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RESUMO

A morfologia normal dos espermatozoides pode semgdinador do potencial de fertilizacao
dos mesmos, entretanto a criopreservagao podaradterdimensdes dos espermatozoides na
espécie caprina. O objetivo do trabalho foi avadsudiluentes ACP-101c e TRIS quanto aos
parametros morfolégicos e morfométricos do sémeniroa fresco diluido e criopreservado,
utilizando a analise de sémen auxiliada por conguut§CASA). Foram utilizados quatro
caprinos e as colheitas de sémen foram realizanasiso de vagina artificial, duas vezes por
semana, totalizando 28 ejaculados validos. Em cadeia o sémen obtido dos quatro
caprinos foram reunidos em upool, divididos em duas aliquotas, diluidos em ACP-1€1c
TRIS e criopreservadas. Foram realizados esfregagts para o sémen fresco diluido, como
para o descongelado em ACP-101c e TRIS, em segoi@daos com eosina-nigrosina para
analise morfoldgica e viabilidade, e com o kit Rawd CBC (Instant-Prov) para analise
morfométrica no médulo de morfometria do sistemeé&S@AAvaliou-se 100 espermatozoides
corretamente digitalizados por lamina para os pand®s de tamanho (comprimento, largura,
area e perimetro da cabeca) e parametros de faghpicilade, elongacdo, rugosidade,
regularidade). Nao foram encontradas diferencagistitas no percentual de células viaveis
entre o sémen fresco diluido e o descongelado ihentes ACP-101c e TRIS, entretanto o
sémen criopreservado em ACP-101c mostrou resultadpsficativamente superiores ao
diluente TRIS (p<0,05). Em relagdo a morfologiadituente TRIS apresentou valores
superiores quanto aos defeitos de peca intermadi@s parametros morfométricos
relacionados a dimensdo do espermatozoide do séwmno diluido foram superiores ao
sémen descongelado quanto ao comprimento, areaimep® no diluente ACP-101c e
largura no diluente TRIS. Em relagcéo aos parameederma do espermatozoide, ndo foram
encontradas diferencas estatisticas entre os thlueACP-101c e TRIS, exceto na
regularidade que foi inferior no sémen descongelpdoa ambos os diluentes. O diluente
ACP-101c apresentou-se superior ao TRIS na corgg@vda morfologia espermatica na
andlise subjetiva, entretanto a criopreservacdowndguns dos parametros morfométricos de
dimenséo no diluente ACP-101c. Conclui-se que wedie ACP-101c apresenta-se favoravel
a conservacgao de espermatozoides frescos e ceopmdes de caprinos.

Palavras-chave:Caprino. Sémen. Agua de coco em pé. MorfologiarftMoetria.



ABSTRACT

Normal morphology of spermatozoa may serve as ditator of their fertilizing potential,
but cryopreservation may alter the dimensions daitgpermatozoa. This study aimed at
evaluating the extenders PCW-101c and TRIS, corisgienorphologic and morphometric
parameters of fresh diluted and cryopreserved ggraen, through Computer-Assisted Semen
Analysis (CASA). Four bucks were assessed and sewi@attions were performed twice a
week, by using an artificial vagina, obtaining datoof 28 valid ejaculates. For each
collection, semen obtained from four bucks wereediin a pool, divided into two aliquots,
diluted with PCW-101c and TRIS and cryopreserveue&s of diluted fresh and thawed
semen diluted with PCW-101c and TRIS were made stathed with eosin-nigrosine to
analyze sperm morphology and viability, and stairveith panoptic to analyze sperm
morphometry through CASA system. One hundred ctyretigitalized spermatozoa per
smear were evaluated, considering size (lengththwarea and head perimeter) and shape
(ellipticity, elongation, rugosity and regularity)lo statistical differences were observed in
the percentage of viable cells between dilutedhfrasd cryopreserved semen, with PCW-
101c presenting significantly superior results, wikempared to TRIS (p<0,05). Concerning
morphology, TRIS presented superior values, consigeintermediate piece defects.
Morphometric values related to the size of the spiEom fresh diluted semen were superior
to thawed semen, concerning length, area and petimdien using PCW-101c, and width,
when using TRIS. Concerning sperm shape, no statistifferences were observed between
the extenders PCW-101c and TRIS, except for speagularity, which was inferior for
thawed semen, using both extenders. PCW-101c shoovdme superior to TRIS for the
conservation of spermatic morphology, considerig tsubjective analysis. However,
cryopreservation affected most of the morphomegtaameters of size, even when using the
extender PCW-101c. It can be concluded that theneler PCW-101c contributes to the
conservation of fresh and cryopreserved goat spenoa.

Keywords: Goat. Semen. Powder coconut water. Morphology.ptdometry.
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1 INTRODUCAO

A caprinocultura é uma atividade econdmica explramm todos os
continentes, estando presente em areas sob asliv&isas caracteristicas climaticas,
edaficas e botanicas. No entanto, somente em algpises esta atividade apresenta
expressdo econdmica, sendo, na maioria dos casseEwblvida de forma empirica e

extensiva, com baixos niveis de tecnologia (RIBEIRE@D7).

A producédo de um rebanho é influenciada pelos ésdieprodutivos. Um
aumento de fertilidade e da prolificidade ter4 cocomsequéncia um incremento
imediato na producao de leite, através de um nmiorero de fémeas em lactacdo, e
de carne e pele, devido a um maior nimero de o@asidas. Neste contexto, a
inseminacdo artificial apresenta-se como ferrameata acelerar o incremento na
eficiéncia reprodutiva e a produtividade do rebam@dti@avés da utilizacdo de sémen de

reprodutores selecionados.

O uso de sémen diluido e criopreservado consenea capacidade
fecundante por longos periodos de armazenamenmdrilmondo significativamente

em programas de melhoramento genético.

Para a conservacdo seminal, faz-se uso de diluelBtes1985, Nunes
realizou os primeiros estudos utilizando a aguacdeo in natura Devido aos
resultados obtidos, objetivou-se a elaboracdo demem de conservacdo a base de
agua de coco em po (ACP), caracterizado pela paaigio e estabilizacdo da agua de
cocoin natura através de um processo de desidratacdo e subsedoenulacéo de

meios de conservacao especificos para espermagszoid

A avaliacdo seminal consistia, até recentemente, ulena avaliacéo
subjetiva da motilidade espermatica, associada aisas da morfologia dos
espermatozoides. Com o0 advento dos sistemas désearsminal auxiliada por

computador (CASA), passou-se a obter informacawadauda motilidade de cada
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espermatozoide, além de ser possivel a realizacaodlises objetivas dos parametros
morfolégicos, morfométricos e de fragmentacdo dADN

Entretanto, até 0 momento, poucos sao os relatd#ematura sobre os
protocolos de criopreservacdo que utilizem o ACRa@oneio diluente na espécie
caprina, bem como relatos sobre as avaliacdes mpartamento do sémen caprino

neste meio segundo o parametro morfometria.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O sémen e 0s espermatozoides

O sémen é o produto da ejaculacdo de um reprodigndo composto por
espermatozoides, células responsaveis pela fecimddgs Ovulos das fémeas, as
quais sdo produzidas nos testiculos, e por umadréiguida denominada plasma
seminal, produzida pelas glandulas acessoriasos pgididimos do sistema genital
masculino (CORTELL, 1981).

Os espermatozoides sdo formados a partir do dedseneato de células
germinativas presentes no interior dos tubulos siéenos, estes se derivam a partir
das espermatogbnias que se diferenciam em espertoatprimarios, secundarios e
espermatides até chegarem a espermatozoides, nwoaénsia de eventos
denominada espermatogénese que € regulada peda@®ede testosterona a partir das
células de Leydig (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

A estrutura do espermatozoide é formada por cabegdy, peca
intermediaria e flagelo, sendo este Ultimo subdididem peca principal e peca
terminal (BARTH e OKO, 1989). A cabeca do espermaitte € formada
principalmente pelo ndcleo. Entre a membrana plasan& a porcdo anterior do
ndcleo existe o acrossoma, uma estrutura de daptada de membranas que contém
enzimas (hialuronidase e acrosina) responsaveasdasitruicdo doumulus oophorus
e da zona pellcida do odcito durante a fecundd®@BARDEN e FUQUAY, 1992). O
colo € a regido que liga a cabeca a peca interneedgaue como no flagelo, tem em
sua constituicdo, dois microtubulos centrais, cidados por nove microtubulos
duplos, que é a constituicdo especifica dos flagel@ircundando esta estrutura,
existem outras nove formacOes: as fibrilas densdsrras. Revestindo a peca
intermediaria, existe uma bainha mitocondrial e uramha fibrosa, enquanto que o
flagelo é revestido apenas pela bainha fibrosa WWH.HO, 1987). A movimentacao

da cauda se da pelo deslizamento entre os miclog]bauja energia para tal é
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proveniente de uma bainha de mitocéndrias que re@bpeca intermediaria (BARTH
e OKO, 1989) (Fig. 1).

O plasma seminal é a porcédo fluida do sémen, iocada durante a
ejaculacdo e formada por uma mistura de liquidosetedos pelas glandulas sexuais
acessorias (vesiculares, bulbouretrais e prostptps epididimos e pelos ductos
deferentes (EVANS e MAXWELL, 1990). Atua como ved&upara O0S
espermatozoides serem transportados do trato geaitaacho, ativa a sua motilidade
e proporciona um meio rico em nutrientes e tamponhadcessario para manter a
sobrevivéncia dos espermatozoides apos sua depos@drato genital feminino
(EVANS e MAXWELL, 1990). Normalmente, apresentags@o osmotica semelhante
ao sangue e possui pH neutro (UPRETI et al., 1995).

O plasma seminal contém uma variedade de consé&tuibioquimicos,
alguns dos quais sao relativamente especificosaldntmecanismo de regulacédo da
funcdo do espermatozoide, entretanto as exataddargestes componentes seminais
no controle da motilidade espermatica, ainda néwdsem elucidadas (STREZEZEK
et al., 1992). O contato com o fluido seminal deadria eventos preparatérios nos
espermatozoides para a fertilizagdo (MULLER et ¥397), pois os constituintes do
plasma seminal sdo conhecidos por modular umadaateede fungdes espermaticas
(CALVETE et al., 1994).
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Peca

Intermedidna

Peca
|'J

rincipal /

Figura 1. Caracteristicas de um espermatozoide sem a mealplasmatica. A
cabeca com o capuchéo acrossomatico e a caudauesngsatro divisbes anatdomicas.
Cortes transversais da peca intermediaria, pegaipal (2) e peca da cauda mostram
0 nucleo do axonema central de 9 + 2 microtubasesjove fibras grossas externas, a
bainha mitocondrial, as colunas longitudinais \engr dorsal e as costelas circulares
(HAFEZ e HAFEZ, 2004).

2.2 Avaliagéao da qualidade seminal

A avaliacaoin vitro da qualidade seminal € uma alternativa na teatakey
avaliar a fertilidade de um grande numero de ma@M@dRTINEZ et al., 2000), sendo

complementar ao exame clinico de um reprodutor (RIAWEZ-MARTINEZ, 2005).

Classicamente, o julgamento da qualidade semimalsido baseado em

uma avaliacdo subjetiva de parametros como maddéidaassal e individual, sendo
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estas consideradas uma expressao da viabilidadetegridade estrutural dos
espermatozoides (VERSTENGEN et al., 2002).

Segundo Neves et.g2008), os ejaculados deverédo ser analisados @uant
aos itens: volume em mL, medido pela leitura diretacopo coletor, ou em pipeta de
vidro graduada, variando de 0,2 a 2 mL nos bodg®ao, mediante avaliacdo visual,
sendo a cor amarelada nesta espécie e podendospect@ cremoso, leitoso,
opalescente, seroso ou aquoso dependendo da aagéent espermatica;
turbilhonamento ou movimento de massa que € ummeno em forma de ondas
observado em uma gota de sémen, sendo o resultaduootlidade, vigor e da
concentracdo espermatica; motilidade espermatipacgsa em percentual conforme a
proporcdo de espermatozoides que apresentam mdeinerigor espermatico, que
representa a forca do movimento que acaba inflaadoi a velocidade com que os
espermatozoides se movimentam; concentracdo edpsnmaorfologia espermatica,

provas de integridade de membrana e teste de teysisiéncia.
2.2.1 Técnicas basicas

No que diz respeito as avaliacbes microscopicascoacentracao
espermatica pode ser determinada com auxilio dectwsfotometria ou de
microscopia, utilizando-se a camara de NeubaueN{$2S et al., 2006). O valor
normal da concentragdo espermatica para caprinésess torno de 3 x fonL,
podendo variar entre 2,5 a 50 x °biL. Avalia-se ainda a presenca do
turbilhonamento (motilidade massal), que é o0 mowime da massa de
espermatozoides no plasma seminal (0 — 5) e aidamtd individual progressiva
(MIP), que representa 0 movimento em flecha de cadgermatozoide
individualmente, variando de 0 a 5, sendo que araiopreservacao, deve ser
utilizado somente sémen com valor acima de 3. (NEE al, 2008; HAFEZ e
HAFEZ, 2004). Quanto a avaliacdo da porcentagenespermatozoides moveis e
motilidade individual progressiva, o sémen deve digwido para visualizacédo
individualizada dos espermatozoides (EVANS e MAXWIEL990; CHEMINEAU et
al., 1991; CBRA, 1998).
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Os espermatozoides podem apresentar trés principasimentos
identificaveis subjetivamente: progressivo, circul@ oscilante (EVANS e
MAXWELL, 1990).

O exame da morfologia € um dos itens componentexame espermatico
no contexto de uma avaliacdo andrologica. Os edosgl apresentam certa
porcentagem de defeitos na sua morfologia, masmgaanterferem na fertilidade do
reprodutor. Por outro lado, acima de determinadesis) sua utilizacdo compromete
os resultados de um programa de inseminacdo owbifiza a criopreservacao
espermatica (NEVES et.aR008).

A morfologia espermatica pode ser avaliada atrdeégreparacdo Umida e
de esfregacos corados (BEARDEN e FUQUAY, 1992). DEARIX (1980) relata que
as anormalidades espermaticas podem afetar, isotadasimultaneamente, as

diferentes regifes da cabeca, peca intermediduega principal.

