ambas no municipio de S&o Jodo da Boa Vista-SP, e 20
Bos taurus indicus, provenientes das fazendas Braido (10) e Carretdo (10).
Todos os animais foram aprovados nos exames androlégicos, prévios a

experimentagao.

O sémen foi colhido, manipulado e congelado nas fazendas de origem
dos touros. Apés a congelacdo o sémen foi transportado para o CERAN, onde

foram realizadas as anélises.

5.2.2 Colheita de Sémen

As colheitas de sémen, neste experimento, foram iguais ao descrito
em5.1.2.

5.2.3 Avaliages do SEémen Fresco

Logo apos a colheita, 0 sémen foi avaliado macroscopicamente quanto
ao volume, odor, cor e aspecto e microscopicamente para o turbilhonamento,
motilidade e vigor espermatico, seguindo a mesma metodologia do

experimento |.
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5.2.4 Procedimentos Experimentais

Para atingir os objetivos propostos, este experimento foi delineado para
a observacdo dos efeitos do tempo de estabilizacdo em geladeira automatica
digital (Minitub® _ Porto Alegre-Brasil) a 5°C nos tempos de 60, 120, 180 e 240
min. Os efeitos destes tempos sobre as variaveis espermaticas, pos-
descongelacdo, foram determinados por CASA e teste de integridade de
membrana plasmatica. Também foram avaliados os efeitos da remocédo do
plasma seminal, nos diferentes tempos de estabilizac&o.

Nesta etapa do projeto, utilizaram-se apenas os meios diluentes TRIS,
como controle e M20, que apresentou melhores resultados no experimento |.

Cada ejaculado foi dividido em quatro partes e diluidas com a fragéo |
dos diluentes TRIS e M20, duas partes com cada um. Duas fragdes (uma de
cada diluente), foram centrifugadas para a remocdo do plasma seminal,
seguindo a mesma metodologia do experimento |. As duas aliquotas restantes
(uma de cada diluente), foram diluidas normalmente (fracéo I+ fracao Il), para a
padronizacdo da concentracdo em 30x10° espermatozdides por palheta.

Cada aliquota de sémen foi envasada em quatro palhetas francesas
de 0,5 ml, que foram identificadas com o numero do touro, meio diluente,
metodologia empregada (centrifugada ou ndo) e tempo de estabilizacdo a
serem submetidas. A vedacao das palhetas foi realizada com alcool polivinilico
de diferentes cores para facilitar a visualizacdo dos grupos de tempos de
estabilizacao.

5.2.5 Congelacdo do Sémen

Apébs o envase e fechamento das palhetas, elas foram separadas em
guatro bandejas:
| : 60 min de estabilizacao
[l 120 min de estabilizacéo
[l : 180 min de estabilizacéo
IV : 240 min de estabilizacéo
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Cada bandeja foi submetida a estabilizacdo em geladeira automatica
digital (Minitub® _ Porto Alegre-Brasil), a 5°C, durante os respectivos periodos.
A cada 60 minutos, um grupo de palhetas foi retirado da geladeira e submetido
ao processo de congelacdo como descrito no item 5.1.5.

5.2.6 Descongelacdo do Sémen

Decorrido um més de estocagem em nitrogénio liquido, uma palheta
de cada tratamento (40 touros x 2 diluentes x 2 grupos — centrifugado ou néo
centrifugado x 4 tempos de estabilizagcdo= 640 palhetas ), foi descongelada
aleatoriamente em banho-maria a 46°C/20” (Dellaqua Jr, 2000), e para uma
melhor homogeneizagdo das amostras o sémen foi transferido das palhetas
para microtubos mantidos a temperatura de 37°C.

5.2.7 Avaliacdo do Sémen P4s - Descongelacao

As variaveis esperméaticas foram avaliadas por meio da andlise
computadorizada do movimento (CASA), e a integridade da membrana
realizada pela técnica descrita por Harrison & Vickers (1990), modificada por

ZUccari (1998), conforme descrito nos itens 5.1.7 € 5.1.8.
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EJACULADO
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Avaliacédo integridade de Membrana

Figura 3: Esquema simplificado dos procedimentos experimentais realizado no
experimento Il
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5.2.8.Anélise Estatistica

Apés o término da fase laboratorial os dados foram analisados por um
fatorial 2 X 2 X 2 X 4 (2 racas X 2 grupos (centrifugado e néo centrifugado) X 2
diluidores X 4 tempos de estabilizacdo), com parcelas subdivididas, num
delineamento inteiramente casualizado. As parcelas principais foram os touros
e as sub—parcelas as amostras de sémen, obtidas de uma colheita por touro,
as quais foram aplicados as combinac¢8es de grupo, diluidor e tempo.

Os resultados foram analisados por meio do programa MIXED do SAS
8.02, usando-se o seguinte modelo estatistico:

Yimn = M + 1 + tj + di + € + Sm + (rd)ic + (rC)it + (rS)im + (dC)u + (dS)km +
(cs)im + (rdc)ig + (rds)ikm + (dCS)m + (rdcs)ikm + €ijimn

Onde: m= efeito fixo da média;

ri= efeito fixo da i-ésima raca (i=1,2);

t; = efeito aleatério do j- ésimo touro dentro da i-ésima raca (j=
1,2,....20) = erro(a)

di = efeito fixo do k-ésimo diluente(k=1,2);

¢ = efeito fixo do I-ésimo grupo de centrifugagéo (I=1,2);

sm = efeito fixo do m-ésimo tempo de estabilizacao;

(rd)ik = efeito fixo da interacdo entre a i-ésima raca e 0 k-ésimo
diluente;

(rc)i = efeito fixo da interacdo entre a i-ésima raca e o I-ésimo grupo de
centrifugacao;

(rs)im = efeito fixo da interacdo entre a i-ésima raca e 0 m-€simo tempo
de estabilizacao;

(dc)w = efeito fixo da interacdo entre o k-ésimo diluente e o I-ésimo
grupo de centrifugagéo;

(ds)xm = efeito fixo da interacao entre o k-ésimo diluente e 0 m-ésimo
tempo de estabilizagéo;

(cs)im = efeito fixo entre o I-ésimo grupo de centrifugacdo e o m-ésimo
tempo de estabilizagéo;

(rdc)iw = efeito fixo da interagdo entre a i-ésima raca , 0 k-ésimo
diluente e a I- ésimo grupo de centrifugacao;
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(rds)ikm = efeito fixo da interacdo entre a i-ésima raca, o k-ésimo
diluente e 0 m-ésimo tempo de estabilizacao;

(dcs)um = efeito fixo da interacdo entre o k-ésimo diluente, o I-ésimo
grupo de centrifugacédo e o m-ésimo tempo de estabilizacao;

(rdcs)ium = efeito fixo da interacdo entre a i-ésima raca, o k-ésimo
diluente, o I-ésimo grupo de centrifugacéo e o m-ésimo tempo de estabilizacéo.

ejjimn = €rro aleatorio das sub-parcelas= erro(b).

A estrutura de covariancia das medidas repetidas foi a autorregressiva
do primeiro grau.

O efeito de tempo foi desdobrado em polinbmios do segundo grau em
um modelo linear hiperbélico:

y=bo + by*t + by*(1/t)

onde: by, by e b, sdo os coeficientes de regressado, e t € o tempo de

estabilizacao.
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5. 3 EXPERIMENTO III: Efeito de dois meios diluentes e da centrifugacao
sobre afertilidade de vacas inseminadas em tempo fixo.

5.3.1 Local da Pesquisa e Animais

Para a realizacdo do teste de fertilidade foi utilizado sémen de um
touro zebuino da raca Brahman, alojado na Central Bela Vista Genética Bovina,
no municipio de Pardinho-SP.

As inseminagoes artificiais (IA) referentes ao teste foram realizadas em
duas localidades: Fazenda Santa Marta, municipio de Lavinia - SP, e na

Agropecuéria Café no Bule Ltda, municipio de Ribas do Rio Pardo — MS.

