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RESUMO

O trabalho teve como objetivos: avaliar “in vitro” o sémen caprino congelado nos
meios diluentes a base de agua de coco em p6 (ACP-101) e TRIS (hidroxi-metil
amino metano); analisar o efeito de solugbes para re-diluicdo seminal poés-
descongelacao por meio de parametros cinéticos mensurados pelo sistema Sperm
Class Analyser® e; comparar a eficiéncia do corante azul de bromofenol (AB) com o
corante classico de eosina-nigrosina (EN) na avaliacdo morfolégica do sémen
caprino fresco e descongelado submetidos ao teste de termo-resisténcia. Foram
utilizados quatro bodes. Os diluentes empregados foram: ACP-101 (+ 2,5% gema
ovo + 7% glicerol) e TRIS (+ 20% gema ovo + 6,8% glicerol). Os ejaculados foram
coletados por vagina artificial, avaliados quanto a: volume, concentragdo, motilidade
massal, porcentagem de espermatozdides méveis, motilidade individual progressiva,
porcentagem de vivos e mortos e, alteragcdes morfolégicas. Em seguida, divididos
em duas aliquotas, diluidas nos tratamentos experimentais ACP-101 e TRIS. As
amostras foram refrigeradas até 4°C, envasadas em palhetas, congeladas em
vapores de nitrogénio, armazenadas em botijao criogénico (-196°C) e
descongeladas apo6s 30 dias. As avaliagées de motilidade espermética auxiliada por
computador foram realizadas aos 5, 60 e 120 minutos pos-descongelacdo. Para re-
diluicdo pds-descongelacédo foram utilizados diluente base (DB: ACP-101 ou TRIS
sem gema e sem glicerol), solugdes de Ringer Lactato (RL) e de NaCl a 0,9% (SF).
Trés palhetas de cada tratamento por ejaculado avaliadas e re-diluidas, com uma
das trés solugdes de re-diluicdo. Os parametros de motilidade esperméatica auxiliada
por computador analisados foram: motilidades total (MT) (%) e progressiva (MP) (%),
velocidades média do trajeto do espermatozoide (VAP) (um/s) e linear (VSL) (um/s),
e populacdo de espermatozoides rapidos (ER) (%). A morfologia espermatica foi
avaliada, aos 5 e 120 minutos pds-descongelacao, por meio de esfregacos corados
por EN e AB. Os parametros morfologicos avaliados foram: espermatozéides
normais (N), alteracées de cabeca (AC), de peca intermediaria (API), e de flagelo
(AF), gotas citoplasmaticas proximal (GCP), e distal (GCD), e cabec¢a destacada
(CD). Os dados foram submetidos a ANOVA e aos teste de Duncan e Tukey (P <
0,05). Independentemente da variavel cinética, o tratamento ACP x RL apresentou-
se significativamente inferior durante o teste de termo-resisténcia. O diluente a base
de TRIS apresentou resultados cinéticos significativamente superiores ao ACP-101,
aos 60 e 120 minutos. Os espermatozoides diluidos e congelados no TRIS nao
sofreram influéncia das solugdes de re-diluicdo pds-descongelacdo. Nao existiu
diferenca significativa na observacdo de N entre tratamentos ap6s 5 minutos do
teste de termo-resisténcia. Apdés 120 minutos a quantificagdo de N foi influenciada
significativamente pelo diluente, tendo o TRIS apresentado resultados superiores. O
periodo de incubagdo de 120 minutos a 37°C promoveu o aumento das AC. Os
parametros cinéticos, apds 5 minutos de incubagédo a 37°C, dos espermatozoides
diluidos e congelados em meio a base de ACP-101 demonstram sua potencialidade
na criopreservagao seminal de bodes. O meio diluente a base de TRIS promoveu
uma maior protegdo quanto as crioinjurias em espermatozoides caprinos
congelados. O corante azul de bromofenol demonstrou ser eficiente na avaliagdo do
sémen caprino fresco e pos-descongelagéo.

Palavras-chave: caprinos; espermatozdéides; agua de coco em po; TRIS; eosina-
nigrosina; azul de bromofenol.
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ABSTRACT

The aim of the work was: to evaluate “in vitro” the goat semen frozen in diluents
media based on powder coconut water (PCW-101) and TRIS (hydroxymethyl amino
methane); analyze the effect of solution for redilution of semen samples post-thawing
through kinetic parameters measured by Sperm Class Analyser ® and; compare the
bromophenol blue stain efficiency with the classic stain eosin-nigrosin on the
morphologic evaluation of fresh and post-thawing goat semen submitted to thermo
resistance test. Four goats were utilized. The employed diluents were: PCW-101 (+
2,5% egg yolk + 7% glycerol) and TRIS (+ 20% egg yolk + 6,8% glycerol). The
ejaculateds were collected using artificial vagina, assessed for: volume,
concentration, mass motility, percentage of motile spermatozoa, and progressive
individual motility. Right away, each ejaculate was divided into two aliquots and
diluted into the experimental treatments PCW-101 and TRIS. The samples were
refrigerated to 4°C, glycerolated, loaded into straws, frozen into nitrogen vapors (-
100°C), stored into cryogenic tank (-196°C) and thawed after 30 days. The spermatic
motility evaluations assisted by computer were placed into 5, 60 and 120 minutes
post-thawing. For redilution post-thawing were utilized basis diluent (BD: PCW-101 or
TRIS without yolk and without glycerol), Ringer Lactate solutions (RL) and 0,9% NaCl
(PS). Three straws from each treatment were thawed, being each an evaluated and
rediluied, with one of the three solutions for redilutions, respectively. The motion
parameters assisted by computer assessed were: total motility (TM) (%), progressive
motility (PM) (%), average path velocity (VAP) (um/s), straight linear velocity (VSL)
(um/s), and population of rapid spermatozoa (RS) (%). Spermatic morphology was
evaluated at 5 and 120 minutes post-thaw, through semen smears stained by eosin-
nigrosin (EN) and bromophenol blue (BB). The morphologic parameters evaluated
were: normal spermatozoa (N), head alteration (HA), intermediary piece alteration
(IPA), tail alteration (TA), proximal citoplasmic drop (PCD), distal citoplasmic drop
(DCD), and detached head (DH). The data were analyzed using ANOVA and
Duncan’s and Tukey tests with 5% of probability (SAS Institute Inc, Cary, NC, USA).
Independently of the kinetic variable studied, the treatment PCW x RL showed
significantly inferior to the other during the thermo resistance test. The media based
on TRIS showed kinetic results significantly superior to PCW-101, to the 60 and 120
min. The spermatozoa diluted and frozen on TRIS didn’t suffer the redilution solution
influence post-thaw. There wasn’'t significant difference in the observation of N
between media staining and their interactions after 5 minutes of thermo resistance
test. After 120, the N was significantly influenced by media, where the TRIS
presented better results. The incubation period of 120 minutes at 37°C affect the
spermatic morphology, increasing the HA percentages into all treatments. Kinetic
parameters, after five minutes incubated at 37°C, of goat spermatozoa diluted and
frozen on media based on PCW-101 showed the potentiality of this media on buck
seminal cryopreservation. The media based on TRIS promoted better protection from
the cryoinjuries on frozen goat spermatozoa. Bromophenol blue staining was efficient
on the fresh and post-thaw goat semen evaluation.

