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RESUMO

SAKASHITA, S.M. Efeito da adicdo de Trolox® e Catalase ao meio Glicina-
Gema-Leite sobre o sémen caprino refrigerado por 24 ou 48 horas em sistema
de Equitainer®. 2011. p.91. Dissertacéo (Mestrado em Medicina Veterinaria) —
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP.

Objetivou-se determinar in vitro o efeito da adicdo de antioxidantes Trolox® e
Catalase ao diluidor Glicina-Gema-Leite com 5% de gema de ovo, utilizado na
refrigeracéio do sémen caprino em sistema de Equitainer® por 24 ou 48 horas,
avaliando-se a motilidade espermatica determinada no sistema
computadorizado (CASA), a integridade de membrana plasmatica pela
combinacdo dos corantes fluorescente iodeto de propidio e diacetato de
carboxifluoresceina (IP+DIC), patologia espermatica em camara Umida em
solucdo de gluteraldeido e ap0s a refrigeracdo ao teste de exaustdo em banho-
maria (37°C até 240 minutos). Para isso foi utilizado o sémen em duplicata (12
amostras) de 6 caprinos Boer, coletados com vagina artificial e diluido na
concentracdo final de 400x10° espermatozdides/mL em meio Glicose-Leite
(GL) e nos diluidores Glicina-Gema-Leite com (GGL,.) e sem (GGL)
antioxidantes Trolox® e Catalase. As andlises foram realizadas no sémen
fresco, apés diluicdo (pré-refrigeracédo), 24 e 48 horas poés-refrigeracdo no
sistema Equitainer®, e durante o teste de exaustdo nos tempos 30, 60, 120 e
240 minutos de incubacdo em banho-maria. Foi demonstrado que o diluidor
GGLy demonstrou melhor eficiéncia na protecdo de acrossomo entre 0S
diluidores. A adicao de antioxidante ao diluidor GGL com 5% de gema de ovo
foi capaz de manter baixo percentual de acrossomo lesado durante a
refrigeracdo de até 48 horas e o sistema Equitainer® eficiente durante a
refrigeracdo até 48 horas.

Palavras-chave: sémen caprino, refrigeracdo, antioxidante.



ABSTRACT

SAKASHITA, S.M. The effect of adding Trolox® and Catalase in Glycine-Yolk-
Milk extender on goat semen, cooled for 24 or 48 hours in Equitainer® system.
2011. p.91. Dissertacao (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP.

The objetive was to determine in vitro the effect of adding antioxidant Trolox®
and Catalase in the extender Glycine-Yolk-Milk with 5% of egg yolk, used in the
goat semen cooling in Equitainer® system for 24 or 48 hours, evaluating sperm
motility determined by the computerized semen analysis (CASA), the integrity of
the plasma membrane by a combination of fluorescent carboxyfluorescein
diacetato(DIC) and propidium iodide(IP), sperm pathology in the humid
chamber in gluteraldehyde solution and after cooling to the exhaustion test in a
water bath (37°C up to 240 minutes). For the semen that was used in duplicate
(12 samples) for six Boer goats, collected with artificial vagina and diluted at a
final concentration of 400x10° sperm/mL using extenders Glucose-Milk (GL)
and Glycine-Yolk-Milk (GGL,) and without (GGL) antioxidant Trolox® and
Catalase. Analyses were performed in fresh semen, after diluition (pre-cooling)
and 24 or 48 hours post cooling in Equitainer® system, and during the
exhaustion test incubation in a water bath for 30, 60, 120 and 240 minutes. It
has been shown that the extender GGL,. showed better efficiency in protection
acrossome between the extenders. The addition of antioxidant in the GGL with
5% egg yolk (GGL) was able to maintain a low percentage of damaged
acrossome during cooling up to 48 hours and the Equitainer® system during the

cooling efficiency up to 48 hours.

Keywords: goat semen, cooling, antioxidant



1. INTRODUGCAO

Como agronegocio, a caprinocultura apresentou acentuado crescimento
nos ultimos anos no Brasil, particularmente no Estado de Séo Paulo e Parana,
seja pelo aumento no efetivo dos rebanhos, seja pelo aumento no nimero de
propriedades envolvidas nessa atividade e suas especializagdes, verificando-se
ainda expressivo crescimento da demanda de carne, pele, e notadamente,

matrizes e reprodutores com elevado valor de comercializacéo.

Das diversas biotecnologias disponiveis para a intensificacdo do manejo
reprodutivo, preconiza-se a programacao reprodutiva e distribuicdo dos cios e
partos ao longo do ano, alicercadas pelo uso racional da Inseminac¢ao Atrtificial
(1A).

A 1A possibilita a utilizagdo de individuos geneticamente superiores com
menores custos por servico. Além disso, elimina a necessidade de transporte
dos animais, os custos e inconvenientes da manutengéo de um grande nimero
de machos reprodutores na propriedade, possibilitando ainda a realizagao de
programas de melhoramento genético, de cruzamentos industriais e controle de

determinadas enfermidades.

A |A com sémen refrigerado em caprinos apresenta resultados préticos
mais viaveis, tanto do ponto de vista econdbmico quanto produtivo, com indices
reprodutivos mais proximos daquele obtido em monta natural ou sémen fresco,

e superiores daqueles obtidos com sémen congelado.

Entretanto, o éxito desta biotecnologia depende em grande parte do
desenvolvimento de diluentes satisfatorios, cujo emprego visa aumentar o
volume do ejaculado, proteger os espermatozéides durante o resfriamento
prolongando sua sobrevivéncia, além de apresentar efeitos benéficos sobre a
fertilidade.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Sémen caprino

O sémen caprino apresenta particularidades que o diferencia do sémen
de outras espécies. A mais importante € a sintese e secre¢do de enzimas pelas
glandulas bulbo uretrais, liberadas no plasma seminal (SIMPLICIO &
MACHADO, 1989).

O plasma seminal dos caprinos € rico em fosfolipase A, que ao interagir
com os fosfolipidios da maioria dos diluidores, catalisa a hidrélise de lecitina
presente na gema de ovo e liberam &cidos graxos e lisolecitinas, responsaveis
pela acdo detergente sobre os lipidios da membrana plasmatica que sdo
altamente toxicos para o0s espermatozdides (ROY, 1957, IRITANI &
NISHIKAWA, 1961; AMMDAL et al., 1965, CORTEEL, 1974). A reacao de
hidrolise promove uma atividade fusogénica na membrana dos
espermatozoides, induzindo a reacdo acrossémica e a descondensacdo da
cromatina (ROY, 1957; GIBBONS, 2002; apud CASTELO et al., 2008).

Em funcéo dos efeitos deletérios, a composicdo enzimatica do sémen do
bode e os diludores assumem grande importancia no processo de
conservacdo do sémen congelado ou refrigerado (SIMPLICIO & MACHADO,
1989).

No congelamento quando se utiliza sémen caprino total, ocorre a
reducdo do numero de espermatozoides vivos sendo diretamente proporcional
ao tempo de armazenamento e a remocdo do plasma seminal pela
centrifugacdo imediatamente apds a coleta do sémen, antes do congelamento,
mostrou ser benéfica a sobrevivéncia das células espermaticas pos-
descongelacdo em vérios trabalhos (CORTEEL 1974; RITAR & SALAMON,
1982; TULI & HOLTZ, 1994; MACHADO & SIMPLICIO, 1995; LEBOUEF,
2000).

Para Corteel (1977); Ritar e Salamon (1982); Tuli e Holtz (1994); na

espécie caprina, quando ocorreu a remocao do plasma seminal no processo de



centrifugacdo, contribuindo na percentagem de células vivas e motilidade

durante o congelamento, em diluentes de gema de ovo ou leite.

Dunner et al., (1993) observaram que amostras de sémen total e com
remocdo do plasma seminal, quando apenas refrigeradas, ndo apresentaram
diferencas significativas quanto a motilidade espermética progressiva. Porém,
Salvador et al., (2007), obtiveram melhor viabilidade do sémen refrigerado por
longa duracdo, quando utilizaram meio a base de leite e remocao de plasma
seminal. Roca et al., (1997), ndo obtiveram nenhuma melhora na remocéo do
plasma seminal na viabilidade in vitro ou na fertilidade in vivo em sémen diluido

em TRIS, submetido a refrigeracéo.

Ritar e Salamon (1982) recomendaram o uso de 1,5% de gema de ovo,
sem remocdo do plasma seminal, como uma alternativa pratica em sémen

congelado.

Nunes (1982), citado por LEBOEUF et al., (2000), acrescentou que 0s
produtos oriundos das glandulas bulbo-uretrais possuem componentes

importantes na preservacao dos espermatozoides de bode.

Chauhan e Anand (1990), em estudo da atividade das enzimas
fosfolipase e lisofosfolipase sobre as lecitinas contidas na gema de ovo
utilizada no diluente a base de Tris, concluiram que ndo h& hidrélise desses
fosfolipideos. Observaram ainda que o congelamento do sémen em diluente de
Tris-gema de ovo, sem a remoc¢ao do plasma seminal, produz altas taxas de
fertilidade.

Outros autores, (BISPO, 2005; VIANA et al., 2006; PALOMINO et al.,
2007), quando avaliaram a eficacia da diluicdo em glicose-leite e Tris-gema de
ovo, sem centrifugacdo do plasma seminal submetido a refrigeracdo
observaram que a presenca do plasma seminal n&o influenciou as

caracteristicas do sémen pos-refrigeracao.

Porém Azerédo et al., (2001), utilizando o diluente com 2,6% de gema
de ovo, concluiram que a remocédo de plasma seminal foi prejudicial ao sémen

fresco e ao submetido a congelacdo, uma vez que o0 percentual de



espermatozéides com membranas plasmaticas integra e com motilidade

espermatica diminuiram apoés a centrifugacdo do plasma seminal.

2.2. Refrigeracéo de sémen

Na conservacdo das células espermaticas de caprinos sdo utilizadas
duas técnicas basicas: a congelacdo e a refrigeragcdo (NUNES, 2001). Na
primeira técnica mantém-se o sémen a temperatura do nitrogénio liquido (-

196°C), por tempo indeterminado, intensificando o uso dos reprodutores.

Na segunda técnica o sémen caprino é conservado sob refrigeragdo em
temperaturas entre 15°C a 2°C, porém, as temperaturas mais utilizadas sao
entre 5°C e 4°C (ROCA et al. 1997), pois, nos espermatozéides armazenados a
5°C, as necessidades metabdlicas decrescem a aproximadamente 10%
daquela que teriam se estivessem a temperatura de 37°C (LEBOUEF et al.
2000).

Segundo Evans & Maxwell (1987), o periodo maximo de conservacao do
sémen a 5°C para obtencdo de um grau aceitavel de fertilidade através da

inseminacéo artificial € de 24 horas para ovinos e de 48 horas para caprinos.

Segundo Medeiros et al. (1994) e Gonsalves et al. (2001) o sémen
caprino conservado sob refrigeragcdo a 4°C pode ser utilizado em um curto
espaco de tempo, tendo uma viabilidade maxima de 48 horas.

No entanto Shamsuddin et al. (2000) e Palomino et al. (2007) concluiram
gue a viabilidade do sémen refrigerado a 5°C pode chegar até 96 horas e que a
motilidade do sémen se manteve acima de 50% poés refrigeracdo dependendo
do diluente.

Apoés a diluicdo do sémen caprino, o ritmo de queda de temperatura
deve ser compreendido entre 0,25°C/min. a 0,35°C/min. até atingir a
temperatura de 5°C, mantendo a motilidade dos espermatozéides em baixos
niveis por alguns dias (MACHADO e SIMPLICIO, 1995).



Douglas & Hamilton et al. (1984), comparando taxas de resfriamento
rapido (maiores que 1°C/min.), médio (entre 1°C/min. e 0,33°C/min.) e lento
(menores que 0,33° C/min.), concluiram que as taxas lenta e rapida causam
maiores danos a célula espermatica (maior numero de patologias, menor
motilidade e maior niamero de células mortas apds resfriacdo) que a taxa

média.

2.2.1. Alteracbes do sémen durante as curvas de refrigeracéo

s

A membrana celular € composta por proteinas e lipidios. Os lipidios
estdo organizados de forma bilaminar, onde a porcdo hidrofilica esta
direcionada para o exterior e a hidrofobica esta voltada para a face interna da
membrana. Essa disposicdo confere a célula uma barreira hidrofébica, pela
qual a agua e as moléculas nela dissolvidas sao impedidas de transpor a
membrana plasmatica. As proteinas permitem a formagéo de canais hidrofilicos
intercalados a barreira hidrofébica, pois sdo nesses locais que a agua e as
moléculas que nela estdo dissolvidas conseguem transpor a membrana e,
assim, proporcionar trocas entre 0s meios interno e externo da célula (AMANN

& GRAHAM, 1993).

O conhecimento obtido sobre as membranas plasmaticas estd baseado
no modelo do mosaico fluido proposto por Singer e Nicholson (1972), no qual
os lipidios estdo livres, com movimento lateral, proporcionando fluidez a

membrana.

Em temperaturas de 37°C, os lipidios encontram-se em estado fluido e
dispostos de forma aleatéria. Quando ha diminuicdo da temperatura do meio
em que essas células estdo contidas, ocorre um alongamento das cadeias de
acidos graxos, resultando no aumento da sua rigidez. Ocorre entdo que 0sS
fosfolipidios semelhantes tendem a se agrupar, dando origem a estruturas
cristalinas de forma hexagonal, e somente uma porcdo pequena destes
fosfolipidios mantém-se na forma liquida. Esse arranjo ir4 favorecer o
deslocamento das proteinas para esses locais, as quais se fundem e,

consequlentemente, formam agregados protéicos que resultam em aumento da



permeabilidade da membrana e na diminuicdo do metabolismo celular (AMANN
& PICKETT, 1987; STRYER, 1988; AMANN & GRAHAM, 1993).

Os danos sofridos pelas células espermaticas sao irreversiveis, sendo
caracterizados por movimento anormal, ou seja, ocorre comprometimento do
padrao de motilidade progressiva, assim como sua perda, danos ao acrossomo
e a membrana plasmética; aumento da permeabilidade celular; reducédo do

metabolismo; e perda dos componentes intracelulares (GRAHAM, 1996).

Os danos aos espermatozoides podem ser classificados de duas formas:
a injurias diretas do resfriamento e as injurias indiretas ou latentes (VERNER et
al.1988).

As injurias diretas resultam em alteracdes da membrana plasmatica e
subsequentes danos bioquimicos e metabdlicos, que sdo imediatamente
evidenciados pelas alteracdes de motilidade do espermatozdide ou por meio de
testes bioquimicos. Os danos latentes sdo aqueles detectados somente horas
ou dias apés as células serem submetidas ao processo de refrigeracdo e
armazenamento entre 0°C e 5°C (VERNER et al., 1988).

Nas células espermaticas de equinos os danos causados pelo choque
térmico podem ser minimizados quando submetidas a taxas de refrigeracéo
lenta, na faixa de temperatura entre 20°C e 4°C (PICKET & AMANN, 1993).

Moran et al. (1992), estudando as faixas de temperatura que induzem
choque térmico em espermatozéides equinos, concluiram que as temperaturas
entre 19°C e 8°C sdo as que tornam as células mais suscetiveis aos danos
celulares e quando utilizada a taxa de refrigeracao rapida (-0,7°C/minuto) de
37°C a 19°C néao ocorre choque térmico.

Kayser et al. (1992) avaliaram curvas de resfriamento com a intencéo de
minimizar os danos as células espermaticas de equinos e concluiram que 0s
espermatozoéides dessa espécie podem ser rapidamente resfriados dos 37°C
aos 20°C, mas recomendam que dos 20°C aos 5°C que seja utilizado a taxa de
refrigeracdo lenta, com queda de temperatura ndo superior a - 0,1°C/minuto e
preferencialmente a - 0,05°C/minuto, onde a manutengdo da sobrevivéncia

espermatica a 5°C € maximizada.



Flrst (2002) obteve éxito na refrigeracdo de sémen eqiino na faixa de
18°C a 8°C, utilizando taxas de refrigeracdo com temperatura média de -
0,5°C/minuto e - 0,3°C/minuto, onde os danos a membrana espermatica foram
reduzidos, o que foi constatado pelo teste hiposmaotico e pela coloracao

supravital (eosina-nigrosina).

Douglas & Hamilton et al. (1984) estudaram, para sémen de equinos, as
taxas de refrigeracéo rapida (acima de - 1°C/minuto), média (entre - 1°C/minuto
e - 0,33°C/minuto) e lenta (menores que - 0,33°C/minuto), e concluiram que as
taxas lenta e rapida causam maiores danos, ou seja, maior nimero de
patologias, menor motilidade e maior nimero de células mortas ap6s o

resfriamento.

Machado e Simplicio (1995) relataram que para o sSémen caprino o ritmo
de refrigeragcdo deve estar entre - 0,25°C/min e - 0,35°C/minuto, até que seja
atingida a temperatura de 5°C.

Bispo (2005) relatou que no sémen caprino a utilizacdo de diluentes a
base de gema de ovo foram mais eficazes durante as curvas de refrigeracdo de
- 0,33°C e - 0,5°C até 5° C por 24 e 48 horas e na utilizacdo de diluentes a

base de leite desnatado somente nas curvas de refrigeracéo de - 0,5°C.

2.2.2. Equitainer®

Visando o0 armazenamento e transporte do sémen em condi¢des
adequadas para permanecer com a viabilidade fertilizante, o sistema utilizado
Equitainer® foi o primeiro sistema de transporte de sémen desenvolvido
comercialmente (SOUSA, 2002).