5.3.2 Colheita do Sémen

ApGs a aprovacdo do animal em exame androlégico completo
iniciaram-se as colheitas de sémen para a congelacdo das doses que foram
utilizadas neste experimento. Previamente as colheitas, o animal teve o
prepucio higienizado externamente com agua e internamente com solucao
fisiologica. As colheitas foram realizadas por funcionarios da Central Bela Vista,
em vagina artificial, utilizando uma fémea como manequim. O ejaculado foi
recolhido em tubo de colheita graduado, protegido por envoltério de tecido a fim

de evitar a exposicao a luz e mudancas bruscas de temperatura.

5.3.3 Procedimentos Experimentais

O objetivo do teste de fertilidade foi verificar a capacidade fecundante
do sémen congelado com as metodologias de melhores desempenhos nas
analises laboratoriais dos experimentos anteriores. Para atingir este objetivo,
cada ejaculado foi dividido em trés partes, uma diluida em TRIS (grupo
controle) e as outras duas diluidas em M20, com e sem a remog¢édo do plasma

seminal.
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Todas as amostras foram envasadas em palhetas de 0,5 ml,
previamente identificadas com o nimero e nome do touro e do tratamento. Os
tratamentos foram identificados como A, B ou C (A= TRIS; B= M20 com
remocédo do plasma seminal e C= M20 sem o plasma seminal). Apés o envase
e fechamento, as palhetas foram colocadas para estabilizar em geladeira
automatica digital (Minitub® _ Porto Alegre — Brasil), durante trés horas (tempo
determinado pelos resultados obtidos no experimento Il); em seguida,
submetidas ao processo de criopreservacao igual aos experimentos anteriores.

Foram realizadas 418 insemina¢fes artificiais (IA), em duas
localidades: 196 na Fazenda Santa Marta, e 222 na Agropecuaria Café no Bule
Ltda, tendo 140 vacas sido inseminadas com o sémen do grupo A, 139 com o
grupo B e 139 com o grupo C. A escolha das palhetas para inseminacéo foi

feita de maneira aleatoria.

Para a realizacdo das inseminacgOes artificiais utilizou-se 0 manejo
reprodutivo habitual das propriedades. Em ambas empregou-se um programa
de IA em Tempo Fixo (IATF).

Na fazenda Santa Marta o protocolo de sincroniza¢ao do ciclo estral e
ovulacdo utilizado constituiu-se de implante de dispositivo progestageno
vaginal (CIDR®), com aplicacdo de 2 mg de benzoato de estradiol (Estrogin®)
no primeiro dia do programa (DO). A retirada do implante foi realizada no D9,
seguida de aplicacdo de 150 ug de D—cloprostenol (Prolise®) + 300 Ul de eCG
(Novormon®). Quarenta e oito horas apés a remocdo do implante foram
realizadas as IATF, seguidas por aplicacdo de 100 ug de GnRH sintético
(Gestran®), como demonstrado na Figura 4.

Colocac&o dispositivo Retirada dispositivo IATF  +
(;+ BEp + D-Cloprostenol GnRH
+eCG
DO D9 D11

Figura 4: Esquematizacdo do protocolo de sincronizacéo de estro e ovulagdo utilizado na
fazenda Santa Marta.
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Na Agropecuaria Café no Bule Ltda, para o programa de IATF foi
implantado dispositivo de progestageno auricular (Crestar®) no DO, e retirado
nove dias depois, seguido de aplicacdo de 300 Ul de eCG (Foligon®). As IATF

foram efetuadas 48 horas apds, como demonstrado na Figura 5.

Colocagéo dispositivo Retirada dispositivo + IATE
eCG
DO D9 D11

Figura 5: Esquematiza¢do do protocolo de sincronizagdo de estro e ovulagdo
utilizado na Agropecuéria Café no Bule Ltda.

O intuito do trabalho n&o foi a comparacdo de protocolos de
sincronizacéao e ovulacao, por isso foram utilizados os usuais das propriedades.

O diagndstico de gestacao foi realizado por exame ultra-sonografico,
45 dias ap0s as inseminacoes.

5.3.4 Analises Estatisticas

Os dados de fertilidade foram analisados mediante regresséo logistica,
utilizando-se o procedimento LOGISTIC do SAS 802 (SAS, 2001).

O modelo incluiu os seguintes efeitos: fazenda, inseminador aninhado
em fazenda, tratamento. Os efeitos de tratamento foram desdobrados mediante
0s seguintes contrastes: TG X M20 nao centrifugado; TG X M20 centrifugado;
M20 centrifugado X M20 centrifugado. Para a protecao da taxa golbal de erro

de tipo 1, o nivel de significancia adotado (p=10) foi dividido por 3.
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6. RESULTADOS

6.1. EXPERIMENTO | — Efeitos do meio diluente e da remocéo do plasma
seminal na congelabilidade do sémen bovino.

6.1.1. Efeito dos meios diluentes

Na figura 6 podem ser observados os valores médios pos-
descongelacdo da MT e MP, do sémen criopreservado com 0s trés meios
diluentes. Nos resultados de MT as médias de M20 (62,37%%) foram superiores
(p<0,01) as apresentadas pelos outros dois diluidores, GG (56,10%") e TG
(50,55%°). Na MP os resultados obtidos diferiram (p<0,01) entre M20, GG e
TG, sendo respectivamente 47,10%%, 41,41%"° e 34,02%°.

amM20
BGG
aTe

%

MT MP

abc etras distintas indicam diferenca estatistica (p<0,01)

Figura 6 — Valores Médios das variaveis motilidade espermética total
(MT) (%) e motilidade espermatica progressiva (MP) (%) pés-descongelacao
do sémen congelado com M20, GG e TG.
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O diluidor TG apresentou média de VCL (116,98% um/s) superior
(p<0,01) as médias de M20 (98,46° pm/s) e GG (91,43° pm/s), a média de M20
superou significativamente a do GG.

A variavel STR apresentou igualdade (p>0,01) entre as médias de M20
(86,65% um/s) e GG (88,122 uym/s) que foram superiores (p<0,01) a TG (80,76"
um/s).

GG foi superior (p<0,01) aos demais diluentes em LIN com média
64,35% um/s, contra 61,10° pm/s de M20, que transcendeu aos 52,81° pm/s
apresentados por TG. As velocidades foram medidas por CASA e sao

mostradas na figura 7.

120-
100-
80-
» @ M20
£ 60+ BGG
40- OTG

VCL STR LIN

abc| etras distintas indicam diferenca estatistica (p<0,01).

Figura 7 — Valores Médios das varidveis velocidade curvilinea
espermatica (VCL) (um/s), retilinearidade espermatica (STR) (um/s),
linearidade espermatica (LIN)(%) pos-descongelacdo, do sémen congelado
com os diluentes M20, GG e TG.
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Na percentagem de espermatozéides com movimentos rapidos (Figura
8), novamente obteve-se a superioridade (p<0,01) do diluente M20 sobre os
demais. A média apresentada por M20 (52,98%%) diferiu de GG (47,15°%) e TG
(44,28°%), que foram iguais entre si (p>0,01).

RAP (%)

M20 GG TG

P etras distintas indicam diferenca estatistica (p<0,01)

Figura 8 — Valores Médios da percentagem de espermatozoéides com
movimentos rapidos (RAP) pés-descongelacdo, do sémen congelado com os
meios diluentes M20, GG e TG.
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Os valores médios de integridade de membrana plasméatica das
células espermaticas (Figura 9) criopreservadas com M20 (32,88%%) foram
superiores (p<0,01) as médias das amostras de sémen criopreservadas com
GG (27,55°%) e TG (27,28°%), que nao diferiram (p>0,01) entre si. Os dados
mostram que o M20 foi o mais eficiente na preservacdo das membranas

plasméticas dos espermatozoides.