Ejaculados com baixa percentagem de anormalidadesldgicas antes da
criopreservacao tém, em media, os melhores valdossparametros motilidade e
velocidade pdés-descongelacdo. A grande correlagie as variaveis de motilidade,
formas anormais e integridade de acrossoma endastrzo sémen fresco podem ser
consideradas como preditoras Uteis de um compontamespermatico semelhante

apos a criopreservacao (DORADO et 2009).

Segundo Hafez e Hafez (2004), as morfoanomaliagmoskr: primarias,
decorrentes de falhas na espermatogénese; se@mddtrie ocorrem durante a
passagem dos espermatozoides pelo epididimo;iérias¢ que se produzem durante a
ejaculacao, depois desta, ou pelo manejo inadegi@donostra. As morfoanomalias
primarias estdo relacionadas com defeitos de fan@manho da cabeca e da peca
intermediaria, além de flagelo muito enrolado obrddo e as gotas citoplasmaticas
proximais; e as secundarias, as cabecas normaasas@g, as gotas citoplasmaticas
distais e aos flagelos encurvados. Posteriormastpatologias espermaticas passaram
a ser classificadas como defeitos maiores ou mgnoesacterizados pela gravidade
dos seus efeitos deletérios a fertilidade (NOTHLI&IGRONS, 2008).
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As alteracbes de cabeca s&o relacionadas quantwna,f dimensao,
duplicacdo e acrossoma; as de peca intermedidaiat@d sua amplitude, dimenséo,
duplicacdo, fratura e insercdo e, as flagelaresantgu ao tamanho, calibre,
enrolamentos, dobraduras e duplicacdes, além dangea de gotas citoplasmaticas no
espermatozoide (DERIVAUX, 1980).

O acrossoma pode apresentar varios defeitos, c&mabet defect
enrugado e destacado. Sendo, a maioria, identifscgumbr irregularidades em sua
margem (CHENOWETH, 2005). Os varios niveis de calm#@ada e enrolada estédo

entre os defeitos espermaticos mais comuns (CHENTNYE005).

Kato et al. (1996), sugeriram que a maioria dasgeitoplasméaticas no
sémen caprino se desprende durante o transitoupsetia e/ou imediatamente apds a
ejaculacdo e que sua desintegracdo ocorre em paunoss. Sua presenca na peca
intermediaria € uma das principais causas de ildede em suinos (THUNDATHIL
et al, 2001).

Existe correlacdo entre a morfologia espermaticatiqularmente em
relacdo ao acrossoma e a fertilidade (FOOTE, 2@R)etanto, é altamente variavel,
sendo dependente da qualidade do sémen examinadoetodologia empregada na
avaliacdo (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2005). As anormaligs espermaticas podem
reduzir a fertilidade por ndo permitir a chegada espermatozoide ao local da
fecundacado, bem como incapacitar a fecundacao @esenvolvimento embrionario
inicial (CHENOWETH, 2005).

Segundo Chenoweth (2005), as anormalidades espeasgiodem ser
causadas, principalmente, por fatores ambientais g#néticos. Silva e Nunes (1988)
observaram maior ocorréncia de patologias esperasatho sémen caprino, durante a

época seca e em bodes com bolsa escrotal semdé&part

Oyeyemi et al. (2006) estudaram a quantidade dernsiolades

morfolégicas que podem ocorrer com ejaculacfesssivas em caprinos e concluiram
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que a ejaculacao frequente resulta em liberac&spermatozoides imaturos, devido

ao aumento de anormalidades primarias, especiangetd citoplasmatica.

Singh et al. (1995), avaliaram o sémen caprino elaap em TRIS-gema-
glicerol e observaram 45% de motilidade progressiganstatando alteracfes
morfoldgicas principalmente relacionadas ao acrsase flagelo. Soylu et al. (2003)
constataram 9,1% de defeitos totais em esfregaga®ichen caprino fresco corados
por eosina-nigrosina. Ja Gubartallah et al. (200B%ervaram, no esfregaco de
caprinos Saanen, uma média de 15,49% de espernugonwrios e 8,56% de

anormalidades espermaticas.

Oliveira et al. (2009) analisando o efeito do diteeACP-101 e TRIS sobre
a morfologia espermatica do espermatozodide capepne cinco minutos pos-
descongelacao encontraram valores para a porcemtdgeespermatozoides normais
de 64,54 para ACP-101 e 61,79 para TRIS, encordramas espermatozoides
anormais, um percentual de patologias de cabe¢®7¢E3 e 31,25, de peca
intermediaria de 1,06 e 0,92; e de flagelo de &,8535 para os diluentes ACP-101 e

TRIS, respectivamente.

Os principais problemas relacionados com os méttdaolscionais para a
analise da morfologia espermatica sdo a subjetieida a variabilidade (BAKER e
CLARKE, 1987; OMBELET et a).1997), tornando dificil a interpretacdo acurada e
comparacao entre os laboratorios (KRUGER et aB8)L9

A avaliacdo da morfologia espermatica é influergigdr muitos fatores,
como as técnicas de coloracéo e fixacdo (SANCH@.et1998; HIDALGO et al.,
2006), manipulagdo do sémen, qualidade do micrisep habilidade do avaliador,

provavelmente sendo esta o fator mais importante.

A integridade da membrana espermatica € um atribagencial para a
fertilidade do espermatozoide e, por isso, a anéléste parametro é fundamental para
a predicao da fertilidade (LUZ et a2000).
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A viabilidade espermatica esta relacionada a iidade da membrana
plasmatica (EVANS e MAXWELL, 1990; CHEMINEAU et all991). Esta pode ser
avaliada através de coloracdes vitais, onde osrmagpezoides que possuem
integridade de membrana (vivos), ndo sdo coradas €ue possuem danos na
membrana (mortos) permitem a entrada do corantgogasma (DERIVAUX, 1980;
BEARDEN e FUQUAY, 1992). Dentre os corantes utiliaa podemos citar, além da
eosina-nigrosina (DERIVAUX, 1980; EVANS e MAXWELNL990; CHEMINEAU et
al.,, 1991; BEARDEN e FUQUAY, 1992), o azul de #&nip Giemsa (BEARDEN e
FUQUAY, 1992) e azul de bromofenol (DERIVAUX, 1980)

De modo semelhante, a integridade do acrossoma-éequisito basico
para garantir um bom potencial de fertilidade dsgeematozoides, uma vez que o
percentual de espermatozoides que apresentam pré&@Eio acrossomal possui
correlacédo negativa com a fertilidade (GIL et aDP3). E possivel a ocorréncia de
lesdes do acrossoma durante a congelacdo e deku@Emyesem que isto interfira na
motilidade espermatica (TASSERON et al., 1977).

Brito et al. (2003) avaliaram a integridade do plakEma do sémen
descongelado de bovinos, através das coloracfais dbsina-nigrosina e azul de
tripan e, através de coloracdes fluorescentesvdrsen uma alta correlacéo entre as
coloragdes vitais e fluorescentes, entretanto, lamas foram mais sensiveis para
identificar os danos de membrana. Pintado et GDQR constataram equivaléncia na
proporcéo de espermatozoides, suinos e bovinogiaaeis identificados comparando

coloracdes vitais de citossol com sondas fluorgesen

O teste de termorresisténcia (TTR) € utilizado paeaaliar o
comportamento (motilidade e vigor) dos espermatteiquando incubados a 37 °C
por determinado tempo e, desta forma, predizertdidade seminal (BARNABE et
al., 1981). O teste hiposmdético (HOST) foi origmahte elaborado para uso com
espermatozoides humanos e tem a funcdo de avalmividade bioquimica da
membrana espermatica intacta. Esse teste baseaia-sebservacdo de que um

espermatozoide, com uma membrana celular integgacatocado em solucéo
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hiposmotica, permite a passagem da &agua pela meanbcelular até o
restabelecimento do equilibrio osmoético entre aglfls extra e intracelular. Com o
influxo da 4gua para o interior da célula, h4 umento do volume celular (edema),
com posterior dobramento da cauda (JEYENDRAN e 8B4).

A avaliacdo subjetiva tem reduzido a predicédo duliiade devido a alta
variabilidade observada entre avaliadores. Assiarjagdo de 30-60% tem sido
registrada na estimacdo da motilidade no mesmailaga. Desta forma, a énfase é

dada para o desenvolvimento de métodos de avaldgétivas (ANEL et aJ 2006).

Mack et al. (1988) ressaltaram que a necessidadende metodologia
objetiva, motivou a elaboracdo e desenvolvimentoindérumentos automatizados

capazes de analisar as trajetorias dos espermadg¢szoi

Os ensaios tradicionais de avaliagdo seminal parsuficientes quando
€ aplicada a inseminacéo artificial (IA) cervicaiht sémen refrigerado, pois ha um
elevado numero de espermatozoides por dose (ANBL,e2006). Entretanto, melhor
estimacao da qualidade espermatica € requeridalguasémen congelado € utilizado
(ANEL et al, 2006). Além disso, em situacBes especificas (prok$s de
subfertilidade, avaliacdo acurada de machos, adsths técnicas sao insuficientes
devido a sua alta subjetividade, baixa sensibiedad pobre correlacdo com a
fertilidade a campo (ANEL et al2006). Desta forma, novas técnicas de andlise e
avaliacdo do sémen s&o necessarias, como a asgiinseal auxiliada por computador
(CASA).

2.2.2 Andlise do sémen auxiliada por computador

A necessidade de se obter uma analise objetivauedgec da trajetoria
(MACK et al., 1988) e da morfologia espermatica REHEGEN et al., 2002) levou
ao desenvolvimento de sistemas de analise de s@mwdhado por computador
(CASA). A Analise de Sémen Auxiliada por Computa@i@ASA) é definida como um
sistema automatizado para visualizar, digitalizaanalisar imagens sucessivas dos

espermatozoides, fornecendo informacdo acuradacispree significativa do
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movimento individual de cada espermatozoide e tamlbésumos estatisticos da
populacdo espermatica (AMANN e KATZ, 2004). A austiracdo desta andlise
permite maior objetividade e rapidez, uma vez gata é realizada numa fracdo do

tempo requerido pela avaliacdo subjetiva (MORTIMES)7).

Os sistemas CASA tém sido considerados tanto sbgtiomo acurados na
deteccdo de subitas diferencas nas dimensdes Hagsasade espermatozoides de
varias espécies animais (GRAVANCE et al.,, 1996; ROBUEZ et al., 2004,
HIDALGO et al., 2005), incluindo caprinos (GRAVANGH al., 1995; HIDALGO et
al., 2005), diferencas estas que seriam imperaaptivas técnicas de visualizacao

microscopicas tradicionais.
2.2.2.1 Parametros morfolégicos e morfométricos

A morfologia normal dos espermatozoides pode ser inglicador do
potencial de fertilizacgdo do mesmo, porém, a agabasubjetiva tem mostrado
consideravel variacdo entre avaliadores. O deseinvehto da analise morfométrica
do sémen assistida por computador (CASMA), tem pelonreduzir esta variagao e
revelar sutis diferencas entre individuos que nadem ser detectados usando
métodos subjetivos (ANEL et al., 2006).

Devido a precisdao do CASMA, a morfometria da caliEgaspermatozoide
pode ser um indicador de alteracfes reprodutivis animais subférteis, uma vez que
as dimensdes dos espermatozoides de animais fefiteisomogéneas. As diferencas
nas dimensdes em animais subférteis tém sido caldis em equinos (CASEY et al.,
1997). Entretanto, mais que a média do tamanhocatdaca dos espermatozoides, o
grau de variacdo nas dimensdes dos espermatoZoalelhor preditor da fertilidade
em humanos e bovinos (KATZ et al., 1986; SAILERIet1996).

Estudos utilizando CASMA tém demonstrado que apeceservacao reduz
as dimensdes dos espermatozoides nas mais divesg@Esies como caprinos
(HIDALGO et al., 2006; MARCO-JIMENEZ et al., 200&)pvinos (GRAVANCE et
al., 1998a; RUBIO-GUILLEN et al., 2007), equinosRRUDA et al., 2002) e suinos
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(GARCIA-HERREROS et al., 2007). Este efeito temosiexplicado por alguns
mecanismos como mudancas osmaoticas durante aesepacao, danos acrossomais
e alteracdes na condensacédo da cromatina (GRAVAIGE, 1998a; HIDALGO et
al., 2006; GARCIA-HERREROS et al., 2007).

As dimensdes morfométricas apresentam relacdes aiprotocolos de
congelacdo. A area, bem como o formato do espermid® tém importantes
implicagBes na criopreservacdo do sémen por inflagrtrocas térmicas e no fluxo de
agua e ions durante a congelacéo e sdo os prmdpterminantes na taxa 6tima de
congelacdo (CURRY et al., 1996). Esteso et al. g2@irmam que cervideos, cujo
sémen era caracterizado como congelavel ou ndecelEomd, apresentaram diferencas
morfométricas no sémen fresco, mas ndo em outmdsngdros de qualidade seminal
como percentual de espermatozoides moveis, intdgide membrana e acrossoma,
sendo razoavel supor que as variacfes na morfasgermatica podem influenciar as
caracteristicas biofisicas dos espermatozoidessgaeessenciais para 0 sucesso da

criopreservacao.

Outra importancia do CASMA é permitir distinguir fatientes sub-
populacdes de espermatozoides numa amostra (NUNERINNEZ et al, 2007),
uma vez que a susceptibilidade para a capacitababikdade de fertilizacdo variam
segundo estas subpopulagdes (WILLIAMS e FORD, 200Dgsta forma,
subpopulacbes de espermatozoides podem ser dsfisgtpundo a morfometria da
cabeca do espermatozoide e a distribuicdo dedtasulacdes pode estar relacionada
com a fertilidade (ANEL et al., 2006). De modo s#raete, Thurston et al. (2001)
detectaram subpopula¢gdes morfologicamente distil@asspermatozoides suinos, cuja
propor¢cdo no ejaculado correlacionou com a ana®sequalidade seminal apés
criopreservacao. A analise de sémen deveria cotae@mpresenca de subpopulacbes
e nao apenas fornecer valores médios para a péputks; espermatozoides como um
todo (SANCHO et al., 1998).
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Nos estudos de Gravance et al. (1997) ndo foraronénaclas diferencas
significativas das dimensbes das cabecas dos esjozides obtidas por dois

diferentes técnicos, indicando uma alta repeti@i@dos resultados do CASMA.