Keywords: goat; spermatozoa; powder coconut water; TRIS; eosin-nigrosin;
bromophenol blue.
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Xix

1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, tem-se produzido um aumento notavel do interesse pelos
caprinos. Esse fato parece derivar, tanto de sua grande capacidade de adaptagéao
aos modernos sistemas de exploragcdo, como de sua facilidade para o
aproveitamento de dareas marginais para sua alimentagdo, areas que nao sao
utilizadas por outras espécies.

Os indices reprodutivos influenciam o nivel produtivo de um rebanho. Um
aumento da fertilidade e da prolificidade tera como conseqiéncia um incremento
imediato na producao de leite, por meio de um maior niumero de fémeas em
lactacdo, e de carne e pele, devido a um maior numero de crias nascidas. A
inseminacgao artificial acelera o incremento na eficiéncia reprodutiva e produtividade
de um rebanho, por meio da utilizacdo de reprodutores selecionados.

Dentre as técnicas aplicadas em programas de inseminagao artificial, ha o
uso do sémen diluido criopreservado. Esta técnica tem como vantagem por sobre as
demais conservar a capacidade fecundante do sémen por longos periodos de
armazenamento.

Nunes (1986) demonstrou a viabilidade da agua de coco como diluente de
refrigeragdo e congelacado do sémen caprino, o que levou a elaboragédo de um meio
de conservacgao, padronizado e estabilizado, a base de agua de coco em pé (ACP).
Estudos sobre a estabilizacdo da agua de coco em pé (ACP) e de suas
caracteristicas fisico-quimicas sao importantes por contribuir para o conhecimento
das substancias e fatores inerentes a agua de coco que protegem o0s
espermatozéides durante a criopreservacao e disponibilizar agua de coco em
centros de pesquisa que nao disponham da matéria-prima (coco).

Entretanto, até o momento atual, ndo se tem o dominio de protocolos que
utiizam a 4&agua de coco como diluente para criopreservacao seminal. O
desenvolvimento de um método de congelacdo de sémen em caprinos €
imprescindivel ndo s para levar a cabo um bom programa de selecao e melhora
das ragas caprinas como também para fazer frente a atual demanda de sémen e
reprodutores destas racas de alta produgéo.

A avaliacdo seminal consiste, normalmente, em uma avaliagdo subjetiva da

motilidade espermatica, associada a analise da morfologia dos espermatozéides.
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Contudo, existe uma variagao entre avaliadores de sémen, bem como a limitacdo do
ser humano em quantificar as diferentes sub-populagcdes espermaticas nas
amostras, quanto a qualidade da motilidade. Recentemente, com o advento dos
sistemas de analise seminal auxiliada por computador (CASA), obtém-se informacéao
acurada da motilidade de cada espermatozdéide, bem como resumos estatisticos das
sub-populacdes espermaticas.

Os sistemas de CASA, para uma correta analise, precisam de
concentragdes espermaticas entre 20-50x10%/ml. A dose inseminante em caprinos
varia entre 100 e 200x10° espermatozéides em palhetas de 0,25 ou 0,50 ml, em
concentragées de 200 a 400x10° sptz/ml. Sendo assim, para sua avaliagdo, deve
ocorrer uma re-diluicdo da amostra. Porém, o efeito das solugbes de re-diluicdo
sobre os parametros da cinética espermatica tém sido pouco estudado.

A analise morfolégica de espermatozoides caprinos € classicamente
realizada por meio de esfregagos corados pela eosina-nigrosina. Porém,
recentemente, demonstrou-se a eficiéncia do corante vital azul de bromofenol na
avaliacao do sémen ovino fresco (Medeiros, 2004). Necessario se faz a validacao
dessa técnica para a analise morfolégica do sémen caprino congelado, buscando-se
sempre uma relagdo custo-beneficio favoravel na adocdo de solugcbes para a

coloracao espermatica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Preservacao do sémen de bodes

2.1.1. Qualidade seminal

A avaliacdo da qualidade seminal € complementar ao exame clinico para
estimar o potencial de um macho, como um reprodutor e normalmente julga-se o
volume, aspecto, concentracdo, motilidade e morfologia espermatica (Rodriguez-
Martinez, 2005).

Os espermatozdides podem apresentar trés principais movimentos
identificaveis subjetivamente: progressivo, circular e oscilante (Evans e Maxwell,
1990).

A motilidade espermatica em pequenos ruminantes €, classicamente, avaliada
por meio da motilidade massal, porcentagem de células méveis e motilidade
individual progressiva (ou vigor) (Evans e Maxwell, 1990; Chemineau et al., 1991;
CBRA, 1998).

Como a concentracao espermatica é elevada, é visivel um movimento de
massa dos espermatozoides, observando uma gota de sémen puro sob microscopia,
atribuindo a intensidade das ondas uma nota de 0 a 5. Quanto a avaliagdo da
porcentagem de espermatozéides moveis e motilidade individual progressiva, que
também ¢é qualificada com notas de 0 a 5, o sémen deve ser diluido, para
visualizacdo individualizada dos espermatozéides (Evans e Maxwell, 1990;
Chemineau et al., 1991; CBRA, 1998).

No rebanho caprino as correlagdes entre os testes in vitro e a fertilidade nao
séo altas, entretanto a motilidade individual progressiva dos espermatozéides apos
duas horas de incubacao pds-descongelacao (teste de termo-resisténcia) tem sido

relacionada com a fertilidade (Chemineau et al., 1991).
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2.1.2. Diluicao seminal

Os diluentes permitem o aumento do volume total do ejaculado, facilitando
sua divisdo em doses inseminantes e, proporcionando um meio favoravel para a
sobrevivéncia dos espermatozéides in vitro (Derivaux, 1980). Diferem em sua
composicao dependendo da espécie animal de que proceda o sémen e da
tecnologia seminal empregada (Hopkins e Evans, 1991).

Hafez e Hafez (2004) sugerem que um diluente deve: proporcionar nutrientes
como fonte de energia; proteger os espermatozéides do efeito deletério do frio;
proporcionar um meio tampao; manter a pressao osmética adequada; inibir o
crescimento bacteriano; aumentar o volume do ejaculado; proteger as células
espermaticas durante a congelagéo.

A dose inseminante 6tima do sémen de bodes para inseminacgao cervical € de
200x10° espermatozdides, em um volume de 0,25 a 0,50 ml (Corteel e Lebouf,
1990). Segundo Evans e Maxwell (1990) um volume adequado para a inseminagao
cervical e intra-uterina seria de 0,50 e 0,20 ml, respectivamente.

Alguns diluentes mantém a viabilidade do sémen a temperatura ambiente,
enquanto que outros sado utilizados a 4 e 5°C, permitindo um controle do crescimento
bacteriano e reducdo da taxa metabdlica das células espermaticas (Hopkins e
Evans, 1991).