40+

IMP (%)

10+

0-

M20 GG TG

P etras distintas indicam diferenca estatistica (p<0,01)

Figura 9 — Valores Médios da percentagem de espermatozoéides com
membrana plasmatica integra pos-descongelacdo, do sémen congelado com
meios diluentes M20, GG e TG.
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6.1.2 Efeito daremocé&o do plasma seminal

A remocao do plasma seminal pré-congelacédo, pela centrifugacao,
mostrou efeito significativo (p<0,01) na MT em todos os diluentes testados
(Tabela 1). As médias de MT para M20 foram de 66,18%, quando o plasma
seminal foi removido e de 58,58% sem a remocao do plasma seminal. GG com
remocao de plasma teve médias de 59,08%, enquanto a média das amostras
sem remocao foram de 53,13%. A média das amostras congeladas com TG
sem plasma seminal foi de 54,18% contra 46,16% apresentada pelas amostras

com plasma seminal.

Tabela 1: Valores médios de MT dos diluidores, com (CRPS) e sem

(SRPS) a remocéao do plasma seminal.

Diluidores
Plasma Seminal TG GG M20 Médias de RPS
CRPS 54,18 59,08 66,18 59,81*
SRPS 46,16 53,13 58,58 52,62°
Médias de diluidores 50,55° 56,10° 62,37°

A®Médias na mesma coluna com letras distintas diferem (p<0,01) pelo teste F.

ab< Médias na mesma linha com letras distintas diferem (p<0,01) pelo teste de Tukey.

A variavel MP apresentou médias superiores (p<0,01) quando houve a
remogdo do plasma seminal nas amostras congeladas com os trés meios
diluentes (Tabela 2). As médias das amostras criopreservadas sem plasma
seminal, com os diluentes M20, GG e TG foram 50,98%; 44,00% e 38,83%,
respectivamente. Ja as amostras em que o sémen foi congelado em sua forma
total (sem remocédo do plasma seminal) as médias foram 43,23%; 36,10% e

31,95%, para os mesmos diluentes.
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Tabela 2: Valores médios de MP dos diluidores, com (CRPS) e sem

(SRPS) a remocéao do plasma seminal.

Diluidores
Plasma Seminal TG GG M20 Médias de RPS
CRPS 38,38 44,00 50,98 44,45"
SRPS 31,95 36,10 43,23 37,09°
Médias de diluidores 34,02° 41,41° 47,10°

A®¥Médias na mesma coluna com letras distintas diferem (p<0,01) pelo teste F.

ab¢ Médias na mesma linha com letras distintas diferem (p<0,01) pelo teste de Tukey.

Ocorreu o efeito da remocao (p<0,01) do plasma seminal para os
diluentes TG e M20 na variavel VCL (Tabela 3). Os valores das médias de VCL
do TG foram 110,00 um/s sem a remoc¢ao do plasma seminal e 123,98 um/s
com o plasma removido, para M20 os valores foram de 94,53 um/s no sémen
nao centrifugado e 102,40 ym/s para o sémen centrifugado e o GG obteve
médias iguais (p>0,01) nas amostras sem centrifugacdo(92,75 pm/s) e nas
amostras centrifugadas (90,13 pm/s).

Tabela 3: Valores médios de VCL dos diluidores, com (CRPS) e sem

(SRPS) a remocéao do plasma seminal.

Diluidores
Plasma Seminal TG GG M20 Médias de RPS
CRPS 123,98" 92,75" 102,40" 106,37
SRPS 110,00° 90,13* 94,53° 98,22
Médias de diluidores 116,98 91,43° 98,46°

A®Médias na mesma coluna com letras distintas diferem (p<0,01) pelo teste F.

ab< Médias na mesma linha com letras distintas diferem (p<0,01) pelo teste de Tukey.

Na variavel STR (Tabela 4) somente houve efeito da centrifugacéo
(p<0,01) nas amostras congeladas com TG, detectado por contrastes
ortogonais. Nesta variavel as médias de TG do sémen nao centrifugado (82,73
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pum/s) foram superiores ao sémen centrifugado (78,80 um/s). As médias nao
diferiram (p>0,01) em M20, sendo 86,13 ym/s no sémen que teve o plasma
seminal removido e 87,18 um/s na outra amostra; e os resultados foram iguais
(p<0,01) na congelacdo com GG, com sémen nao centrifugado, a média foi de

88,00 pm/s e 88,25 um/s no sémen centrifugado.

Tabela 4: Valores médios de STR dos diluidores, com (CRPS) e sem

(SRPS) a remocéao do plasma seminal.

Diluidores
Plasma Seminal TG GG M20 Médias de RPS
CRPS 78,80° 88,25" 86,13" 84,39
SRPS 82,73" 88,00" 87,18" 85,97
Médias de diluidores 80,76" 88,12° 86,65°

A®¥Médias na mesma coluna com letras distintas diferem (p<0,01) pelo teste F.

2P Médias na mesma linha com letras distintas diferem (p<0,01) pelo teste de Tukey.

Na variavel LIN ndo houve efeito (p>0,01) da remocdo do plasma
seminal para TG sendo a média das amostras nao centrifugadas (54,85 um/s)
superior a média das centrifugadas (50,78 um/s). A média com sémen
congelado com M20, que sofreu a remocao do plasma seminal (60,70 pm/s) foi
igual (p>0,01) a média das amostras que nao tiveram o plasma seminal
removido (61,43 um/s). As amostras congeladas com GG também foram
semelhantes estatisticamente (p>0,01), a média das amostras centrifugadas foi
de 65,13 ym/s e as néo centrifugadas 63,58 um/s (Tabela 5).
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Tabela 5: Valores médios de LIN dos diluidores, com (CRPS) e sem

(SRPS) a remocéao do plasma seminal.

Diluidores
Plasma Seminal TG GG M20 Médias de RPS
CRPS 58,78° 65,13" 60,70" 58,87
SRPS 54,85 63,58" 61,43" 59,95
Médias de diluidores 52,81° 64,35 61,10°

A®¥Médias na mesma coluna com letras distintas diferem (p<0,01) pelo teste F.

ab< Médias na mesma linha com letras distintas diferem (p<0,01) pelo teste de Tukey.

A remocao do plasma seminal aumentou (p<0,01) a percentagem de
RAP nos trés meios diluentes (Tabela 6). Os diluidores M20, GG e TG
apresentaram medias de 48,38%; 44,10% e 40,12%, respectivamente, quando
0 sémen nao foi centrifugado antes da congelacdo. Com a remocéao do plasma
seminal os valores das médias foram 57,60% para M20; 50,20% para GG e
48,45% para TG.

Tabela 6: Valores médios de RAP dos diluidores, com (CRPS) e sem

(SRPS) a remocéao do plasma seminal.

Diluidores
Plasma Seminal TG GG M20 Médias de RPS
CRPS 48,45 50,20 57,60 52,08"
SRPS 40,12 44,10 48,38 44,20°
Médias de diluidores 44,28° 47,15° 52,987

A®Médias na mesma coluna com letras distintas diferem (p<0,01) pelo teste F.

ab< Médias na mesma linha com letras distintas diferem (p<0,01) pelo teste de Tukey.

Nos resultados obtidos observa-se que a remoc¢éo do plasma seminal
(Tabela 7) aumentou a preservacdo da integridade da membrana plasmatica
durante o processo de criopreservacéo, elevando (p<0,01) as percentagens de
espermatozoides que mantiveram a membrana integra. A média apresentada

pelo sémen sem plasma congelado com M20 (35,65%) foi superior a média do
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sémen com plasma (30,13%), assim como em GG centrifugado (28,73%)
superou o0 nao centrifugado (26,38%) e a média de TG sem plasma seminal

(28,68%) sobrepujou a que o manteve (25,90%).

Tabela 7: Valores médios de IMP dos diluidores, com (CRPS) e sem

(SRPS) a remocéao do plasma seminal.

Diluidores
Plasma Seminal TG GG M20 Médias de RPS
CRPS 28,68 28,73 35,65 31,02%
SRPS 25,90 26,38 30,13 27,47°
Médias de diluidores 27,28° 27,55° 32,887

A®¥Médias na mesma coluna com letras distintas diferem (p<0,01) pelo teste F.