Tratando-se de um produto duravel e reutilizavel, sua desvantagem
consiste no alto custo de aquisicdo e necessidade de trocas anuais de
componentes. Porém é um sistema estavel independente da temperatura
ambiente que seja submetido, ndo alterando as curvas de refrigeracdo
(KATILA, 1997; BRINSKO et al., 2000 apud SOUSA, 2002).
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O sistema Equitainer® possui uma taxa de refrigeracdo inicial de
aproximadamente - 0,3°C por minuto (KATILA, 1997 apud SOUSA, 2002).

Contudo, por ser um sistema passivo de refrigeracdo, fornece taxas
variaveis de refrigeracdo, que se reduzem com a diminuicdo da temperatura
interna do sistema (BRINSKO et al., 2000).

7z

Katila (1997) relatou que o Equitainer® é capaz de manter sua
temperatura interna de aproximadamente 5°C durante até 48 horas, por isto

sendo recomendado para periodos de transporte superiores a 24 horas.

Sousa (2002), avaliando o sistema de geladeira e do Equitainer®,
comprovou que a utilizacéo do sistema Equitainer® para refrigeracéo do sémen
ovino a 5°C é viavel, por ser um sistema passivo de refrigeracao, ndo sofrendo
influencia das oscilacdes da rede elétrica, da temperatura ambiente, além de

apresentar praticidade ao transporte.

2.3. Meios diluidores

Os diluidores além de aumentarem o volume seminal, permitindo seu
fracionamento, exercem papel fundamental na preservacéo do sémen, tanto no
processo de refrigeracdo quanto no de congelacdo (SALAMON & MAXWELL,
2000).

E muito importante a escolha de um bom diluente, onde este deve ser
atoxico para os espermatozoides, ser de baixo custo, preparo facil e ter pH e
pressdo osmotica compativeis com a sobrevivéncia espermatica, inibir o
crescimento bacteriano sendo fundamental na conservacao, pois devera conter
substancias que ao mesmo tempo proporcionem aporte nutricional e protecéo
as células contra o choque térmico que ocorrem durante as curvas de

refrigeracao.

Os diluidores para conservacdo espermatica devem possuir uma
substancia organica que atue como crioprotetor externo, como a gema de ovo
ou leite desnatado ja que a fosfatidilcolina (lecitina) e as lipoproteinas da gema

e a caseina do leite protegem os espermatozoides durante a refrigeracao,
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contra 0 choque térmico que se produz ao refrigerar o sémen desde os 20°C
aos 5°C (MIES FILHO et al., 1982; DAS & RAJKONWAR, 1995); uma fonte de
energia, como a glicose ou frutose; um componente tamp&o, como citrato de
sodio ou hidroximetil aminometano (TRIS); um crioprotetor interno que proteja
0s espermatozoides durante o congelamento, a exemplo do glicerol,
dimetilsulfoxido (DMSO), etilenoglicol; e antibidticos para prevenir o
crescimento bacteriano, como penicilina, estreptomicina ou gentamicina
(EVANS & MAXWELL, 1987).

Um relevante nimero de diluidores de sémen caprino tem sido utilizado
em testes de laboratorios e de fertilidade, tais como: salina, citrato de sodio-
gema (Citrato-Gema), citrato de sodio-frutose-gema, sacarose-EDTA,
bicarbonato de célcio-gema, Tris-gema (LEBOEUF et al., 2000), agua de coco

(SIMPLICIO, 1987), leite em p6 ou reconstituido, com ou sem gema de ovo.

E os mais utilizados para a conservacédo do sémen na forma liquida (4°C
- 5°C) sdo: o leite em pod, os diluidores a base de citrato de sddio, Tris
(LEBOUEF et al., 2000), gema de ovo (HERRERA e TAPIA, 1998; BISPO,
2005; VIANA et al., 2006; PALOMINO et al., 2007).

2.3.1. Leite desnatado

O leite desnatado é a base mais utilizada nos diluidores de sémen
caprino para uso na inseminacao artificial. A capacidade de fertilizacdo dos
espermatozoéides estocados em diluente de leite ou a base de leite € de
aproximadamente 12 a 24 horas. O leite € um meio fisiolégico, porém
complexo, por isso este componente apresenta-se com muitas variacbes nos
resultados obtidos, e seus mecanismos de acéo para preservagao celular nao
estdo bem elucidados (BISPO, 2005; LEBOEUF et al., 2003).

No caso dos diluidores a base de leite, uma fracdo protéica, também
oriunda da glandula bulbo uretral, denominada BUSgp60, hidrolisa os seus
triglicerideos, resultando na producdo de acidos graxos toxicos aos
espermatozéides de caprinos, como o &acido oléico, capazes de inibir sua
motilidade (CORTEEL et al., 1984; LEBOEUF et al., 2000).
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O efeito BUSgp60 pode ser direto sobre os fosfolipideos da membrana
dos espermatozoides ou indireto, pela producdo de derivados téxicos dos
lipideos do leite (CORTEEL et al., 1984; LEBOEUF et al., 2000).

Alguns autores como Shamsuddin et al., (2000) relataram que o0 sémen
caprino sem lavagem, diluido em leite desnatado é viavel por apenas 48 horas,
porém, Salvador et al., (2007), relataram que na refrigeracdo a 5°C e o uso de

diluidores a base de leite € um método viavel para prolongar a viabilidade.

2.3.2. Gema de ovo

A uniformidade na preparacdo dos diluidores de sémen contendo gema
de ovo é dificil de ser atingida devido as suas caracteristicas individuais, como
idade do ovo, tipo de alimentacdo das aves, a variacdo na composicdo da
gema de ovo, dependendo da linhagem da ave e a variacdo sazonal na
concentracdo da enzima coaguladora da gema de ovo no plasma seminal
(CORTEEL, 1973, ROCA et al., 1997).

Deve ser considerado, exclusivo do macho caprino, o fato das suas
glandulas bulbo-uretrais produzirem, particularmente, uma fosfolipase (EYCE)
gue hidrolisa a lecitina da gema de ovo, formando acidos graxos e lisolecitinas,
esta Ultima atuando sobre a membrana espermatica danificando-a (ROY,
1957).

Essa lisolecitinas é toxica devido a sua acéo detergente sobre os lipidios
da membrana plasméatica (NUNES, 1982).

A gema de ovo atua na superficie da membrana plasmatica, restaurando
a perda de fosfolipideos e, aparentemente, induzindo alteracao transitoria de
sua composicao, prevenindo a ruptura da membrana plasmatica (FARSTARD,
1996). Os fosfolipideos que compde a fracdo LDL da gema de ovo protegem o

sémen, especificamente durante o processo de refrigeracéo a 5°C.

As concentracbes de gema de ovo rotineiramente utilizadas nos
diluidores tém variado de 1,5% a 50% (WATSON, 2000; SALAMON &
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MAXWELL, 2000) e sua reducdo € de grande interesse, uma vez que a
combinacéo de gema de ovo e glicerol poderia promover uma estabilizacdo ou
desestabilizacdo das membranas dependendo da concentracéo e do tempo de
exposicao dos espermatozoides frente a estes dois componentes (KATKOV et
al., 1998), podendo gerar como consequéncia, uma maior producdo de ROS
(MORANI, 2004).

Segundo Rodello et al. (2011), a utilizacdo de Glicina-Gema-Leite 5%
(GGL5%) em sémen ovino congelado, fornecem resultados superiores aos
diluido em Glicina-Gema-Leite 20% (GGL20%).

Segundo Gil et al., (2003), com base em estudos de concentracdes de 5,
10, 15 e 20% de gema de ovo em meio a base de leite, nenhum efeito benéfico
foi obtido pela utilizacdo de gema de ovo em quantidades acima de 10% em
sémen ovino refrigerado. Ja Roca et al. (1997), observaram que 0S
espermatozéides caprinos foram preservados a 5°C, durante 6 a 36 horas, em

diluidor contendo 2% de gema de ovo.

Ritar e Salamon (1982 e 1991) observaram que a concentragédo de 1,5%
de gema de ovo nao interferiu na viabilidade dos espermatozoides caprinos

nao lavados e coletados fora da estacao reprodutiva.

2.4. Metabolitos reativos do oxigénio - ROS

Metabdlitos reativos do oxigénio (ROS, do termo em inglés: reactive
oxygen species), radicais livres e oxidantes sdo termos usados, para identificar
os intermediérios quimicos reativos do metabolismo do oxigénio (HALLIWELL
& GUTTERIDGE, 1999; NORDBERG & ARNER, 2001; apud MAIA, 2006).

O termo radical livre ndo é considerado o mais adequado, pois nem
todos os metabdlitos reativos do oxigénio sdo radicais livres. O mesmo se
aplica ao termo oxidante, uma vez que algumas ROS (ex. O, e H,0,) podem
atuar tanto como agentes oxidantes como redutores, em sistemas diferentes.
J& o termo, metabdlitos reativos do oxigénio (ROS) inclui todos os radicais e
nao radicais derivados do oxigénio (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).
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Os ROS sédo encontrados em todos os sistemas biolégicos. Em
condigcbes fisiolégicas do metabolismo celular aerébio, o O, sofre reducdo
tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na formacao de H,O
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997; NORDBERG & ARNER, 2001 apud MAIA
et al., 2009).

Durante esse processo sdo formados intermediarios reativos como: 0s
radicais superoxido (O;), hidroperoxila (HO,) e hidroxila (OH") e, o néo radical,
peréxido de hidrogénio (H,O,). Normalmente, a reducdo completa do O, ocorre
na mitocéndria e a reatividade dos ROS € neutralizada pela entrada de quatro
elétrons (FERREIRA & MATSUBARA, 1997; NORDBERG & ARNER, 2001).

O radical anion superéoxido (O,) € um radical livre formado a partir do
oxigénio molecular pela adicdo de um elétron. Sua formacdo ocorre
espontaneamente, especialmente na membrana mitocondrial através da cadeia
respiratoria. E também produzido por flavoenzimas, lipoxigenases e
cicloxigenases (NORDBERG & ARNER, 2001). Sua formag&o ocorre em quase
todas as células aerbbicas e é produzido durante a ativagdo maxima de
neutrofilos, monaocitos e eosindfilos (FERREIRA & MATSUBARA, 1997). Este é
um radical pouco reativo e ndo tem a habilidade de penetrar membranas
lipidicas, agindo, portanto, apenas no compartimento onde € produzido
(NORDBERG & ARNER, 2001).

O peréxido de hidrogénio (H,O,) ndo é um radical livre, mas um
metabodlito do oxigénio extremamente deletério porque participa como
intermediario na reacdo que produz OH’; possui vida longa e € capaz de
atravessar membranas biologicas (FERREIRA & MATSUBARA, 1997;
NORDBERG & ARNER, 2001). Uma vez produzido, o H,O, é removido por um
dos trés sistemas de enzimas antioxidantes: catalase, glutationa peroxidase e
peroxiredutases (NORDBERG & ARNER, 2001).

O radical hidroxila (OH) é considerado o radical livre mais reativo em
sistemas bioldgicos, sendo capaz de causar mais danos do que qualquer outra
ROS. E formado a partir do peroxido de hidrogénio em uma reacéo catalisada

por fons metais (Fe** ou Cu’), denominada reacéo de Fenton (MAIA, 2006).
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O radical hidroxila também pode iniciar a oxidacdo dos &cidos graxos
poliinsaturados das membranas celulares, conhecida como lipoperoxidacéo.
Induzem danos ao DNA, a rapida perda do potencial fertilizante dos
espermatozoéides e perda da adenosina trifosfato do axonema da cauda
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

A geracdo de altas concentracbes de ROS no sémen esta associada ao
declinio no metabolismo de energia do espermatozdide, na motilidade e na
viabilidade espermatica e com a fragmentacdo do DNA em cavalos, touros,
carneiros, bodes e homens (ARMSTRONG et al., 1999; DURU et al., 2000,
apud MAIA, 2006; KRZYZOSIAK et al., 2000; BAUMBER et al.,, 2002;
BILODEAU et al., 2002).

Uma das principais causas da deterioracdo espermatica é o estresse
oxidativo (BATELLIER et al., 2001). De fato, as células espermaticas sao
caracterizadas por sua capacidade incomum de gerar metabdlitos oxigénio-
reativo (ROS), que causam peroxidacao lipidica, especialmente durante a
sobrevivéncia espermatica (SALAMON & MAXWELL, 2000; BATELLIER et al.,
2001).

2.5. Mecanismo de acdo dos antioxidantes

Antioxidante pode ser definido como qualquer substancia que, quando
presente em baixas concentraces comparadas aquela do substrato oxidavel,
retarda ou previne significativamente, a oxidacdo daquele substrato. A adicédo
de antioxidantes ao diluente tem sido avaliada quanto a sua capacidade de
proteger o espermatozéide do efeito toxico dos ROS, (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999; apud MAIA 2006).

Os niveis de antioxidantes presentes normalmente no sémen ainda sao
parcialmente removidos com a diluicdo do sémen o que pode reduzir
consideravelmente o efeito benéfico do antioxidante natural, assim, a adicao
destes agentes, mesmo em pequenas concentracdes, pode melhorar a funcdo

espermatica do sémen manipulado (MAIA, 2006).
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Para proteger do efeito letal da formacéo excessiva de ROS, a célula
possui um sistema de defesa antioxidante enziméatico e um ndo enzimatico
(NORDBERG & ARNER, 2001).

Enzimatico: neutralizam o excesso da formacdo das ROS e previnem os
danos a estruturas celulares. Sdo compostos pelas enzimas: Superoxido
dismutase (SOD); Catalase (CAT), peroxiredoxinas (Prx), Glutationa (GSH),
glutationa redutase (GR), e glutationa peroxidase (GPx) (NORDBERG &
ARNER, 2001).

Nao enzimético: compostos de baixo peso molecular, incluindo as
vitaminas C e E, diferentes compostos de Selénio, ubiquinonas (coenzima Q),
Acido Urico e Acido lipoico (NORDBERG & ARNER, 2001).

Esse sistema pode atuar em duas linhas: como removedor do agente
antes que ele cause lesdo (glutationa reduzida, superoxido dismutase,
catalase, glutationa peroxidase e vitamina E) ou como reparador da leséo
ocorrida (acido ascorbico, GR e GPx) (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

Com excecdo da vitamina E, que é um antioxidante estrutural da
membrana, a maior parte dos agentes antioxidantes encontram-se no meio
intracelular (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

2.5.1. Trolox®

O 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman-2-acido carboxilico, nomeado de
Trolox®, € um analogo hidrossolivel do tocoferol que foi sintetizada por Scott e
sua equipe em 1974. Esta substancia apresenta propriedades antioxidante
maiores que a das (Vitamina E) a e y-tocoferol, tanto em gordura animal quanto
vegetal (CORT et al., 1975).

O mecanismo de acéo do efeito antioxidante do Trolox® é semelhante ao
da vitamina E, ou seja, envolve o OH" fendlico e a remocao de radicais peroxil
(ALBERTINI & ABUJA, 1999). Sua estrutura é composta por um nucleo
“croman”, semelhante ao do a- tocoferol, e um grupo &cido carboxilico no
carbono 2 (REZK et al., 2004).
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A maioria das ROS, por exemplo, o anion superoxido € gerado em fase
aquosa, assim o Trolox® apresenta vantagem sobre os outros antioxidantes
que séo apenas lipossoluveis, como a vitamina E. (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997; NORDBERG & ARNER, 2001; apud MAIA et al.,2009).

Devido a sua estrutura cromonal, que |he da atividade antioxidante e ao
grupo carboxila, que tem moderado efeito hidrossoltvel, o Trolox® é distribuido
em ambas as fases da bicamada de lipidios das biomembranas, tornando-se
um excelente protetor contra a lipoperoxidacdo (BARCLAY et al., 1995 apud
MAIA, 2006).

Além disso, o Trolox® pode ser adicionado diretamente & membrana
lipidica (membrana intacta) sem a necessidade de solventes ou outros métodos
de extracdo (BARCLAY et al., 1995 apud MAIA, 2006).

2.5.2. Catalase

A catalase é uma heme-proteina citoplasmética, e se localiza nos
peroxissomos das células de mamiferos, atuando como antioxidante
enzimatico e catalisa a reducédo do peréxido de hidrogénio (H,0O,) a agua (H,O)
e oxigénio molecular (O,). Também atua na destoxificacdo de diferentes
substratos (ex. fendis e alcodis), via reducéo do perdxido de hidrogénio (MAIA,
2006).

A funcdo da catalase como antioxidante € diminuir o risco de formacao
do radical hidroxila (OHY) a partir do H,O, via reacédo de Fenton (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997) e também tem um papel importante no controle do
estresse oxidativo da célula espermética, possivelmente resultante da presenca
da H,O, (BUCAK et al, 2007).

A catalase atua apenas nas porcbes aquosas das células, portanto
partes lipidicas como a membrana celular permanecem desprotegidas e
susceptiveis a acdo de peroxidos de hidrogénio (FERREIRA & MATSUBARA,

2006). E também exerce a fungdo de remocdo do O, gerado pela NAPDH
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oxidase dos neutréfilos e desempenham papel importante na diminuicdo da
lipoperoxidacédo (LPO) e protegem os espermatozoides dos danos oxidativo
(SIKKA, 1996).
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3 - HIPOTESES

3.1. O sistema Equitainer® de refrigeracéo é eficiente na manutencéo da

viabilidade do sémen caprino por 48 horas.

3.2. A adicdo de Trolox® e Catalase ao meio Glicina-Gema-Leite implica
na melhoria qualitativa do sémen caprino submetido ao processo de

refrigeracao.

4 - OBJETIVOS

4.1. Avaliar a eficiéncia de sistema Equitainer® de refrigeracdo na
preservacdo a 5°C dos parametros espermaticos de cinética e

morfologia do sémen caprino por 24 ou 48 horas.