Gravance et al. (1995) ndo encontraram diferencasdp analisaram a
cabeca dos espermatozoides de caprino utilizanddjativas de 20x, 40x e 60x. A
analise dos espermatozoides em uma objetiva de rmammento diminui

significativamente o tempo de realizacdo das aa®(iERAVANCE et al., 1995).

Os resultados obtidos durante a analise do sémmubéta podem ser
afetados por um namero insuficiente de espermatezanalisados (GRAVANCE et
al., 1997). Na andlise morfométrica de espermati@esohumanos, pelo menos 200
células devem ser avaliadas para se obter umaatistimacurada do percentual de
células normais. Gravance et al. (1995) ndo eraantr diferencas na analise dos
parametros morfométricos quando 100 ou 200 calmaspermatozoides de caprino
foram analisadas. Entretanto, a analise de 50 aabd€ espermatozoides mostrou
diferencas significativas nas mensuracfes e umadgraariacdo comparada com a
analise de um numero maior de células. A avaliaddioum numero minimo de
espermatozoides que sejam suficientes para umamilededo acurada de suas
dimensbes de cabeca e o aumento do campo microsaipn a reducdo da objetiva
de aumento, aumentando o nimero de espermatozmdeampo, pode economizar
tempo na analise (GRAVANCE et al., 1995; GRAVANGEk, 1997).

E notdrio que o perfil da cabeca dos espermatoggidde ser relacionado
com a organizacdo da cromatina espermatica. Al&@sodipotenciais problemas no
DNA podem resultar em alteracbes no padrao da ealles espermatozoides,
detectados pelo CASMA (ANEL et al.,, 2006). Nuofezrtihez et al. (2007)
encontraram significante correlacdo entre as vaeisanorfométricas e a quantidade de
DNA desnaturado no ejaculado canino, uma vez gdistabuicdo morfométrica de
subpopulacfes foi similar aquela derivada da irdage do DNA. A variacdo da
morfologia espermatica € um indicador da estrutarermal da cromatina e
consequentemente, da fertilidade (KARABINUS etE97).
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Em ovinos, alguns estudos tém sido realizados deéonzo desenvolver
métodos acurados no emprego do CASMA (GRAVANCE!.et1898a) e outros tém
analisado o efeito da criopreservacao na cabegsplermatozoide (LAMBRECHTS
et al., 2000). Entretanto, a possivel relacdo entGASMA e a fertilidade precisa de

comprovacao na espécie ovina (ANEL et 2006).
2.3 Diluicdo seminal

Os diluentes permitem o aumento do volume totajdoulado, facilitando
sua divisdo em doses inseminantes e proporcionangdomeio favoravel para a
sobrevivéncia dos espermatozoidasvitro (DERIVAUX, 1980). Diferem em sua
composicdo dependendo da espécie animal, da origersémen e da tecnologia
seminal empregada (HOPKINS e EVANS, 1991).

Hafez e Hafez (2004) sugerem que um diluente dengoopcionar
nutrientes como fonte de energia; proteger os egieroides do efeito maléfico do
frio; proporcionar um meio tampdo; manter a presssimotica adequada; inibir o
crescimento bacteriano; aumentar o volume do edoule proteger as células

espermaticas durante a congelacéo.

Alguns diluentes mantém a viabilidade do sémenmpéeatura ambiente,
enquanto que outros sdo apropriados para refrigeragtre 4 e 5 °C para ajudar a
controlar o crescimento bacteriano e reduzir a tametabdlica das células
espermaticas (HOPKINS e EVANS, 1991).

A dose inseminante preconizada para o sémen desbedeinseminacao
cervical, é de 200 x f@spermatozoides, em um volume de 0,25 a 0,50 mial@ne
adequado para a inseminacdo cervical e intrauteseraa de 0,50 a 0,20 mL,
respectivamente (EVANS e MAXWELL, 1990).

2.3.1 Diluentes de criopreservacgao

Os diluentes para congelacdo devem possuir um#asgizs que atue como

crioprotetor externo e que proteja as células eamtthoque térmico que se produz ao
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refrigerar o sémen desde os 20 °C aos 5 °C, talocangema de ovo ou leite
desnatado; uma fonte de energia, como a glicoseutase; um componente tampéao,
como citrato de sédio ou o hidroximetil aminomet&hRIS); um crioprotetor interno
que proteja aos espermatozoides durante a congelacd&xemplo do glicerol,
dimetilsulfoxido (DMSOQO) e etilenoglicol; e antibiébs para prevenir o crescimento
bacteriano, como a penicilina, estreptomicina auauaicina (EVANS e MAXWELL,
1987).

A maioria dos diluentes apresenta a gema de ove componente basico,
ja que a fosfatidilcolina (lecitina) e lipoprotegnda gema e a caseina do leite protegem
0s espermatozoides durante a refrigeracdo, cortremgue térmico (MIES FILHO et
al., 1982; DAS e RAJKONWAR, 1995).

A congelagdo do sémen de caprinos apresenta déides comuns a de
outras espécies, como: formacéo de cristais deingjetoe extracelulares e aumento da
concentracao de solutos (MATEOS-REX e AGUILLAR, @%orém existe um fator
a mais a ser considerado que é o fato das glanblulasuretrais do bode produzirem
particularmente, uma fosfolipase (EYCE) que hidala lecitina da gema de ovo,
formando acidos graxos e lisolecitina, esta Ultathea sobre a membrana espermatica,
danificando-a (ROY, 1957). Nunes (1982), descobriia existéncia de uma fracao
protéica do plasma (BU-III), procedente das glaasitiulbouretrais, que interage com
o leite, produzindo inibicdo da motilidade esperfosate induzindo a reacéo
acrossodmica. E provavel que a EYCE e a BU-IIl sejamesma molécula (LEBOUF
et al., 2000).

Roca et al. (1997) observaram que a eliminacao la@en@a seminal, em
caprinos, imediatamente depois da coleta, aumeptaaentagem de células vivas e
sua motilidade durante sua conservacao a 5 °C leentks contendo gema de ovo ou

leite.

Ja Viana et al. (2006), comparando o sémen cagairedo e ndo lavado,

diluido em TRIS-gema e leite desnatado, refrigem@ddC, ndo observaram alteracao
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da motilidade espermatica e patologias de acrossagmia a remocdo do plasma

seminal.

Cabrera et al. (2005), determinando o efeito daogé@m do plasma seminal
e gema de ovo sobre a congelabilidade do sémenncaprelataram que a
concentracao da gema no diluente foi mais relevaméeo efeito de lavagem, e que
nao houve diferencas significativas no sémen degtado com dois dias, dois ou seis
meses de armazenamento em nitrogénio liquido. Emtésres ressaltaram que
interacdo negativa de diluentes contendo gema desalwre 0 sémen de bodes € mais
relacionada a caprinos criados em areas de climpei®do e durante a estacdo nao
reprodutiva. Bodes criados em latitudes menoresqde 30° normalmente nao
apresentam diferencas na atividade reprodutivapcoonsequéncia da influéncia da
estacdo do ano. Nestas areas, o fotoperiodo teoepas| flutuagcdes anuais, sendo
assim, as variacdes reprodutivas sdo mais infladasi pelo clima, umidade e
disponibilidade de alimentos (PEREZ e MATEQOS, 1996)

O glicerol € um crioprotetor interno ou penetragte reduz os danos da
membrana espermatica e formacdo de gelo intracelnkes as concentracfes podem
interferir na capacidade de fecundacdo dos espezoides (PURDY, 2005). As
concentracdes de glicerol utilizadas por diferepesguisadores variam de 3% a 9%,
com o 6timo de 4-7% no sémen diluido (LEBOUF et2000).

A diluicdo do sémen néo lavado pode ser feita eas dases, a primeira
depois da coleta (30 °C) com um diluente que nadeaba glicerol, e a segunda
depois da refrigeracdo (4-5 °C) com o diluenteemhd glicerol, seguido de um tempo
de equilibrio de 90 minutos antes da congelacdbARle SALAMON, 1982).

O uso de diluentes pobres em fosfolipidios podetridmir para a
biotecnologia da criopreservacdo do sémen capsaprimindo os processos de
lavagens pelo qual o sémen deve passar antes dalils@o nos diluentes
convencionais (MACHADO e SIMPLICIO, 1991).
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Dentre as alternativas, surgiu a agua de coco, ramoki através de
experimentosn vitro e in vivo um excelente comportamento de fertilidade (NUNES,
1986).

2.3.2 Diluentes a base de agua de coco

A 4gua de coco € uma solucdo ligeiramente acidtyratae estéril,
composta de sais, proteinas, carboidratos, vitapigarduras neutras (MARQUES,
1982; NUNES e COMBARNOUS, 1995), além de indutodes divisdo celular e
eletrolitos diversos, que conferem densidade e pifpativeis com o plasma
sanguineo, proporcionando 0s nutrientes necesgaai@s manter a sobrevivéncia e
viabilidade de gametas masculinos e femininos opesgrvados (BLUME e
MARQUES JR., 1994).

Nunes et al. (1997) observaram que o fruto ideebmendado para a
formulacédo do diluente deve ter seis meses de .idadeetanto, nesta idade, a agua
apresenta pH acido (4,5) e osmolaridade elevad@ (BOsm/Kg HO) o que
dificultaria a sobrevivéncia celular. Logo, torneel-necessaria a estabilizacdo desta
solucdo, que foi obtida apdés a adicdo de agualatiste citrato de sodio a 5%,

constituindo assim o diluente agua de cocoatura(ACIN).

Nunes (1986, 1987), avaliando o sémen caprino aju@s horas de
incubacédo a 37 °C, observou que tanto a motilidadevidual progressiva (MIP)
como a porcentagem de espermatozoides moéveis (REM) superiores quando o
sémen se diluia em uma solucdo a base de aguacdequae em leite desnatado. A
motilidade individual progressiva dos espermatozeidiluidos em agua de coco,
guando comparados aos diluidos em leite glicodadeuperior ao final de duas horas
de incubacgdo (NUNES e SALGUEIRO, 1999).

Resultados similares foram obtidos ao utilizar asnlos diluentes na
refrigeracdo de sémen a 4 °C e em seu uso paraiimesgio artificial de cabras que se

haviam sincronizado o estro com tratamentos hormo@am o uso da IA com sémen
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caprino diluido em agua de coco e refrigerado & 4€ obtiveram taxas de paricao
superiores a 60% (NUNES, 1986).

Tratando de determinar a fracdo da &gua de cocoatuee sobre os
espermatozoides, Nunes et al. (1994) isolaram uoiécuma pertencente ao grupo das
auxinas, o acido 3-indol acético (IAA), que ativanetabolismo dos espermatozoides.
A introducdo do IAA na composicdo dos diluentes vemtionais do sémen de
diferentes espécies conferiu aos espermatozoideawmento de motilidade, maior
taxa de fertiidade, além de permitir sua consétgagurante periodos mais
prolongados. A presenca do IAA pode variar comtags de maturacdo e a espécie
do fruto e influir nos resultadas vitro e in vivo em sémen diluido em agua de coco
(NUNES e SALGUEIRO, 1999).

Nunes et al. (1996) compararam a fertilidade deasamseminadas com
sémen diluido em agua de cdoonaturaou na fracdo ativa da agua de coco (fracao
B) ou em IAA (molécula ativa da dgua de coco) eeplmwram taxas de paricdo de
60%, 65% e 69% para os trés tratamentos, resulemdarolificidade de 130%, 145%

e 180%, respectivamente.

A 4gua de coco tem sido utilizada em biotecnolodaseproducdo animal,
obtendo-se bons resultados com a utilizagdo neemweso do sémen de animais
domésticos como caprinos (RODRIGUES et al., 1994NBES, 1998; CAMPOS et
al., 2003), ovinos (ARAUJO, 1990; FIGUEREDO et aD01), suinos (TONIOLLI e
MESQUITA, 1990), peixes (CARVALHO et al., 2002; VBVROS et al., 2007),
humanos (FAUSTINO, 2007), equinos (SOBREIRA NETOQ0& e cées
(MONTEZUMA JR. et al., 1994; CARDOSO et al., 2006).

Diluentes de sémen a base de agua de coco aprasemteo vantagens o
baixo custo, facil preparo, além do fato do coaoadeindante no Nordeste do Brasil.
Entretanto, a agua de coco apresenta dificuldadastg a conservacdo por longos
periodos apos extracdo do fruto, limitagcbes nadsponibilidade em regides onde ha
a caréncia do vegetal, além de variacdes na agigétit bioquimica da dgua de coco

entre diferentes frutos. Isto motivou o desenvoénto do produto agua de coco em
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po (ACP) (Fig. 2), onde os constituintes nutricisnda agua de coco sao obtidos em
sistema de desidratacdo a alto vacuo. O produto A€Raracteriza por possuir

composicédo padronizada (Quadro 1), obtido a paetifrutos oriundos de plantagdes
organicas certificadas, além de possuir caradtassbioquimicas similares as da agua
de cocoin natura Para a conservacédo do sémen caprino, a formuksC&s101c foi

desenvolvida.

Figura 2. Agua de coco em p6 (ACP).
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Quadro 1. Composicdo da agua de coco em po (ACP), establetecnediante
analises em laboratorios de referéncia certificapelsa ANVISA e INMETRO
(dados fornecidos pela empresa ACP Biotecnologigaleza, Ceara), 2010.