2P Médias na mesma linha com letras distintas diferem (p<0,01) pelo teste de Tukey.
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6.2. EXPERIMENTO Il - Influéncia dos diferentes tempos de estabilizacéo
sobre as variaveis esperméticas pods-descongelacéo.

N&o houve interacdo entre diluente e tempo ou metodologia e tempo
em nenhuma das varidveis dependentes, exceto para RAP, em que houve
interacdo entre diluente e tempo. Nao havendo interacdo entre as variaveis
independentes é possivel analisar isoladamente o efeito do tempo de
estabilizacdo sobre as varidveis espermaticas. As médias do tempo de
estabilizacdo das amostras congeladas neste experimento foram diferentes
(p<0,01) entre si, nas variaveis dependentes MT, MP, RAP e IMP.

As médias de MT (Figura 10) variaram conforme o tempo de
estabilizacdo decorrido. Os valores médios do sémen congelado com 60, 120,
180 e 240 minutos de estabilizacdo foram 45,66%; 52,59%; 54,65% e 55,40%,

respectivamente.

60

y=bo+b1*x+b2(1/x)

Figura 10 — Valores Médios de motilidade total (%) p6s descongelacéo
de sémen congelado apds tempo de estabilizacdo 1 (60 min.), 2 (120 min.), 3
(180 min.) e 4 (240 min.).
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Os valores das médias de MP também variaram (p<0,01) de acordo com
o tempo de estabilizacdo das amostras (Figura 11). Com 60 minutos de
estabilizacdo o sémen congelado apresentou médias de 36,32% contra 41,61%
com 120 minutos; 42,92% com 180 minutos e 43,43% com 240 minutos.

Tempo

y:bo+b1*X+b2(1/X)

Figura 11 - Valores Médios de motilidade progressiva (%) poés
descongelacédo de sémen congelado apds tempo de estabilizacdo 1 (60 min.),
2 (120 min.), 3 (180 min.) e 4 (240 min.).
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O tempo de estabilizacdo nao influenciou os valores médios de VCL
apresentados (Figura 12). As médias das amostras estabilizadas por 60
minutos (105,38 pm/s) foram semelhantes (p>0,01) as médias com 120
minutos (103,33 um/s), 180 minutos (106,28 pm/s) e 240 minutos (104,51

pm/s).

120
100
80
60
40

VCL (um/s)

20

60 min. 120 min. 180 min. 240 min.

Tempo de Estabilizagcéo

Figura 12 - Valores médios de velocidade curvilinea dos
espermatozoides (VCL) (um/s) pés descongelacao de sémen congelado apés
tempo de estabilizacédo de 60, 120, 180 e 240 minutos.
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Os indices de STR nédo sofreram alteracdes (p>0,01) pelo tempo de
estabilizacdo das amostras (Figura 13). Os valores médios desta varidvel com
sémen congelado aos 60 minutos de estabilizacdo foram de 87,54 um/s; aos
120 minutos 86,67 pm/s; aos 180 minutos 87,33 um/s e aos 240 minutos 86,81

pm/s.

100

STR (um/s)

60 min. 120 min. 180 min. 240 min.

Tempo de Estabilizagcéo

Figura 13 - Valores médios de retilinearidade dos movimentos
espermaticos (STR) (um/s) pdés descongelacdo de sémen congelado apés
tempo de estabilizacédo de 60, 120, 180 e 240 minutos.
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O tempo de estabilizacdo ndo influenciou (p>0,01) os valores médios
de LIN (Figura 14). Quando a congelacao foi realizada com 60 minutos de
estabilizacdo a média foi de 61,23 um/s; com 120 minutos 61,76 um/s; 61,33

pm/s com 180 minutos e 61,21 um/s com 240 minutos.

LIN (um/s)
B (o) (0]
o o o

N
o

60 min. 120 min. 180 min. 240 min.

Tempo de Estabilizagéo

Figura 14 - Valores médios de linearidade dos espermatozéides (LIN)
(um/s) pos descongelacdo de sémen congelado apds tempo de estabilizacédo

de 60, 120, 180 e 240 minutos.
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A variavel dependente RAP apresentou as médias (Figura 15)
diferentes (p<0,01) das amostras de sémen congelado de acordo com o tempo
de estabilizac&do. Os indices de RAP foram de 40,23% com estabilizacdo em 60
minutos; 46,50% em 120 minutos; 47,97% em 180 minutos e 47,88% em 240
minutos. Nesta varidvel também observou-se interacao entre diluente e tempo,
sendo que as medias de M20 foram de 48,5%; 52,7%; 54,0% e 52,4%,
superando (P<0,01) os resultados de TG que foram 32,3%; 39,4%; 43,0%;
43,1%, respectivamente.
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Tempo

y=bo+b1*x+by(1/x)

Figura 15 - Valores Médios de espermatozéides com movimentos
rapidos (RAP) (%) p6s descongelacdo de sémen congelado ap6s tempo de
estabilizagdo 1 (60 min.), 2 (120 min.), 3 (180 min.) e 4 (240 min.).
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A percentagem de espermatozéides que mantiveram a membrana
plasmatica integra aumentou (p<0,01) gradativamente, conforme o tempo de
estabilizacdo empregado (Figura 16). O sémen criopreservado com 60 minutos
de estabilizacdo alcancou a média de 23,32% de espermatozoides com
membrana plasmatica integra. As médias subiram para 25,04% com 120
minutos de estabilizagdo; 27,46% com 180 minutos e 28,70% com 240

minutos.
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IMP (%)

20 ' ;

Tempo

y:bo+b1*X+b2*X2
Figura 16 - Valores Médios de Integridade de membrana plasméatica

(IMP) (%) pOs descongelagdo de sémen congelado apés tempo de
estabilizagdo 1 (60 min.), 2 (120 min.), 3 (180 min.) e 4 (240 min.).
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Nas médias dos diluentes e da remocdo do plasma seminal, obtidas
neste experimento, observou-se superioridade do diluente M20 (tabela 8) e a
melhora ocasionada no sémen em virtude da remocdo do plasma seminal
(tabela 9) nas analises laboratoriais do sémen congelado. De acordo com a
analise de méaxima verossimilhanca realizada, ocorreu diferenca entre 0s
diluentes em todas as varidveis e na remoc¢do do plasma seminal pela
centrifugacao para MT, MP, VCL, RAP e IMP.

Tabela 8: Valores médios dos meios diluentes nas percentagens de
motilidade espermética total (MT) e motilidade progressiva (MP); velocidade
curvilinea espermatica (VCL) e retilinearidade espermatica (STR), em pm/s; e
percentagens de linearidade espermatica (LIN), percentagem de
espermatozoides com movimentos rapidos (RAP) e integridade de membrana
plasmética (IMP).

Diluentes MT MP VCL STR LIN RAP IMP
M20 59,04 4756% 98,39° 88,90° 6452% 5186% 29,232
TG 4511° 3457 111,35* 8528° 58,19° 3942° 23,02°

*Pletras distintas nas colunas mostram diferencas (p<0,01) entre os diluentes.

Tabela 9: Valores médios das metodologias, remo¢do do plasma
seminal (C) e sem remocado do plasma seminal (NC), nas percentagens de
motilidade espermética total (MT) e motilidade progressiva (MP); velocidade
curvilinea espermatica (VCL) e retilinearidade espermatica (STR), em pm/s; e
percentagens de linearidade espermatica (LIN), percentagem de
espermatozoides com movimentos rapidos (RAP) e integridade de membrana
plasmética (IMP).

Metodologia  MT MP VCL STR LIN RAP IMP
C 54,35% 43,43° 108,53% 86,55 61,29 48,44® 27,09°
NC 49,80° 38,70° 101,22° 87,62 61,22 42,80° 2517°

*Pletras distintas nas colunas mostram diferencas (p<0,01) entre as metodologias.
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6.3. EXPERIMENTO III: Efeito de dois meios diluentes e da centrifugacao
sobre afertilidade de vacas inseminadas em tempo fixo.