2.1.3. Congelacao do sémen caprino

Os espermatozoéides de caprinos foram congelados pela primeira vez (-79°C)
por Smith e Polge (1950). Segundo Hunter (1982), a viabilidade de espermatozdides
congelados relaciona-se a fatores como: o diluente e a concentragédo de células; o
agente crioprotetor adequado e sua concentracao no meio, o tempo e a temperatura
de equilibrio, a natureza da curva de resfriamento, a natureza da curva de
descongelacao, a utilizacdo de um meio de descongelacao especifico; o modo de
eliminar o agente crioprotetor (diluicao ou dialise).

Segundo Hopkins e Evans (1991), a sensibilidade dos espermatozoéides as
mudancas de temperatura se deve a acdo protetora do plasma seminal e a

integridade da membrana espermatica. Esta udltima relaciona tanto com sua
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composicao lipido-protéica como de colesterol e fosfolipidios (Darin-Bennett e White,
1977).

A maioria dos diluentes apresenta a gema de ovo como componente basico,
ja que a fosfatidilcolina (lecitina) e lipoproteinas da gema e a caseina do leite
protegem os espermatozéides durante o resfriamento, contra o choque térmico
(Mies Filho et al., 1982; Das e Rajkonwar, 1995).

A congelacdo do sémen em caprinos apresenta dificuldades comuns a
congelacao do sémen de outras espécies como: formacao de cristais de gelo intra e
extracelulares e aumento da concentragdo de solutos (Mateos-Rex e Aguillar, 1996).

Além disso, particularmente, as glandulas bulbouretrais do bode, produzem
uma fosfolipase (EYCE) que hidrolisa a lecitina da gema de ovo, formando acidos
graxos e lisolecitina, esta ultima atua sobre a membrana espermatica danificando-a
(Roy, 1957). Nunes et al. (1982), descobriram a existéncia de uma fracao protéica
do plasma (BU-IIl), procedente das glandulas bulbouretrais, que interage com o leite,
produzindo inibicdo da motilidade espermatica e induzindo a reagéo acrossémica. E
provavel que a EYCE e a BU-IIl sejam a mesma molécula (Lebouf et al., 2000).

Esta reacdo adversa do plasma seminal caprino com a gema de ovo se
produz em concentracbes tdo baixas como 2,5% (Roy, 1957). Portanto, se
recomenda a eliminacdo do plasma seminal quando os espermatozéides caprinos
devem ser conservados a baixas temperaturas em diluentes contendo gema de ovo
(Corteel, 1992).

Roca et al. (1997) observaram que a eliminagdo do plasma seminal, em
caprinos, imediatamente depois da coleta, aumenta a porcentagem de células vivas
e sua motilidade durante sua conservacao a 5°C em diluentes contendo gema de
ovo ou leite.

Contudo, Cabrera et al. (2005), determinando o efeito da remogédo do plasma
seminal e gema de ovo sobre a congelabilidade do sémen caprino, relataram que a
concentragcado da gema no diluidor foi mais relevante que o efeito de lavagem, e que
ndao houve diferencas significativas no sémen descongelado com 2 dias, 2 ou 6
meses de armazenamento em nitrogénio liquido.

Ja Viana et al. (2006), comparando o sémen caprino lavado e nao lavado,
diluido em TRIS-gema e leite desnatado, resfriado a 4°C, ndo observaram diferenca

de motilidade espermatica e patologias de acrossoma, apés o refriamento.
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Chauhan e Anand (1990) observaram que os lipidios da gema de ovo
acrescidos ao sémen caprino diluido, ndo foram hidrolisados a acidos graxos e
lisolecitinas nem antes nem depois da congelacao.

Roca et al. (1997) demonstraram que os espermatozéides nao-lavados de
caprinos da raca Murciano-Granadina podem ser conservados a 5°C apds sua
diluicao em TRIS com 2% de gema de ovo.

A utilizagdo de diluentes pobres em fosfolipidios na criopreservagcdo do
esperma caprino permite suprimir os processos de lavagem (Machado, 1991).
Entretanto Cabrera et al. (2005), ressaltaram que interagdo negativa de diluentes
contendo gema de ovo sobre o sémen de bodes € mais relacionada a caprinos
criados em areas de clima temperado, durante a estagdo néo reprodutiva.

Bodes criados em latitudes menores do que 30°C normalmente néao
apresentam diferengcas na atividade reprodutiva, como consequiéncia da influéncia
da estacdo do ano. Nestas areas o fotoperiodo tem pequenas flutuagdes anuais,
sendo assim, as variacdes reprodutivas sdao mais influenciadas pela temperatura,
umidade e disponibilidade de alimentos (Pérez e Mateos, 1996).

Quando o sémen é congelado sem a eliminacdo do plasma seminal (nao-
lavado), os ejaculados podem ser diluidos por meio da adicdo de um meio contendo
glicerol a 30°C (uma fase), refrigerado em 1-1,5 horas até alcancar 4-5°C e
congelados sem tempo de equilibrio (Ritar et al., 1990).

Alternativamente, a diluicdo do sémen nao-lavado pode ser feita em duas
fases, a primeira depois da coleta (30°C) com um diluente que ndo contenha glicerol
e a segunda depois da refrigeracao (4-5°C) com o diluente contendo glicerol,
seguido de um tempo de equilibrio de 1,5 horas antes da congelagcdo. Ritar e
Salamon (1982) n&o observaram diferenca na viabilidade espermatica pos
congelagao-descongelacao ao comparar ambos 0s métodos.

Observam-se diferengas com relagdo a “congelabilidade” e fertilidade do
sémen entre individuos e entre ejaculados de um mesmo individuo (Watson, 1981).
As comparacoes entre os métodos e protocolos de congelacdo-descongelacdo do
sémen sao dificeis devido aos diferentes parametros envolvidos e a falta de
uniformidade nas metodologias (Leboeuf et al., 2000), sendo utilizados como
métodos de congelamento os vapores de nitrogénio ou congeladores programaveis
(Choe et al., 2000; Purdy, 2005).
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2.1.3.1. Diluentes de congelacao

A composicdo do diluente € um dos fatores que afeta a proporcdo de
espermatozdides vivos apds a congelagao-descongelacao (Watson, 1995). Uma das
grandes metas da biotecnologia da reproducédo de caprinos é a de encontrar um
bom diluente para a criopreservagao do sémen.

Os diluentes para congelacdao devem possuir: uma sustancia organica que
atue como crioprotetor externo e que proteja as células contra o choque térmico que
se produz ao resfriar o sémen desde os 20°C aos 5°C: gema de ovo ou leite
desnatado; uma fonte de energia: glicose ou frutose; um componente tampéo: citrato
de sédio ou tris-hidroximetil-aminometano (TRIS); um crioprotetor interno que proteja
aos espermatozoéides durante a congelacdo: glicerol, dimetilsulféxido (DMSO),
etilenoglicol; agucares como a lactose e rafinose, um antibiético para prevenir o
crescimento bacteriano: penicilina, estreptomicina ou gentamicina. Souza et al.
(2006) avaliando microbiologicamente o sémen congelado caprino concluiram que o
antibidtico gentamicina pode ser adicionado aos diluentes de criopreservagao.