4.2. Avaliar comparativamente os efeitos do emprego dos diluidores
Glicose-Leite, que pelo uso consagrado em sémen caprino servira
como controle e Glicina-Gema-Leite com 5% de gema de ovo
suplementado ou ndo com Trolox® e Catalase, sobre os parametros
espermaticos de cinética e morfologia do sémen caprino apés
refrigeracdo a 5°C por 24 ou 48 horas e durante o teste de exaustao,

na incubacao a 37°C por 240 minutos.



20

5.- MATERIAL E METODOS

5.1. Local do experimento e animais experimentais

Os procedimentos foram realizados na Universidade Estadual Paulista
(UNESP) na Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia (FMVZ) situado no
municipio de Botucatu, Estado de Sdo Paulo (latitude 22° 53'S, longitude 48°
29’ W) nas instalacdes do Departamento de Radiologia e Reproducdo Animal:
no Laboratorio de Estudos em Biotechologia Aplicada a Reproducao de Ovinos
e Caprinos e no Laboratério do Centro de Diagnéstico e Biotecnologia em
Reprodugédo Animal (CERAN),

Foram utilizados, 6 caprinos, machos da raca Boer pertencentes a
propriedades da regido de Botucatu e Itapetininga - SP e da Unidade de
Pesquisa e Desenvolvimento - UPD/APTA - Pélo de Itapetininga, SP, com
idade entre 1 a 4 anos, com pesos entre 45 a 90 kg e constada a aptidao
reprodutiva pelo exame clinico-androlégico conforme o Manual do CBRA
(1998).

Os reprodutores foram mantidos em baias individuais nas dependéncias
do Laboratorio de Estudos em Biotecnologia Aplicada a Reproducéo de Ovinos
e Caprinos. Durante todo o periodo experimental, compreendido de agosto a
dezembro de 2010, os bodes receberam alimentacdo a base de feno de “coast-
cross”, concentrado para a manutencdo de reprodutores caprinos com 16% de
proteina bruta (PB) e 85% de nutrientes digestiveis totais (NDT) e livre acesso

a agua e sal mineral.

5.2. Coleta e avaliagcdo do sémen

Cada reprodutor (n=6) foram coletados e processados 2 ejaculados a

cada 2 dias, totalizando 12 coletas.
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O sémen foi obtido pelo método de vagina artificial a temperatura de
42°C, com copo coletor graduado pré-aquecido & 37°C, tendo como manequim
uma fémea caprina, contida e com o comportamento de receptividade ao
macho induzida pela aplicacdo de 2mg de cipionato de estradiol® por via

intramuscular a cada sete dias, durante todo o periodo de coleta.

Ap6s cada coleta o sémen foi mantido em banho-maria a 32°C e
avaliado visualmente quanto ao aspecto e o volume através da graduacdo do
copo coletor. Dez microlitros (L) de sémen foram diluidos em quatro mililitros
(mL) de agua destilada com taxa de diluicdo 1:400, para a determinagdo da
concentracdo espermatica em camara de Neubauer (CBRA, 1998).

Em seguida, 4 L sémen a fresco foram diluidos em 500 pL de X-Cell®?

(AZEVEDO, 2006) mantendo uma concentracdo final de aproximadamente
48x10° espermatozoides/mL (DAVIS et al., 1992). Em seguida 6 pL do sémen
diluido foram transferidos para camara de Makler® pré-aquecida a 37°C e
submetida & analise computadorizada da cinética espermatica® (CASA), onde
foram avaliados em trés campos selecionados aleatoriamente, os seguintes

parametros:
= MT - Motilidade total (%)
= MP - Motilidade progressiva (%);
= VAP - Velocidade de trajeto (pm/s);
= VSL - Velocidade progressiva (um/s);
= VCL - Velocidade curvilinear (um/s);
= ALH - Amplitude de deslocamento lateral de cabeca (pm);
= BCF - Frequéncia de batimentos do flagelo (Hz);
= STR - Retilinearidade (%);

= LIN - Linearidade (%).

'ECP® - Cipionato de estradiol — Tuco/Pfizer do Brasil

2 x.Cell® = IMV, France

8 Makler Counting Chamber — Sefi-Medical, Haifa, Israel

4 Hamilton Thorn Motility Analyser - HTMA — IVOS 12 — Hamilton Research — Beverly, MA, USA
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5.2.1. Analise de integridade das membranas espermaticas

Para a andlise da integridade total das membranas espermaticas, foram
coletadas aliquotas do sémen in natura, pré e pos-refrigeracdo por 24 ou 48

horas e durante o periodo do teste de exaustao.

Foi preparada uma solucao de trabalho, adicionando a cada mililitro (mL)
de solugdo salina, 20 pL de formaldeido, 20 uL de diacetato de
carboxifluoresceina (DIC) e 10 puL de iodeto de propidio (IP) (Anexo I,
HARRISON & VICKERS, 1990).

Para realizar a analise, 50 pL da solucédo de trabalho foi depositado em
microtubos de fundo cénico de polipropileno de 1,5 mL (Eppendorf®), em
seguida, acrescida 10 uL de sémen, mantendo uma concentracéo final de 10’

espermatozoéides/mL.

ApoOs incubacdo de no minimo 8 minutos a temperatura ambiente, 5 pyL
dessa suspensao foi depositado entre lamina e laminula e observado em
aumento de 400x em microscopio de epifluorescéncia® com filtro de excitacéo
(BP) 450-490nm, espelho dicromatico 510nm e filtro de supressao (LP) 515nm
(HARRISON & VICKERS, 1990) onde 100 espermatozéides/lamina foram

avaliados e distribuidos percentualmente (%) nas seguintes classificacoes:
integros:

- acumulo de DIC (fluorescéncia verde) ao longo da cabeca e

flagelo, sem acumulo de IP (fluorescéncia vermelha);
Lesados:
- acumulo de IP ao longo da cabeca e flagelo, sem acumulo de DIC.

- acumulo de DIC na peca intermediaria e acamulo de IP na cabeca
unicamente e acumulo de fluorescéncia amarelada na regido

acrossomal;

- acumulo de IP na cabeca e de DIC na peca intermediaria.

5 Leica DM LB, Germany
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5.2.2. Analise da morfologia espermatica

Para a analise da morfologia espermatica, foram coletados aliquotas do
sémen in natura, pos-refrigeracdo de 24 ou 48 horas e durante o teste de

exaustao.

Cada aliquota de 10 pL de sémen foi diluida em 500 pL de solugéo de
gluteraldeido a 0,2% (Anexo |, BARTH & OKO, 1989). As amostras foram
acondicionadas em microtubos de fundo cénico de polipropileno de 1,5 mL e

estocadas a temperatura entre 4° a 5°C para posterior leitura.

Para a leitura, foi utilizada a microscopia de contraste de fase em
aumento de 1000x sob imersdo através de preparacdes Umidas, colocando
uma gota entre lamina e laminula e classificando 100 células por preparacéao,

de acordo com Blom (1973).

Nas andlises dos dados, foram levados em consideracdo 0s
espermatozoéides com acrossomo lesado (%) e aqueles com cauda dobrada
(%).

5.3. Processamento do sémen

Apbés as avaliacbes do ejaculado, o sémen foi destinado a trés

tratamentos de acordo com o meio em que foi diluido:
e GL — Glicose-Leite (CORTEEL, 1973, apud SOUSA, 2002).

e GGL - Glicina-Gema-Leite com 5% de gema de ovo
(Osmolaridade: 288 mOsm e pH: 7,2) - (GONZALEZ, 1996
modificado por RODELLO, et al., 2011).

e GGLi - Glicina-Gema-Leite com 5% de gema de ovo
(Osmolaridade: 288 mOsm e pH: 7,20 + Trolox® 50 uMol /100x10°
espermatozodides + Catalase 50 yg/mL. 0,0935 U/mL; MAIA et al.,
2009).
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Com a finalidade de realizar a refrigeracdo em sistema Equitainer® por
24 horas ou 48 horas, para cada tratamento foram utilizados 2 microtubos de
fundo conico de polipropileno de 1,5 mL, totalizando 6 aliquotas com 100X10°

espermatozoides totais em cada microtubo de fundo conico.

As diluicBes foram realizadas a 32°C em primeiro lugar para a fragédo
controle (GL), em seguida para a fragdo GGL sem antioxidante e logo apos

para a fracdo GGL com adicdo de antioxidante.

5.4. Padronizacdo do Sistema Equitainer®

Para o estudo, foi necessaria a realizacdo de pré-ensaios para a
padronizacdo dos 2 sistemas Equitainer®, que foram sofrendo algumas
modificagcbes, a fim de manter o controle da curva de refrigeracdo e a

temperatura estavel em 5°C por até 48 horas.

Assim foram realizadas calibragfes dos equipamentos com 0 acréscimo
de um lastro térmico que serviu de suporte para microtubos de fundo conico na
posicao vertical, que consistiu na utilizagdo de um copo coletor (100 mL) com
agua pré-aquecida a 32°C, tendo em sua tampa 7 orificios que permitissem o

acondicionamento dos microtubos contendo as amostras.

As médias de temperatura ambiente e interna do sistema Equitainer® - 1
e 2 obtidos em 4 testes realizados ap6s a padronizacdo da temperatura foram

registradas no Graficol.

Para acondicionar as amostras do estudo, a cada ciclo de refrigeracao,
procedeu-se o encaixe no interior dos dispositivos de 2 latas Equitainer® (Figura
3) previamente mantidas em congelador a 20°C negativos por no minimo 24
horas, e sobre as latas foram acondicionados o isolante térmico (Figura 3) e
suporte para microtubos na posicao vertical (Figura 1 e 2), previamente
aguecido a 32°C e para a monitoracdo da temperatura foi acoplado um
termbmetro, com registro de temperaturas (maxima e minima) interna do
sistema e do ambiente. O sistema contendo as aliquotas permanecia

hermeticamente fechado por todo tempo de refrigeracéo (Figura 4).
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Os microtubos de fundo cénico de polipropileno foram colocados no
Sistema  Equitainer® de refrigeracdo, composto pela unidade de
armazenamento, latas de refrigeracao e isolante térmico, com caracteristica de
gueda de temperatura na razao de 0,33°C/minuto.

No experimento foram utilizados 2 dispositivos Equitainer®, um para
analise das 24 horas e outro para 48 horas de refrigeracéo.

Curvas Refrigeracao Equitainer®
35

30
25 \
n
15

o\

—— ambiente

— nterno

Temperatura-°C

O 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 J
Oh 1 3 6 9 11 13 16 20 22 24 27 29 31 33 35 40 43 48
Tempo- horas

Gréfico 1:Médias das Curvas de Refrigeracdo do Sistema Equitainer® 1e 2 , e

curvas de temperatura ambiente apés modificacdes.
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Figura 2: Copo coletor com as
amostras em tubos conico dentro
do isolante térmico e com o

Figura 1: Copo coletor com as
amostras em tubos conico termometro acoplado.
com o termdmetro acoplado.
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Figura 3: latas e isolante térmico
do Sistema Equitainer®

Figura 4: Sistema Equitainer®
durante a refrigeracéo.
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5.5. Analise do sémen pos-refrigeracao

Ao término de 24 ou 48 horas o sistema Equitainer® foi aberto, os
microtubos de fundo coénico contendo as aliquotas foram retirados e
acondicionados no banho-maria a temperatura de 37°C durante 5 minutos, e

em apdés homogenizacao iniciava-se as analises pos-refrigeracao:

e Analise computadorizada da cinética espermatica (24 pL de

amostra)

e Andlise de Integridade total das membranas espermaticas (10 uL

de amostra)

e Analise de morfologia espermatica — acrossomo lesado e cauda

dobrada (30uL de amostra)

Utilizando-se para andlise computadorizada da cinética espermatica
200uL de solucdo de X-Cell® em 24 pL de amostra, para anélise de integridade
total das membranas espermaticas 50uL de solucdo de trabalho em 10uL de
amostra e para a andlise de morfologia espermética utilizaram 300uL de
solucéo de Gluteraldeido 0,2% para 30uL de amostra.

5.5.1. Teste de exaustao

Ao término da andlise pos-refrigeracdo, cada aliquota recebeu uma
fracdo de 65pL (total retirado para as analises) do diluidor correspondente, a
temperatura de 37°C (SOUSA, 2002), e foram submetidas ao teste de exaustao
pela incubacdo das amostras a 37°C durante 240 minutos (PAGANINI FILHO,
1999). Foram repetidas as analises computadorizada da cinética esperméatica
(24uL de amostra), de Integridade total das membranas espermaticas (10uL de
amostra) e da morfologia espermatica — acrossomo lesado e cauda dobrada
(30uL de amostra) nos tempos de 30 minutos, 60 minutos, 120 minutos e 240

minutos de incubacao.

Apdés cada analise, seguiu-se a adicdo de 65 pL do diluidor
correspondente, previamente aquecido a 37°C, em cada uma das aliquotas
(SOUSA, 2002).
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5.6. Analise estatistica

Como havia interesse em se comparar 0s tratamentos, os tempos de
refrigeracdo e os momentos de incubacéo (teste de exaustao), os dados foram
analisados em um delineamento de blocos ao acaso, com trés tratamentos
(GL, GGL e GGLy), dois tempos de refrigeracédo (24 e 48 horas) e cinco
momentos de incubacdo (0, 30, 60, 120 e 240 minutos). Para a analise dos
dados utilizaram-se as médias dos valores obtidos das duas coletas de cada
animal. Foram ainda avaliados os efeitos dos animais sobre os parametros
estudados. Como as variaveis apresentaram distribuicdo normal, pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov, foi utilizada a analise de variancia (ANOVA), seguido do
teste de Tukey. O nivel de significancia utilizado foi de 5% (FISHER & BELLE,

1993). Foi utilizado o programa Biostat® vers&o 5.0.



29

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. SEMEN COLETADO E PRE-REFRIGERADO

O comportamento das variaveis estudadas foi idéntico (P>0,05) para
todos os animais utilizados no experimento, ndo se constatando efeito dos
bodes sobre os parametros seminais antes ou apds os dois tempos de

refrigeracdo bem como durante o teste de exaustéo.

Os dados referentes as médias e desvio padrdo (+ dp) dos parametros
da cinética espermatica avaliados no sistema computadorizado (CASA) e a
morfologia espermatica do sémen caprino in natura e pré-refrigeracao diluidos
em Glicose-Leite (GL), Glicina-Gema-Leite (GGL) e Glicina-Gema-Leite

suplementado com Trolox® e Catalase (GGL,), estdo dispostos na Tabela 1.

A média e desvio padrao (+ dp) da motilidade total (MT) espermatica no
sémen in natura foram de 86,6 + 5,9%. Esses valores corrobora com 0s
observados por Bispo (2005) que obteve valores médios e desvio padrao de
motilidade total de 82,33 £ 9,79%, assemelham-se ainda aos encontrados por
Betini et al. (1998) de 86,00 + 1,08%, por Azerédo et al. (2001) de 85,41 +
4,65%, e Siqueira et al.,(2009) de 82,7+5,2%.

A MT e MP dos espermatozoides no sémen diluido pré-refrigeracédo
foram para o GL: 85,8 + 12,1% e 61,5 = 11,2%; para o GGL: 87,8 + 9,2% e
62,0 £ 8,9% e para o0 GGL; 90,1 = 7,8% e 64,1 + 7,7% respectivamente, ndo
havendo diferenca (P>0,05) entre os diluidores e nem ao se comparar com as

obtidas no sEémen in natura.

Ja Siqueira et al. (2009) no sémen diluido em Tris-Frutose-Gema a 2,5%
na pré-refrigeragdo obtiveram valores de MT espermaética (+ dp) de 83,0 £ 5,00
%, e Viana et al., (2006) para este parametro espermatico obtiveram com 0s
diluidores Leite Desnatado Glicose, 83,59 * 9,69 % e com o Tris-Gema, 84,06
+ 8,46 %.
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Os valores encontrados neste experimento, assim como os dados dos
autores citados, estdo de acordo com os padrdes preconizados para o sémen
caprino que se encontram no Manual para Exame Andrologico e Avaliacédo de
Sémen Animal do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 1998).

Nele, a recomendacéo é de que para o processamento e a utilizacdo do
sémen caprino fresco, os valores de motilidade e vigor espermaticos estejam
acima de 70% e 3,0 (escala de 0 a 5), respectivamente. Também pode ser
observado que ocorreu uniformidade dos parametros analisados, ao se

comparar os diluidores.

TABELA 1: Médias + desvio padrao dos parametros da cinética espermatica avaliados no
sistema computadorizado e morfologia espermatica do sémen caprino in natura e diluido pré-
refrigeracdo nos meios Glicose-Leite (GL), Glicina-Gema-Leite (GGL) e Glicina-Gema-Leite

suplementado com Trolox® e Catalase (GGL;c).

Pré-Refrigeracao

Diluidor In natura

GL GGL GGL
MT (%) 86,6 +5,9 85,8 +12,1 87,8 +9,2 90,1+7,8
MP (%) 59,6 + 12,6 61,5+ 11,2 62,0 8,9 64,1 +7,7

VAP (nm/s) 132,8+233 130,6+32,1 154,1+22,0 1457 +132

VSL (um/s) 1136+234 1139+33,1 133,1+17,8 1252+128
VCL (zm/s) 207,9+389 207,8+39,8 220,1+47,2 202,6+27,7

ALH (zm) 6,4+ 1,0 6,6+ 1,2 6,2+ 1,4 58+0,9
BCF (Hz) 43,5 + 4,3 41,3 + 8,4 44,8 + 4,0 42,2 +4,3
STR (%) 82,5 + 6,9 84,5 + 6,3 84,7 £ 2,4 84,2 +3,9
LIN (%) 54,1+9,9  545+11,0 59,0 + 7,0 61,1+ 7,0

INTEGR (%) 72,9+13,4 715+137  700+11,8  73,8+8,8
ACROS (%)* 1,6+ 3,2 - - -
CAUDA (%)* 52 +4,2 - - -

Anélise computadorizada (CASA): MT — Motilidade total; MP — Motilidade progressiva; VAP — velocidade de
trajeto; VSL — Velocidade progressiva; VCL — Velocidade curvilinear; ALH — Amplitude lateral da cabeca; BCF —
Frequéncia de batimento do flagelo; STR — Retilinearidade; LIN — Linearidade.