Das 139 vacas inseminadas com sémen congelado com TG (grupo A),
68 tiveram prenhez confirmadas 30 dias apds a inseminagado por exame ultra-
sonografico; o grupo B apresentou 72 gestacbes positivas nas 139 fémeas
inseminadas e 80 vacas gestantes foram obtidas pela inseminacdo de 140
vacas com sémen centrifugado congelado com M20 (grupo C). Os resultados
do teste de fertilidade (Figura 17) mostraram que para o numero de vacas
inseminadas neste experimento ndo houve diferenca (p<0,05) entre os meios

diluentes e os métodos utilizados.

70+

Fertilidade (%)

M20 C M20 NC TRIS-gema

Figura 17 - Percentual de prenhezes obtidas em inseminacdes
artificiais com sémen congelado por M20 com (C) e sem a remocéao do plasma

seminal (NC) e com TG.

A analise de regresséo logistica esta exibida na tabela 10, onde nao se
observa interacdo para nenhum dos efeitos. Para o efeito dos tratamentos foi
realizado desdobramento em contraste (Tabela 11) que indicam uma tendéncia
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estatistica de superioridade (0,10>p>0,05) nas comparacfes do diluente M20

centrifugado contra TG e M20 centrifugado contra M20 nao centrifugado.

Tabela 10: Analise de regressdo logistica para os valores de
fertilidade.

Efeito GL Valor de X* P
Fazenda 1 3,4035 0,0651
Inseminador 3 7,4288 0,0594
(Fazenda)

Tratamento 2 4,0755 0,1303

Tabela 11: Valores de p nos desdobramentos em contrastes

ortogonais na comparacgao entre os tratamentos

Contrastes GL Valor de X* P
TRIS X M20 NC 1 0,6727 0,4121
TRIS XM20 C 1 0,0402 0,0444

M20NC XM20C 1 3,3713 0,0663
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7. DISCUSSAO

Desde a descoberta das qualidades crioprotetoras do glicerol, por Polge
et al. (1949), e o desenvolvimento da primeira técnica de criopreservacao de
sémen bovino, muitos estudos foram conduzidos neste campo. O sucesso da
congelacdo de sémen bovino permitiu a expansédo da utilizacdo da IA, pela
comercializacéo de doses de sémen congelado (Foote et al., 2002). Embora a
criopreservacao seja amplamente realizada, o processo ainda promove efeitos
deletérios as células espermaticas. Com o intuito de minimizar tais efeitos
deletérios aos espermatozoéides, buscam-se alteracbes na metodologia de
criopreservacdo das células, capazes de ampliar a Vviabilidade dos

espermatozoides apds a descongelacao.

7.1. EXPERIMENTO I. Efeitos do meio diluente e daremocé&o do plasma
seminal na congelabilidade do sémen bovino.

7.1.1. Efeito dos meios diluentes

Para atingir uma criopreservacao eficiente das células esperméticas é
necessario que seja preservada a capacidade de fertilizacdo dos
espermatozoides (Yoshida, 2000). Os eventos fisico-quimicos da congelacéo,
gue ocorrem durante a manipulacdo, criopreservacdo e estocagem sao
irreversiveis; alteram as estruturas da membrana espermatica, aumentam a
sensibilidade ao dano resultante da peroxidacéo lipidica, levando a desordem,
fluidez, instabilidade da membrana, comprometimento nuclear, perda de
componentes intracelulares e queda de motilidade espermatica. Seus efeitos
sobre as células podem ser deletérios se ainda, cuidados como composicao do
meio, osmolaridade, protetores de membrana, crioprotetores e técnica de
congelacado, nao forem utilizados corretamente (Parks & Graham, 1992; Lenzi
et al., 1996).

Segundo Royere et al. (1996) o sémen congelado deve passar por uma
avaliacao criteriosa quanto a motilidade e seus outros tipos de movimentos e

velocidades, e aos danos causados as membranas plasmaticas e ao
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acrossomo. Para que a congelacdo de um ejaculado seja realizada com
sucesso € necessaria a adicdo de um diluidor que ajude a estabilizar o
metabolismo celular e que ainda preserve a célula de sofrer, precocemente, a
capacitacdo ou uma forma desorganizada da reacdo do acrossomo. O meio
diluidor deve também permitir um ambiente favoravel para a conservacdo da
integridade e funcdo de todos os compartimentos espermaticos e ainda, IMP
dos espermatozéides (Watson, 1995; Watson, 2000).

Neste trabalho observou-se que o meio diluente M20 obteve
desempenho superior (p<0,01) aos demais diluidores confrontados nas
variaveis MT, MP, RAP e IMP. Nestas mesmas variaveis as médias de GG
superaram (p<0,01) as de TG, exceto em IMP onde os resultados dos dois
diluentes néo diferiram (p>0,01). Na variavel STR os valores obtidos por M20 e
GG foram iguais (p>0,01) entre si, e maiores (p<0,01) ao de TG. O indice de
GG para a LIN foi mais elevado (p<0,01) que os demais, e M20 estabeleceu-se
entre os dois diluentes tendo sido maior (p<0,01) que TG. VCL foi a Unica
variavel em que o TG superou (p<0,01) aos outros dois diluentes e M20 foi
melhor (p<0,01) que GG. Observando esses resultados nota-se que M20
superou os demais nas variaveis relativas a mobilidade dos espermatozoides,
enquanto nas velocidades, nem sempre seu desempenho foi superior,
igualando-se ao GG em STR, sendo superado por ele em LIN e por TG em
VCL. Os resultados obtidos podem ser justificados pela diferenca da densidade
existente entre os diluidores. Segundo Mortimer (1997) a densidade do meio
pode interferir na velocidade espermatica, diminuindo a amplitude flagelar. Hirai
et al. (1997) descreveram aumento (p<0,01) das velocidades em diluentes mais
densos e afirmaram que a velocidade dos espermatozéides é inversamente
proporcional a viscosidade do meio. Celeguini (2005) também obteve
superioridade das variaveis de velocidade MT e MP utilizando o Botu-Bov®, a
base de gema de ovo (mais denso). Neste mesmo estudo, as variaveis
relacionadas a velocidade dos espermatozdides foi superior quando foi
utilizado o Bioxcell®, & base de lecitina de soja (menos denso).

Os efeitos deletérios da refrigeracéo da célula podem se apresentar de

maneira diferente entre as diferentes espécies animais, entre individuos e
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ainda entre compartimentos de um espermatozoéide (Garner et al., 1999; Holt,
2000). O M20 é um diluidor rico em aminoacidos e tampdes (Anexo Il), que
funcionam como crioprotetores e antioxidantes e, provavelmente, sdo estes
componentes que conferem a ele maior poder de protecdo quanto aos efeitos
adversos das alteragbes de temperatura existentes no processo de

congelagéo.

O EDTA, que neste estudo esta presente somente na composi¢cao do
M20, € um quelante de célcio, sendo assim, a concentracdo do calcio em
presenca desta substancia no meio é diminuida (Graham, 1996). A entrada de
calcio no espermatozdide leva-os a capacitacdo, por conseguinte, induz
movimentos oscilatérios, assim como desencadeia uma série de alteracbes que
culminardo na reacdo do acrossomo (Cross, 1998). O meio M20 exerceu uma
maior protecdo as células espermaticas, provavelmente por diminuir os riscos

de injurias que ocorrem no inicio do processo de capacitacao.

Quanto a preservagdo da integridade da membrana plasmética (IMP),
M20 também superou (p<0,01) aos outros dois diluidores, que se
assemelharam (p>0,01) nos resultados. Portanto, o diluente proposto para
teste (M20) promoveu uma melhor protecédo aos efeitos deletérios decorrentes
do processo de resfriamento e congelacdo. Essa maior conservacdo dos
espermatozoides pode ser creditada aos componentes do diluidor, aos
crioprotetores e seus percentuais presentes na composi¢cao. Os aminoacidos
presentes neste diluidor podem ter se integrado positivamente na manutencéo
das membranas espermaticas e ainda, a presenca do EDTA pode ter protegido
a célula espermatica de alteracbes de permeabilidade que podem levar a lesédo

da membrana plasmética.