Por 100g

Carboidrato, por diferenca (g) 76,00
Frutose (Q) 7,80
Glicose (Q) 6,20
Sacarose () 0,00
Proteina (g) 12,00
Umidade (g) 1,00
LIPIDIOS - Por 100g

Gorduras totais (g) 4,00
Gorduras saturadas (Q) 2,46
8:0 acido caprilico (g) 0,02
10:0 acido caprico (Q) 0,02
12:0 &cido laurico (g) 1,41
14:0 acido miristico (g) 0,60
16:0 acido palmitico (g) 0,42
Gorduras monoinsaturadas (g)

18:1 acido oleico () 0,12
Gorduras polinsaturadas (g) 0,47
18:2 &cido linoleico (g) 0,54
Gorduras trans (Q) 0,00
Colesterol (mg) 0,00
MINERAIS - Por 100g

Sadio, Na (mg) 2.240,00
Célcio, Ca (mg) 492,00
Ferro, Fe (mg) 8,00
Cobre, Cu (mg) 0,38
Fosforo, P (mg) 430,00
Magnésio, Mg (mg) 510,00
Manganés, Mn (mg) 2,60
Potassio, K (mg) 5.170,00
Selénio, Se (mQ) 0,03
Zinco, Zn (mg) 3,30
VITAMINAS - Por 100g

Vitamina B1 (mg), tiamina 4,55
Vitamina B2 (mg), riboflavina 0,07
Vitamina B3 (mg), niacina (acido

nicotinico e vitamina PP 3,56
Vitamina B6 (mg), piridoxina 0,13
Vitamina C (mg), acido ascorbico 16,51
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AMINOACIDOS - Por 100g

Acido Aspartico (mg) 4,783
Acido Glutdmico (mg) 12,41
Alanina (mg) 7,63
Arginina (mg) 1,88

Cistina (mg) tracos
Fenilalanina (mQ) 4,93
Glicina (mg) 3,98

Histidina (mQ) 2,36

Isoleucina (mg) 2,65
Leucina (mg) 5,15
Lisina (mQ) 2,61

Metionina (mg) 1,58
Prolina (mg) 5,34
Serina (mQ) 2,54
Tirosina (mQ) 0,82

Treonina (mgQ) 1,84
Triptofano (mg) tracos
Valina (mg) 5,23

Omega 3 () 0,0P
Omega 6 () 0,02
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3 JUSTIFICATIVA

O interesse pelo uso da agua de coco em pd comentdl seminal vem
crescendo, confirmando sua eficiéncia quando caamdpaaos diluentes tradicionais,
permitindo a disponibilidade do produto em centteesquisa que nao utilizem esse
diluente como padréo ou que nao disponham da ragigma (coco), e que visem sua

utilizacdo em programas de criopreservacao de respezoides.

Tendo em vista que o rebanho caprino nordestin@mposto, em sua
maioria, por animais sem padrdao racial definido e lmhixa produtividade, a
inseminacdo artificial de cabras com sémen crigpvaslo de reprodutores
selecionados usando diluentes a base de agua de ewmc po otimizara o

melhoramento genético, aumentando a produtividaddahtel caprino nordestino.

Apesar de trabalhos demonstrarem que a agua depocoigoexercer acao
benéfica sobre a conservacéo celular, hi aindaessidade da realizacdo de estudos
gue comparem o efeito da criopreservacdo do sém@@nno com oS mais diversos

parametros seminais com o uso deste diluente.

Considerando o fato de que a morfologia normalefpermatozoides tem
relacdo com o potencial de fertilizacdo de um raya@r, e tendo a criopreservacao e o
tipo de diluente interferéncia sobre as dimensdesneato dos espermatozoides, € de
fundamental importancia conhecer os efeitos dodedailuente ACP-101c sobre a

morfometria e morfologia dos espermatozoides capraniopreservados.
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4 HIPOTESE CIENTIFICA

O meio a base de agua de coco em p6 (ACP-10lcyarssstcapaz de
criopreservar 0 Sémen caprino, apresentando pa@snemorfoldgicos e
morfomeétricos semelhantes ao meio a base de T&i&®rdo-se mais uma alternativa
mercadologica para a area de reproducao animal,vemgue este apresenta relacao
custo/beneficio equiparavel aos diluentes tradaigon
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da criopreservacdao e do tipo déuetite sobre os
parametros morfométricos e morfolégicos da cabecaspermatozoides de caprinos
nos meios diluentes ACP-101c e TRIS.

5.2 Objetivos especificos

» Avaliar o efeito da criopreservacédo sobre a vidhde e a morfologia
dos espermatozoides caprinos frescos diluidos apregervados em

ACP-101c ou TRIS, quanto as alteracdes de cabeca,iptermediaria e
flagelo;

= Avaliar o efeito da criopreservacdo sobre os pan@manorfométricos
relacionados a dimenséo da cabeca de espermat®zcm®primento,
largura, area e perimetro) no sémen fresco dilaiddopreservados de
caprinos nos diluentes ACP-101c e TRIS, utilizaadanalise seminal
auxiliada por computador (CASA);

= Avaliar o efeito da criopreservacdo sobre os pan@smanorfométricos
de formato da cabeca de espermatozoides (elipejdatbngacao,
rugosidade e regularidade) no sémen fresco dileidaopreservados de
caprinos nos diluentes ACP-101c e TRIS, utilizaadanalise seminal

auxiliada por computador (CASA).
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6 CAPITULO 1

Efeitos da criopreservacao sobre a morfologia donwtria de espermatozoides de

caprinos diluidos em meio a base da agua de coqgdmCP-101c)

[Cryopreservation effects on head morphology andomametry of goat spermatozoa

extended on media based on powder coconut watét{PlLc)]



Periddico: Archivos de Zootecnia (submetido em malg 2011).
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Efeitos da criopreservacao sobre a morfologia danm@tria de espermatozoides de caprinos diluidos
em meio a base da agua de coco em p6 (ACP-101c)

[Cryopreservation effects on morphology and morpéioynof goat spermatozoa extended on media
based on powder coconut water (PCW-101c)]

Arag&o,C.P.M., S.P. Mai J.M.M. Cavalcante G.V. Aguiar, C.C. Campellg
C.S.B. Salmito-VanderléyJ.F. Nunes

'Programa Pds-Graduacio em Ciéncias Veterinariasidzale de Veterinaria. Nucleo Integrado de
Biotecnologia. Laboratério de Tecnologia do Sémepridio e Ovino. Universidade Estadual do

Ceara. Av. Paranjana, 1700, Campus do Itaperi, 6&8R10-000, Fortaleza, Ceard, Brasil.

’Programa P6s-Graduacdo em Ciéncias Veterinariasuldegle de Veterinaria. Laboratério de

Manipulacdo de Foliculo Ovarianos Pré-Antrais. @néidade Estadual do Ceard. Av. Paranjana,
1700, Campus do Itaperi, CEP: 60740-000, Fortaleeara, Brasil.

*Experimento integrante da dissertacdo de Mestrado primeiro autor. E-mail:
carlavetl@hotmail.com

RESUMO
A morfologia normal dos espermatozoides pode seringtitador do potencial de fertilizacdo dos
mesmos, entretanto a criopreservacdo pode alteralineensdes dos espermatozoides na espécie
caprina. O objetivo do trabalho foi avaliar os diltes ACP-101c e TRIS quanto aos parametros
morfolégicos e morfométricos do sémen caprino fredituido e criopreservado, utilizando a analise
de sémen auxiliada por computador (CASA)ram utilizados quatro caprinos e as colheitasédeen
foram realizadas com uso de vagina artificial, duases por semana, totalizando 28 ejaculados
validos. Em cada coleta o sémen obtido dos quapdr®ms foram reunidos em um pool, divididos em
duas aliquotas, diluidos em ACP-101c e TRIS e me®yvados. Foram realizados esfregacos tanto
para o sémen fresco diluido, como para o descamem ACP-101c e TRIS, em seguida corados
com eosina-nigrosina para analise morfolégica bilidade, e com kit Panético CBC (Instant-Prov)
para analise morfométrica no moédulo de morfometdia sistema CASA. Avaliou-se 100
espermatozoides corretamente digitalizados pomi@mpéara os parametros de tamanho (comprimento,
largura, area e perimetro da cabeca) e parametrd®rcha (elipicidade, elongacédo, rugosidade,
regularidade). Nao foram encontradas diferencagistitas no percentual de células viaveis entre o
sémen fresco diluido e o descongelado nos dilueA@B-101c e TRIS, entretanto o sémen
criopreservado em ACP-101c mostrou resultados faigtivamente superiores ao diluente TRIS
(p<0,05). Em relacdo a morfologia, o diluente TRff.esentou valores superiores quanto aos defeitos
de peca intermediaria. Os parametros morfométrielagionados a dimensdo do espermatozoide do
sémen fresco diluido foram superiores ao sémenodgstado quanto ao comprimento, area e
perimetro no diluente ACP-101c e largura no dileeriRlS. Em relacdo aos parametros de forma do
espermatozoide, ndo foram encontradas diferen¢adséisas entre os diluentes ACP-101c e TRIS,
exceto na regularidade que foi inferior no sémestaolegelado, para ambos os diluentes. O diluente
ACP-101c apresentou-se superior ao TRIS na corg@veda morfologia espermética na andlise
subjetiva, entretanto a criopreservagdo afetounalglos parametros morfométricos de dimenséo no
diluente ACP-101c. Conclui-se que o diluente ACRel@presenta-se favoravel a conservagédo de
espermatozoides frescos e criopreservados de oaprin

Palavras-chave: Caprino. Sémen. Agua de coco e@ABA.

SUMMARY
Normal morphology of spermatozoa may serve as dicator of their fertilizing potential, but
cryopreservation may alter the dimensions of gpatreatozoa. This study aimed at evaluating the
extenders PCW-101c and TRIS, considering morpholagid morphometric parameters of fresh
diluted and cryopreserved goat semen, through Ctengssisted Semen Analysis (CASA). Four
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bucks were assessed and semen collections werermped twice a week, by using an artificial
vagina, obtaining a total of 28 valid ejaculatest Bach collection, semen obtained from four bucks
were mixed in a pool, divided into two aliquotdutid with PCW-101c and TRIS and cryopreserved.
Smears of diluted fresh and thawed semen dilut¢ld RCW-101c and TRIS were made and stained
with eosin-nigrosine to analyze sperm morphology @ability, and stained with panoptic to analyze
sperm morphometry through CASA system. One hundoedbctly digitalized spermatozoa per smear
were evaluated, considering size (length, widtleaaand head perimeter) and shape (ellipticity,
elongation, rugosity and regularity). No statistidéferences were observed in the percentage of
viable cells between diluted fresh and cryopreskseamen, with PCW-101c presenting significantly
superior results, when compared to TRIS (p<0,06ncérning morphology, TRIS presented superior
values, considering intermediate piece defects.pllmmetric values related to the size of the sperm
from fresh diluted semen were superior to thawedese concerning length, area and perimeter when
using PCW-101c, and width, when using TRIS. Coricgrsperm shape, no statistical differences
were observed between the extenders PCW-101c aifsl, ERcept for sperm regularity, which was
inferior for thawed semen, using both extendersWPXD1c showed to be superior to TRIS for the
conservation of spermatic morphology, consideringe t subjective analysis. However,
cryopreservation affected some of the morphometirameters of size, even when using the extender
PCW-101c. It can be concluded that the extender RO¥¢ contributes to the conservation of fresh
and cryopreserved goat spermatozoa.

Keywords: Goat. Semen. Powder coconut water. CASA.

INTRODUCAO

A criopreservacdo do sémen tem permitido a presgovandefinida de gametas de animais de
alto valor genético (Hidalget al, 2007). Entretanto, esta técnica produz efeitdeté&os na
atividade espermatica e fertilidade (Watson, 2080anélise seminal permite determinar o potencial
de fertilizacdo de uma amostra de sémen (O"Metaah, 2008). Comumente sdo avaliadas motilidade
espermética, integridade de membrana plasméticaressmmal e morfologia, uma vez que a
criopreservacao leva a uma reducdo destes par&nEadicularmente quanto a morfologia, tem sido
demonstrado que a reducgéo do percentual de espeonitits morfologicamente normais resulta num
decréscimo na fertilidade (Colas, 1981).

Entretanto, a avaliacdo morfolégica tem sido redézsubjetivamente, resultando em variacao
de resultados entre técnicos e laboratoérios. Istivou o desenvolvimento de sistemas automatizados
de andlise morfométrica do sémen (CASMA) (Verstegeml, 2002), permitindo uma avaliagao
objetiva e acurada de diferencas sutis nas dimerddeabeca do espermatozoide (Gravancd,
1998a).

Estudos utilizando CASMA tém demonstrado que apeeigervagdo reduz as dimensdes dos
espermatozoides nas mais diversas espécies (Geagtirat, 1998b; Arrudaet al, 2002; Marco-
Jiménezt al, 2006; Garcia-Herrerast al, 2007; Hidalgaet al, 2007; Rubio-Guilléret al, 2007). A
criopreservacao afeta varias estruturas celulavesio mitocondrias (Windsor & White, 1995),
acrossoma (Valcarceét al, 1997) e DNA espermético (Perst al, 2004) e as diferencas
morfométricas encontradas no sémen criopresenéadasido atribuidas a estas alteragbes (Gravance
et al, 1998b; Arrudaet al, 2002).

Os parametros morfométricos também séo influensigedo tipo de diluente (Hidalget al,
2007). O diluente TRIS-frutose-gema é o mais conmien@tilizado na criopreservacdo do sémen
caprino(Evans & Maxwell, 1990). No intuito de facilitar disponibilidade de diluentes seminais e
reduzir seus custos, novos meios tém sido pesass&tlines (1988) desenvolveu um diluente de
origem vegetal & base de agua de coco que tem siadmw efetivo na conservacdo do sémen de
caprinos (Nunes, 1988; Campefsal, 2003), ovinos (Figueirédet al, 2001), suinos (Toniolkt al.,
1998), peixes (Carvalhet al, 2002) e cdes (Cardost al, 2003; Cardosaeet al, 2006). Para
possibilitar sua disponibilidade em regibes deddass do fruto (coco), permitir sua maior
durabilidade e padronizagéo da constituicao biogpainioi desenvolvido o produto agua de coco em
pé (ACP) obtido a partir da desidratacdo da aguacd® em alto vacuo, que tem sido testado e
comprovado na conservacdo do sémen de difererntésies animais como ovinos (Salguestoal,



45

2004; Machadeet al, 2006), cdes (Cardoss al, 2005; Cardoset al, 2007), gatos (Silvat al,
2007) e peixes (Vieirat al, 2007).