Morfologia espermatica — Acros — acrossomo lesado e Cauda — cauda dobrada.

IMB — integridade total das membranas espermaticas em microscopia epifluorescente

(P>0,05 entre os meios e momentos para todos os parametros)

* N&o foram coletados amostras para a Integridade de Acrossomo e Cauda Dobrada, na pré-refrigeracao
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Os parametros espermaticos de morfologia (acrossomo lesado e cauda
dobrada) observados na Tabela 1 estdo de acordo com o Manual para Exame
Andrologico e Avaliagio de Sémen Animal do Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal (CBRA, 1998), que estabelece que o porcentual de
patologias no sémen a ser utilizado para procedimentos de armazenamento

possua no maximo 20% de defeitos espermaticos totais.

Para os parametros espermaticos de VAP, VSL, ALH, BCF, STR, LIN,
obtidos apos a diluicAo e na pré-refrigeracdo, ndo se detectou diferenca

(P>0,05) entre as amostras processadas nos trés diluidores e nem ao se
comparar as amostras diluidas com o0 sémen in natura.

O comportamento das variaveis estudadas foi semelhante (P>0,05) em

todas as amostras de sémen dos seis animais utilizados no experimento.

6.2. REFRIGERACAO POR 24 HORAS OU 48 HORAS

A temperatura ambiente média ficou entre 20,7°C e 25,9°C durante a
padronizacéo da refrigeracdo no sistema Equitainer®, que com o uso do lastro
térmico adaptado para o experimento, as curvas de refrigeracdo (Anexo Il)
tiveram queda de 0,15 a 0,25°C/minuto durante a primeira hora e queda de
0,3°C até a estabilizacdo do sistema, mantendo-se até o final das 48 horas a
temperatura de 5°C.

Os valores de MT e MP dos espermatozdides no sémen caprino
realizado apos refrigeracdo de 24 horas e 48 horas em sistema Equitainer® s&o

apresentados na Tabela 2.

Nao ocorreu diferenca na MT espermatica ao se comparar os diluidores
nos diversos momentos experimentais (P>0,05), também para a MT
espermatica ndo houve diferenca (P>0,05) entre os tempos pré-refrigeracao
(85,8 + 12,1%), pos-refrigeracéo por 24 horas (85,0 + 10,3%) e 48 horas (80,0
+ 17,0%) ao se utlizar o diludor GL. Entretanto, observou-se diferenca
(P<0,05) nas médias (+ dp) da MT espermatica entre a pré-refrigeracao (87,8 +
9,2%) e o pos-refrigeracao de 48horas (57,1 £ 34,8%) nas amostras diluidas
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em GGL, o mesmo ocorrendo com o GGL entre as amostras na pré (90,1 +
7,8%) e pos-refrigeracdo de 48 horas (64,8 £ 29,5%).

TABELA 2: Médias + desvio padréo dos parametros de Motilidade Total (MT) e Progressiva
(MP) avaliados no sistema computadorizado CASA do sémen caprino pré-refrigeracéo
(T=0), pos-refrigeracado 24 ou 48 horas nos diluidores Glicose-Leite (GL), Glicina-Gema-
Leite com 5% de gema de ovo (GGL), Glicina-Gema-Leite com 5% de gema de ovo
suplementado com antioxidante Trolox® e Catalase (GGL,.).

A i 3 Refrigeracao (h
Diluidor Pré-Refrigeracéo geracao (h)
(T=0) 24 48
MT (Motilidade total - %)
GL 85,8 +12,1 85,0 + 10,3 80,0 +17,0
GGL 87,8+ 9,22 77,3+ 18,3% 57,1+ 34,8°
GGLy 90,1 + 7,82 78,5+ 12,3% 64,8 + 29,5°

MP (Motilidade Progressiva - %)

GL 61,5 + 11,22 57 + 11,5% 44,1 + 15,5°
GGL 62,0+ 8,92 49,0 + 17,2 35,3+ 22,5°
GGLy 64,1+ 7,72 51,1 + 12,4 38,5+ 21,5°

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si (P< 0,05) pelo teste de Tukey.

O GL é um diluente ja estudado que mantém a viabilidade durante a
refrigeracdo e é muito eficiente em relacdo a motilidade espermatica. Nunes e
Feliciano Silva (1984) concluiram que o sémen caprino refrigerado a 4°C no
diluidor leite desnatado-glicose € viavel até 12 horas de resfriamento,
apresentando até este momento excelentes caracteristicas in vitro, nao
concordando com os resultados obtidos no presente estudo onde o diluidor GL

se manteve por até 48 horas sua motilidade.

No trabalho de Viana et al. (2006), a diminuicdo da Motilidade dos
espermatozéides declinou em um ritmo de 25% por dia de armazenamento,
concordando com Evans e Maxwell (1987) que referem uma taxa de 10 a 35%
de reducdo da motilidade por dia de resfriamento. Desta forma o periodo

maximo de conservacao para obter nivel aceitavel de fertilidade para IA é de 48
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horas para caprinos, considerando que para essa espécie se pode realizar uma
IA mais profunda. Porém os resultados obtidos neste estudo mostra que o
sémen pré e pos-refrigerado a 24 ou 48 horas na amostra diluida em GGL e

GGL, tiveram queda na motilidade menor que 15% por dia.

Bispo (2005) estudando sémen caprino obteve MT espermatica, as 24
horas de refrigeracéo de 56,0 + 3,0% e as 48 horas de 36,5 + 2,2%, Azawi et
al.,(1993) ao avaliarem seis diluidores diferentes, observaram que os melhores
resultados, em diferentes tempos de estocagem, foram obtidos com o diluidor
Tris-frutose-gema, com motilidade de 53,1%, com 24 horas de
armazenamento, e 21,7% com 120 horas de armazenamento, porém as 48

horas foi 46,1+1,3 % sendo resultados abaixo dos obtidos neste experimento.

Para a MP espermatica constatou-se diferenca (P<0,05) entre os
momentos pré e pos-refrigeracdo por 48 horas para os diluidores GL (61,5 +
11,2 vs 44,1 + 15,5%), GGL (62,0 £ 8,9 vs 35,3 + 22,5%) e , GGLy (64,1 + 7,7

vs 38,5+21,5%), sem que houvesse diferenca (P>0,05) entre os diluidores.

Os parametros esperméticos de VAP, VSL e VCL obtidos nos momentos

de pré e poés-refrigeracdo, sao apresentados na Tabela 3.

Para nenhum desses parametros houve diferenca significativa (P>0,05),
entre os tratamentos (GL, GGL e GGLy).

Houve diferencas (P<0,05), nos parametros espermaticos de VAP para o
GL entre os momentos pré e poés-refrigeracao por 48 horas (130,6 + 32, vs 97,9
+ 21,7 uym/s) e entre a pré e pos-refrigeracdo por 24 horas com a refrigeracao
por 48 horas para o GGL (154,1 £ 22,0 e 121,4 + 23,4 vs 83,5 £ 47,2 ym/s) e
para o GGL (145,7 + 13,2 e 125,5+ 26,0vs 94,0 + 41,6 pm/s).
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TABELA 3: Médias = desvio padrao dos parametros de velocidade de ftrajeto (VAP);
Velocidade progressiva (VSL) e Velocidade curvilinear (VCL) avaliados no sistema
computadorizado CASA no sémen caprino pré-refrigeracéo (T=0), pos-refrigeracéo 24 ou 48
horas nos diluidores Glicose-Leite (GL), Glicina-Gema-Leite com 5% de gema de ovo (GGL),
Glicina-Gema-Leite com 5% de gema de ovo suplementado com antioxidante Trolox® e

Catalase (GGLc).

A i 3 Refrigeracao(h
Diluidor Pré-Refrigeracgéo geracao(h)
T=0 24 48
VAP (Velocidade de trajeto - pm/s)
GL 130,6 + 32,12 114,8 + 17,5 97,9 + 21,7°
GGL 154,1 + 22,02 121,4 + 23,42 83,5+ 47,2ID
GGL 145,7 + 13,22 125,5 + 26,02 94,0+ 41,6b

VSL (Velocidade progressiva - pym/s)

GL 113,9 + 33,12 94,6 + 16,9 76,1+ 18,1°
GGL 133,1 + 17,82 100,6 + 17,7° 68,2 + 40,9°
GGL, 125,2 + 12,82 106,9 + 23,42 78,7 + 37,8°

VCL (Velocidade curvilinear - pm/s)

GL 207,8 + 39.8 192.,6 + 19,1 182,6 + 33,7
GGL 220,1 + 47,22 205,3 + 50,4 146,7 + 86,2°
GGLy 202,6 + 27,7 206,3 + 50,9 158,39 + 68,3

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si (P< 0,05) pelo teste de Tukey.

Alguns pesquisadores tém ressaltado que os resultados obtidos com
VCL e VAP podem ser utilizados para previsdo da capacidade fertilizante do
espermatozéide, em virtude tanto da importancia da capacitacdo no processo
de fertilizacdo, quanto pelo fato de que esses parametros sdo aumentados
durante essa fase de preparacdo espermatica para o processo de fertilizacao.
Uma vez que a capacitacdo é seguida pela hiperativacdo, a identificagdo de
espermatozoéides hiperativados € de fundamental importancia, tendo sido
observado em amostras de sémen com boa capacidade de fertilizacdo
(MORTIMER, 1997)
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Para a VSL espermatica as diferencas (P<0,05) ocorreram nas amostras
diluidas em GL entre os momentos pré e pos-refrigeracdo por 48 horas (113,9
+ 33,1 vs 76,1 + 18,1 ym/s).J& para as diluidas em GGL, os valores foram
decrescentes (P<0,05) entre os momentos pré-refrigeracdo (133,1+17,8 pm/s)
e poés-refrigeracado por 24 horas (100,6 + 17,7 um/s), e por 48 horas (68,2 +
40,9 um/s). Para as aliquotas diluidas em GGL, houve diferencas (P<0,05)
entre os momentos de pré e de pos-refrigeracao por 24 horas em relacéo ao de
pés-refrigeracao por 48 horas (125,2 + 12,8 e 106,9+23,4 vs 78,7+37,8 um/s).

Amostras diluidas em GGL apresentaram declinio da VCL espermatica,
ao se comparar os momentos pré com o de poés-refrigeracdo por 48 horas
(220,1 + 47,2 vs 146,7 £ 86,2 pym/s; P<0,05). Nao houve diferenca (P>0,05)
para este parametro ao se comparar os diluidores e nem ao se comparar 0s

momentos para o sémen diluido em GL ou GGL.

Os resultados obtidos para a VCL espermatica sao superiores ao citado
por Melo (2010) cuja média (x dp) nos momentos da pré-refrigeragdo e pos-
refrigeracdo por 24 ou 48 horas foram de 106,5 (+ 8,0); 40,6(x 11,9) e 37,4 (=

13,3) um/s respectivamente.

Sousa (2002) obteve valores superiores no parametro VCL entre 0s
tratamentos geladeira vs sistema Equitainer® para o sémen ovino. Essa
superioridade foi atribuida a provavel estabilidade da temperatura no sistema
Equitainer®, havendo menos deplecdo da fonte energética devido a
manutencdo do metabolismo espermatico reduzido, permitindo uma melhor

qualidade do sémen ao final do periodo.

Os parametros espermaticos ALH, BCF,STR e LIN sdo apresentados na
tabela 4.

Nestes parametros ndo houveram diferencas significativa (P>0,05), entre

0s tratamentos.
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TABELA 4: Médias + desvio padréo dos parametros da Amplitude lateral da cabeca (ALH);
Frequéncia de batimento do flagelo (BCF); Retilinearidade (STR); Linearidade (LIN),
avaliados no sistema computadorizado CASA no sémen caprino pré-refrigeracédo (T=0), pds-
refrigeracdo 24 ou 48 horas nos diluidores Glicose-Leite (GL), Glicina-Gema-Leite com 5%
de gema de ovo (GGL), Glicina-Gema-Leite com 5% de gema de ovo suplementado com

antioxidante Trolox® e Catalase (GGLc).

Diluidor Pré-Refrigeracéo Refrigeracéo (h)
T=0 24 48

ALH (Amplitude de deslocamento lateral da cabeca - pm)

GL 6,6 £1,2 6,5+0,7 7,2+0,8

GGL 6,2 +1,4 6,8+1,7 51+3,3

GGLy 5,8 £0,9 6,6 +1,7 53+2,6

BCF (Frequéncia de batimento do flagelo - Hz)

GL 41,3+8,4 40,6 7,1 35,0+ 7,6

GGL 44,8 + 4,0° 43,0 + 5,8 34,1 +17,0°
GGl 42,2 +43 44,9 + 6,4 38,8 + 14,4
STR (Retilinearidade - %)

GL 84,5 + 6,3 80,3 + 3,8 76,8 + 6,8"
GGL 84,7 + 2,4° 81,0 + 3,7 63,8+ 32,6"
GGL 84,2+ 3,9 82,9+ 4,2 72,3+ 259
LIN (Linearidade - %)

GL 54,5 +11,0° 52,4 + 2,5% 42,0 +6,0°
GGL 59,0 + 7,02 52,5+ 2,32 37,2 +18,5°
GGL 61,1+ 7,0° 53,6 + 2,8 43,7 +15,9°

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si (P< 0,05) pelo teste de Tukey.

Para nenhum dos diluidores o ALH apresentou diferenca entre a pré e

pos-refrigeracéo (P>0,05) e entre 0S momentos.

Ja na BCF espermatico, o sémen diluido em GGL apresentou diferenca
(P>0,05) pos-refrigeracdo de 48horas (34,1+17,0 Hz) em relacdo a pré-
refrigeracdo (44,8+4,0 Hz) ndo se constatando 0 mesmo para as amostras

diluidas em GL ou GGL,, que permaneceram constantes.



37

Os valores de Retilinearidade (STR) representam uma comparacao
percentual da linha reta em relagdo a linha média das trajetorias, e portanto
fornecem uma indicacdo da relacdo entre o espaco ganho e a trajetoria geral
do espermatozoide. Um alto valor de STR mostra que o caminho meédio
percorrido pelo espermatozéide esta proximo do caminho em linha reta e um

valor baixo indica 0 caminho médio mais curvilineo (MORTIMER, 1997).

A STR espermatica declinou (P<0,05) apos 48 horas de refrigeracdo nas
amostras diluidas em GL e GGL, permanecendo inalterada naquelas diluidas
em GGL._

A linearidade (LIN) é uma comparacao percentual da linha reta com as
trajetorias curvilineas. Uma trajetdria espermatica circular tem uma baixa LIN, o
caminho curvilineo seria muito maior do que o espaco ganho e uma alta LIN na
trajetoria indica que o espermatozoide tem o seu movimento mais proximo de
uma reta (MORTIMER, 1997).

Também a LIN, declinou (P<0,05) apds as 48 horas de refrigeracdo no
sémen em todos os diluidores empregados, sem que houvesse diferenca
(P>0,05) entre eles ao se analisar este parametro. Com isto deduz-se que 0s
espermatozoéides caprinos apresentaram a trajetoria mais curvilinea apés 48

horas de refrigeracéo no sistema Equitainer®.

Os parametros de integridade da membrana plasméatica, acrossomo
lesado e cauda dobrada, antes e apOs a refrigeracdo sdo apresentadas na
Tabela 5.
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TABELA 5: Médias + desvio padrdo dos parametros de integridade total de membrana
espermatica em microscopia de epifluorescencia, morfologia espermatica - Acrossomo
(lesado) e Cauda (caudas dobradas), no sémen caprino pré-refrigeracdo (T=0), pés-
refrigeracdo 24 ou 48 horas nos diluidores Glicose-Leite (GL), Glicina-Gema-Leite com 5%
de gema de ovo (GGL), Glicina-Gema-Leite com 5% de gema de ovo suplementada com
antioxidante Trolox® e Catalase (GGL).

Pré-Refrigeracéo Refrigeragao (h)
T=0 24 48

Diluidor

Integridade de membrana plasmatica (%)

GL 71,5+13,7 74,7+10,8 61,5+16,2
GGL 70,0 11,8 67,1+16,8 52,8+26,7
GGLyc 73,8 £ 8,8 68,1+13,6 61,8+24,9
Acrossomo lesado (%)

GL 1,7+3,2" 9,4+7,5% 11,1+8,8?
GGL 1,7+3,2" 3,5+4,2%® 23,0+34,0?
GGLyc 1,7 £3,2* 2,6+4,1° 4,2+4,2
Cauda dobrada (%)

GL 5,2+4,2* 8,7+4,8 9,6+10,4
GGL 5,2+4,2* 6,5+6,6 6,0%5,3
GGLy 5,2+4,2* 6,6+4,6 7,455

Para o mesmo parametro, médias seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<
0,05) pelo teste de Tukey.