A percentagem de gema de ovo no diluente colaborou para a melhor
conservacao da membrana plasmatica dos espermatozoéides, evitando o
dobramento de caudas e conservando a motilidade dos espermatozoéides (Holt
& North, 1988). O componente ativo da gema € a fracéo lipoprotéica de baixa
densidade (LDL), um componente de alto peso molecular, que age apenas na

superficie celular (Watson, 1995).
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A adicdo de glicina e Ovus es Paste (OEP) a formulacéo é outro fator
importante no sucesso do M20. Segundo Bicudo et al. (1993), estes
componentes promoveram melhor condicionamento aos espermatozoéides
guanto ao vigor e preservacao acrossdmica, se comparados a diluentes livres
destas substancias, como o TG. A associagdo de uma maior proporgédo de um
detergente, melhorando a ac&o protetora da gema de ovo foi sugerida por
Pursel et al. (1978). Watson (1995) concluiu que a protecédo ocasionada pelos
lipidios da gema aumenta com a maior emulsificacao destas particulas. A maior
proporcao relativa destes componentes na formulacdo do M20 auxiliaram na
obtencao da superioridade em relacdo ao GG que possui tanto a glicina quanto
o OEP em sua composi¢ao, porém em proporcdes inferiores.

Bicudo et al. (1993) pesquisaram a eficiéncia do meio diluidor GG em
comparacdo ao meio TG, e obtiveram resultados superiores em motilidade,
vigor e retengdo de acrossomo com o diluidor GG, corroborando com os dados
deste experimento, em que o diluente GG obteve melhores resultados que o

TG, na maioria das variaveis espermaticas avaliadas.

7.1.2 Efeito daremocé&o do plasma seminal

O plasma seminal, uma secrecao fisiolégica de multiplas glandulas do
trato reprodutivo masculino, € um meio natural para a maturacédo final dos
espermatozoides por acdes hormonais, enzimaticas e modificacbes estruturais
nas células (Mann, 1981). O plasma seminal € comumente relatado como um
importante agente mantenedor da motilidade dos espermatozoides dos bovinos
(Baas, et al, 1983) e dos ovinos (Graham, 1994), ampliando a viabilidade
espermatica dos carneiros (Ashworth et al., 1994) e incrementando a
resisténcia dos espermatozoéides de suinos aos efeitos deletérios do choque
frio (Pursel et al.,, 1973). Em contra partida, alguns autores afirmam existir
fatores prejudiciais a fertilidade e a congelabilidade no plasma seminal em
diferentes espécies (Baas et al., 1983; Shivaji & Bhargava, 1987; Killian et al.,
1993; Martinus et al., 1991; Bellin et al., 1998).
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Vérios autores tém descrito metodologias de criopreservacdo de sémen
em diferentes espécies, utilizando a centrifugacdo como forma de eliminar o
plasma seminal e minimizar seus efeitos deletérios (Papa et al., 1981; Jasko,
1994; Lépez e Encalada, 1997; Lopes e Papa, 1998; Cunha 2002; Oba et al.,
2004). A metodologia de remogdo do plasma seminal, testada neste
experimento, também mostrou ser melhor para o processo de congelacdo do
sémen bovino. Nas varidveis espermaticas MT, MP e RAP, as médias das
amostras que tiveram o plasma seminal removido foram superiores (p<0,01).
Os resultados obtidos ratificam os encontrados por Lopez e Encalada (1997),
gue incrementaram (p<0,01) em 40% o numero de palhetas aprovadas, com
mais de 25% de motilidade, quando o plasma foi removido por centrifugacéo de

sémen bovino.

As analises destas variaveis ndo mostraram interacdo entre diluente e
metodologia, portanto, a metodologia mostrou-se eficiente, independentemente
do diluidor utilizado. Os resultados de motilidade esperméatica obtidos reiteram
os relatos de Bidot (1990) e Gadella et al. (1991), em que afirmam que o

plasma seminal tem efeito inibitério na motilidade dos espermatozdides.

Nas variaveis de velocidade espermatica ocorreu interacdo entre
diluidor e metodologia. Portanto, em VCL ocorreu efeito nos diluentes TG e
M20, apresentando melhora (p<0,01) nos indices com a remocao do plasma
seminal. A média obtida pelo diluidor GG néo diferiu entre as metodologias
(p>0,01). Nas variaveis STR e LIN apenas houve efeito da centrifugacéo na
criopreservacdo com o diluidor TG. Porém neste caso os valores obtidos das
amostras congeladas sem o plasma seminal foram inferiores (p<0,01) as
criopreservadas convencionalmente, provavelmente, pelo aumento da
concentragdo dos produtos utilizados no meio que possam beneficiar estas
variaveis. Quando o sémen foi congelado com os diluentes GG ou M20 os
valores médios obtidos foram iguais (p>0,01). No caso destas variaveis, a
comparacao com outras literaturas torna-se dificil, pois ndo ha relatos concisos
de investigacdo, embora sejam de grande importancia na caracterizacdo do
movimento espermatico, integridade de membrana e a predicdo da fertilidade.
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Constatou-se também os beneficios da remocéo do plasma seminal na
analise da integridade da membrana plasmatica. Nesta variavel, as médias
obtidas das amostras congeladas sem o plasma seminal foram superiores
(p<0,01) as criopreservadas de modo convencional, em todos os diluidores
testados, corroborando os resultados obtidos em sémen de carneiros por Gil et

al. (2000) que trabalharam com centrifuga refrigerada e Oba et al. (2004).

O plasma seminal influenciou negativamente a criopreservacao do
sémen bovino, constatado pelos melhores indices pés-descongelacdo das
amostras centrifugadas. A interferéncia contraproducente do plasma seminal
na conservacdo dos espermatozoides, também foi constatada na espécie
equina por Macedo (2005), que trabalhou com sémen refrigerado de equino, e
observou uma interacdo negativa do diluente ITA-7 com plasma seminal. As
amostras centrifugadas obtiveram valores de integridade de membrana
plasmatica superiores as nao centrifugadas (com plasma seminal). Esses
resultados estdo de acordo com Carvalho (2003), que observou valores de
integridade de membrana plasmatica das amostras do diluente ITA-7
centrifugadas, superiores (p<0,05) as ndo centrifugadas, a partir de 48 horas.
Jasko et al. (1991) afirmaram que o plasma seminal ndo é um meio ideal para
armazenar espermatozoide equino. Diversos trabalhos nessa espécie indicam
gue altas concentracfes de plasma seminal podem ter efeitos deletérios sobre
a motilidade espermatica apdés armazenamento por periodos prolongados
(Kenney et al., 1975; Jasko et al.,1991; Keller et al., 2001; Carvalho, 2003;
Macedo, 2005).

As interferéncias ocasionadas aos espermatozoides pelo plasma
seminal, a presenca de fatores inibidores de mobilidade, velocidade
espermatica e integridades estrutural e funcional sdo descritas em muitas
espécies de mamiferos e algumas aves (lwamoto e Gagnon, 1988; Chao, et al.,
1996; Tanphaichitr et al., 1996; Thérien et al., 1999; Moreno, et al., 2002;
Romitto, 2003; Roncoletta, 2003; Jobin et al., 2004). Portanto, os resultados
obtidos neste experimento sugerem que a remocdo do plasma seminal é
benéfica a congelabilidade dos espermatozéides bovinos. Contrariando

Simpson & Holmes (1994) que afirmaram a essencialidade do plasma seminal
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a congelabilidade e fertilidade do sémen. Roncoletta (2003) descreveram
proteinas que prejudicam e outras que melhoram a congelabilidade do sémen

bovino.

A intensidade de centrifugacdo de 600xg por um tempo de 10 minutos,
proporcionou uma boa taxa de recuperacdo espermatica e ndo comprometeu a
atividade morfo-funcional dos espermatozdides, colaborando para o sucesso dos
demais passos da criopreservacdo do sémen bovino. Estes resultados
assemelham-se aos obtidos em equinos por Papa et al. (1998), que relataram
gue a centrifugacdo de 600 xg por 10 minutos ndo expressou nenhum efeito
deletério sobre a integridade do acrossomo. Esses resultados, somam-se aos
obtidos em sémen de garanhdes por Dell’Aqua (2000), que concluiu que a
melhor forca e tempo de centrifugacdo, com uma recuperagdo espermatica em
torno de 87%, foram de 600xg / 10 min.