Aboagla e Terada (2004) sugeriram que a adicao de gema de ovo ao diluente
seminal é importante nao sé para a etapa de resfriamento bem como para a etapa
de congelacdo, durante o protocolo de criopreservacdo. Kundu et al. (2001)
demonstraram o efeito crioprotetor de aminoacido sobre espermatozéides caprinos
da cauda do epididimo.

Com estes componentes tém sido desenvolvidos distintos tipos de diluentes
para a congelacdo do sémen caprino, entre 0s que podemos destacar: glicose, leite
desnatado e glicerol (Corteel, 1975); TRIS, glicose, gema de ovo e glicerol (Ritar e
Salamon, 1982); TRIS, frutose, gema de ovo e glicerol (Deka e Rao, 1987); glicose,
gema de ovo, leite e glicerol (Chauhan e Anand, 1990); TRIS, frutose, lactose, acido
citrico, gema de ovo e glicerol (Singh et al., 1995).

O glicerol € um crioprotetor interno ou penetrante (Purdy, 2005) que reduz os
danos da membrana espermética e formacdo de gelo intracelular, mas as
concentragc6es podem interferir na capacidade de fecundagdo dos espermatozdides
(Curry, 2000; Purdy, 2005). O glicerol é o crioprotetor mais utilizado para congelacao

do espermatozoide caprino (Purdy, 2005). Fraser (1962), avaliando a congelacao do
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sémen caprino no leite desnatado em diferentes concentragdes de glicerol, obteve
os melhores resultados em relacdo a motilidade com niveis de glicerol entre 6 € 9%.
As concentracdes de glicerol utilizadas por diferentes pesquisadores variam de 3% a
9%, com o 6timo de 4-7% no sémen diluido (Lebouf et al., 2000).

Podem ser utilizados dois tipos de diluentes, um de refrigeracdo e outro de
congelacdo. O diluente de refrigeracdo nao contém glicerol ja que este, a
temperatura ambiente, é muito toxico para os espermatozéides. Segundo Corteel
(1975), o leite desnatado com 14% de glicerol se adiciona a 4°C em trés fases, com
intervalos de 10 minutos, resultando em uma concentracao final de 7% de glicerol e
uma concentracdo espermatica de 400 a 500x10° espermatozéides/ml. J&, no
método de Ritar e Salamon (1982) o diluente a base de TRIS com glicerol &
adicionado ao sémen nao-lavado em uma fase, a 30°C, e as concentracdes finais de
glicerol e gema de ovo sédo 4% e 2%, respectivamente. Vale ressaltar que Tuli e
Holtz, (1994) ndo constataram diferencas da adi¢cao do glicerol a 5°C sobre a adi¢ao
a 30°C.

Segundo Purdy (2005) o tipo de descongelacao € determinado pelo protocolo
usado no congelacao do sémen. Mas a descongelacao a 37°C tem se demonstrado
a mais eficiente, para maioria dos métodos (Corteel, 1975; Salamon e Ritar, 1982;
Deka e Rao, 1987).

2.1.3.2. Diluentes a base de agua de coco

A agua de coco € uma solugédo acida, natural e estéril, composta de sais,
proteinas, agucares, vitaminas, gorduras neutras (Nunes e Combarrnous, 1995),
além de indutores da divisdo celular e eletrélitos diversos, que conferem densidade e
pH compativeis com o plasma sanguineo, proporcionando os nutrientes necessarios
para manter a sobrevivéncia e viabilidade de gametas masculinos e femininos
criopreservados (Blume e Marques Jr., 1994).

A agua de coco tem sido utilizada em biotecnologias da reprodugéo animal,
obtendo-se bons resultados com a utilizagdo da agua de coco na preservagao do
sémen de animais domésticos como caprinos (Salles, 1989), ovinos (Araujo, 1990),
suinos (Toniolli e Mesquita, 1990) e caninos (Montezuma Jr. et al., 1994; Cardoso et
al., 2003).
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Nunes (1986, 1987), avaliando o sémen caprino apés duas horas de
incubacao a 37°C, observou que tanto a motilidade individual progressiva (MIP)
como a porcentagem de espermatozoéides moveis (PEM) eram superiores no sémen
diluido em uma solucado a base de agua de coco, comparado ao diluido em leite
desnatado. A motilidade individual progressiva dos espermatozéides diluidos em
agua de coco quando comparados aos diluidos em leite glicosado foi superior ao
final de 2 horas de incubagéo (Nunes e Salgueiro, 1999).

Resultados similares foram obtidos ao utilizar ambos os diluentes na
refrigeracdo de sémen a 4°C e em seu uso para inseminagdo artificial em cabras
submetidas a sincronizagdo do estro (Nunes, 1986). Com o uso da inseminagao
artificial com sémen caprino diluido em &gua de coco e refrigerado a 4°C se
obtiveram taxas de pari¢cdo superiores a 60% (Nunes, 1986).

Freitas (1988) observou 55,6% de fémeas contra 44,4% de machos nascidos
de partos de cabras inseminadas com sémen diluido em &gua de coco. Salles
(1989) inseminou 78 cabras com sémen resfriado a 4°C e diluido em agua de coco
na forma in natura, estabilizada e de gel, observando as respectivas taxas de
paricoes: 63,15%, 87,50% e 92,59%. Com relacdo a proporcado sexual, foram
obtidos valores de 83,33%, 76,00% e 67,89% de fémeas nascidas, segundo a forma
da agua de coco utilizada: in natura, estabilizada e de gel, respectivamente.

Tratando de determinar a fracdo da agua de coco que atua sobre os
espermatozéides, Nunes et al. (1994) isolaram uma molécula pertencente ao grupo
das auxinas, o acido 3-indol-acético (IAA), que ativa o metabolismo dos
espermatozéides. A presenca do |IAA pode variar com o estagio de maturacao e a
espécie do fruto e influir nos resultados in vitro e in vivo em sémen diluido em agua
de coco (Nunes e Salgueiro, 1999).

A introducao do IAA na composic¢ao dos diluentes convencionais do sémen de
diferentes espécies conferiu aos espermatozéides um aumento de motilidade, maior
taxa de fertilidade, além de permitir sua conservagdo durante periodos mais
prolongados (Nunes et al., 1994).

Araudjo e Nunes (1991) avaliando o sémen caprino diluido e congelado em
agua de coco in natura com gema de ovo (10%) e sem gema, verificaram apés a
descongelacdo que a adicdo da gema de ovo conferiu uma maior sobrevivéncia
espermatica in vitro. Salgueiro et al. (2003) avaliando o sémen caprino diluido e

congelado com agua de coco em p6 (ACP-101) com 2,5 % de gema de ovo e 7% de
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glicerol obteve em média, ap6s 5 minutos de descongelacdo, 33% de
espermatozéides moveis e motilidade individual progressiva de 2,48.