Médias seguidas de letras minUsculas diferentes na mesma linha diferem entre si (P< 0,05) pelo teste de Tukey

* Nao foram coletados amostras para a Integridade de Acrossomo e Cauda Dobrada, na pré-refrigeracao

Por ndo ter sido realizada a coleta de dados de acrossomo lesado e
cauda dobrada na pos-diluicao/pré-refrigeracdo foram utilizados os dados
obtidos nas amostras de sémen in natura.

Nao houve efeito (P>0,05) do processo de refrigeracdo por 24 ou 48
horas e nem dos meios diluidores empregados, sobre a integridade de

membrana plasmética e cauda dobrada.

O diluidor GGL. conferiu melhor protecdo ao acrossomo uma vez que
manteve 0s percentuais de acrossomos lesados mais estaveis (entre 1,66 + 3,2

e 4,2 + 4,2%) durante o processo de refrigeracdo de até 48 horas e manteve
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valores inferiores aos obtidos no sémen diluido com GL apds as 24 horas de
refrigeracdo (2,6 £ 4,1 vs 9,4 + 7,5%).

Deka e Rao (1985) encontraram valores de patologias acrossémica de
4,42% e 4,48% no sémen diluido em meios a base de Tris-gema-glicerol e leite
desnatado-glicerol, respectivamente, apds resfriamento a 5°C e resultados
semelhantes foram obtidos por DEKA e RAO (1987), que observaram média de
5,30% de patologias acrossomica apos resfriamento de sémen a 5°C utilizando
curva rapida (1°C/min.), e quando submetido a uma curva lenta (0,2°C/min),

encontraram média de 2,97% de patologias acrossémica.

Azévedo e Toniolli (2000) encontraram valores semelhantes aos obtidos
neste estudo ao refrigerar sémen caprino com leite desnatado, 6,9% e 10,5%

apos 24 e 48 horas de resfriamento respectivamente.

Roca et al. (1997) avaliaram as meédias de acrossomos normais no
sémen de bodes da raca granadino-murciano resfriado a 5°C em diluidor a
base de tris gema, centrifugado e ndo centrifugado, observando a porcentagem
de acrossomos normais de 75% e 68%, respectivamente, apés 96 horas de

conservacao.

No trabalho de Viana et al. (2006), os resultados da média e (xdp) da
patologia de cauda no sémen refrigerado a 5°C e diluido em leite desnatado-
glicose em 24 horas (14,1+5,1%) e em 48 horas (16,2+6,5%), e no meio Tris-
gema (12,1+6,7%) em 24 horas e (15,3+5,1%) em 48 horas de refrigeracéo,
Nunes e Feliciano Silva (1984), ao avaliarem o sémen caprino diluido em leite
desnatado-glicose e refrigerado a 4°C encontraram percentual de patologias de
cauda de 8,6% pré-refrigeracdo e 13,6% no poés-refrigeracdo de 24 horas,
esses resultados demonstram que em relagdo ao percentual de patologia de

cauda os resultados obtidos no presente estudo foram inferiores.

Figueirédo et al.(2002) refrigeraram sémen caprino a 4°C diluido em
agua de coco e observaram menor porcentagem de patologia de cauda, pré-
refrigeracéo (5,37%) e pos-refrigeracdo de 24horas (3,11%) e pods-refrigeragéo
de 48 horas (5,33%).
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Esse resultado pode ser decorrente a presenca de antioxidantes com
capacidade hidrossoltvel (Trolox® e Catalase). Segundo Sinha (1996); Maxwell
e Stojanov (1996) esses antioxidantes adicionados ao meio diluente atuam na
preservacao, sobrevivéncia e mantenca da integridade de acrossoma dos

espermatozoides durante a refrigeracao.

Sendo o Trolox® um anéalogo hidrossoltvel da vitamina E, é o principal
antioxidante de membrana (ALBERTINI e ABUJA, 1999 apud MAIA, 2006), por
iSso a apresentacdo do maior porcentual de células com acrossoma integros
por até 48 horas de refrigeracdo. Concluindo que a acdo do antioxidante
Trolox® foi fundamental ao meio diluente durante a refrigeracéo porque ele é
distribuido em ambas as fases da bicamada de lipidios das biomembranas

tornando-se excelente protetora contra lipoperoxidacéo (MAIA et al., 2009).

No sémen ovino criopreservado no diluidor Tris-gema aditivado ou nao
de Trolox-C e catalase, Maia (2006) detectou a geracéo de O, ., H,O, e OH’
(Lipoperoxidacéo) tanto no sémen congelado na presenca quanto na auséncia
dos antioxidantes, indicando que o processo de criopreservacdo induz a

geracdo de ROS nessa espécie.

No sémen ovino criopreservado, Maia et al. (2009) avaliaram o efeito da
adicao dos antioxidantes catalase, Trolox® e da combinac&o Trolox® e catalase,
ao diluidor Tris-gema, sobre a motilidade e a viabilidade espermética e
observaram que a adicdo de catalase ao diluidor teve um efeito benéfico na
motilidade quando comparado as amostras congeladas no diluidor contendo
Trolox®, no entanto ndo melhorou esse parametro, em relacdo ao controle (sem
antioxidantes). Contudo, ambos os antioxidantes, Trolox® e catalase, foram
habeis em preservar a integridade das membranas plasméatica e acrossomal,

guando comparado ao controle.
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6.3. TESTE DE EXAUSTAO APOS 24 HORAS DE REFRIGERACAO

A incubagdo do sémen a temperatura de 37°C ap0s 0 processo de
refrigeracdo visa caracterizar um desafio que exija dos espermatozoides e do
ambiente de incubacdo, representada pelo diluidor, uma condicdo de
compensacao metabdlica capaz de preservar 0 quanto possivel os parametros
espermaticos inalterados ao longo do tempo. A intencdo ndo é reproduzir as
condicdes fisiologicas a serem enfrentadas pelos espermatozoides apos a
inseminacdo, mas sim estabelecer patamares desafiadores crescentes as

condi¢cdes metabdlicas das células mantidas em um sistema in vitro.

Os valores de MT e MP dos espermatozéides no sémen caprino durante
o transcurso do teste de exaustdo realizado ap0s refrigeracéo por 24 horas no

sistema Equitainer® sdo apresentados na Tabela 6.

TABELA 6: Médias + desvio padrao dos parametros espermaticos de Motilidade Total (MT) e
Motilidade Progressiva (MP) avaliados no sistema computadorizado CASA no sémen caprino,
durante o Teste de Exaustdo POs-Refrigeracdo de 24 horas, nos diluidores Glicose-Leite (GL),
Glicina-Gema-Leite com 5% de gema de ovo (GGL), Glicina-Gema-Leite com 5% de gema de

ovo suplementado com antioxidante Trolox® e Catalase (GGLc).

o Exaustéo Pos-Refrigeracdo 24 horas (min)
Diluidor

0 30 60 120 240
MT (Motilidade Total - %)
GL 85,0+10, 32 79,0+13,6%° 78,1+13,2% 73,3+15,4%*  61,7+32,2""

GGL 77,3+18,3% 73,5+19,7% 64,1+27,1% 42,3+25 7  19,6+26,7
GGL,  78,5+12,3% 70,8+17,0° 67,0£19,6° 57,4422 438 28 5+29 5B

MP (Motilidade Progressiva - %)

GL 57,0£11,5 57,7+£16,2 55,5+16,4 45,4+19,2 37,9+22,8"

GGL 49,0+17,2* 50,3%18,7° 44,2421,5° 28,4+22 4% 10,5+20,8®
GGL, 51,1+12,4* 48,1+15,4* 45,7+16,2% 38,4+20,7° 14,7+22,3

Para 0o mesmo parametro, médias seguidas de letras maiGsculas diferentes na mesma coluna e por diferem entre si (P<
0,05) pelo teste de Tukey.

Médias seguidas de letras mindsculas diferentes na mesma linha diferem entre si (P< 0,05) pelo teste de Tukey.
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O sémen adicionado de qualquer um dos diluidores apresentou o
mesmo padrdo de MT esperméatica até 60 minutos de incubagdo. Aos 120 e
240 minutos constatou-se que a amostra de sémen diluida em GL (73,3 £ 15,4
e 61,7 + 32,2%), apresentou MT superior (P<0,05) as diluidas em GGLy. (57,4 £
22,4 e 28,5 £29,5%) e em GGL (42,3 + 25,7 e 19,6 £26,7%).

Os valores de MP espermatica mantiveram-se semelhantes até 120
minutos de incubacdo nas amostras diluidas em GGL ou GGLy,

A amostra de sémen diluida em GL manteve valores semelhantes de MP
espermatica em todos os momentos de incubagdo, sendo aos 240 minutos
superior aos obtidos naguelas diluidas em GGL ou GGL,.

Os parametros espermaticos de VAP, VSL e VCL no sémen caprino
durante o transcurso do teste de exaustdo realizado apds refrigeracédo de 24

horas no sistema Equitainer® séo apresentados na Tabela 7.

Ao serem considerados os parametros das velocidades espermaticas
(VAP, VSL e VCL), constata-se diferenga apenas no momento 240 minutos do
teste de exaustdo entre as amostras diluidas em GL em relagdo as demais
(GGL e GGLy). Observa-se ainda que ao se comparar individualmente cada
um dos diluidores, as velocidades espermaticas mantiveram-se semelhantes

até pelo menos os 60 minutos de incubagéo.
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TABELA 7: Médias + desvio padrdo dos parametros espermaticos de velocidade de trajeto
(VAP); Velocidade progressiva (VSL) e Velocidade curvilinear (VCL) avaliados no sistema
computadorizado CASA no sémen caprino durante o Teste de Exaustdo Pos-Refrigeracdo de
24 horas nos diluidores Glicose-Leite (GL), Glicina-Gema-Leite com 5% de gema de ovo (GGL),
Glicina-Gema-Leite com 5% de gema de ovo suplementado com antioxidante Trolox® e

Catalase (GGLyc).

Exaustao Pos-Refrigeracéo 24 horas (min)

Dilutdor 0 30 60 120 240
VAP (Velocidade de Trajeto - pm/s)

GL 114,8+17,5* 115,4+18,4* 106,8+20,7° 95,6+19,4% 77,7+39,4"
GGL 121,4423,4* 113,6+20,4* 100,7+25,3* 73,6+34,1° 30,0+29,6°®

GGL, 125,5+26,02 120,4+20,7% 103,6+20,8% 86,1+26,6° 40,9+37,6°C

VSL (Velocidade Progressiva - pm/s)

GL 94,6£16,9° 97,8+18,7% 91,4+21,0® 78,2+18,7* 65,3+34,7™
GGL 100,6x17,7* 97,3+16,5* 87,4+18,9°° 63,8+30,4" 25,8+26,2°®
GGL,  106,9+23,4% 104,1+17,8% 90,7+17,4%® 75,8+25,3" 35,2+33,1%F

VCL (Velocidade Curvilinear - pm/s)

GL 192,6+19,1* 189,3+16,8% 177,5+22,4% 154,8+45,4% 135,1+65,5""
GGL 205,3+50,4% 183,6+39,4% 161,6+37,7%° 132,4+62,9° 54,9+53,4°F
GGL,  206,3+50,9% 190,4+36,8%° 249,5+294,0% 143,6+35,3* 68,2+59,2"®

Para 0 mesmo parametro, médias seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<
0,05) pelo teste de Tukey.

Médias seguidas de letras minUsculas diferentes na mesma linha diferem entre si (P< 0,05) pelo teste de Tukey.

Os valores de ALH, BCF, STR e LIN dos espermatozoides no sémen
caprino durante o transcurso do teste de exaustdo apds o tempo de

refrigeracdo de 24 horas no sistema Equitainer® s&o apresentados na Tabela 8.

O diluidor GL foi capaz de preservar as caracteristicas de cinética
espermatica (ALH, BCF, STR e LIN) das amostras apés a refrigeracao por 24
horas e incubacdo a 37°C até 240 minutos sendo que para oS outros dois
diluidores as alteracdes da qualidade dos movimentos espermaticos foram
observadas aos 120 para a ALH (4,2 = 2,3 um) no GGL ou aos 240 minutos,

para os demais parametros.
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TABELA 8: Médias + desvio padrdo dos parametros espermaticos da Amplitude lateral da
cabeca (ALH); Frequéncia de batimento do flagelo (BCF); Retilinearidade (STR); Linearidade
(LIN), avaliados no sistema computadorizado CASA no sémen caprino durante o Teste de
Exaustdo Pés-Refrigeracdo de 24 horas nos diluidores Glicose-Leite (GL), Glicina-Gema-Leite
com 5% de gema de ovo (GGL), Glicina-Gema-Leite com 5% de gema de ovo suplementado

com antioxidante Trolox® e Catalase (GGLq).

Exaustao Pos-Refrigeracdo 24 horas (min)

Diluidor 30 60 120 240
ALH (Amplitude de deslocamento lateral da cabeca - pm)

GL 6,5+0,7 6,3+0,7 6,0+0,9 5,8+1,2 5,0+2,4"
GGL 6,8+1,7%  6,0£1,3*  55+1,1*  4,2+2,3" 2,4+2,5°°
GGLy 6,6+1,7% 59+14* 56+1,1*  53+1,3° 2,7+2,4"8
BCF (Frequéncia de batimento do flagelo - Hz)

GL 40,6x7,1 42,015,8 40,6+7,7 39,2+7,2 31,9+16,5
GGL 43,3+5,82 43,845,2%®  42,3+5,6* 37,4+13,72 19,3+18,6°
GGL 44,9+6,4° 44,9453% 44,0+55% 41,3+6,7° 23,3+20,1°
STR (Retilinearidade - %)

GL 80,8+3,8  83,1+5,7 84,2+6,8 82,7+6,3 68,5+32,5
GGL 81,0+3,7% 83,4+4,2° 85,4+4,3% 77,9+25,12 48,3+42,8"
GGL 82,9+4,2% 84,2+#3,9*° 85,5+4,6° 86,0+5,8° 55,5+41,2"
LIN (Linearidade - %)

GL 49,1+6,1 51,5%6,7 52,019,6 50,0+7,7 39,9+19,6
GGL 49,5+6,6° 52,1+4,5% 53,6+4,8% 44,8+16,72 27,0+24,1°
GGL 52,0+8,7% 54,5+7,0° 53,7+6,0° 52,3+t9,6°  33,5¢+253"

Para 0 mesmo parametro, médias seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<

0,05) pelo teste de Tukey.

Médias seguidas de letras mindsculas diferentes na mesma linha diferem entre si (P< 0,05) pelo teste de Tukey.

Os percentuais de integridade total de membrana espermatica e da

morfologia espermatica no sémen caprino durante o transcurso do teste de

exaust&o realizado apés refrigeracdo de 24 horas no sistema Equitainer® sao

apresentados na Tabela 9.



TABELA 9: Médias + desvio padréo dos parametros de integridade total de membrana
espermatica em microscopia de epifluorescencia, morfologia espermatica - Acrossomo
(lesado) e Cauda (caudas dobradas), no sémen caprino durante o Teste de Exaustéo pos-
refrigeracdo de 24 horas nos diluidores Glicose-Leite (GL), Glicina-Gema-Leite com 5% de
gema de ovo (GGL), Glicina-Gema-Leite com 5% de gema de ovo suplementado com

antioxidante Trolox® e Catalase (GGLy).

o Exaustéo Pos-Refrigeracdo 24 horas (min)
Diluidor

0 30 60 120 240

Integridade de Membrana Plasmatica (%)

GL 74,7+10,8° 68,5+13,0° 59,6+19,1%° 57,5+14,7%8  43,7+24.4°
GGL  67,1+16,8* 58,5+25,5° 55,6+257* 54,3+26,4®  32,5+30,6°
GGL, 68,1+#13,6® 69,0+9,5® 70,5+9,5*  73,3+10,8*  49,1+37,5°

Acrosssoma lesado (%)

GL 9,4+7,5°"  14,0+10,3* 22,6+14,1%* 231+125%®* 24,0+26,6?

GGL 3,5+¢4,2°®  8,1+6,4™%  7,1+8,4"®  17,3+19,2°"®  33,1+38,62
GGL,  2,624,1"® 50+4,0® 51+45® 6,424,7"® 36,7+36,9°
Cauda Dobrada (%)

GL 8,7+4,8 9,5+7,8 6,5+5,8 6,5+6,2 15,1+26,8
GGL 6,56,6 7,04,4 9,1+4,1 8,9+9,1 21,2+34,9

GGL 6,6+4,6 5,2+4 8,5+4,2 8,9+4,8 6,5+4,8

Para 0 mesmo parametro, médias seguidas de letras maiUsculas diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<
0,05) pelo teste de Tukey.

Médias seguidas de letras minUsculas diferentes na mesma linha diferem entre si (P< 0,05) pelo teste de Tukey.

Para a Integridade de Membrana Plasmatica dos espermatozoéides,
ocorreram diferengcas (P<0,05) entre os meios a partir do momento 120
minutos, onde com o0 GGLy (73,3 £ 10,8%) apresentou valores superiores entre
aos obtidos com os meios GL (57,5 * 14,7%) e GGL (54,3 £ 26,4%).

Ocorreram diferencas no percentual de acrossomo lesado entre o0s
meios a partir do momento O minuto de incubacgdo a 37°C apods a refrigeracéo
por 24 horas, onde para o GL obteve-se maior valor que para o GGL e GGLy,

superioridade que se manteve até o tempo de 120 minutos.
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Os melhores desempenhos para estas variaveis foram obtidas na
amostras diluidas com GGL, que manteve os menores valores por até 120

minutos do teste de exaustéo apos refrigeracao de 24 horas.