7.2. EXPERIMENTO II: Influéncia de diferentes tempos de estabilizagéo
sobre as variaveis esperméticas pods-descongelacéo.

O sémen de varias espécies necessita de um periodo de resfriamento
antes da congelacgéo, para que desenvolva uma maxima resisténcia aos efeitos
adversos da criopreservacdo. Watson (1979) sugeriu que este tempo nao € so
importante para permitir a entrada do glicerol, mas também permite que as
membranas espermaticas se acomodem ou que os influxos ibnicos ocorram
nas células. Os efeitos deletérios da refrigeracdo da célula podem se
apresentar de maneiras diferentes entre as espécies, entre os individuos e
ainda entre os compartimentos de um espermatozodide, como o acrossémico e
o miticondrial (Garner et al., 1999; Holt, 2000).

Revisando as técnicas atuais de congelacdo e armazenagem de
sémen bovino, Vishwanath & Shannon (2000) concluiram que o resfriamento e
o periodo de equilibrio antes da congelagdo, sdo necessarios no
processamento do sémen diluido, e estes procedimentos trazem efeitos
benéficos na recuperacao espermatica pés-descongelacao
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Verifica-se na literatura que o tempo necessario para que a célula
espermatica se estabilize em um meio diluidor é extremamente variavel (Bicudo
et al., 1993; Papa et al., 2000; Gonzalez, 2004; Alberti et al., 2004; Celeguini
2005). Este tempo pode variar de acordo com os constituintes do diluidor e do
protocolo adotado, podendo também depender das caracteristicas dos
espermatozoides de uma determinada espécie e do individuo (Holt, 2000).

A avaliacéo isolada dos tempos de estabilizacdo, neste experimento,
foi possivel por ndo ter ocorrido efeito entre diluente e tempo; e tempo com
metodologia, exceto para RAP em que houve interacao diluente e tempo. Nas
variaveis MT, MP e RAP, os valores alcancados diferiram (p<0,01) entre si, de
acordo com o tempo. Nas variaveis MT e MP, as médias se alteraram de
maneira crescente entre os tempos testados, porém, ndo variaram de forma
linear. A andlise pelo modelo linear hiperbélico mostrou que ocorreu pouca
variacdo dos resultados de MT, MP e RAP apés as trés horas de estabilizacao,
sem implicacdes na qualidade do sémen. Tal constatacdo evidencia que, na
pratica, a economia de uma hora no periodo de resfriamento das palhetas a
serem congeladas, nao interfere significativamente na viabilidade esperméatica

poés-descongelacéo.

Os resultados deste experimento discordam dos apresentados por Papa
et al. (2000), que utilizaram diluidor GG em quatro tempos de estabiliza¢céo (60,
120, 180 e 240 minutos) e ndo encontraram diferenca entre eles (p>0,05), em
motilidade e vigor analisado visualmente em microscopia de contraste de fase.
Contrariam também as conclusdes de Chacur (1996) que trabalhou com sémen
de bubalino, com 1,2 ,3 e 4 horas de estabilizacdo e mostrou que a motilidade
e o0 vigor, avaliados subjetivamente, foram iguais (p>0,05) entre os tempos.
Foote & Kaproth (2002) avaliaram a motilidade e a fertilidade de sémen de
touros com 4 e 18 horas de estabilizacdo. Seus resultados mostraram que
embora o tempo de 18 horas tenha sido superior (p<0,01) na motilidade, eles

nao diferiram (p=0,09) quanto a fertilidade.

Os valores das variaveis de velocidades esperméaticas VCL, STR e LIN
ndo sofreram influéncia do tempo de estabilizacdo. Para as trés variaveis as

médias obtidas foram iguais (p>0,01) nos diferentes periodos propostos.
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Segundo Farrell et al. (1998), a combinac¢ao das velocidades apresentadas por
CASA séo altamente correlacionadas com a fertilidade, portanto, pode-se
prever que o periodo de estabilizacdo embora tenha alterado (p<0,01) os
valores das varidveis relacionadas ao movimento dos espermatozdides,

devem influenciar significativamente os resultados de fertilidade.

A variavel RAP apresentou interacdo entre diluente e tempo, indicando
gue os diluentes TG e M20 se comportaram de maneiras distintas no decorrer
da curva de regressao tracada. Apesar da ocorréncia do efeito de diluente para
essa variavel, ambos os diluentes apresentaram pouca variacao apos a terceira
hora de refrigeracdo Os valores desta variavel, pelas médias dos dois
diluentes, também apresentaram efeito de tempo, sendo o melhor resultado
absoluto conquistado com trés horas de estabilizacao, diferente do obtido para

as outras variaveis de motilidade.

Com base nos resultados obtidos neste experimento, observou-se que 0
tempo de estabilizacdo interferiu na motilidade pds-descongelacdo dos
espermatozoides, em contraposicdo aos dados encontrados na literatura
(Sahni & Mohan, 1988; Salhad & Merilan, 1991; Chacur, 1996; Papa et al,
2000; Cunha, 2002).

Apds o término do processo de criopreservacdo, 0s espermatozoides
devem apresentar uma boa motilidade para que possam atingir o sitio de
fertilizacdo e penetrar no Ovulo. A integridade da membrana plasméatica
também precisa ser mantida, para a sua posterior ligacdo a zona pelucida e
membrana vitelinica, formando o zigoto (Holt, 1995; Zuccari, 1998).

A percentagem de espermatozéides que mantiveram a membrana
plasmatica integra diferiu (p<0,01) entre os tempos de estabilizacdo. Com o0s
resultados mostrados na IMP tracou-se uma reta de regressao,
impossibilitando a estimativa do tempo de estabilizacao 6timo. Sugere-se que
se o periodo de estabilizacao fosse ampliado além dos 240 minutos, os valores
obtidos supostamente seriam superiores aos Vverificados neste trabalho,
embora ndo se possa prever o periodo em que essa hipétese seria verdadeira.
Chacur (1996) verificou diferenca (p<0,05) de integridade de membrana
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apenas entre 1 e 3 horas de estabilizacdo, em sémen congelado com GG
enquanto o Triladyl®, na integridade de membrana plasmaética, apresentou
diferenca (p<0,05) entre 2 e 3 horas de estabilizacao.

Para que a congelacdo se torne um processo rapido e agil busca-se o
menor tempo de estabilizacdo, porém todos os beneficios advindos deste
procedimento devem ser garantidos as células espermaticas (Cunha, 2002).

Analisando isoladamente os resultados obtidos por cada um dos
diluentes utilizados neste experimento, nota-se que o desempenho de M20
superou (p<0,01) ao TG em todas as variaveis exceto VCL, para o qual este foi
melhor (p<0,01), ratificando os dados obtidos no experimento |. Tal observacéo
também pode ser feita com relacdo a remocdo do plasma seminal nas
amostras, mostrando a melhora (p<0,01) obtida por esta metodologia nas
diferentes variaveis analisadas, embora em STR e LIN os valores tenham sido
iguais (p>0,01).

7.3. EXPERIMENTO IlI: Efeito de dois meios diluentes e da centrifugacéao
sobre afertilidade de vacas inseminadas em tempo fixo.

O principal produto dos sistemas de producéo de bovinos de corte € o
bezerro; logo os indices de fertilidade de uma propriedade sdo essenciais para
a viabilidade econ6mica da atividade. Com o advento da IA, os criadores sao
capazes de acelerar o ganho genético e produtivo dos rebanhos e para isso o
sémen congelado tem papel fundamental. Yoshida (2000) afirmou que o
principal objetivo do desenvolvimento das técnicas de congelacdo de sémen e
de IA é atingir indices de fertilidade semelhantes ou melhores que os obtidos

com a monta natural.