Salgueiro (2003) avaliou a fertilidade do sémen caprino diluido e congelado,
em diluentes a base de agua de coco in natura e TRIS, ap6s inseminacgao artificial
via cervical de 129 cabras, observando maior fertilidade no sémen congelado em
agua de coco (47%), o qual também promoveu maior numero de nascimento de

fémeas.

2.1.4. Danos produzidos ao espermatozéide pela criopreservacao

ApGs o processo de preservagao, as células esperméticas devem apresentar
boa motilidade a fim de alcangar o local da fecundacao e manter a integridade das
membranas espermaticas para poder levar a cabo a penetragdo do ovdcito (Royere,
1996), ja que qualquer falha inerente a fisiologia espermatica poderia prejudicar sua
capacidade de fertilizacdo do odcito, como também de suportar o desenvolvimento
embriondrio (Holt e Look, 2004).

O resfriamento deve ser suficientemente lento para minimizar a formagao de
cristais de gelo intracelular e o suficientemente rapido para tornar minimo o dano do
“efeito solucdo” (Watson, 1995).

Silva e Gadella (2006) destacam que todo processamento seminal, como
coleta, diluigdo, centrifugacao, resfriamento, podem produzir danos as membrana,
organelas e ao material genético espermatico.

Durante os processos de congelacao-descongelacao os espermatozoides sao
submetidos a condigdes desfavoraveis como: a desidratacéo, as mudangas da fase
de transicao dos fosfolipidios da membrana, o efeito solugdo e a formagéao de gelo
intracelular (Parks e Graham, 1992).

A consequéncia imediata destes processos € a ruptura da membrana
plasmatica (Watson, 1995) devido aos estresses térmico, mecanico, quimico e
osmotico exercidos sobre a célula durante a congelacao (Parks e Graham, 1992). O
acrossoma também pode sofrer mudangas estruturais e degenerativas, como
ruptura da membrana acrossomal (Hafez e Hafez, 2004).

As injurias causadas pela criopreservacao sao prejudiciais ao transporte e

sobrevivéncia dos espermatozoides no trato reprodutivo feminino (Salamon e
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Maxwell, 1995). Segundo Bailey et al. (2000), a capacitagdo espermatica induzida
pela congelacdo poderia produzir uma populacdo de espermatozoides apoés a
descongelacado com viabilidade curta e ineficiente.

Tuli e Holtz (1995) calcularam que o percentual de reducdo de motilidade
progressiva subjetiva, do sémen fresco para o sémen descongelado de bodes, foi
em torno de 46%. Azéredo et al. (2001) constataram diminuicdo da motilidade apos
a descongelagdo do sémen caprino lavado e, que o processo de criopreservagao
teve um efeito deletério sobre o vigor da motilidade espermatica.

Bittencourt et al. (2004) avaliaram a eficiéncia do glicerol e etilenoglicol como
crioprotetores na congelacdo do sémen caprino e concluiram que o glicerol a 7%
promoveu taxas de motilidade superiores, porém, mais alteragées morfoldgicas.

Bittencourt et al. (2006) demonstraram a influéncia deletéria do tempo de
equilibrio, a temperatura de 5°C, sobre a morfologia esperméatica apos o processo de

criopreservacao, quanto aos defeitos maiores e alteragbes acrossomais.

2.2. Analise seminal

2.2.1. Sistema de analise seminal auxiliado por computador

Classicamente, o julgamento da qualidade seminal tem sido baseado em uma
avaliacao subjetiva de parametros como, motilidades massal e individual, sendo
estas consideradas uma expressdao da viabilidade e integridade estrutural dos
espermatozéides (Verstegen et al., 2002). Mack et al. (1988) ressaltaram que a
necessidade de uma metodologia objetiva, motivou a elaboragédo e desenvolvimento
de instrumentos automatizados capazes de analisar as trajetérias dos
espermatozdides.

Amann e Katz (2004) definiram a analise de sémen assistida por computador
(CASA), como um sistema automatizado para visualizar, digitalizar e analisar
imagens sucessivas dos espermatozéides, fornecendo informagao acurada, precisa
e significativa do movimento individual de cada espermatozdide e também resumos
estatisticos das sub-populacdes espermaticas (ex: rapidos, médios e lentos).

Os parametros comumente obtidos por meio de analisadores de sémen

computadorizados sao: velocidade curvilinear (VCL), velocidade média da trajetéria
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(VAP), velocidade linear progressiva (VSL), amplitude do deslocamento lateral da
cabeca (ALH), freqiéncia de batimento cruzado (BCF), retilinearidade (STR),
linearidade (LIN), oscilacao (OSC) (vide Quadro 1; Figura 1).

Quadro 1. Parametros de motilidade espermatica obtidos por meio de sistemas de
CASA (Verstegen et al., 2002).

Parametro Sigla | Unidade Descricao

Velocidade curvilinear VCL um/s | Velocidade da trajetoria real do
espermatozéide

Velocidade média da VAP um /s | Velocidade da trajetéria media do

trajetoria espermatozoide

Velocidade linear VSL um /s | Velocidade em fungéo da linha

reta estabelecida entre o primeiro
e ultimo ponto da trajetéria do
espermatozéide

Linearidade LIN % Relagao percentual entre VSL e
Retilinearidade STR % \F/{(ezllglgéo percentual entre VSL e
Index de oscilagao OSC % \F/{QIZgéo percentual entre VAP e
Amplitude do deslocamento | ALH um \[;(e:é_locamento médio da cabega
lateral da cabecga do espermatozoide em sua

trajetoria real em relagao a
trajetéria média ou linear

Frequéncia do batimento BCF Hz FreqUéncia que a cabeca do
cruzado espermatozoéide atravessa a
trajetéria média.
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Figura 1. Velocidades obtidas por sistemas de CASA (Boyer et al., 1989; Verstegen
et al., 2002; Mortimer, 2000).

Cox et al. (2006), caracterizaram a trajetéria do espermatozdéide caprino como
relativamente rapida (VCL, VAP e VSL > 100um/s) e linear (LIN > 50%) e ALH =
4,.8ym, e observaram uma relacdo entre os parémetros de velocidade com a
eficiéncia na migragcdo do muco cervical caprino. Cavalcante (2003), avaliando o
sémen fresco e descongelado de bodes da raca Boer, por meio do CASA,
constataram, em relacdo as motilidades total e progressiva, valores de 93% e 64%
no fresco e, 51% e 21% no descongelado, respectivamente, entretanto, ndo foram
observadas diferencas apds a criopreservagao em relacdo aos dados de ALH, BCF,
STR e LIN.

Tardif et al. (1997) observaram um aumento de deslocamento lateral da
cabega apos o resfriamento do sémen bovino.