Para a ocorréncia de Cauda dobrada dos espermatozoides, ndo se
constatou diferenga (P>0,05) nas amostras processadas com os diferentes
diluidores e nem entre os momentos do teste de exaustdo, apoés a refrigeracao

por 24 horas.
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6.4. TESTE DE EXAUSTAO APOS 48 HORAS DE REFRIGERACAO

Os valores de MT e MP dos espermatozéides no sémen caprino durante
o transcurso do teste de exaustdo realizado apos refrigeracao por 48 horas no

sistema Equitainer® sdo apresentados na Tabela 10.

O sémen adicionado de qualquer um dos diluidores apresentou o
mesmo padrdo para a MT espermatica e para a MP espermética até 120

minutos de incubacao a 37°C ap6s um periodo de refrigeracdo de 48 horas.

No momento 240 minutos para as amostras diluidas em GL (45,5 *
30,5%) apresentaram maiores valores (P<0,05) em relacdo aquelas diluidas
em GGL (14,2 £ 24,3%) e GGL (26,0 £ 35,1%). Nao se observou diferenca no
efeito dos diluidores sobre a MP nos diferentes momentos do teste de

exaustao.

TABELA 10: Médias + desvio padrdo dos parametros espermaticos de Motilidade Total (MT) e
Motilidade Progressiva (MP) avaliados no sistema computadorizado CASA no sémen caprino,
durante o Teste de Exaustdo poés-refrigeracéo de 48 horas, nos diluidores Glicose-Leite (GL),
Glicina-Gema-Leite com 5% de gema de ovo (GGL), Glicina-Gema-Leite com 5% de gema de

ovo suplementado com antioxidante Trolox® e Catalase (GGLc).

. Exaustdo Pds-Refrigeracao 48 horas (min
Diluidor g ¢ ( )

0 30 60 120 240
Motilidade Total (%)
GL 80,0+17,08  70,0£26,0®® 68,7+26,2% 51,8+34,1® 455+30,5"

GGL 57,1+34,8%  55,0+34,2* 54,2+34,6% 38,6+33,4" 14,2+24 3
GGL, 64,8+29,5% 61,4+29,6%® 59,1+32,8® 435+33,6°° 26,0+35,1"

Motilidade Progressiva (%)

GL 44,1+15,5*  42,5+20,0® 39,8+20,5® 26,6+21,9* 20,5+19,6"
GGL  35,3+22,5* 37,2+27,0° 37,3%25,4* 23,2+19,5*  85+19,2°
GGL, 38,5+21,5® 44,2+23,9%® 41,3+24,5" 26,3+23,8%" 14,5+253"

Para 0 mesmo parametro, médias seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<
0,05) pelo teste de Tukey.

Médias seguidas de letras mindsculas diferentes na mesma linha diferem entre si (P< 0,05) pelo teste de Tukey
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Os parametros de VAP, VSL e VCL dos espermatozéides no sémen
caprino durante o transcurso do teste de exaustdo apds refrigeracdo de 48

horas no sistema Equitainer® s&o apresentados na Tabela 11.

TABELA 11: Médias + desvio padrao dos parametros espermaticos de velocidade de trajeto
(VAP); Velocidade progressiva (VSL) e Velocidade curvilinear (VCL) avaliados no sistema
computadorizado CASA no sémen caprino durante o Teste de Exaustdo pds-refrigeragdo de 48
horas nos diluidores Glicose-Leite (GL), Glicina-Gema-Leite com 5% de gema de ovo (GGL),
Glicina-Gema-Leite com 5% de gema de ovo suplementado com antioxidante Trolox® e

Catalase (GGLc).

Exaustdo PoOs Refrigeracdo 48 horas (min)

Diluidor

30 60 120 240
VAP (Velocidade de Trajeto - pm/s)
GL 97,9+21,7 96,1+34,7 87,6+34,3 77,3+44.0 60,5+41,0

GGL  83,5+#47,2%  83,7+47,6°  68,4+43,4%® 545+34,8® 30,6+29,6"
GGL, 94,0+41,6% 94,2+40,9°  77,9+41,1* 65,9+38,8%° 37,0+36,2°

VSL (Velocidade Progressiva - pm/s)

GL 76,1¥18,4  77,2429,2 68,5+26,5  58,3+35,8  47,2+31,9
GGL  68,2+40,9°  71,2#42,4*  59,4+37,3®  47,4+30,1®° 26,5+26,9"
GGL, 78,7+37,8®  81,2#37,5*  68,4%35,8®  57,5+34,5° 31,5+31,7"

VCL (Velocidade Curvilinear - pm/s)

GL 182,6+33,7 168,1#57,1 152,8459,1 139,1+73,7 111,6+73,5
GGL  146,7486,2° 134,3+77,5° 110,9469,4®  959+58,9%° 53,1+50,9"
GGL 158,3+68,3% 149,9+63,5° 126,0+62,7* 116,0+61,4* 65,6+62,2"

Médias seguidas de letras mindsculas diferentes na mesma linha diferem entre si (P< 0,05) pelo teste de Tukey.

Os parametros de velocidade espermatica (VAP, VSL e VCL) avaliados
durante o teste de exaustdo por 240 minutos apos a refrigeracdo do sémen
caprino por 48 horas, mantiveram-se equivalentes (P>0,05) nas amostras

diluidas em GL.
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Ao se comparar individualmente os diluidores, constata-se que as
velocidades espermaticas mantiveram-se semelhantes (P>0,05) nas amostras
diluidas em GGL ou GGL, até os 120 minutos de incubacédo, observando-se
menores velocidades apenas aos 240 minutos. Quanto as velocidades
espermaticas, em nenhum dos momentos do teste de exaustdo houve

diferenca (P>0,05) entre os diluidores GL, GGL ou GGLy,

Os valores de ALH, BCF, STR e LIN dos espermatozoides no sémen
caprino durante o teste de exaustdo apos refrigeracdo de 48 horas no sistema

Equitainer® sdo apresentados na Tabela 12.

TABELA 12: Médias + desvio padrdo dos parametros espermaticos da Amplitude lateral da
cabeca (ALH); Freqiiéncia de batimento do flagelo (BCF); Retilinearidade (STR); Linearidade
(LIN), avaliados no sistema computadorizado CASA no sémen caprino durante o Teste de
Exaustao pos-refrigeracéo de 48 horas nos diluidores Glicose-Leite (GL), Glicina-Gema-Leite
com 5% de gema de ovo (GGL), Glicina-Gema-Leite com 5% de gema de ovo suplementado

com antioxidante Trolox® e Catalase (GGL ).

Exaustéo Pos-Refrigeragcdo 48 horas (min)

Diluidor 0 30 60 120 240
ALH (Amplitude de deslocamento lateral da cabeca - pm)

GL 7,2+0,8 6,1+2,1 5,7+2,1 4,9+3,0 4,8+3,1
GGL 5,1+3,3 4,3+2,7 3,9+2,5 3,9+2,3 2,3+2,4
GGL 5,3+2,6 4,724 4,3+2,2 4,6+2,3 2,627
BCF (Frequéncia de batimento do flagelo - Hz)

GL 35,0+7,6 35,9+13,1 35,4+12,9 29,0+15,5 25,9+17,2
GGL 34,1+17 37,0£17,9 31,6+19,7 28,7+18,2 20,5+19,0
GGLy 38,8+14,4 39,5+13,6 35,8+17,5 32,5¢17,3 22,9+20,8
STR (Retilinearidade - %)

GL 76,8+6,8 72,3+23,8 71,7+23,8 62+30,5 57,5+35,4
GGL 63,8+£32,6  66,7+33,7 63,7+38,6 63,8+38,6  48,3+43,3
GGLy 72,3+25,9 75,6+26,2 71,5+33,7 71,0+33,4 47,9t42 4
LIN (Linearidade - %)

GL 42,0+6,0 42,5+15,1 42,6x15,4 35,0+18,3 32,1+20,5
GGL 37,2+18,5 42,0+21,2 39,9+24,4  36,5+22,4  27,7%+25,2
GGL 43,7+15,9 48,2+16,9 44,6+x21,5 40,5+20,1 26,7+24,2

(P>0,05 entre os meios e momentos para todos os parametros)
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Durante o teste de exaustdo apoOs refrigeracdo de 48 horas o0s
parametros de ALH, BCF, STR e LIN, ndo apresentaram diferencas (P>0,05)

entre diluentes e entre 0s momentos.

Os percentuais de integridade total de membrana espermatica e da
morfologia espermatica no sémen caprino durante o transcurso do teste de
exaust&o realizado apds refrigeracdo de 24 horas no sistema Equitainer® séo

apresentados na Tabela 13.

TABELA 13: Médias + desvio padrao dos parametros de integridade total de membrana
espermatica em microscopia de epifluorescencia, morfologia espermatica - Acrossomo
(lesado) e Cauda (caudas dobradas), no sémen caprino durante o Teste de Exaustdo pos-
refrigeracdo de 48 horas nos meios diluidores Glicose-Leite (GL), Glicina-Gema-Leite com 5%
de gema de ovo (GGL), Glicina-Gema-Leite com 5% de gema de ovo suplementado com

antioxidante Trolox® e Catalase (GGLy).

Exaustédo Po6s-Refrigeracao 48 horas (min)
30 60 120 240

Integridade de Membrana Plasmatica (%)

GL 61,5+16,2® 50,0+20,5% 42,5+23,6®° 39,2+25,1* 31,6+23,2°
GGL  52,84#26,7 48,7#26,6  48,0£27,7  44,9+31,4  25,0+26,1
GGL, 61,8#24,9 56,8422,8 57,4+244  532+284  35,3%+30,9

Diluidor

Acrossomo lesado (%)

GL 11,1+#8,8° 28,5+28,1* 28,1+23,4%" 485+31,62 46,9+31,1*°
GGL 23+34,0° 25,7+35,4% 34,3+32,0°™ 35,6+34,0° 63,4+27,3*
GGLy,  4,24#42° 50+2,1° 9,6+14,4"®  19,5428,3%° 32,3+29,0®°
Cauda Dobrada (%)

GL 9,6+10,4% 6,5+6,4%° 6,0+3,3% 2,3+3,1° 3,5+4,0%°
GGL 6,0+5,3 4,2+3.9 5,5+3,9 6,8+6,2 4,5+4.3
GGLy 7,455 7,0+5.3 5,1+3,8 6,5+4,7 7,545,7

Para 0 mesmo parametro, médias seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<
0,05) pelo teste de Tukey.

Médias seguidas de letras minGsculas diferentes na mesma linha diferem entre si (P< 0,05) pelo teste de Tukey.

Para a porcentagem de integridade de membrana plasmatica dos

espermatozéides e de caudas dobradas, ndo se constatou diferencas (P>0,05)
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entre os meios empregados para a refrigeracdo, em nenhum dos momentos de

incubacao durante o teste de exaustao.

Entretanto, as amostras diluidas em GL apresentaram declinio da
integridade da membrana plasmatica dos espermatozéides no momento 240
minutos e em relacdo a patologia de cauda, apresentou diferenca (P<0,05)

entre os momentos, aos 120 minutos de incubagéao.

As amostras diluidas em GGL e GGL, ndo apresentaram variacdo nos
parametros de Integridade de membrana plasmatica e percentagem de caudas

dobradas durante o teste de exaustao.

Considerando-se o0s percentuais de Acrossomo lesado, no sémen
submetido ao teste de exaustdo apoés refrigeracdo por 48 horas, ocorreu
diferenca (P<0,05) entre 0os meios, nos momentos 60 e 240 minutos.
Constatou-se, aos 60 minutos, menos lesées nas amostras diluidas em GGL,
(9,6 £ 14,4%) do que nas diluidas em GL (28,1 + 23,4%) ou GGL (34,3 +
32,0%) e aos 240 minutos o maior percentual de lesbes foi encontrado nas
amostras diluidas em GGL (63,4 + 27,3), GL (46,9 + 31,1) vs GGL (32,3 £
29,0%).

Para todos os diluidores empregados as lesfes acrossomais foram
crescentes durante o teste de exaustdo, havendo para todos, diferenga entre o

momento inicial em relagdo ao momento 240 minutos.
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7. CONCLUSAO

Diante das condicbes experimentais e com base nos dados obtidos, pode-se

concluir;

7.1. O sistema Equitainer® de refrigeracdo com as adaptaces realizadas foi
eficiente em manter a viabilidade do sémen caprino refrigerado a 5°C por

até 48 horas

7.2. Os diluidores Glicose-Leite (GL), Glicina-Gema-Leite com 5% de gema
de ovo (GGL) e Glicina-Gema-Leite aditivado com 50 pMol/100x10°
espermatozéides de Trolox® e 50 pg/mL(0,0935 U/mL) de Catalase;
(GGL,) foram eficientes em manter adequados o0s parametros
espermaticos de cinética e morfologia apos refrigeracdo do sémen a 5°C
por até 48 horas, sem haver diferengcas entre os meios em todos o0s

parametros estudados.

7.3. O diluidor GL manteve inalterados os parametros de motilidade

espermatica total (MT) por até 48 horas de refrigeracao.

7.4. Havendo declinio da motilidade progressiva (MP), velocidade de trajeto
(VAP), velocidade progressiva (VSL) dos espermatoziides apos
refrigeracdo do sémen a 5°C por 48 horas, independente do meio utilizado
sendo também observado um declinio na velocidade curvilinear (VCL) nas

amostras refrigeradas em GGL por 48 horas.

7.5. Arefrigeracdo do sémen a 5°C por até 48 horas, independente do meio
utilizado, tem pouca influéncia sobre o padrdao de movimentacdo dos
espermatozéides representados pelos parametros de velocidade curvilinear
(VCL), amplitude de deslocamento lateral de cabeca (ALH) e frequéncia de
batimento do flagelo (BCF) e confere aos espermatozéides trajetérias
menos retilineas representadas por menores percentuais de linearidade
(LIN).
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7.6. O meio Glicina-Gema-Leite com 5% de gema de ovo aditivado ou ndo de
antioxidantes (50 uMol/100x10° espermatozoides de Trolox® e 50 pg/mL -
0,0935 U/mL de Catalase) confere melhor protecdo ao acrossomo durante

0 processo de refrigeracao por 24 horas.

7.7. A despeito do grande desafio representado pela incubagcao das amostras
a 37°C por longo tempo, apés refrigeracdo por 24 ou 48horas, a maioria
dos parametros espermaticos apresenta diferenca em relacdo ao momento

inicial apenas aos 240 minutos.

7.8. Durante o teste de exaustao apos a refrigeracdo do sémen por 24 horas
o diluidor Glicose-Leite (GL) é capaz de manter mais elevada a motilidade
total (MT) e a motilidade progressiva (MP) velocidade de trajeto (VAP),
velocidade progressiva, (VSL), velocidade curvilinear (VCL), amplitude de
deslocamento lateral de cabeca (ALH) dos espermatozoides por um tempo
superior aos diluidores Glicina-Gema-Leite aditivado ou ndo aditivado com

antioxidantes.

7.9. A adicdo de antioxidantes (50 pMol/100x10° espermatozoides de Trolox®
e 50 pyg/mL - 0,0935 U/mL de Catalase) ao meio Glicina-Gema-Leite com
5% de gema de ovo confere melhor protecdo ao acrossomo e integridade
de acrossomo no transcorrer do teste de exaustdo apés a refrigeracéo do
sémen por 24 horas (até 120 minutos).

7.10. Durante o teste de exaustao apos a refrigeracdo do sémen por 48 horas
o diluidor Glicose-Leite (GL) € capaz de manter mais elevada motilidade

espermatica total (MT) por até 240 minutos.

7.11. A adicdo de antioxidantes (50 pMol/100x10° espermatozoides de Trolox®
e 50 yg/mL - 0,0935 U/mL de Catalase) ao meio Glicina-Gema-Leite com
5% de gema de ovo confere prote¢cdo ao acrossomo no transcorrer do teste
de exaustdo apos a refrigeracdo do sémen por até 48 horas, nos

momentos de 60 minutos e 240 minutos.
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PARAMETROS DE MORFOLOGIA ESPERMATICA NO SEMEN CAPRINO

REFRIGERADO EM SISTEMA EQUITAINER®, COM ADICAO OU NAO DE
ANTIOXIDANTES (TROLOX® E CATALASE) AO MEIO DILUIDOR.

Sabrina Missae Sakashita’

Sony Dimas Bicudo?
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RESUMO: Avaliou-se o sistema Equitainer® modificado na manutencdo da
temperatura a 5 °C por 24 horas e avaliar in vitro a integridade de membrana, leséo de
acrossomo e cauda do espermatozoide de caprino submetido a refrigeracdo, utilizando
os diluidores Glicose-Leite (GL), Glicina-Gema-Leite com 5% de gema de ovo (GGL)
com e sem suplementacéo de antioxidante Trolox® e Catalase (GGL.).Foram utilizados
2 ejaculados de cada bode da raca Boer (n=6), coletados com vagina artificial e apds as
analises da integridade de membrana plasmatica pela combinacdo dos corantes
fluorescente iodeto de propidio e diacetato de carboxifluoresceina (PI+CFDA), da
patologia espermatica em camara umida em solucdo de gluteraldeido a 0,2%, 0 sémen
foi diluido em cada um dos meios & 32 °C, para alcancar a concentracdo de 400x10°
espermatozoides/mL. A mistura foi acondicionada em microtubos de fundo conico de
polipropileno de 1,5 mL (Eppendorf®) e submetida a refrigeracdo em sistema
Equitainer® Apds 24 horas foram realizadas as anlises de integridade de membrana
plasmatica, de acrossomo e cauda espermaticas, sendo as amostras de sémen submetidas
ao teste de exaustdo em banho-maria a 37 °C e analisadas nos momentos 30, 60, 120 e
240 minutos. O sistema Equitainer® modificado foi capaz de manter adequados padrées
de morfologia espermatica do sémen caprino refrigerado a 5 °C por 24 horas. Os
diluidores Glicose-Leite (GL), Glicina-Gema-Leite com 5% de gema de ovo (GGL) e
Glicina-Gema- Leite aditivado com 50 1Mol/100x10° espermatozoides de Trolox® e 50
ng/mL(0,0935 U/mL) de Catalase; (GGL;) foram eficientes em manter a viabilidade de
parametros morfoldgicos da membrana plasmatica, acrossomo e cauda dos
espermatozoides, no sémen caprino refrigerado a 5 °C por 24 horas. A suplementacéo
de Trolox® e Catalase ao diluidor Glicina-Gema-Leite com 5% de gema de ovo (GGLy)
propiciou melhor viabilidade espermatica as 24 horas de armazenamento, e durante o
teste de exaustdo, resultando em maiores percentuais de acrossomo integro dentre 0s

diluidores testados. Constatou-se que a incubacgdo do sémen caprino a 37 °C por um
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periodo de 240 minutos, apds a refrigeracdo, € excessivamente desafiador aos

espermatozoides e sugere-se entdo a diminuicdo do tempos maximo a ser empregado no

teste de exaustao.