Poucos séo os trabalhos de avaliacdo morfométdasspgermatozoide da espécie caprina. Os
estudos sobre os efeitos do diluente ACP-101c smbigarametros morfoldégicos sdo escassos e nao
existem resultados publicados referentes a acde diésente sobre a morfometria de espermatozoides
diluidos e criopreservados no sémen de caprinageDeodo, este trabalho teve como objetivo avaliar
os efeitos da criopreservacdo sobre a morfologmogometria de espermatozoides de caprinos
diluidos em meio a base de agua de coco em p6 (ACP)e TRIS.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Téogia do Sémen Caprino e Ovino
(LTSCO), inserido no Nucleo Integrado de Biotecg@o(NIB) da Universidade Estadual do Ceara.
O Nucleo esta localizado na cidade de FortalezaréCeBrasil, com latitude de 3°43'47” sul,
longitude de 38°30'37” oeste e altitude de 16 oe#cima do nivel do mar (IBGE/IPECE, 2009). O
clima da regido, de acordo com a classificacdo dppkn, € AW, quente e Umido, com médias
térmicas variando entre 26 a 27 °C, maximas d€30rfinimas de 19 °C.

O procedimento foi aprovado pelo Comité de Eticastede Animais (CEUA) da Universidade
Estadual do Ceara (UECE) com numero de protocd28@330-7.

Foram coletados 28 ejaculados de quatro reproduttaprinos de trés racas distintas, dois
Saanen, um Boer e um Murciano-Granadina, comiftie comprovada e idade variando de dois a
qguatro anos, mantidos em baias individuais pertéaseao LTSCO/NIB/UECE. Os animais foram
alimentados com feno de tifto€ynodonsp.) e concentrado comercial com 18% PB, alématle s
mineral e agua a vontade.

As coletas de sémen foram realizadas com uso deavagtificial, duas vezes por semana,
sendo sete coletas por animal, totalizando 28 kjdos. Apds a coleta, foi formado umool dos
ejaculados que foi mantido em banho Maria a 37 &@ @valiacdo do volume (medido em tubo
graduado), concentracdo (caAmara de Neubauer),idad&él massal, percentual de espermatozoides
moveis e vigor, segundo metodologia de Chemimal (1991).Foram utilizados apenas ejaculados
com volume superior a 0,5 mL, concentracdo minimaespermatozoides de 3,5 x° Eptz/mL,
motilidade massal e vigor minimo de 3,0 e percérdeaespermatozoides méveis superior a 80%
(CBRA, 1998).

Foram utilizados os diluentes ACP-101c (pH 7,1; 89sm/Kg HO) e TRIS (pH 6,8; 302
mOsm/Kg HO) para a criopreservacdo. Ambos diluentes forardidios em duas fracdes (fracédo
“A” e “B"). A fragdo “A” do diluente ACP-101c (ACRBiotecnologia, Fortaleza-Ceara, Brasil), foi
preparada segundo recomendacdo do fabricante, ca@scano de 40 mg de gentamicina e 5% de
gema de ovo, enquanto a fracdo “A” do diluente TBISsistiu de 3,786 g de Tris, 2,11 g de &cido
citrico, 1,0 g de frutose, 40 mg de gentamicin&p 2z gema de ovo em 100 mL de &gua destilada
(Singhet al, 1995). A fracdo “B” de cada diluente tinha a mastonstituicdo da fragdo “A”, mas
acrescida de 14% de glicerol, de modo a obter, apésdiluicdo, concentracdo final de 7% de
glicerol.

ApOs a mensuracdo da concentracdo esperméticadd@aal, foi calculada a quantidade das
fracbes “A” e “B” de cada diluente. As amostras sfgnen foram divididas em duas aliquotas e
diluidas nas fracdes “A” de ACP-101c e TRIS. EstihsicGes foram realizadas a 37 °C de modo a
obter uma concentragéo de 800 X §tz/mL. Em seguida o sémen diluido foi resfriattb4 °C em
45 minutos quando entdo foi realizada a adicaotrémetapas (Cheminea&t al, 1991) da fracéo
“B”, a cada cinco minutos, de cada diluente, obteaodncentracéo final de 400 x°1€ptz/mL. O
sémen foi envasado em palhetas francesas de 0,2fcomh 100 x 10 espermatozoides cada),
previamente identificadas.

Apbs o envase, as palhetas foram colocadas emtesgwbprios e congeladas em vapores de
nitrogénio liquido a 3,5 cm acima do nivel do rg&nio liquido por 10 minutos (-70 °C), em seguida
imersas em nitrogénio liquido, acondicionadasracks e estocadas em botijées criogénicos a -196
°C.

Para a avaliacdo espermatica foram utilizados tamt@émen fresco diluido como o
descongelado.
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Para o0 sémen congelado, uma palheta de cada dilypemtanimal e coleta foi descongelada por
imersdo da mesma em banho Maria por 30 segundd@s®& &, seu conteudo, alocados em tubos
modelo Eppendof mantidos em banho Maria a mesmpaetertura.

Tanto o sémen fresco diluido como o sémen deschgébram avaliados para os parametros
viabilidade, morfologia e morfometria espermatifaavaliacdo das alteracdes morfoldgicas e da
viabilidade espermatica foram realizada atravéedlegacos de sémen (10 puL) em lamina corada
com eosina-nigrosina. Em cada esfregaco foram amla@di 200 espermatozoides, escolhidos
aleatoriamente por toda a lamina, que foram separadte analisados quanto a viabilidade
espermatica, onde o total dos espermatozoides gradas (membrana integra) e corados (lesdo de
membrana) foi quantificado e, quanto as alteractewfoldégicas, onde o percentual de
espermatozoides com alteraces de cabeca, pecaediéria e flagelo e as gotas citoplasmaticas
proximais e distais, além do percentual de espemuamtes morfologicamente normais também foi
determinado (Colas, 1980).

As andlises morfométricas foram realizadas tant;m a® sémen fresco diluido como
criopreservado em ACP-101c e TRIS. Cinco micrditde sémen fresco diluido ou criopreservado
foram diluidos/re-diluidos em solucédo de cloretasddio 0,9% e incubados por cinco minutos a 37
°C, a uma concentracio de 50 X &8permatozoides/mL. Cinco microlitros desta susferioram
utilizados para confeccdo de esfregacos em langmaes microscopia e secas ao ar. Estas laminas
foram coradas segundo método de Hidatgal. (2006) adaptado, utilizando o kit Panético CBC
(Instant-Prov). Um minimo de 100 cabecgas de espemmides corretamente digitalizadas foram
analisadas utilizando o médulo morfologico do sigtele analise do sémen auxiliado por computador
(SCA, versdo 3.2., Microptics S.L., Barcelona, Bé@g. O equipamento consiste de microscépio
equipado com objetiva de 40x, acoplada a uma cadigital, para captura de imagens e transmissao
a um computador onde esta instalado o softwareespermatozoides sdo capturados aleatoriamente
em diferentes campos. As células digitalizadasrdive suas bordas automaticamente definidas.
Espermatozoides com erro na digitalizacdo destadaboforam descartados manualmente em
posterior avaliagdo. O médulo de morfometria calgwdutomaticamente os pardmetros morfométicos
dos espermatozoides analisados (Fig.1).

Foram utilizados os seguintes parametros morfoowétricomprimento (C, um), largura (L,
um), perimetro (P, pm) e area (A, )ire as razdes: elipicidade (C / L), elongacéo (CT+L),
rugosidade (#A/P%) e regularidaden{ W/4A). Os parametros para cada espermatozoidasadal
foram salvos em planilha Ex&Microsoft Corporation, EUA).

Os dados foram inicialmente submetidos aos test&hedpiro-Wilk e Bartlett para verificacdo
da normalidade da distribuicdo e homocedasticidadpectivamente. Confirmadas as exigéncias para
realizagdo da analise de variancia, esta foi eadaupor meio do PROC GLM (SAS, 2002) e as
médias comparadas pelo teste de Tukey. As varidlefestos de cabeca e flagelo, percentagem de
espermatozoides vivos e mortos ndo apresentaramgemeidade de variancias entre os tratamentos e
foram analisadas pelo teste ndo paramétrico dekkrwgallis. Os resultados foram expressos como
média + desvio padrdo e as diferencas foram car&lde significativas quando p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A criopreservacdo afetou significativamente o petical de células viaveis, observada pelo
método de coloragcdo por eosina-nigrosina, com Bau® percentual de células viaveis no sémen
criopreservado, independente do diluente utilizado, sendo encontradas diferencas estatisticas entr
ACP-101c e TRIS (Tab. I).

N&o foram encontradas diferencas estatisticas reemqeal de células normais entre o sémen
fresco diluido e o descongelado nos diluentes ACER:-E TRIS. O sémen criopreservado com ACP-
101c apresentou resultados significativamente supsrao diluente TRIS. A criopreservacéo e o tipo
de diluente ndo afetaram os defeitos de cabegmeldl. Ndo houve diferenca significativa no efeito
da criopreservacéo quanto aos defeitos de pegaid@ria no diluente ACP-101c, porém este efeito
foi observado no diluente TRIS, sendo este estatiaente superior ao ACP-101c (Tab. II).

Os resultados dos parametros relacionados a dimelsdespermatozoides estdo apresentados
na Tabela Ill. O sémen fresco diluido mostrou-satisticamente superior ao sémen descongelado nos
parametros comprimento, area e perimetro no déu@P-101c e largura no diluente TRIS. O sémen
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fresco diluido em ACP-101c também apresentou valsuperiores nos parametros comprimento, area
e perimetro em relacdo ao sémen fresco diluidoRI8.T

Os resultados dos parametros relacionados ao fordmiespermatozoide no sémen fresco e
criopreservados de caprinos estdo mostrados nalaldde Ndo foram encontrados efeitos da
criopreservacao ou do diluente na elipicidade, gdgfo e rugosidade. Com relagcédo a regularidade,
este foi inferior no sémen descongelado, indepdadindiluente utilizado.

Antes do experimento, todos os animais foram suboset avaliagfes clinicas, suplementacao
vitaminica, rotinas de coletas de sémen e adaptag;&ovo manejo.

Todas as amostras de sémen usadas no experimemgortiseus valores de motilidade massal
aceitavel pelo CBRA (1998). Entretanto, a andlisentbtilidade massal no inicio do experimento
variou entre 3 e 3,5, 0 que pode ter contribuida paaumento da quantidade de espermatozoides
inviaveis no sémen fresco diluido, pela técnicaakina-nigrosina (20,29% para o diluente ACP-101c
e 22,43% para o diluente TRIS). Esta porcentagessgermatozoides mortos (corados) pela eosina-
nigrosina foi superior aos achados de Gubartadtasl. (2005), Barkawiet al. (2006) e Nuret al.
(2005), que encontraram valores de 9,2%, 12,7%49%5 respectivamente, e semelhantes aos 22%
observados por Zamiri & Heidari (2006).

Houve efeito da criopreservacdo em relacdo a udalié espermética com decréscimo
significativo do nimero de espermatozoides viameisémen descongelado (8,29% e 17,28 %, para
ACP-101c e TRIS, respectivamente).

E conhecida a acdo da criopreservagido em indurinjdrrias fisicas as células (Holt &Van
Look, 2004), o que justifica esta reducdo dos esperzoides vidveis no sémen criopreservado. No
processo de preservacao de sémen, especialmemegelado, h4 ocorréncia de danos ultraestruturais,
bioquimicos e funcionais aos espermatozoides gdezem a motilidade e a viabilidade, impedindo o
transito espermatico no trato reprodutivo femineéoconsequentemente, prejudicando a fertilidade
(Leboeufet al, 2000). Estes danos sao atribuidos a ruptura dabra@a espermética, causada pela
formacéo de cristais de gelo intracelular, que recdurante o processo de congelacdo e descongelacao
(Mazur, 1984).

As semelhancgas dos resultados obtidos com os tBsdiRIS e ACP-101c para o método de
coloracdo utilizado é indicativo da equivaléncisstde diluentes na preservacdo da viabilidade
espermatica.

O percentual de espermatozoides normais no sémecofdiluido com ACP-101c e TRIS foi
respectivamente, 81,86% e 84,64%. Estes valoresind@nores aos preconizados pelo Colégio
Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 1998) quedé 85%; entretanto, ndo diferiram
estatisticamente para os valores encontrados p@@rcgntagem de espermatozoides normais no
sémen descongelado que foram de 84,56% para AGPel©3,86% para o TRIS, sendo o ACP-101c
superior ao TRIS no sémen descongelado. Estesadasiiforam superiores aqueles encontrados por
Oliveira et al. (2009) (64,54% para ACP-101 e 61,79% para TRISjuAlidade espermatica inicial
também pode ter influenciado no percentual de aglobrmais.

Um maior numero de alteracdes de peca intermedgmia no sémen fresco diluido como no
descongelado em ACP-101c ou TRIS foi observadotradizendo os achados de Olivewt al.
(2009) que encontraram um maior numero de defditosabeca no sémen criopreservado utilizando
0s mesmos diluentes.

Assim, como nao foi observado efeito da criopresgfio nas patologias de cabeca e flagelo,
sendo apenas observada diferenca estatistica uentdil TRIS nas alteragbes de peca intermediaria,
pode-se afirmar que as altera¢des encontradas dejeomrentes da ma qualidade espermética inicial,
e nao do efeito diluente.

Foi realizada a analise morfométrica de um minineo 100 cabecas de espermatozoides
corretamente digitalizadas uma vez que Hidadgaal. (2006) concluiram que ndo ha diferenca
estatistica na andlise morfométrica de 100, 158, di¥ 200 cabecas de espermatozoides, o que €
interessante pois esta analise € bastante laberiesge bastante tempo do analisador.

Todos os parametros de tamanho dos espermatozmde&men fresco diluido em ACP-101c
ou TRIS, encontraram-se maiores aqueles encontpamoSravancet al. (1997), e menores do que
os valores encontrados por Hidalgbal. (2007), sendo que os espermatozoides diluidos ER- A
101c apresentaram também dimensdes superiores|8p&¥eto na largura.
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Este efeito do aumento da célula espermatica nerdi# ACP-101c foi observado com o sémen
criopreservado de Pirapitingdiaractus brachypomis onde as dimens@es dos espermatozoides
criopreservados em ACP-104 foram superiores ao rsé&riepreservado no diluente Ringer e ao
sémen fresco néo diluido (controle) (Melaal, 2010).

Neste trabalho, a criopreservacao diminuiu as dédesn dos espermatozoides nos parametros
comprimento, area e perimetro no diluente ACP-I®largura no diluente TRIS, porém ndo houve
diferenca significativa entre os dois diluentes.mbém ndo foram encontrados efeitos da
criopreservacao ou do diluente na elipicidade,gdgéo e rugosidade. A regularidade foi inferior no
sémen descongelado, também ndo apresentando giferstatistica entre 0 ACP-101c e TRIS.