Aboagla e Terada (2003) criopreservaram sémen caprino lavado no diluente
TRIS-glicose-4cido citrico com 20% de gema e 8% de glicerol e, observaram a
descongelacao, re-diluindo o sémen em solugdo de TRIS, na avaliagdo da
motilidade espermatica auxiliada por computador, 62% de motilidade total, 49% de
motilidade progressiva e VAP de 81,0 ym/s. Bag et al. (2003), avaliaram o sémen
descongelado de carneiros, por meio de analise computadorizada, re-diluido em
solucao de citrato de sédio 2,9%, entretanto, Purdy (1996), utilizou solugdo salina-
TRIS.
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Farrel et al. (1998), avaliaram o sémen bovino fresco com diluido em meio
TALP (Tyrode’s-albumina-lactato-piruvato). Tardif et al. (1997) comparando a
motilidade espermatica, por meio de um sistema CASA, de sémen bovino fresco
diluido nos meios TALP, Cornell University e TRIS-gema-glcierol, obtiveram
resultados inferiores com o meio a base de TRIS.

Dentre os fatores que afetam a motilidade avaliada por sistemas de CASA,
pode-se citar: temperatura, processamento seminal (diluicdo, resfriamento,
congelagao-descongelacao), viscosidade do meio e concentracdo espermatica.
(Verstegen et al., 2002; Fujimura e Okuno, 2006). Esta ultima deve permanecer
entre 20 e 50.10° espermatozéides/ml (Verstegen et al., 2002).

O desenvolvimento inicial dos sistemas CASA foi baseado na hipotese que a
motilidade espermatica era o principal critério seminal. Entretanto, com o advento da
fertilizagdo in vitro, a qualidade do movimento dos espermatozoides tem sido
relegada em alguns casos (Amann e Katz, 2004). Krause e Viethen (1999),
revisando sobre a avaliacdo seminal auxiliada por computador destacam que os
esforcos ndo devem ser apenas direcionadas no desenvolvimento de sistema de
CASA superiores, mas também, devem ser relacionados a qualidade de treinamento

dos avaliadores de sémen.

2.2.2. Anidlise da morfologia espermatica e integridade de membrana por

coloracoes vitais

A morfologia espermatica pode ser avaliada por meio de preparagcado umida e
esfregacos corados (Bearden e Fuquay, 1992). Derivaux (1980) relata que as
anormalidades espermaticas podem afetar, isolada ou simultaneamente, as
diferentes regides da cabega, peca intermediéria e pega principal.

As alteracbes de cabeca s&o relacionadas quanto a forma, dimensao,
duplicacdo e acrossomas, as de peca intermediaria quanto a sua amplitude,
dimensao, duplicacao, fratura e insercao e, as flagelares quanto a tamanho, calibre,
enrolamentos, dobraduras e duplicagbes, além da presengca de gotas
citoplasmaticas nos espermatozéides (Derivaux, 1980).

O acrossoma pode apresentar varios defeitos, como “Knobet defect”,

enrugado, destacado. Sendo, a maioria, identificados por irregularidades em sua
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margem (Chenoweth, 2005). Os varios niveis de cauda dobrada e enrolada estao
entre os defeitos espermaticos mais comuns (Chenoweth, 2005).

Kato et al. (1996) sugeriram que a maioria das gotas citoplasmaticas no
sémen caprino se desprende durante o transito pela uretra e/ou imediatamente apo6s
a ejaculagao e que sua desintegragdo ocorre em poucos minutos. Sua presencga na
peca intermediaria ou destacada é uma das principais causas de infertilidade em
suinos (Thundathil et al., 2001).

As anormalidades espermaticas foram primeiro classificadas em primarias,
ocorridas durante a espermatogénese, e secundarias, desenvolvidas apdés a
espermiacdo. Posteriormente, foram classificadas em defeitos maiores, deletérios a
fertilidade, e os menores, com menor consequéncia sobre a fertilidade (Pesch e
Bergmann, 2006).

Existe correlacdo entre a morfologia espermatica e a fertilidade,
principalmente quando existem defeitos acrossomais (Foote, 2003), Esta correlacao,
depende da qualidade do sémen examinado e a metodologia empregada na
avaliagdo (Rodriguez-Martinez, 2005). As anormalidades espermaticas podem
reduzir a fertilidade por ndo permitir a chegada do espermatozoéide ao local da
fecundacao, bem como, incapacitar a fecundacao ou o desenvolvimento embrionario
inicial (Chenoweth, 2005).

Segundo Chenoweth (2005), as anormalidades espermaticas podem ser
causadas, principalmente, por fatores ambientais e ou genéticos. Silva e Nunes
(1988) observaram maior ocorréncia de patologias espermaticas, no sémen caprino,
durante a época seca e em bodes com bolsa escrotal sem biparticao.

Oyeyemi et al. (2006) estudaram o nivel de anormalidades morfologicas que
podem ocorrer com ejaculagdes sucessivas em caprinos e concluiram que a
ejaculacao freqUente resulta em liberagdo de espermatozoides imaturos com gota
citoplasmatica.

Soylu et al. (2003) constataram 9,1% de defeitos totais em esfregacos de
sémen caprino fresco corado por eosina-nigrosina. Ja Gubartallah et al. (2004)
observaram, no esfregaco de caprinos Saanen, uma média de 15,49% de
espermatozoéide mortos e 8,56% de anormalidades espermaticas.

Singh et al. (1995), avaliaram o sémen caprino congelado em TRIS-gema-
glicerol e observaram 45% de motilidade progressiva, constatando alteracdes

morfoldgicas principalmente relacionadas ao acrossoma e flagelo.
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A viabilidade espermatica esta relacionada a integridade da membrana
plasmatica (Chemineau et al., 1991; Evans e Maxwell, 1990). Esta pode ser avaliada
por meio de coloragdes vitais, onde os espermatozoides que possuem integridade
de membrana, ndo sao corados (vivos) € 0s que possuem danos na membrana
permitem a entrada do corante no citoplasma (mortos) (Bearden e Fuquay, 1992;
Derivaux, 1980; Colas, 1980). Dentre os corantes utilizados podemos citar a eosina-
nigrosina (Derivaux, 1980; Evans e Maxwell, 1990; Chemineau et al., 1991; Bearden
e Fuquay, 1992), azul de tripan, Giemsa (Bearden e Fuquay, 1992) e azul de
bromofenol (Derivaux, 1980; Medeiros, 2004).

Nur et al. (2005), trabalhando com sémen fresco de bodes Saanen
observaram uma meédia de 12,7% de espermatozdides mortos corados pela eosina-
nigrosina, 9,7% de defeitos totais de espermatozéides corados pelo Giemsa e 62%
de motilidade subijetiva.

Brito et al. (2003) avaliaram a integridade do plasmalema do sémen
descongelado de bovinos, por meio das coloragées vitais eosina-nigrosina e azul de
tripan e, por meio de coloragdes fluorescentes; observaram uma alta correlagao
entre as coloracbes vitais e fluorescentes, entretanto, as ultimas foram mais
sensiveis para identificar os danos de membrana. Pintado et al. (2000) constataram
equivaléncia na proporcdo de espermatozéides, suinos e bovinos nao viaveis
identificados comparando coloragdes vitais de citossol com sondas fluorescentes.