PALAVRAS-CHAVES: antioxidante; sémen caprino; refrigeracio, Equitainer®.
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INTRODUCAO

Na tentativa de se determinar substancias que proporcionem melhores condigdes
para sobrevivéncia espermatica e consequentemente melhores indices de fertilidade,
diversas pesquisas tém sido desenvolvidas procurando avaliar a viabilidade do sémen
caprino submetido ou ndo a criopreservacgdo apds a dilui¢do (1).

Por razdes praticas, buscam-se aprimorar métodos mais eficientes para a
conservacdo do sémen em estado liquido, refrigerado ou para superacdo das
dificuldades inerentes ao processo de congelacdo. O uso do sémen caprino refrigerado
constitui-se em alternativa ao sémen congelado e seu emprego traria inimeros
beneficios aos sistemas de producédo extensivos (2).

A refrigeracdo do sémen caprino pode ser feita em temperaturas entre 2 °C e 15
°C, porém, as mais utilizadas encontram-se entre 4 e 5 °C (3), pois se observa que para
0s espermatozoides armazenados a 5 °C, as necessidades metabdlicas decrescem a
aproximadamente 10% daquelas que teriam se estivessema 37 °C (2).

A normalidade funcional das membranas espermaticas € condi¢cdo essencial para
a fertilizacdo e sua avaliacdo € um importante indicador do potencial fecundante do
sémen (4). Vale ressaltar que dentre as inmeras condi¢fes a serem observadas para o
sucesso da inseminacao artificial (IA), um dos pré-requisitos indispensaveis € o uso de

diluentes capazes de manter a integridade da membrana plasmatica dos espermatozdides

(5).
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Efeitos deletérios resultantes da interacdo de enzimas presentes no sémen do

bode com constituintes que fazem parte da composi¢do dos diluidores assume grande
importancia no processo de conservacao do sémen refrigerado ou congelado (6).

Diluidores a base de gema de ovo podem apresentar diversidade de resultados
devido as peculiaridades, como heterogeneidade das caracteristicas de composi¢do da
gema de ovo e a variacdo sazonal na concentracdo da enzima presentes no plasma
seminal (3,7).

O leite desnatado é o constituinte mais freqlientemente utilizado nos diluentes de
sémen caprino visando & inseminacdo artificial sendo a capacidade fecundante dos

espermatozoides mantida por 12 a 24 horas (8,9).

A geracdo de altas concentracfes de ROS (reactive oxygen species) no sémen
estd associada ao declinio na viabilidade espermatica interferindo no metabolismo
energético e motilidade, podendo resultar em fragmentacdo do DNA espermatico
conforme o observado em cavalos, touros, carneiros, bodes e homens (10,11,12,13,14).

Antioxidante pode ser definido como qualquer substancia que quando presente
em baixas concentracdes comparadas aquela do substrato oxidavel, retarda ou previne
significativamente sua oxidacgéo. (15).

Objetivou-se avaliar o emprego do sistema Equitainer® modificado na
refrigeracdo do sémen caprino diluido em meio a base de leite desnatado e gema de ovo
aditivado ou ndo de Trolox® e catalase, sobre aspectos morfol6gicos da membrana

plasmatica, acrossomo e cauda dos espermatozdides.

MATERIAL E METODOS
Padronizacéo do Sistema Equitainer® apés modificacdes

Devido ao interesse de se acondicionar as amostras em tubos conicos de
polipropileno de 1,5 mL (Eppendorf®), foi necesséria a realizagio de pré-ensaios de
calibragdo e padronizagdo de dois equipamentos Equitainer® (Hamilton Research, Inc. -
USA), pela colocacdo no seu interior (Figura 1) de um coletor universal (CLT80ES-
CRAL artigos p/laboratério- Cotia - SP) que serviu como lastro térmico, variando os
volumes de &gua a temperatura inicial de 32 °C, até que fossem obtidas curvas
adequadas a refrigeracdo e manutencdo do sistema a 5 °C. Utilizou-se termdmetro

digital de maxima e minima com termopares interno e externo (TM288 — Equitherm,
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Sdo Paulo- SP) que permitiu a afericdo simultinea das temperaturas ambiente e do

interior do sistema de refrigeracéo.

Na porcdo periférica da tampa do coletor universal foram realizadas seis
perfuracdes equidistantes e com didmetros adequados a transpassar por eles seis tubos
conicos de polipropileno (Ependorf®) de tal forma que os tubos permanecessem em
contato com a agua do interior do coletor (Figura 1). Ao centro uma sétima perfuragéo
foi realizada transpondo-se um tubo cOnico e que serviu para abrigar o termopar que
registrou a temperatura interna do sistema de refrigeracao.

Com esta modificacdo proposta, foi possivel refrigerar simultaneamente as
amostras de sémen provenientes de dois animais e diluidas nos trés meios estudados.
Para cada ciclo de refrigeracdo, procedeu-se o encaixe no interior dos dispositivos de 2
latas de refrigeracdo Equitainer® previamente mantidas em congelador & 20 °C
negativos por no minimo 24 horas. O sistema contendo as aliquotas permaneceu

hermeticamente fechado por todo tempo de refrigeracéo.

Coleta do sémen:

Os procedimentos foram realizados no Departamento de Reprodugdo Animal e
Radiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) -
UNESP- Universidade Estadual Paulista, municipio de Botucatu, Estado de Sdo Paulo
(Lat. 22° 52 S; Lon. 48° 26° W), nas instalacdes do Laboratério de Estudos em
Biotecnologia Aplicada a Reproducédo de Ovinos e Caprinos e no Laboratorio do Centro
de Diagnostico e Biotecnologia em Reprodugdo Animal (CERAN).

Foram utilizados, 6 reprodutores caprinos, da raca Boer com idade entre 1 a 4
anos, e pesos entre 45 a 90 kg, com aptiddo reprodutiva constada pelo exame clinico-
androldgico conforme o Manual do CBRA de 1998 (16). Entre agosto e dezembro de
2010, foram processados 2 ejaculados de cada reprodutor, sendo entdo realizadas doze
coletas pelo método de vagina artificial a temperatura de 42 °C em com copo coletor
graduado pré-aquecido a 37 °C. Apds a coleta, o sémen foi mantido em banho-maria a
32 °C até completadas as analises morfofuncionais e concentracdo espermaticas e a

seguir processadas as diluicdes pré-refrigeracdo a esta temperatura.

Andlise de integridade membranas plasmaticas dos espermatozdides
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Para a analise da integridade das membranas plasmaticas dos espermatozoides,

foram coletadas aliquotas do sémen apds a diluicdo na pré-refrigeracdo, pos-
refrigeracdo por 24 horas e durante o teste de exaustéo.

Foi preparada uma solucdo de trabalho, adicionando a cada mililitro (mL) de
solucdo salina, 20 uL de formaldeido, 20 pL de diacetato de carboxifluoresceina
(CFDA) e 10 pL de iodeto de propidio (PI) (17).

Para realizar a analise, 50 uL da solucdo de trabalho foi depositado em
microtubos de fundo conico de polipropileno de 1,5 mL (Eppendorf®), em seguida,
acrescida 10 uL de sémen, mantendo uma concentracio final de 10’
espermatozoides/mL.

Ap0s incubacao por no minimo 8 minutos a temperatura ambiente, 5 pL dessa
suspensdo foi depositada entre 1dmina e laminula e observado em aumento de 400x em
microscopio de epifluorescéncia (Leica DM LB, Germany) com filtro de excitacdo (BP)
450-490nm, espelho dicromatico 510nm e filtro de supressdo (LP) 515nm (17). Foram
avaliados 100 espermatozoéides/lamina e distribuidos percentualmente (%) nas seguintes
classificacdes: Integros - acumulo de CFDA (fluorescéncia verde) ao longo da cabeca e
flagelo, semacumulo de PI (fluorescéncia vermelha) em nenhum dos compartimentos; e
Lesados - acumulo de Pl ao longo da cabega e flagelo, sem acimulo de CFDA;
acumulo de CFDA na peca intermediaria e acumulo de Pl na cabeca unicamente e
acumulo de fluorescéncia amarelada na regido acrossomal; acimulo de PI na cabeca e

de CFDA na peca intermediaria.

Analise da integridade acrossomal e dobramento da cauda espermatica

Para a analise da integridade acrossomal e dobramento da cauda espermatica,
foram coletadas aliquotas do sémen in natura e diluido na pos-refrigeracdo de 24 horas
e durante o teste de exausto.

Cada aliquota de 10 uL de sémen foi diluida em 500 uL de solugdo de
gluteraldeido a 0,2% (18). As amostras foram acondicionadas em microtubos de fundo
conico de polipropileno de 1,5 mL e estocadas a temperatura entre 4 a 5 °C para
posterior leitura.

Para a leitura, foi utilizada a microscopia de contraste de fase em aumento de
1000x sob imersdo em preparagdes umidas, colocando uma gota da mistura entre lamina

e laminula e classificando-se 100 células por preparacdo, de acordo com Blom (19).
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Nas analises dos dados, foram levados em consideracao os espermatozoides com

acrossomo integro (%0)(20) e aqueles com cauda dobrada (%6).
Processamento do sémen

Apos as avaliagdes do ejaculado, o sémen foi destinado a trés tratamentos de

acordo com o meio em que foi diluido:

o GL —Glicose-Leite (21).

o GGL — Glicina-Gema-Leite com 5% de gema de ovo (Osmolaridade: 288
mOsme pH: 7,2) (22).
o GGL, — Glicina-Gema-Leite com 5% de gema de ovo (Osmolaridade: 288

mOsm e pH: 7,20 + Trolox® 50 uMol /100x10° espermatozoides + Catalase
50 pg/mL. 0,0935 U/mL) (22).

As diluicdes foram realizadas para se obter concentracdo de 400x10°

espermatozoides/mL.
Anélise do sémen pos-refrigeracao

Ao término de 24 horas o sistema Equitainer® foi aberto, os microtubos de fundo
conico contendo as aliquotas diluidas nos meios GL, GGL e GGLy, foram retirados e
acondicionados no banho-maria a temperatura de 37 °C durante 5 minutos, e apos
homogenizacdo iniciou-se as analises pos-refrigeracdo. Esta analise também foi
considerada como momento inicial do teste de exaustdo. Para analise de integridade das
membranas plasméaticas dos espermatozdides, 50uL de solugdo de trabalho em 10uL de
amostra e para a andlise integridade acrossomal e dobramento da cauda espermatica
utilizaram 300uL de solucdo de Gluteraldeido 0,2% para 30uL de amostra. Ao término
da analise pods-refrigeracdo, cada amostra recebeu uma fracdo do diluidor
correspondente (feeding), & temperatura de 37 °C e em volume equivalente ao retirado

para a realizacdo das analises (23).
Teste de exaustéo

As amostras foram submetidas ao teste de exaustdo pela incubagdo em banho-
maria a 37°C durante 240 minutos (24). Foram repetidas as analises de integridade das
membranas plasmaticas dos espermatozoides e de integridade acrossomal e dobramento

da cauda espermatica nos momentos de 30 minutos, 60 minutos, 120 minutos e 240
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minutos de incubacdo. Apds cada analise, seguiu-se o feeding pela adicdo, em cada uma

das aliquotas, de diluidor correspondente, a temperatura de 37 °C, em volume
equivalente ao retirado para a realizacao das analises (23).
Anélise estatistica

Como havia interesse em se comparar os tratamentos, 0s tempos de refrigeracéo
e 0s momentos de incubacgédo (teste de exaustdo), os dados foram analisados em um
delineamento de blocos ao acaso, com trés tratamentos (GL, GGL e GGLy), tempo de

refrigeracdo (24 horas) e cinco momentos de incubacgéo (0, 30, 60, 120 e 240 minutos).

Para a analise dos dados utilizaram-se as médias dos valores obtidos das duas
coletas de cada animal. Foram ainda avaliados a existéncia de efeito individual dos
animais sobre os parametros estudados. Como as varidveis apresentaram distribuicdo
normal, pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, foi utilizada a analise de variancia
(ANOVA), sequido do teste de Tukey do programa Biostat® versdo 5.0. O nivel de

significancia utilizado foi de 5% (25).

RESULTADOS e DISCUSSAO

Na dependéncia da raca, os parametros seminais dos caprinos sofrem forte
influéncia das variagBes circanuais do fotoperiodo nas diferentes latitudes. Como
exemplo, em regides de clima temperado, para as racas Alpinas e Saanen 0s percentuais
mais elevados de patologia espermatica sdo observados nos meses de primavera e verdo
(26).

O presente estudo foi conduzido no periodo compreendido entre agosto e
dezembro, porém as caracteristicas seminais dos animais utilizados podem ser
comparaveis aos valores relatados para a época mais favoravel a reproducdo dos
caprinos (8, 27, 28). A adequada qualidade do sémen observada, neste caso, foi
atribuida a menor variacdo qualitativa apresentada por bodes da raca Boer, ao longo das
estacOes do ano em clima tropical (29).

Na Figura 2 estd representada a temperaturas médias do ambiente e do interior
do sistema Equitainer® obtidas em seis repetices, apds a padronizacio do
volume/temperatura ideais de liquido (100 mL de agua a 32 °C) colocado como lastro
dentro do copo coletor. O sistema com as modificacdes elaboradas apresentou como

caracteristica a queda de temperatura na razdo de 0,2 (na primeira hora) a 0,03 °C/min
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na fase final de resfriamento, consideradas adequadas ao processo de refrigeracdo do

sémen (8).

N&o houve efeito dos valores obtidos (P>0,05) de cada animal individualmente
(média da coleta em duplicata) sobre qualquer dos pardmetros em nenhuma das
condic¢Bes experimentais estudadas e devido a isto para a analise dos dados, considerou-
se a media obtida em cada momento tendo como causa de variacdo os diluidores
empregados, os efeitos da refrigeracdo e do tempo de exaustao.

Os dados referentes as médias + desvio padrdo do percentual de integridade da
membrana plasmatica em microscopia epifluoréscencia, integridade acrossomal e
dobramento da cauda espermatica no sémen dos seis reprodutores na pré e pos-
refrigeracdo a 5 °C por 24 horas, utilizando-se o sistema Equitainer® modificado, e
diluido em GL, GGL ou GGL sdo apresentados na Tabela 1 e os valores obtidos
durante o teste de exaustao realizado ap6s refrigeracdo fazem parte da Tabela 2.

A membrana plasmatica é fundamental para a funcao espermatica, constituindo-
se em uma barreira semi-permeavel para determinadas moléculas com a funcdo de
manter e modular a composicao intracelular (30).

Né&o houve efeito (P>0,05) do processo de refrigeracdo por 24 horas em sistema
Equitainer® modificado e nem dos meios diluidores empregados, sobre os percentuais
de integridade de membrana plasméatica determinada pela técnica de combinacdo de
sondas fluorescentes PI/CFDA (Tab.1).

Ao longo do teste de exaustdo (Tab.2) a integridade de membrana plasmatica
dos espermatozdides manteve-se com valores semelhantes, observando-se queda nos
percentuais aos 240 minutos de incubacdo para todos os meios estudados, entretanto,
observaram-se diferencas (P<0,05) entre os diluidores apenas na avaliacdo dos 120
minutos de incubacdo, sendo que as amostras diluidas em GGLy (73,3 £ 10,8%)

apresentaram valores superiores aos daquelas diluidas em GGL (54,3 + 26,4%).

Os resultados encontrados neste estudo para integridade de membrana,
utilizando sémen pré e pos-refrigeracdo de 24 horas e sem remocdo do plasma seminal
independente do diluidor utilizado, séo semelhantes aos relatados para as condicdes de

refrigeracéo utilizando-se o teste hiposmotico (8).

As lesbes da membrana plasmatica no processo de preservagdo do sémen pela
congelacdo sdo mais acentuadas que as observadas na refrigeracdo. Cavalcante (31),

estudando a fertilidade de machos caprinos da raga Boer durante as estagdes
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reprodutivas e ndo reprodutiva, observou percentagens de membranas integras, da

ordem de 20,33 £15,03 e 30,01 +17,57% para o sémen pds-descongelacéo.

No macho caprino, as glandulas bulbo-uretrais produzirem a fosfolipase EYCE
(egg yolk coagulation enzyme) e a fragdo protéica BUSgp60 que sdo agregadas ao
ejaculado. A EYCE hidrolisa a lecitina presente na gema de ovo que compdem alguns
diluentes, formando acidos graxos e lisolecitinas, sendo que esta ultima de alto poder
lesivo a membrana espermatica (32) devido a sua acao detergente sobre os lipidios que
a compbem (33). A BUSgp60 hidrolisa os triglicerideos presentes nos diluentes a base
de leite, resultando na producdo de acidos graxos toxicos aos espermatozoides de
caprinos, capazes de inibir sua motilidade, a exemplo do &cido oléico (2, 34).