Apesar de ndo terem sido encontradas diferencatistisas para os parametros largura no
diluente ACP-101c e comprimento, area e perimetralituente TRIS, observa-se que em valores
absolutos todas as amostras de sémen fresco ditrfio superiores em relacdo ao descongelado, e
possivelmente ndo foram encontradas diferencasistisi@s pelo nimero de amostras trabalhadas
neste experimento.

Estes resultados mostram que tanto o sémen criopael® em ACP-101c como em TRIS
apresenta 0 mesmo potencial de conservacao esjperregtando os valores encontrados para os
parametros morfométricos em acordo com a literatura

Em caprinos, Gravanad al. (1997) ndo observaram efeitos da criopreservagdoarfometria
dos espermatozoides, exceto em alguns animaise payleria ser devido ao protocolo de congelacdo
ou a presenca de diferentes popula¢des de espenitk® presentes em alguns animais ou ejaculados
que favorecem o sucesso no processo de congelathbdédgoet al, 2007).

Além disso, Gravancet al. (1997) utilizaram como coloracdo a hematoxilindigalgo et al.
(2007) utilizaram o Diff Quik, este Ultimo é seniite ao utilizado neste trabalho. E possivel também
gue a técnica de coloracdo também tenha alguméeiréecia nos resultados da morfometria.

A avaliacdo dos parametros morfométricos tem rel@@dfundamental para determinagéo e
distribuicdo de espermatozoides viaveis que podefinidum grau de fertilidada vitro e in vivo de
acordo com as alteracdes encontradas na constitligacélulas espermaticas.

As diferencas encontradas na literatura reforcaoe@ de que a morfometria espermatica é
afetada por inUmeros fatores dentre eles, o primt@mcongelacéo, os diferentes diluentes e adgcni
de coloracdo, além da variacdo individual de cagaodutor que, neste experimento, tentou-se
eliminar com a avaliacdo gmol e ndo dos ejaculados individuais.

CONCLUSAO

Os parametros morfolégicos e morfométricos do séoagmino trabalhados em diluentes de
origem vegetal ricos em carboidratos e mineraigyaca dgua de coco, podem apresentar relagfes de
interacdo com o0s metabdlitos do diluente utilizaflee podem interferir na permeabilidade da
membrana plasmatica incrementando as dimensdes pdees vitais dos espermatozoides,
comprometendo ou beneficiando a morfofisiologi@sigermatozoides caprinos avaliadositro.

Estudos complementares da avaliagéeivo desses diluentes poderdo esclarecer o beneficio
dessas alteracdes em programas de inseminacéoadystifma vez que o diluente ACP-101c foi capaz
de conservar a viabilidade do sémen assim como $ewes parametros morfométricos pos-
descongelacao semelhantes aos encontrados nateiltiRls.
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Tabela I. Percentual de espermatozoides viaveis do sémemodpesco diluido e criopreservado em
ACP-101c e TRIS, corados com eosina-nigrosifercentage of viable spermatozoa of
fresh and cryopreserved goat semen in PCW-101d B, stained with eosin-nigrosine)

Diluente Sérgitlegigrslsco des?:?)rr?geer}ado CV(%)

ACP-101c  79.71+8.0% 8.29 + 2.872 13.68

TRIS 7757 +7.48  17.28 +12.38" 21.44
CV(%) 9.84 69.84

Letras mailsculas diferentes entre colunas e mirnasentre linhas (p<0,05).
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Tabela Il. Distribuigcdo do percentual de espermatozoides n@raa&om altera¢cdes morfologicas do
sémen caprino fresco diluido e criopreservado er®R-AQGLc e TRISDistribution of the percentage

of spermatozoa normal and with morphologic chamdemat semen diluted and cryopreserved in
PCW-101c and TRIS)

Diluente Sérorlli:%ur:’df(r)esco desii?;eqado CV(%)
Espermatozoides ACP-101c  81.86 +7.7% 84.56 + 4.76° 7.36
normais TRIS 84.64 +10.4F  73.86+9.00 12.28
CV(%) 10.78 9.07
Defeitos de  ACP-101c  0.28+0.39 0.14 +0.38 180.02
cabeca TRIS 0.07 +0.1% 0.43+0.98 269.04
CV(%) 172.82 248.96
Defeitos de peca ACP-101c  5.86 +5.95 5.43 + 3.4%° 85.92
intermediaria TRIS 3.93 + 5.5% 9.43 + 3.26° 68.20
CV(%) 117.64 44.89
Defeitos de  ACP-101c  11.64 +4.28 8.43+2.19° 33.68
flagelo TRIS 10.79 + 6.9% 15.00 + 7.0%8° 54.27
CV(%) 51.40 44.47

Letras mailsculas diferentes entre colunas e mirasentre linhas (p<0,05).
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Tabela Ill. Distribuicdo do percentual das alteragbes morfoneé8 quanto aos parametros de
dimensdo do sémen caprino fresco diluido e criaprexio em ACP-101c e TRIS, avaliados pelo
CASA (Distribution of the percentage of morphometii@aiges regarding the parameters of size of
fresh goat sperm diluted and cryopreserved in POt Rnd TRIS, assessed by CASA)

Parametro Diluente Sérorlli:aur:’df(r)esco des?:irr?geer;a do CV(%)
Comprimento  ACP-101c  8.19+0/%0 7.79+0.3%8° 3.59
TRIS 791+0.2% 7.67+0.17 2.66

CV(%) 2.68 3.68
Largura ACP-101c  3.90+041 3.76 +0.16° 3.54
TRIS 3.81+0.1" 3.65+0.16° 2.78

CV(%) 2.87 3.63
Area ACP-101c 27.67+1.48 2578+19% 5098
TRIS 26.12+1.4% 2457+130° 5.39

CV(%) 4.87 6.62

Perimetro ACP-101c 21.12+0%6 20.24+0.8%#  3.27
TRIS 20.43+05% 19.82+05%  2.69
CV(%) 2.49 3.52

Letras mailsculas diferentes entre colunas e mirasentre linhas (p<0,05).
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Tabela IV. Distribuicdo do percentual das alteragBes morforicés quanto aos parametros de forma
do sémen caprino fresco diluido e criopreservado &GP-101c e TRIS, avaliados pelo CASA.
(Distribution of the percentage of morphometric radpes regarding the parameters of shape of fresh
goat sperm diluted and cryopreserved in PCW-108cT&RIS, assessed by CASA)

Sémen fresco

Sémen

Parametro Diluente diluido descongelado CV(%)
Elipicidade ACP-101c 2.10+0.64 2.08+0.06° 2.33
TRIS 2.08+0.08 210+0.08 171
CV(%) 1.93 2.30
Elongacéo ACP-101c 0.35+0M1 0.35+0.0%* 2.90
TRIS 0.35+0.0% 0.35+00% 220
CV(%) 2.28 3.01
Rugosidade ACP-101c 0.78+0%1 0.79+0.08* 1.33
TRIS 0.79+0.0% 0.78+0.0#* 0.78
CV(%) 0.95 1.35
Regularidade =~ ACP-101c  0.91+0%1 0.89+0.0¥ 1.03
TRIS 0.91+0.0¥" 090+0.0f 057
CV(%) 1.02 0.88

Letras mailsculas diferentes entre colunas e mirasentre linhas (p<0,05).
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7 CONCLUSOES

Os parametros morfoldégicos e morfométricos do séraenno trabalhados
em diluentes de origem vegetal ricos em carboidratminerais, como a agua de coco,
podem apresentar relacdes de interacdo com os dhittatmio diluente utilizado que
podem interferir na permeabilidade da membranan@éisa incrementando as
dimensdes das partes vitais dos espermatozoidegrometendo ou beneficiando a

morfofisiologia de espermatozoides caprinos avaadvitro.

Os resultados apresentados mostram que tanto o s&mpreservado em
ACP-101c como em TRIS apresenta o mesmo poteneiafedilizacdo ap6s a

descongelacéo, estando os valores encontradoscedoamm a literatura.

Estudos complementares da avaliagdovivo desses diluentes podem
esclarecer o beneficio dessas alteracbes em pragrdeninseminacao artificial, uma
vez que o diluente ACP-101c foi capaz conservdahilidade do sémen assim como
teve seus parametros morfométricos pos-descongetagiielhantes aos encontrados
no diluente TRIS.
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8 PERSPECTIVAS

Estudos complementares da avaliagdovivo desses diluentes podem
esclarecer o beneficio dessas alteracbes em pragrdeninseminacao artificial, uma
vez que o diluente ACP-101c foi capaz conservdahilidade do sémen assim como
teve seus parametros morfométricos pos-descongetagiielhantes aos encontrados
no diluente TRIS.



59

9 REFERENCIAS

AMANN, R.P.; KATZ, D.F. Reflections on CASA afteb3/earsJournal of Andrologyv.25,
n.3, p.317-325, 2004.

ANEL, L.; ALVAREZ, M.; MARTINEZ-PASTOR, F.; ANEL, E de PAZ, P. Improvement
strategies in ovine artificial inseminatidReproduction of Domestic Animais41, n.2, p.30-
42, 2006.

ARAUJO, I. S.Utilizacdo da agua de coco e do leite glicosado ealtuidor do sémen
ovino.Monografia (Especializacdo em Producéo e Reprodded®equenos Ruminantes) —
Faculdade de Veterinaria. Fortaleza: Universidastadtial do Ceara, 1990.

ARRUDA, R.P.; BALL, B.A.; GRAVANCE, C.G.; GARCIA, AR.; LIU, .LK.M. Effects of
extenders and cryoprotectants on stallion head hoonetry.Theriogenologyv.58, n.2,
p.253-256, 2002.

BAKER, H.W.G; CLARKE, G.N. Sperm morphology: cortgiscy of assessment of the same
sperm by different observeSlinics in Reproduction and Fertilityw.5, p.37-43, 1987.

BARKAWI, A. H.; ELSAYED, E. H.; ASHOUR, G.; SHEHATAE. Seasonal changes in
semen characteristics, hormonal profiles and tdsti@activity in Zaraibi goatsSmall
Ruminant Researc¢h. 66, n.1-3, p. 209-213, 2006.

BARNABE, V.H.; BARNABE, R.C.; VISITIN, J.A. Estudoomparativo entre as provas
rapidas e lenta de termorresisténcia para avalide&&men congelad@evista Brasileira de
Reproducao Animav.4, n.3-4, p.7-11, 1981.

BARTH, A.D.; OKO, R.JAbnormal morphology of bovine spermatozAemes, lowa: lowa
University Press, 1989, 285p.

BEARDEN, H.J.; FUQUAY, J.WApplied Animal ReproductiomMew Jersey: Prentice-Hall,
1992, 478p.



60

BLUME, H.; MARQUES JR., A.P.V. Avaliacdo da aguaaeo no cultivo e criopreservacao
de embries murideoRevista Brasileira de Reproduc¢do Animall8, n.3-4, p.97-104, 1994.

BRITO, L.F.C.; BARTH, A.D.; BILODEAU-GOESEELS, SPANICH, P.L.; KASTELIC,
J.P. Comparison of methods to evaluate the plasnaaté bovine sperm and their
relationship with in vitro fertilization ratd heriogenologyv.60, n.8, 1539-1551, 2003.

CABRERA, F.; GONZALEZ, F.; BATISTA, M. The effectfeemoval of seminal plasma,
egg yolk level and season on sperm freezabilityaofary buckCapra hircu3. Reproduction
in Domestic Animalsv.40, p.191-195, 2005.

CALVETE J.J.; SOLIS D.; SANZ, L.; DIAZ-MAURINO, T.TOPFER-PETERSEN, E.
Glycosilated boar spermadhesin AWN-1 isoforms:dgadal origin, structural
characterization by lectin mapping, localizatiorfjlycosylation sites and effect of
glycosylation on ligand bidingiological Chemistry Hoppe-Seyler. 375, p. 667-673, 1994.

CAMPOS, A.C.N.; NUNES, J.F.; MONTEIRO, A.W.U.; PINHRO, J.H.T.; FERREIRA,
M.A.L.; ARAUJO, A.A.; CRUZ, J.F. Conservacgédo do s&ntaprino a 4°C durante o periodo
seco e chuvoso no Nordeste do Brddvista Brasileira de Reproducdo Animal27, n. 4,

p. 620-624, 2003.

CARDOSO, R.C.S.; SILVA, A.R.; UCHOA, D.C.; SILVA,.D.M. Cryopreservation of
canine semen using a coconut water extender wgtyell and three different glycerol
concentrationsTheriogenologyv.59, n.3-4, p.743-751, 2003.

CARDOSO, R.C.S.; SILVA, A.R.; SILVA, L.D.M. Use the powdered coconut water
(ACP-106) for cryopreservation of canine spermato2mimal Reproduction Science 2,
n.2, p.257-262, 2005.

CARDOSO, R.C.S.; SILVA, A.R.; SILVA, L.D.M. Compadn of two dilution rates on
canine semen quality after cryopreservation in@nat water extendeAnimal
Reproduction Sciencg,92, n.3-4, p. 384-391, 2006.

CARDOSO, R.C.S.; SILVA, A.R.; SILVA, L.D.M.; CHIRIH, V.H.; SOUZA, F.F.; LOPES,
M.D. Evaluation of fertilizing potential of frozetirawed dog spermatozoa diluted in ACP-



61

106 using an in vitro sperm—oocyte interaction gps&aimal Reproduction Science42, n.1,
p.11-16, 2007.

CARVALHO, M. A. M.; NUNES, J. F.; GONDIM, J. M. Plongamento da motilidade de
espermatozoides de carpa com@yprinus carpioL., pelo uso de agua de co€ofos
nuciferg como diluidor de sémeRevista Brasileira de Reproducdo Animab, p. 184-186,
2002.

CASEY, P.J.; GRAVANCE, C.G.; DAVIS, R.O. CHABOT, D.; LIU, L.LK.M.
Morphometric differences in sperm head dimensidrisrtile and subfertile stallions.
Theriogenology, v.47, n.2, p.575-582, 1997.