Sprecher e Coe (1996) estudando as diferencas entre avaliacoes
morfolégicas de sémen bovino utilizando a coloragdo de eosina-nigrosina em
microscopia de campo claro, preparag¢dao umida em microscopia de contraste de fase
e método de Feulgen, concluiram que os dois ultimos métodos, mais complexos,

nao sdo necessarios para exames androldgicos de rotina.
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3. JUSTIFICATIVA

A agua de coco pode exercer uma agao benéfica sobre a conservagao
celular, entretanto, o numero de estudos realizados no sentido de testar a eficiéncia
da agua de coco e sua viabilidade ainda €& escasso, especialmente na
criopreservacao do sémen caprino.

O problema consiste no fato de que a agua de coco é um produto oriundo de
vegetacdes tipicamente tropicais, o que limita a sua difusdao em trabalhos em regides
de clima temperado. Além de ser susceptivel a contaminagdo apés sua retirada do
fruto e, por isso, de dificil conservacdo. Vale ressaltar a necessidade de pessoas
aptas a identificar o estagio de frutificacao ideal para uso como conservante celular.
Neste sentido, a estabilizacdo da agua de coco na forma de p6 (ACP) facilitara a sua
utilizacdo, bem como a sua difusdo para regides que nao disponham da matéria-
prima (coco).

Com o advento do Mal da Vaca Louca e da Gripe Aviaria surgiu a procura por
meios diluentes e de criopreservacao isentos de produtos de origem animal. Por ser
a agua de coco um produto vegetal, a procura pela mesma vem crescendo a cada
dia e necessario se faz o estabelecimento de protocolos de congelagdo do sémen
caprino adequados ao referido meio.

A andlise dos parametros cinéticos espermaticos avaliados por meio de
sistemas de analise seminal auxiliada por computador € bastante influenciada pela
concentracdo da dose de sémen em caprinos levando a necessidade de uma re-
diluicdo para uma melhor captura da imagem individualizada do espermatozéide
pela camera. A busca por solugcdes de re-diluicio que nao influenciem os
parametros cinéticos espermaticos se faz entdo necessaria.

A caréncia de estudos relacionados a utilizacdo de corantes vitais na analise
da morfologia e integridade de espermatozoéides caprinos pos-descongelacao
levaram a busca por coloragcbes mais baratas e eficientes, que possam ser

conservados a temperatura ambiente e apresentem facil emprego.
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4. HIPOTESES

A agua de coco em pé (ACP-101) pode ser utilizada como meio de
criopreservacao de sémen de caprinos em protocolos de congelacdo, podendo se
igualar ou superar os meios tradicionais in vitro.

Solugdes utilizadas para re-diluir o sémen caprino pos-descongelagédo podem
influenciar os parametros cinéticos espermaticos.

O corante vital azul de bromofenol é eficiente na analise da morfologia e
integridade de membrana do sémen caprino pos-descongelagéo, apresentando uma
melhor relag&o custo-beneficio.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo Geral:

Avaliar “in vitro” o sémen caprino congelado nos meios diluentes a base de

agua de coco em p6 (ACP-101) e TRIS (hidroxi-metil amino metano).

5.2. Objetivos Especificos:

e Avaliar o efeito de solugbes para re-diluicdo das amostras de sémen poés-
descongelacao por meio de parametros cinéticos mensurados pelo sistema
SCA;

e Avaliar a morfologia e a integridade de membrana de espermatozoides
caprinos frescos, diluidos e congelados em meios diluentes a base de agua
de coco em p6 (ACP-101) e TRIS;

e Comparar a eficiéncia do corante azul de bromofenol com o corante classico
de eosina-nigrosina na avaliagdo morfolégica de espermatozoides caprinos

frescos e pds-descongelagao.
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CAPITULO 1

Artigo 1. Efeito de meios de re-diluicdo pds-descongelacdo sobre a
cinética de espermatozdides caprinos congelados em meio a base de
agua de coco em pé (ACP-101) ou TRIS

A ser enviado para a Revista Brasileira de Ciéncia Veterinaria
INSS: 1413-0130
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Artigo 1. Efeito de meios de re-diluicao pds-descongelacdo sobre a cinética de
espermatozéides caprinos congelados em meio a base de agua de coco em pé
(ACP-101) ou TRIS

Resumo

O trabalho teve como objetivos avaliar “in vitro” o sémen caprino congelado nos
meios diluentes a base de agua de coco em p6 (ACP-101) e TRIS (hidroxi-metil
amino metano) e analisar o efeito de solugcbes para re-diluicdo das amostras de
sémen pds-descongelacdo por meio de parametros cinéticos mensurados pelo
sistema Sperm Class Analyser®. Foram utilizados 04 bodes. Os diluentes utilizados
foram: ACP-101 (+ 2,5% gema ovo + 7% glicerol) e TRIS (+ 20% gema ovo + 6,8%
glicerol). O sémen foi coletado por meio de vagina artificial e, avaliados quanto a:
volume, concentracdo, motilidade massal, porcentagem de espermatozoides méveis,
motilidade individual progressiva. Em seguida, cada ejaculado foi dividido em duas
aliquotas iguais, sendo entdo diluidas nos tratamentos experimentais ACP-101 e
TRIS. As amostras foram refrigeradas até 4°C, glicerolizadas, envasadas em
palhetas, congeladas em vapores de nitrogénio (-100°C), armazenadas em botijao
criogénico (-196°C) e, ap6s 30 dias, descongeladas. As avaliagbes de motilidade
espermatica auxiliada por computador foram realizadas aos 5, 60 € 120 minutos
pos-descongelacao. Para re-diluicao pods-descongelacao foram utilizados diluente
base (DB: ACP-101 ou TRIS sem gema e sem glicerol), solucées de Ringer Lactato
(RL) e de NaCl a 0,9% (SF). Trés palhetas de cada tratamento por ejaculado foram
descongeladas, sendo cada uma avaliada e re-diluida, com uma das trés solucdes
de re-diluicdo (DB, RL ou SF), até uma concentracdo de 20-50.10° sptz/ml. Os
parametros de motilidade espermatica auxiliada por computador analisados foram:
motilidades total (MT) (%) e progressiva (MP) (%), velocidades média do trajeto do
espermatozéide (VAP) (um/s) e linear (VSL) (um/s), e populagdo de
espermatozéides rapidos (ER) (%). Os dados foram submetidos a ANOVA e ao teste
de Duncan com 5% de probabilidade. Independentemente da variavel cinética
estudada, o tratamento ACP x RL apresentou-se significativamente inferior aos
demais durante o teste de termo-resisténcia. O diluente a base de TRIS apresentou
resultados cinéticos significativamente superiores ao ACP-101 aos 60 e 120
minutos. Os espermatozéides diluidos e congelados no TRIS ndo sofreram

influéncia das solugdes de re-diluicdo pos-descongelagao. Conclui-se que os efeitos
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das solugdes de re-diluicdo sobre a cinética espermatica sdo relacionados ao
diluente utilizado na congelacdo do sémen caprino. Os parametros cinéticos, apos
cinco minutos de incubagcdo a 37°C, de espermatozoides caprinos diluidos e
congelados em meio diluente a base de ACP-101 demonstram a potencialidade
deste meio na criopreservacdo seminal caprina. O diluente a base de TRIS
promoveu maior Vviabilidade in vitro de espermatozodides caprinos poés-
descongelagéo.