Ao utilizarem meios a base de gema de ovo na preservacdo do sémen caprino,
Ritar e Salamon (35) constataram que a integridade da membrana plasmatica € mais
bem preservada sem a presenca do plasma seminal, devido a remo¢do da fosfolipase
EYCE nele contido.

N&o obstante, a refrigeracdo do sémen ovino induz edema da regido anterior do
acrossomo (36) que pode ser minimizada pela adi¢do de pelo menos 3% de gema de ovo
ao meio. Por outro lado, Roca et al. (3) observaram que 0s espermatozdides caprinos
foram preservados a 5 °C, por um periodo de até 36 horas, em meio diluidor contendo
apenas 2% de gema de ovo.

A despeito de ndo ter sido removido o plasma seminal, os dois diluidores
contendo em sua composicao a gema de ovo mantiveram inalterados os percentuais de
membranas funcionalmente integras durante o processo de refrigeracdo. A presenca de
gema de ovo, aparentemente também ndo influenciou negativamente a integridade de
membrana plasmatica ao longo do teste de exaustdo. A quantidade reduzida de gema, na
proporcdo de 5%, pode ter contribuido para minimizar os efeitos toxicos da interacdo
plasma seminal/meio diluidor durante o processo de refrigeracéo, e adicionalmente fora
da estacdo reprodutiva, periodo em que o experimento foi realizado, é esperado menores
teores de fosfolipase EYCE no plasma seminal dos bodes (37).

As vantagens da fixacdo dos espermatozdides bovinos em solucGes tamponadas
contendo 0,2% de gluteraldeido foram apresentadas por Johnson, et al. (38), que
relataram a possibilidade de preservacdo por longo periodo das estruturas espermaticas,
entre elas o acrossomo, para posterior avaliagdo. No presente estudo utilizou-se solugdo
fosfatada tamponada com 0,2% de gluteraldeido (18) que se mostrou eficiente na

preservacdo das caracteristicas morfologicas dos espermatozoides caprino nas
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preparacdes Umidas avaliadas em microscopia de contraste de fase em procedimentos

realizados até 48 horas ap0s a fixacéo.

Ha fortes evidéncias de que a membrana plasmatica dos espermatozdides € mais
susceptivel as alteracdes durante a criopreservacao que a membrana acrossomal (39).

As amostras de sémen diluidas em GGL e GGL, apresentaram menores
(P<0,05) percentuais de lesdes do acrossomo (3,5 +4,2 e 2,6 +4,1%) ap0s a refrigeracao
por 24 horas que aquelas diluidas GL sendo que este conferiu menor estabilidade a
integridade do acrossomo durante o processo de refrigeracdo (1,7 £3,2 vs 9,4 £7,5;
P<0,05).

Singh e Purbey (40) ao avdiarem a viabilidade espermética “in vitro”, apos 24
horas de resfriamento a 5 °C, em meio diluidor Tris, com 20% de gema, observaram
integridade acrossomal de 82,24%.

Durante o teste de exaustdo, as diferencas na incidéncia de lesdo de acrossomo
observadas ap0s a refrigeracao a favor das amostras diluidas em meio GGL., ao serem
comparadas com as diluidas em GL mantiveram-se até os 120 minutos de incubacao, no
entanto as amostras diluidas em GGL apresentaram comportamento intermediario ndo
mantendo as diferencas originalmente detectadas de maneira homogénea ao longo do
tempo.

Atribui-se aos antioxidantes Trolox® e catalase, presentes na composicdo do
meio GGLy um efeito benéfico da protecdo a integridade acrossomal durante o0s
processos de refrigeracdo e exaustdo. A adicdo de antioxidantes ao diluente visa
proteger os espermatozoides do efeito dos ROS sobre a lipoperoxida¢do das membranas
(41).

O Trolox® é um antioxidante com moderado poder hidrossolGvel e que pode ser
distribuido em ambas as fases da bicamada de lipidios da membrana espermatica sem a
necessidade de utilizacdo de solventes, agindo como um excelente protetor contra a
lipoperoxidagéo (42).

A catalase ¢ uma heme-proteina citoplasmatica, originalmente localizada nos
peroxissomos das células de mamiferos, atua como antioxidante enzimatico e catalisa a
reducdo do perdxido de hidrogénio (H,O,) a agua (H,0) e oxigénio molecular (Oy).
Também atua na destoxificacdo de diferentes substratos (ex. fenois e alcodis), via

redugdo do peroxido de hidrogénio (43).
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Aalseth e Saacke (44) estudaram os efeitos da incubacdo do sémen bovino a 37

°C, apos a refrigeracdo, sobre a integridade acrossomal e constataram que a alteragdo
do pH durante este processo promove incremento das lesoes.

Constata-se que incubacdo do sémen do caprino a 37 °C por um periodo de 240
minutos, apos a refrigeracdo, é excessivamente desafiador aos espermatozoides,
levando-se em conta 0os meios empregados, em cuja formulacdes ndo fazem parte
eficientes sistemas tampéao.

A normalidade da cauda espermatica foi entre todos os parametros estudados, o
menos influenciado pelo processo de refrigeracdo e teste de exaustdo. Ao longo da
incubacdo apdés a refrigeracdo do sémen por 24 horas, a porcentagem de
espermatozoides com cauda dobrada, ndo diferiu (P>0,05) entre as amostras nos trés
diluidores estudados em nenhum dos momentos até os 240 minutos do teste de
exaustao.

A ocorréncia de dobramento da cauda dos espermatozdides em condicdes
especiais de osmolaridade e exposicdo a temperatura pode ser empregada para avaliar a
funcionalidade das membranas plasmaticas, antes ou ap6s 0 processo de
criopreservagdo como a refrigeragéo (45).

A avaliagdo “in vitro” do sémen resfriado a 4 °C, realizada por Nunes e Silva
(1984), evidenciou que, no terceiro dia de armazenamento, a porcentagem de
espermatozoides vivos encontrava-se no limite minimo de sua utilizacdo (30% de
motilidade). Porem, com relagéo as alteragcdes morfoldgicas, nas primeiras 24 horas de
armazenamento, encontravam-se no limite maximo para a utilizacdo do sémen, que é de
15%.

Periodos mais longos de armazenamento do sémen resfriado foram relatados por
outros pesquisadores, dessa forma, (46), relataram a manutencdo da capacidade
fecundante dos espermatozoides por oito dias, quando armazenados a 5 °C, em diluidor
de Tris-frutose-gema (2% de gema).

Pomares et al. (47) relataram um periodo maior de sobrevivéncia espermatica
(12 dias), a 5°C, ao incorporarem antioxidantes ao meio diluidor.

A manutencdo da normalidade morfologica das caudas espermaticas durante o
processo de refrigeracdo por 24 horas e ao longo do teste de exaustdo refletiu os
cuidados tomados na realizacdo do experimento em ndo se provocar alteragfes bruscas
na temperatura ou na composicdo osmotica das solugdes empregadas, evitando-se a

ocorréncia dos chamados choques térmico e/ou osmotico.
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A incubacédo do sémen caprino a uma temperatura de 37 °C por até 240 minutos,

a despeito da reposicao do meio diluidor (feeding) que objetivou revitalizar a condi¢do
do ambiente de incubacdo, pareceu ser demasiadamente severa. Aos 240 minutos do
teste, observaram-se valores muito inferiores para todas as variaveis estudadas sem que
isto contribuisse para apontar qual meio se destaca entre os demais, por ndo consolidar
as diferengcas ja apontadas nos tempos anteriores. Adicionalmente, entre as ultimas
analise (120 e 240 minutos) decorreu um tempo de duas horas sem nenhuma renovacéo
na composi¢cdo do ambiente de incubagdo. Sugere-se entdo que menores tempos sejam
empregados no teste de exaustdo, a exemplo dos 120 minutos indicado por Baril et al.

(48) ou os 180 minutos indicados por Henry e Neves (16).

CONCLUSOES:

As modificacdes no Sistema Equitainer®, propiciaram um declinio de
temperatura adequado ao processo de refrigeracdo do sémen caprino e foram capazes de
manter com eficiéncia a temperatura interna do sistema, proximo aos 5 °C por até 24

horas.

O sistema Equitainer® de refrigeracdo com as modificacdes realizadas foi
eficiente em manter a viabilidade de parametros morfol6gicos da membrana plasmatica,
acrossomo e cauda dos espermatozoides, no sémen caprino refrigerado a 5 °C por 24

horas.

Os diluidores Glicose-Leite (GL), Glicina-Gema-Leite com 5% de gema de ovo
(GGL) e Glicina-Gema-Leite aditivado com 50 puMol/100x10° espermatozoides de
Trolox® e 50 pg/mL(0,0935 U/mL) de Catalase; (GGL,.) foram eficientes em manter a
viabilidade de parametros morfoldgicos da membrana plasmatica, acrossomo e cauda

dos espermatozoides, no sémen caprino refrigerado a 5 °C por 24 horas,

A suplementacéo de Trolox® e Catalase ao diluidor Glicina-Gema-Leite com 5%
de gema de ovo (GGLy) propiciou melhor viabilidade espermatica as 24 horas de
armazenamento, e durante o teste de exaustdo, resultou em maiores percentuais de

acrossomo integro dentre os diluidores testados.

Constata-se que a incubacdo do sémen caprino a 37 °C por um periodo de 240
minutos, ap0s a refrigeracdo, € excessivamente desafiador aos espermatozdides e

sugere-se entdo a diminuicdo do tempos maximo a ser empregado no teste de exaustdo.
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Tabela 1: Médias + desvio padrao de parametros morfologicos da membrana plasmatica, acrossomo e
cauda dos espermatozdides, no sémen caprino antes e apos refrigeracéo de 24 horas a 5 °C, em Sistema

Equitainer® modificado, diluido em Glicose-Leite (GL), Glicina Gema Leite com 5% de gema de ovo
(GGL), Glicina-Gema-Leite com 5% de gema de ovo suplementado com antioxidante Trolox® e Catalase
(GGLtc).
Diluidor  pré-Refrigeracio  Refrigeracdo 24 horas
GL 71,5+13,7 74,7+£10,8

GGL 70,0£11,8 67,1+16,8

GGLy 73,8+ 8,8 68,1+13,6
Acrossomo Lesado*(%b)

GL 1,743,2° 9,4+7,5%

GGL 1,743,2 3,5+4,2°

GGLy 1,7+3,2 2,6+4,18

Cauda dobrada* (%)

GL 5,2+4,2 8,7+4,8

GGL 5,2%4,2 6,5+6,6

GGLy 5,2+4,2 6,6+4,6

Médias seguidas de letras maidsculas diferentes na mesma coluna diferem entre sia P< 0,05 pelo teste de Tukey.
Médias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma linha diferem entre sia P< 0,05 pelo teste de Tukey.
* dados utilizados referentes ao sémen in natura.
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Tabela 2: Médias * desvio padrdo de parametros morfolégicos da membrana plasmatica, acrossomo e
cauda dos espermatozoides, no sémen caprino durante o Teste de Exaustao pos-refrigeracdo de 24 horas a
5 °C, em Sistema Equitainer® modificado, diluido em Glicose-Leite (GL), Glicina Gema Leite com 5% de
gema de owvo (GGL), Glicina-Gema-Leite com 5% de gema de ovo suplementado com antioxidante

Trolox® e Catalase (GGLtc).

Pos - refrigeracdo 24 horas

Diluidor 0 30 60 120 240
GL 74,7+10,8° 68,5+13,0° 59,6+19,1% 57,5414, 7%AB 437424 4
GGL 67,1+16,8° 58,5+25,5% 55,6+25,7%°  54,3+26,4™®  32,5+30,6"
GGLtc 68,1+13,6% 69,0+9,5% 70,5+9,5% 73,3+10,8 49,1+37,5°
Acrossomo Lesado (%0)

GL 9,4+7,5° 14,0+10,3°"  22,6+14,1%"  23,1+12,5%%  24,0+26,6°
GGL 3,5+4,2"8 8,146,418 7,1+8,4°8 17,3+19,2°"8 33 1+38,6°
GGLy 2,6+4,1°8 5,0+4,0°8 5,1+4,5%8 6,4+4,7°8 36,7+36,9°
Cauda Dobrada (%)

GL 8,7+4,8 9,5+7,8 6,5+5,8 6,5+6,2 15,1+26,8
GGL 6,5+6,6 7,0+4,4 9,1+4,1 8,9+9,1 21,2+34,9
GGL 6,6+4,6 5,2+4 8,5+4,2 8,9+4,8 6,5+4,8

Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem entre si a P< 0,05 pelo teste de

Tukey.

Médias seguidas de letras mindsculas diferentes na mesma linha diferem entre si a P< 0,05 pelo teste de

Tukey.
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Figura 1 — componentes do interior do Sistema Equitainer® modificado. (a) termémetro com coletor
universal e microtubos conicos (b) coletor universal com microtubos cénicos e termdmetro, no



10. ANEXO |

10.1. MEIO PARA REFRIGERACAO DE SEMEN

10.1.1. GGL - Glicina Gema Leite 5%

modificado por Rodello et al., 2011)

85

(Gonzalez,1996

INGREDIENTES

Solucéo A GGL 5%
Glicina 1,49
Citrato de sodio 2,979
Agua destilada 100 mL
Solucéo B

Frutose 3,09
Agua destilada 100 mL
Solugcéo A+B

Amicacina 0,049
Meio |

Solugao A+B 75 mL
Gema de ovo 5mL
Orvus es Paste - OEP — Procter & Gambler 0,4mL
Leite desnatado 11% - La Serenissima® 15mL
(1,650g em 13,350ml agua destilada)

Agua destilada 4,6mL
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10.1.2. GL - GLICOSE LEITE (CORTEEL, 1973 apud Sousa,

2002)
INGREDIENTES GL
Leite desnatado - Molico 109
Glicose — Merck KGaA (artigo 1064481000) 0,194 g
Penicilina G Potéassica — Lab. Tento Brasileiro Ltda. 0,132 g
Dihidroestreptomicina — Farmavet Ltda. 0,49
Agua deionizada e destilada 100 mL
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10.2. ANTIOXIDANTES: TROLOX® e CATALASE - (MAIA et al., 2009).

Trolox® 50uMol/100x10° espermatozoides
Catalase 50pg/mL (0,0935 U/mL)

Armazenada a -20°C
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10.3. SOLUCAO DE XcCell® (IMV Thechnologies (IMV), Franca).

(AZEVEDO, 2006)

Ingredientes

guantidades

Glucose anidra 76,69
Citrato de sodio bi-hidratado 14,39
Bicarbonato de sdodio 2,69
EDTA 8,69
Cloreto de Potéassio 2,5¢
Sulfato de Gentamicina 0,49
Solucéo de Xcell
Xcell 43,4 ¢
Agua miliQ (gsp) 1000,0mL

Obs.: - pH e Osmolaridade da em torno de 6,89 e 274 mOsm/Kg respectivamente;

- armazenar a 5°C
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10.4. SOLUCAO DE GLUTERALDEIDO a 0,2% (Barth & Oko, 1989)

Solugéo de Gluteraldeido a 0,2%

Solucgéo gluteraldeido a 50% (vetec 50805) 0,4mL
PBS (gsp) 100mL

Armazenar a 5°C
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10.5. SONDAS FLUORESCENTES:
DIACETATO DE CARBOXIFLUORESCEINA E IODETO DE PROPIDIO (HARRISON

e VICKERS, 1990)

SOLUCAO ESTOQUE

SOLUCAO DE FORMALDEIDO (2,5mg/mL)

10pL

Formaldeido a 37% - Vetec
1500uL

Agua destilada

Armazenar entre 4°C a 8°C por no maximo 4 dias
SOLU(;AO DE DIACETATO DE CARBOXIFLUORESCEINA (DIC)

Diacetato de carboxifluoresceina - Sigma, P4170 0,46mg
DMSO - Sigma, D2650 1mL
Apo6s o preparo armazenar protegido da luz a -20°C
SOLUCAO DE IODETO DE PROPIDIO (IP)
lodeto de propidio — Sigma-Aldrich,28,707,5 0,5mg
Solugéo salina isotonica 1mL
Apo6s o preparo armazenar protegido da luz a -20°C
SOLUCAO DE TRABALHO
Solugéo Salina 1mL
Solucao de formaldeido 20uL
Solucéo de DIC 20uL
Solugéo de IP 10uL




10.6. “HAMILTON THORNE SETUP FOR IVOS-12.3”
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ANALYSIS SETUP-GOAT

IMAGE CAPTURE

Frames Per sec. 60Hz
No. of Frames 45
CELL DETECTION
Minimum Constrast 70
Minimum Cell Size 5 pix
DEFAULTS (if < 5 Motile Cells)
Cell Size 10 pix
Cell Intensity 80
PROGRESSIVE CELLS
Path Velocithy (VAP) 50,0 p/s
Straightness (STR) 80,0%
SLOW CELLS
Slow Cells Motile
VAP Cutoff 20,0 p/s
VSL Cutoff 5,0 y/s
STATISTIC GATES (on QC Plots)

MINIMUM MAXIMUM
0,20 Static intensity gates 1,79
0,60 Static size gates 1,86

7 Static elongation gates 91
CALIBRATION
Magnification 1,89
VIDEO SOURCE
Frequency 60 Hz
Field Dark
ILUMINATION
Intensity 2136
Photometer Low 82
High 125

ANALYSIS CHAMBER

Chamber type Makler

Chamber depth 10,0 pym
Stage position 16,3 mm
Field selection Automatic

Set stage temperature 37°C
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