CBRA. Manual para Exame e Avaliacdo de Sémen Anithadd., Belo Horizonte: Colégio
Brasileiro de Reproduc&o Animal, 1998, 79p.

CHEMINEAU, P.; CAGNIE, Y.; GUERIN, Y.; ORGEUR, PVALLET, J.C. Training
Manual on Atrtificial Insemination in Sheep and Go&ood and Agriculture Organization of
the United Nations, Rome, 1991, 223p.

CHENOWETH, P.J. Genetic sperm defedtseriogenologyy.64, n.3, p.457-468, 2005.

COLAS, G. Variations sazonniéres de la qualitémirme chez le bélier lle-de-France. |
Etude de la morphologie cellulaire et de la m@tilitassaleReproduction Nutrition
Developmenty.20, n.1-2, p.1789-1799, 1980.

COLAS, G. Variations saisonniéres de la qualitégerme chez le bélier lle-de-France. Il.
Fécondance: relation avec les critéres qualitabferves in vitroReproduction Nutrition
Developmenty.21, n.3, p.399-407, 1981.

CORTELL, J.M.Goat Production: Collection, Processing and Arigiicinsemination of
Goat SemenAcademic Press: London, p. 171-191, 1981.



62

CURRY, M.R.; MILLAR, J.D.; TAMULI, S.M.; WATSON, H. Surface area and volume
measurements for ram and human spermatdobkgy of Reproductigrv. 55, n.6, p.1325-
1332, 1996.

DAS, K. K.; RAJKONWAR, C. K. Effect on the motilitgf buck semen during freezing with
lactose egg yolk glycerol extendérternational Journal of Animal Science 10, p.127-128,
1995.

DERIVAUX, J. Reproducao dos Animais Domésticdaragoza: Acribia, 1980, 435p.

DORADO, J.; HIDALGO, M.; MUNOZ, A.; RODRIGUEZ, |. Asessment of goat semen
freezability according to the spermatozoa charesties from fresh and frozen samples
Theriogenologyv.112, n.1, p.150-157, 2009.

ESTESO, M.C.; SOLER, A.J.; FERNANDEZ-SANTOS, M.RUINTERO-MORENO,
A.A.; GARDE, J.J. Functional significance of theesp head morphometric size and shape
for determining freezability in lIberian Red De@efvus elaphus hispanicuspididymal
sperm samplegournal of Andrologyv. 27, n. 5, p. 662-670, 2006.

EVANS, G., MAXWELL, W.M.C.Salamon's Atrtificial Insemination of Sheep and Goat
Sydney: Butterworth, 1987. 194 p.

EVANS, G.; MAXWELL, W.M.C.Inseminacion Artificial de Ovejas y Cabra&aragoza:
Editora Acribia, 1990, 192p.

FAUSTINO, L. R.Sémen humano criopreservado em meio diluente adeéagua de coco
em p6 (ACP-113Monografia (Curso de Ciéncias Bioldgicas) — Faad&lde Ciéncias
Bioldgicas. Fortaleza: Universidade Federal do &2007.

FIGUEIREDO, E.L.; MONTEIRO, A.W.U.; SILVA FILHO, A.S.; CAMPOS, A.C.N.;
NUNES, J.F. Avaliacdm vitro do sémen ovino resfriado diluido em agua de coco
previamente criopreservado em nitrogénio liquikevista Brasileira de Reproducdo Animal,
v.25, n.1, p.430-431, 2001.



63

FOOTE, R. H. Fertility estimation: a review of pasiperience and future prospedsimal
Reproduction Scien¢g.75, n.1-2, p.119-139, 2003.

GARCIA-HERREROS, M.; BARON, F. J.; APARICIO, I. MSANTOS, A. J.; GARCIA-
MARIN, L. J.; GIL, M. C. Morphometric changes indoospermatozoa induced by
cryopreservationinternational Journal of Andrology.31, n.5, p.490-498, 2007.

GIL, J.; LUNDEHEIM, N.; SODERQUIST, L.; RODRIGUEZ-MRTINEZ, H. Influence of
extender, temperature, and addition of glycergbost-thaw sperm parameters in ram semen.
Theriogenologyv. 59, n.5-6, p.1241-1255, 2003.

GRAVANCE, C.G.; LEWIS, K.M.; CASEY, P.J. Computartamated sperm head
morphometry analysis (ASMA) of goat spermatozidzeriogenologyv.44, n.7, p.989-1002,
1995.

GRAVANCE, G.G.; VISWANATH, R.; PITT, C.; CASEY, Zomputer automated
morphometric analysis of bull sperm heabiseriogenologyy.46, n.7, p.1205-1215, 1996.

GRAVANCE, C.G.C.; WHITE, K.R.; ROBERTSON, Z.J.; CES, P.J. The effects of
cryopreservation on the morphometric dimensionsapfine sperm head&nimal
Reproduction Sciencg, 49, n.1, p. 37-43, 1997.

GRAVANCE, C.G.; CHAMPION, Z.J.; CASEY, P.J. Compusssisted sperm head
morphometry analysis (ASMA) of cryopreserved rararsgatozoal heriogenologyy.49,
n.6, p. 1219-1230, 1998a.

GRAVANCE, C.G.; VISHWANATH, R.; PITT, C.; GARNER, Ib.; CASEY P.J. Effects of
cryopreservation on bull sperm head morphom@étryrnal of Andrologyv.19, n.6, p.704-
709. 1998b.

GUBARTALLAH, K.A.; ANEL, A.A.; BAKHIET, O.; BABIKER, A. Comparative studies
on reproductive performance of Nubian and Saanek®8under the climatic conditions of
Khartoun.Journal of Animal and Veterinary Advancest, n.11, p.942-944, 2005.



64

HAFEZ, B.; HAFEZ, E. S. EReproducéo Animal7.ed., Barueri: Manole, 2004, 513p.

HIDALGO, M., RODRIGUEZ, I., DORADO, J., SOLER, Cffict of sample size and
staining methods on stallion sperm morphometryhegySperm Class Analyzéreterinarni
Medicina - Czechv.50, n.1, p.24-32, 2005.

HIDALGO, M.; RODRIGUEZ, I.; DORADO, J. M. Influencef staining and sampling
procedures on goat sperm morphometry using thenxs@éaiss AnalyzerTheriogenology
v.66, n.4, p.996-1003, 2006.

HIDALGO, M.; RODRIGUEZ, I.; DORADO, J. The effecf oryopreservation on sperm
head morphometry in Florida male goat related srsgreezability Animal Reproduction
Sciencey.100, n.1-2, p.61-72, 2007.

HOLT, W.V.; VAN LOOK, K.J.W. Concepts in sperm heigeneity, sperm selection and
sperm competition as biological foundations forolatory tests of semen quality.
Reproductiony. 127, p.527-535, 2004.

HOPKINS, S.M., EVANS, L.E. In: McDONALD, L.EEndocrinologia Veterinaria y
Reproducciénd ed. Interamericana: México, 1991.

IBGE/IPECE,Perfil Basico Municipal2009. Governo do Estado do Ceard. Disponivel em
<http://www.ipece.ce.qov.b¥/ Acesso em: 25/02/2011.

JEYENDRAN, R. S.; VAN DER VEN, H. H.; PEREZ-PELAEEK]. Development of an
assay to assess the functional integrity of thedruaperm membrane and its relationship to
other semen characteristid®urnal Reproduction and Fertilityw.70, p.219-228, 1984.

KARABINUS, D.S.; VOGLER, C.J.; SAACKE, R.G.; EVENS®Q D.P. Chromatin structural
changes in sperm after scrotal insulation of Holdbellls. Journal of Andrologyv. 18, n.5, p.
549-555, 1997.



65

KATO, S., SHIBUKAWA, T., HASAYAMA, H., et al. Timing of shedding and
desintegration of citoplasmic droplets from boad goat spermatozodournal of
Reproduction and Development42, n.4, p. 237-241, 1996.

KATZ, D.F.; OVERSTREET, J.W.; SAMUELS S.J.; NISWANER, P.W.; BLOOM, T.D.;
LEWIS, E.L. Morphometric analysis of spermatozo#h@ assessment of human male
fertility. Journal of Andrologyn.4, v. 7, p. 203-210, 1986.

KRUGER T.F.; ACOSTA, A.A.; SIMMONS, K.F. Predictiwalue of abnormal sperm
morphology in vitro fertilizationFertility Sterility, v.49, p.112-117, 1988.

LAMBRECHTS, H.; Van NIEKERK, F.E.; CLOETE, S.W. Spe viability and morphology
of two genetically diverse Merino lineReproduction, Fertility and Development 12, p.
337-344, 2000.

LEBOEUF, B.; RESTALL, B.; SALAMON, S. Production d@rstorage of goat semen for
artificial inseminationAnimal Reproduction Science62, p.113-141, 2000.

LUZ, S.L.N.; NEVES, J.P.; GONCALVES, P.B.D. Pararostutilizados na avaliacdo do
sémen congelado ovino para inseminacao laparosc®&vazilian Journal of Veterinary
Research and Animal Scienee 37, n. 2, p.136-140, 2000.

MACHADO, R.; SIMPLICIO, A. A. Efeito do tipo racia da época do ano sobre o ejaculado
de caprinos criados em regido semiarida. In: CON&RE BRASILEIRO DE

REPRODUCAO ANIMAL, 1991, Belo Horizonténais...Belo Horizonte: Colégio

Brasileiro de Reprodugéo Animal, 1991, p.433.

MACHADO, V.P.; NUNES, J.F.; ARAUJO, A.A.; FERNANDED.R.P.; CORDEIRO,
M.A.; MEDEIROS, C.H.N.; MEDEIROS, A.L.N.; MONTEIRQA.W.U. Fertilidade apds
inseminacao artificial intracervical ou laparos@dpintrauterina de ovelhas utilizando
diluidores a base de 4gua de cdd@zilian Journal of Veterinary Research and Animal
Sciencev. 43, p. 43-49, 2006.

MACK, S.; WOLF, D.; TASH, J. Quantization of speciparameters of motility in large
numbers of human sperm by digital image processiimdogy of Reproductiarv. 38, p. 270-
281, 1988.



66

MARCO-JIMENEZ, F.; VIUDES-DE-CASTRO, M.P.; BALASCHS.; MOCE, E;
SILVESTRE, A.; GOMEZ, E.A.; VICENTE, J.S. Morphomietchanges in goat sperm heads
induced by cryopreservatio@ryobiology v. 52, n. 2, p. 295-304, 2006.

MARQUES, A. L. V.Agua de cocdnformativo Soccego, n° 92, 1982.

MARTINEZ, M.L.; VERNEQUET, R.S.; TEODORO, R.L.; PAIA, R.O.; CRUZ, M.;
CAMPQS, J.P.; RODRIGUES, L.H.; DE OLIVEIRAS, J.;BRA, F.; BRUSCHI, J.H.
Correlacdes entre caracteristicas da qualidadérderse a circunferéncia escrotal de
reprodutores da raca GRevista Brasileira de Zootecnia.29, n.3, p.700-706, 2000.

MATEOX-REX, E.; AGUILAR, C.G.C. Técnicas de contmdé¢ la reproduccion en ganado
caprino. In: GARDE, J.J; GALLEGO, INuevas Técnicas de Reproduccion Asistida
Aplicadas a la Produccién AnimaCuenca: Coleccion Estudios. Ediciones de la Usidad
de Castilla La-Mancha, p.183-202, 1996.

MAZUR, P. Freezing of living cells: mechanisms amgblications.American Journal of
Physiologyv.247, p.125-142, 1984.

MELO, M.A.P.Agua de coco em p6 (ACP-104) adicionada de criepoets sobre a
morfometria da cabeca de espermatozoides de pingpit(Piaractus brachypomus) pos-
descongelament@issertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarid®culdade de
Veterinaria. Fortaleza: Universidade Estadual dar&e2010.

MIES FILHO, A.; DUTRA, J.; GIRAO, R.N. Congelacdo démen ovino na primavera.
Revista Brasileira de Reproducgao Animal5, p. 27-57, 1982.

MIES FILHO, A.Inseminacao Artificial6 ed. v.2. Porto Alegre: Sulina, 1987.

MONTEZUMA Jr., P.; VIANA NETO, R.; NUNES, J.F. Aguge coco como diluidor de
sémen de cées. In: ENCONTRO DE PESQUISADORES DA EE®94, FortalezaAnais...
Fortaleza: UECE, 1994.



67

MORTIMER, S.T. A critical review of the physiologitimportance and analysis of sperm
movement in mammal$luman Reproduction Update. 3, n. 5, p. 403-439, 1997.

MULLER, K.; MULLER, P.; HERMANN, A. Transbilayer ntmn of spin-labelled
phospholipids in the plasma membrane of epididyandl ejaculated ram spermatozoa.
Journal Reproduction and FertiliffColcherter, v. 111, p. 81-89, 1997.

NEVES, J.P.; NUNES, J.F.; MORAES, J.C.F.; SOUZA].B.; SALGUEIRO, C.C.M.;
ALMEIDA, J.L. Inseminacao artificial em pequenos ruminantas GONCALVES, P.B.D,;
FIGUEIREDO, J.R.; FREITAS, V.J.F. Biotécnicas aptlas a reproducéo animal. 2 ed. Sédo
Paulo: Roca, 2008.

NOTHLING, J.0.; IRONS, P.C. A simple multidimens#&system for the recording and
interpretation of sperm morphology in bulldieriogenologyv. 69, p. 603-611, 2008.

NUNES, J. FEtude des effets du plasma seminal sur la surwiétiio des espermatozoides
de boucTese (Ciéncias da Vida) — Paris: Université Pags?2.

NUNES, J.F. A inseminacéo artificial como métoderalativo para o melhoramento da
caprinocultura leiteira no Brasil. In: CONGRESSO/ARLEIRO DE REPRODUCAO
ANIMAL, 6., Belo Horizonte, 1985Anais...Belo Horizonte: Colégio Brasileiro de
Reproducao Animal, 1985. p. 329-42.

NUNES, J. F. A inseminacdo artificial como métotteraativo para o melhoramento da
caprinocultura leiteira. In: SIMPOSIO DA CAPRINOCUURA DO ESTADO DO RIO,
1986, NiteroiAnais...Niteroi. 1986.