Os resultados do teste de fertilidade mostraram que para o nimero de
vacas inseminadas neste experimento nao houve diferenca (p>0,05) entre os
meios diluentes confrontados, embora as comparacdes individuais entre eles
tenham mostrado tendéncia de superioridade (0,05<p<0,10) do diluente M20
centrifugado contra TG e M20 néo centrifugado, sugerindo que a centrifugacéo
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pode melhorar a fertilidade, assim como melhorou a congelabilidade,
confirmada pelos testes laboratoriais. A tendéncia de superioridade dos valores
conquistados pelas amostras sem plasma seminal, mostra que essa
metodologia de congelacdo passa a ser uma importante ferramenta para o
incremento dos indices de fertilidade dos rebanhos bovinos que dispbem da

técnica de IA em seu manejo reprodutivo.

As percentagens de fertilidade de 48,7%, 51,8% e 57,1%, alcangadas
pelos grupos A, B e C, respectivamente, mostram semelhanca de resultados
entre os grupos e os indices de fertilidade obtidos neste experimento foram
considerados bons, apesar de ter sido utilizada a técnica de IATF. Os indices
obtidos neste experimento sé&o superiores aos 42,7% de prenhez apresentados
por Baruselli et al. (2001), utilizando protocolo de sincronizacao similar e sémen
congelado com TG, superando também os resultados de Odde (1990) nas
mesmas condi¢des quando obteve 33,1% de vacas prenhes. Os resultados que
mais se aproximaram aos do presente trabalho foram os de B6 et al. (2001)
gue obtiveram taxa de prenhes de 48,9% equivalendo-se ao grupo A (TG).
Macmillan (1999) obteve 48,3% de prenhez a primeira IATF utilizando protocolo

com implantes de progesterona e sémen congelado com TG.

Coelho et al. (2000) utilizaram sémen congelado com diferentes
diluentes para fecundacao in vitro (FIV), e notaram que houve diferenca na taxa
de clivagem, sendo que o pior resultado também foi com o diluidor TG, o que
ratifica o seu desempenho neste trabalho. Os valores obtidos neste estudo
contrapdem-se aos de Graham et al. (1972), que consideraram o TRIS a
melhor substancia a ser utilizada em diluentes, como tamp&o para diluir o
sémen para congelacdo, como também melhora os indices de motilidade e
fertilidade.

Os dados obtidos neste teste superaram a expectativa de prenhez com
IATF & primeira inseminacao, que € de 45% (estimativa) em vacas no inicio da
estacdo de monta. Nao havia registros de resultados semelhantes a estes nas
fazendas onde as inseminac¢des foram realizadas, o que permite afirmar que
tanto o diluente, quanto a metodologia, s&o importantes para o0
desenvolvimento das técnicas e para os resultados da IA.
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8. Conclusodes
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8. CONCLUSOES

Nas condicdes deste estudo resultados permitiram concluir que:

U O meio diluente M20 foi o que apresentou os melhores
resultados laboratoriais, sendo considerado o ideal para a
utilizacdo no processo de congelacdo de sémen bovino.

U O processo de centrifugacdo para a remocdo do plasma
seminal, melhorou a qualidade do sémen na maioria das

variaveis espermaticas.

U O tempo de estabilizagdo de 180 minutos foi considerado o

melhor para a criopreservacgdo do sémen bovino.

U No teste de fertiidade em campo, o confronto de amostras de
sémen congeladas com e sem plasma seminal, exibiu uma
tendéncia de superioridade (0,05<p<0,10) das amostras que

tiveram o] plasma seminal removido.
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10. Anexo

10.1 AJUSTE DO HTMA — IVOS — 10 PARA A REALIZACAO DAS
ANALISES DE SEMEN BOVINO.

CARACTERISTICA AJUSTE
NUmero de pontos examinados 30
Contraste das células em relacdo ao campo 60 pixels
Tamanho minimo da célula 3 pixels
Contraste para células imoveis 50 pixels
Limite inferior para o indice retilineo 70%
Referéncia: Velocidade Média (VAP) <40 nm/s
Referéncia: Velocidade lenta (VAP) < 30 nm/s
Referéncia: Velocidade lenta (VSL) <20 nm/s
Limite inferior de tamanho 5 pixels
Limite superior de tamanho 3 pixels
Limite inferior de intensidade 0,24
Limite superior de intensidade 1,19
Limite inferior de alongamento 0%
Limite superior de alongamento 100%
Lentos contados como moveis N&o

Magnificacdo 1,95




Anexos - 116

10.2 FORMULAS DOS DILUENTES UTILIZADOS NA PESQUISA

DILUIDOR TRIS-GEMA — SOLUCAO MAE

CONSTITUINTES QUANTIDADE
TRIS® 30,28g
Acido Citrico® 17,309
Agua bidestilada / Deionizada 1000mL/gsp

DILUIDOR TRIS-GEMA- FRACAO A

CONSTITUINTES QUANTIDADE
Solucéo Mae 800mL
Gema de ovo 200mL
Volume Final 1000mL

DILUIDOR TRIS-GEMA — FRACAO B

CONSTITUINTES QUANTIDADE
Solucédo Mae 652mL
Gema de ovo 200mL
Glicose® 20g
Glicerol® 128mL
Volume Final 1000mL

Para cada mL de sémen congelado séao acrescidos:

250Mg de

gentamicina®; 50mg de tilosina®; 150mg de lincomicina® e 300mg de

espectinimicina”.
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DILUIDOR GLICINA-GEMA — SOLUCAO MAE A

CONSTITUINTES QUANTIDADE
Glicose 0,69
Frutose 0,69
Agua bidestilada / Deionizada 40mL/qsp

DILUIDOR GLICINA-GEMA — SOLUCAO MAE B

CONSTITUINTES QUANTIDADE
Citrato de sddio 1,09
Glicina 0,479
Agua bidestilada / Deionizada 40mL/qsp

As solucdes A e B foram aquecidas separadamente até 94°C, durante
15 minutos. Prosseguindo o processo ap0s a temperatura abaixar até
aproximadamente 40°C.

DILUIDOR GLICINA-GEMA (Solucéao Final Meio 1)

CONSTITUINTES QUANTIDADE
Solugéo A 40mL
Solucéao B 40mL
Penicilina G Sddica 0,033g
Estreptomicina 100mg
OEP 0,4ml

Gema de Ovo 20mL
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DILUIDOR M20
CONSTITUINTES QUANTIDADE

Glicose 149
Frutose 79
TRIS 10g
Citrato de Sodio 1,29
Citrato de potassio 0,59
Eagle 1,09
Glicina 2,09
EDTA 0,29
Lactose 13g
Amicacina 0,29
Ac. Citrico 3,39
OEP (Ovus es paste) 4,0mL
Gema de Ovo 180mL
H.O 750ml

Para a finalizacdo do diluente a solugdo mae deve ser dividida em duas

fracdes: Ml que seré acrescida de 14% de H,O; e MIl acrescida de 14% de

Glicerol.
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10.3 PREPARO DAS SONDAS FLUORESCENTES

SOLUCOES DE ESTOQUE

SOLUCOES CONSTITUINTES QUANTIDADES
Estoque IP lodeto de Propidio 10 mg
Solucao Fisiolégica 20 mL
Estoque CFDA Diacetato de 6-Carboxifluoresceina 9,2 mg
Dimetilsulféxido 20 mL
Estoque de Formaldeido Formalina 40% 1mL
Solucao Fisioldgica 79 mL
Estoque de Citrato de Citrato de Sodio 39
Sadio Solucao Fisioldgica 100 mL

SOLUCAO DE TRABALHO

SOLUCOES QUANTIDADE
Solucao de Citrato de Sodio 3% 0,96 Ml
Solugéo de Formaldeido 10m
Solucgéo de lodeto de Propideo 10mi
Solucgéo de Carboxifluoresceina 20m

AMOSTRAS PARA AVALIACAO

SOLUCOES QUANTIDADE

Sémen 10mi
Solucao de trabalho 40m
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