NUNES, J. F. Coconut water as diluent for goat serire CONFERENCIA
INTERNACIONAL SOBRE CAPRINOS, BrasiligAnais...Brasilia. 1987.

NUNES, J. F. A inseminacéao artificial em caprinosnordeste do BrasiRevista Brasileira
de Reproducédo Animal, 12, p. 85-91, 1988.



68

NUNES, J.F.; COMBARNOUS, Y.; PRISCILA,.Utilisation d’'une substance ativa “JYP”
presents dans I'eau de coco pour la conservatiornitio et la fertilité dés spermatozoides de
mammifersS.1.: S.N.: 1994,

NUNES, J. F.; COMBARNOUS, Y. Utilizacdo da aguacteo e suas fracdes ativas como
diluente do sémen de mamiferos domésticos. In: 8ISIP NACIONAL DE
BIOTECNOLOGIA DA REPRODUCAO DE MAMIFEROS DOMESTICQS®ortaleza.
Anais...Fortaleza, 1995.

NUNES, J.F.; COMBARNOUS, Y.; OLIVEIRA, L.F.; TEIXRA, M.D. Utilizacdo da agua
de coco e suas fracfes ativas na conservagéto e avaliacdo in vivo do sémen na espécie
caprina.Ciéncia Animaly.2, p.34, 1996.

NUNES, J.F.; CIRIACO, A.L.T.; SUASSUNA, WProducéo e Reproducdo de Caprinos e
Ovinos Fortaleza: Grafica, 1997, 199p.

NUNES, J. F. Utilizacdo da agua de coco como diluetb sémen de animais domeésticos e do
homem Revista Brasileira de Reprodugao Animmal22, n. 2, p. 109-112. 1998.

NUNES, J. F.; SALGUEIRO, C. C. M. Utilizacao da agie coco como diluente do sémen
de caprinos e ovinoRevista Cientifica de Producédo Animel 1, p. 17-46, 1999.

NUNEZ-MARTINEZ, I.; MORAN, J.M.; PENA, F.J. Identifation of sperm morphometric
subpopulations in the canine ejaculate: do thdgaeedlifferent subpopulations in sperm
chromatin integrityZygote,v. 15, p. 257-266, 2007.

NUR, Z.; DOGAN, I.; GUNAY, U.; SOYLU, M.K. Relatioship between sperm membrane
integrity and other semen quality characteristicthe semen of Saanen godtsllletin of the
Veterinary Research Institute in Pulawy49, p.183-187, 2005.

O’'MEARA, C.M.; HANRAHAN, J.P.; PRATHALINGAM, N.S.OWEN, J.S.; DONOVAN,
A.; FAIR, S.; WARD, F.; EVANS, A.C.; LONERGAN, P.dkationship between in vitro
sperm functional tests and in vivo fertility of rarfollowing cervical artificial insemination of
ewes with frozen-thawed semdrheriogenologyv.69, p.513-522, 2008.



69

OLIVEIRA, R.V.; NUNES, J.F.; SALGUEIRO, C.C.M.; CAM_L.CANTE, J.M.M.;

MOURA, A.A.A. Avaliacdo morfologica de espermatates caprinos diluidos e congelados
em meio a base de agua de coco em p6 (ACP-101Rt Torados por eosina-nigrosina e
azul de bromofenolCiéncia Animal Brasileirav.10, p. 862-869, 20009.

OMBELET, W.; BOSMANS, E.; JANSEN, M.; COX, A.; VLASELAER, J.; GYSELAERS,
W.; VANDEPUT, H.; GIELEN, J.; POLLET, H.; MAES, MSTEENO, O.; KRUGER, T.F.
Semen parameters in a fertile versus subfertilelfatipn: a need for change in interpretation
of semen testingduman Reproductiqrv.12. n.5, p.987-993, 1997.

OYEYEMI, M.O.; ADETUNJI, V.O.; OLOBUKOLA, 0O.0. Effets of different planes of
meat offals and soybean meal on the morphologlalacteristics of West African dwarf
bucks.Veterinary Archivesv.76, p.159-165, 2006.

PEREZ, B., MATEOS, E. Effect of photoperiod on serpeoduction and quality in bucks of
Verata and Malaguena bree@snall Ruminant Research23, p.23-28, 1996.

PERIS S.I.; MORRIER, A.; DUFOUR, M.; BAILEY, J.L.r§opreservation of ram semen
facilitates sperm DNA damage: relationship betwsgerm andrologycal parameters and the
sperm chromatin structure assagurnal Andrologyv.25, p.224-33, 2004.

PINTADO, B.; FUENTE, J.; ROLDAN, E.R.S. Permealildf boar and bull spermatozoa to
the nucleic acid stains propidium iodide or Hoes&3258, or to eosin: accuracy in the
assessment viabilitylournal of Reproduction and Fertility.118, p.145-152, 2000.

PURDY, P.H. A review on goat sperm cryopreservat®@mall Ruminant Research 63,
p.215-225, 2005.

RIBEIRO, S.D.A.Caprinocultura: Criagao Racional de CaprindSao Paulo: Nobel, 1997.
318p.

RITAR, A.J.; SALAMON, S. Deep freezing of Angoraagesemen: effects of diluent
composition and method and rate of dilution on sahof spermatozoaustralian Journal
Biological Sciencey.35, p.293-303, 1982.



70

ROCA, J.; CARRIZORA, J.A.; CAMPOQOS, Viability and fertility of unwashed Murciano-
Granadina spermatozoa diluted in TRIS-egg yolkredee and stored at 5 °Small Ruminant
Researchy.25, p.147-153, 1997.

RODRIGUES, A.P.R.; TORRES, M.Z.G.; OLIVEIRA, L.MUNES, J.F. Agua de coco sob
a forma estabilizada de gel e sua fragcéo ativaadida ou ndo de gema de ovo como
diluidores do sémen caprino, In. CONGRESSO BRASREIDE MEDICINA
VETERINARIA, 23., 1996, OlindaAnais...Olinda, 1994, 540p.

RODRIGUEZ, I.; HIDALGO, M.; DORADO, J.; PEREZ, CSANZ, J. Effect of three
staining procedures on the accuracy of image pstogsind stallion sperm head
morphometry using sperm class analyzer (SE&production of Domestic Animals39,
p.226, 2004.

RODRIGUEZ-MARTINEZ, H. Methods for sperm evaluatiand their relationship to
fertility. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE REPRODUCAONAMAL, 16., 2005,
Goiania.Anais...Goiania. 2005.

ROY, A. Egg yolk coagulating enzyme in the semeth @owper’s gland of godtlature,v.
159, p.318-319, 1957.

RUBIO-GUILLEN, J.; LOPEZ-BREA, J.J.G.; ESTESO, M,EERNANDEZ-SANTOS,
M.R.; VILLALOBOS, D.M.G.; NAVEDA, R.P.; VELARDE, I.; MADRID-BURY,

N.A; SOTO-BELLOSO, E.; QUINTERO-MORENO, A.A. Headhtensions of Brahman
and their crossbred bull spermatozoa are affegienhympreservatiorRevista Cientifica,
v. 17, n. 5, 2007.

SAILER, B.L.; JOST, L.K.; EVENSON, D.P. Bull speiinead morphometry related to
abnormal chromatin structure and fertili@ytometry v. 24, p. 167-173, 1996.

SALGUEIRO, C.C.M.; GONDIM, J.M.; NUNES, J.F. Artdfial insemination of ewes with
semen diluted on powder coconut water (ACP-103)lezband stored for 48 hours at 4 °C.
In: INTERNATIONAL CONGRESS OF ANIMAL REPRODUCTIONLS5., 2004, Porto
SeguroAnais...Belo Horizonte: Colégio Brasileiro de Reproducaomal, v. 2, p. 374-374.
2004.



71

SANCHO, M.; PEREZ-SANCHEZ, F.; TABLADO, L.; de MONERRAT, J.J.; SOLER, C.
Computer assisted morphometric analysis of rarmserads: evaluation of different fixative
techniquesTheriogenologyv. 50, n. 1, p. 27-37, 1998.

SANTOS, A.D.F.; TORRES, C.A.A.; JEFERSON, F.F.; BBIES, A.M.; GUIMARAES,
J.D.; COSTA, E.P.; ROVAY, H. Uso de testes completares para avaliacdo do
congelamento do sémen de bodes submetidos ao niEng&jtoperiodo artificiaRevista
Brasileira Zootecniay.35, n.5, p.1934-1942, 2006.

SAS Institute SAS Procedures Guideersion 9. SAS - Statistical Analysis Systemitos#,
Cary. 2002.

SILVA, A.E.D.F.; NUNES, J.FComportamento sexual de macho caprino da raca Moxot
sexual as variacdes estacionais no Nordeste doiIBESIBRAPA-CNPC, Boletim de
Pesquisa 6, 1988, 17p.

SILVA T.F.P.; ACKERMANN, C.L.; PINHEIRO, F.T.S.; 8VA, L.D.M. Uso da agua de
coco em p6 (ACP-11] na criopreservacéo de sémen de gato doméstiod. &0
CONGRESSO BRASILEIRO DE REPRODUCAO ANIMAL, Curitibanais...p.191.
Curitiba, 2007.

SINGH, M.P.; SINHA, A.K.; SINGH, B.K. Effect of cymotectants on certain seminal
attributes and on the fertility of buck spermatazidzeriogenologyv.43, p.1047-1053, 1995.

SOBREIRA NETO, J. AAvaliacéo in vitro do sémen equino diluido em adaaoco em po
(ACP-105) e resfriado a 5°@issertacédo (Faculdade de Agronomia e Medicinarifetea)
Brasilia: Universidade de Brasilia, 70 p., 2008.

SOYLU, M.K.; DOGAN, I.; NUR, Z., et al. Evaluatiosf goat semen morphology after
different staining method¥eteriner Fakulteri Dergeswludez Unisersitesi, v.22, n1, 39-43,
2003.

STREZEZEK, J.; KORDAN, W.; KOSTYRA, H.; ZABORNIAKA. Purification and patrtial
characterization of a 5,700 Da sperm motility iriigy factor from seminal plasma of boar.
Animal Reproduction Scienc&msterdan, v. 29, p. 5-52, 1992.



72

TASSERON, F.; AMIR, D.; SCHINDLER, H. Acrosome dagesof ram spermatozoa during
dilution, cooling and freezingournal of Reproduction and Fertility.51, p.461-462, 1977.

THUNDATHIL, J.; PASZ, A.T.; BARTH, A.D.et al The use of in vitro techniques to
investigate the fertilizing ability of bovine spesmith proximal cytoplasmic droplet&nimal
Reproduction Sciencg.65, p.181-192, 2001.

THURSTON, L.M.; WATSON, P.F.; MILEHAM, A.J.; HOLTW.V. Morphologically
distinct sperm subpopulations defined by Fouriepghdescriptors in fresh ejaculates
correlate with variation in boar semen qualitydaling cryopreservationlournal of
Andrology v. 22, n. 3, p. 382-394, 2001.

TONIOLLI, R.; MESQUITA, S.M. Fertilidade de porcasseminadas com sémen diluido em
agua de coco estabilizada e com BR8vista Brasileira de Reproducao Animal 14, p.
249-254, 1990.

TONIOLLI, R.; MESQUITA, D.S.M.l.; CAVALCANTE, S.GAvaliagaoin vitro do sémen
suino em BTS e na 4gua de catoaturae estabilizadeRevista Brasileira de Reproducéo
Animal v.22, n.4, p. 198-201, 1998.

UPRETI, G.C.; OLIVER, J.E.; DUGANZICH, D.M.; MUNDAYR.; SMITH, J.F.
Development of a chemically defined ram semen dil@SD-1).Animal
Reproduction Sciencdmsterdan, v.37, p. 143-157, 1995.

VALCARCEL A.; HERAS, M.A.; PEREZ, L.; MOSES, D.FBALDASSARRE, H.
Assessment of the acrossomal status of membraaet-iratm spermatozoa after freezing and
thawing, by simultaneous lectin/Hoechst 33258 stgirAnimal Reproduction Science 45,

p. 299-309, 1997.

VERSTEGEN, J.; IGUER-OUADA, M.; ONCLIN, K. Computassisted semen analyzers in
andrology research and veterinary pracfidesriogenologyv.57, n.1, p.149-179, 2002.

VIANA, AK.S.; CHALHOUB, M.; FILHO, A.L.B. Avaliac® in vitro do sémen caprino
resfriado, com ou sem centrifugacao do plasma sdmaidiluido em leite desnatado-glicose e
tris-gema de ovcCiéncia Animal Brasileirav.7, n.1, 67-76, 2006.



73

VIEIRA, M.J.A.F.; CARVALHO, M.A.M.; SALMITO-VANDERLEY, C.S.B.; ROMAO,
J.M.; OLIVEIRA, R.V.; SILVA NETO, A.R.; SALGUEIROC.C.M.; NUNES, J.F.
Fertilizacdo de 6vulos de Tambadgdglossoma macropomuf@uvier, 1818), com uso de
solucdo a base de agua de coco em p6 (ACP-1040NGRESSO BRASILEIRO DE
REPRODUCAO ANIMAL, 17., 2007. Belo Horizont&nais...p. 67. Belo Horizonte, 2007.

VIVEIROS, A.T.M.; MARIA, N.A.; ORFAO, L.H.; CARVALHO, M.A.M.; NUNES, J.F.
Powder coconut water (ACPas extender for semen cryopreservation of Beazifhigratory
fish species. In: INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON THE FRRODUCTIVE
PHYSIOLOGY OF FISH, 8., 2007. Saint MaBroceedings..Saint Malo, 2007, p.232.

WATSON, P.F. The causes of reduced fertility withopreserved semeAnimal
Reproduction Sciencg.60/61, p.481-492, 2000.

WILLIAMS, A.C.; FORD, W.C. The role of glucose imgporting motility and capacitation
in human spermatozodournal of Andrologyv. 22, p. 680-695, 2001.

WINDSOR, D.P.; WHITE, I.G. Mitochondrial injury tam sperm during procedures
associated with artificial insemination or frozearage Animal Reproduction Science 40,
p.43-58, 1995.

ZAMIRI, M.J.; HEIDARI, A.H. Reproductive charactstics of Raylini male goats of
Kerman province in IramAnimal Reproduction Science 96, p. 176-185, 2006.