Palavras-chave: caprinos; espermatozéides; diluentes; agua de coco em po; TRIS;
pds-descongelagéo.
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Article 1. Effect of post-thaw redilution media on the kinetic of goat
spermatozoa frozen in media based on powder coconut water (PCW-101) or
TRIS

Abstract

The aims of the work were to evaluate “in vitro” the goat semen frozen in diluents
media based on powder coconut water (PCW-101) and TRIS (hydroxymethyl amino
methane), analyze the effect of solution for redilution of semen samples post-thawing
through kinetic parameters measured by Sperm Class Analyser ©. Four goats were
utilized. The employed diluents were: PCW-101 (+ 2.5% egg yolk + 7% glycerol) and
TRIS (+ 20% egg yolk + 6.8% glycerol). The ejaculateds were collected using
artificial vagina, assessed for: volume, concentration, mass motility, percentage of
motile spermatozoa, and progressive individual motility. Right away, each ejaculate
was divided into two aliquots and diluted into the experimental treatments PCW-101
and TRIS. The samples were refrigerated to 4°C, glycerolated, loaded into straws,
frozen into nitrogen vapors (-100°C), stored into cryogenic tank (-196°C) and thawed
after 30 days. The spermatic motility evaluations assisted by computer were placed
into 5, 60 and 120 minutes post-thawing. For redilution post-thawing were utilized
basis diluent (BD: PCW-101 or TRIS without yolk and without glycerol), Ringer
Lactate solutions (RL) and 0.9% NaCl (PS). Three straws from each treatment by
ejaculated were thawed, being each an evaluated and rediluied, with one of the three
solutions for redilutions, respectively. The motion parameters assisted by computer
assessed were: total motility (TM) (%), progressive motility (PM) (%), average path
velocity (VAP) (um/s), straight linear velocity (VSL) (um/s), and population of rapid
spermatozoa (RS) (%).The data were analyzed using ANOVA and Duncan’s with 5%
of probability (SAS Institute Inc, Cary, NC, USA). Independently of the kinetic
variable studied, the treatment PCW x RL showed significantly inferior to the other
during the thermo resistance test. The spermatozoa diluted and frozen on TRIS didn’t
suffer the redilution solution influence post-thaw. The media based on TRIS showed
kinetic results significantly superior to PCW-101, to the 60 and 120 min. It can be
concluded that the rediluution solution effects on the spermatic kinetic are related to
the media used to frozen goat semen. Kinetic parameters, after five minutes
incubated at 37°C, of goat spermatozoa diluted and frozen on media based on PCW-

101 showed the potentiality of this media on buck seminal cryopreservation. The
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media based on TRIS promoted better in vitro viability post-thawing from goat

spermatozoa.

Keywords: goat; spermatozoa; diluent; powder coconut water; TRIS; post-thaw.
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EFEITO DE MEIOS DE RE-DILUICAO POS-DESCONGELACAO SOBRE A CINETICA
DE ESPERMATOZOIDES CAPRINOS CONGELADOS EM MEIO A BASE DE AGUA
DE COCO EM PO (ACP-101) OU TRIS

[Effect of post-thaw redilution media on the kinetic of goat spermatozoa frozen in media

based on powder coconut water (PCW-101) or TRIS]
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Resumo

O trabalho teve como objetivos avaliar “in vitro” o sémen caprino congelado nos
meios diluentes a base de agua de coco em p6d (ACP-101) e TRIS (hidroxi-metil
amino metano) e analisar o efeito de solugbes para re-diluicdo das amostras de
sémen pds-descongelacdao por meio de parametros cinéticos mensurados pelo
sistema Sperm Class Analyser®. Foram utilizados 04 bodes. Os diluentes utilizados
foram: ACP-101 (+ 2,5% gema ovo + 7% glicerol) e TRIS (+ 20% gema ovo + 6,8%
glicerol). O sémen foi coletado por meio de vagina artificial e, avaliados quanto a:
volume, concentracdo, motilidade massal, porcentagem de espermatozoides méveis,
motilidade individual progressiva. Em seguida, cada ejaculado foi dividido em duas
aliquotas iguais, sendo entdo diluidas nos tratamentos experimentais ACP-101 e
TRIS. As amostras foram refrigeradas até 4°C, glicerolizadas, envasadas em
palhetas, congeladas em vapores de nitrogénio (-100°C), armazenadas em botijao
criogénico (-196°C) e, ap6s 30 dias, descongeladas. As avaliagbes de motilidade
espermatica auxiliada por computador foram realizadas aos 5, 60 e 120 minutos
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pos-descongelacao. Para re-diluicao pods-descongelacao foram utilizados diluente
base (DB: ACP-101 ou TRIS sem gema e sem glicerol), solucdes de Ringer Lactato
(RL) e de NaCl a 0,9% (SF). Trés palhetas de cada tratamento por ejaculado foram
descongeladas, sendo cada uma avaliada e re-diluida, com uma das trés solucdes
de re-diluicio (DB, RL ou SF), até uma concentracdo de 20-50.10° sptz/ml. Os
parametros de motilidade espermatica auxiliada por computador analisados foram:
motilidades total (MT) (%) e progressiva (MP) (%), velocidades média do trajeto do
espermatozéide (VAP) (um/s) e linear (VSL) (um/s), e populacdo de
espermatozéides rapidos (ER) (%). Os dados foram submetidos a ANOVA e ao teste
de Duncan com 5% de probabilidade. Independentemente da variavel cinética
estudada, o tratamento ACP x RL apresentou-se significativamente inferior aos
demais durante o teste de termo-resisténcia. O diluente a base de TRIS apresentou
resultados cinéticos significativamente superiores ao ACP-101 aos 60 e 120
minutos. Os espermatozodides diluidos e congelados no TRIS n&o sofreram
influéncia das solugdes de re-diluicdo pos-descongelagao. Conclui-se que os efeitos
das solugdes de re-diluicdo sobre a cinética espermatica sao relacionados ao
diluente utilizado na congelacdo do sémen caprino. Os parametros cinéticos, apo6s
cinco minutos de incubagcdo a 37°C, de espermatozoides caprinos diluidos e
congelados em meio diluente a base de ACP-101 demonstram a potencialidade
deste meio na criopreservacdo seminal caprina. O diluente a base de TRIS
promoveu maior Vviabilidade in vitro de espermatozdides caprinos poés-

descongelagéo.

Palavras-chave: caprinos; espermatozéides; diluentes; agua de coco em po; TRIS;
pds-descongelagéo.

Abstract

The aim of the work was: to evaluate “in vitro” the goat semen frozen in diluents
media based on powder coconut water (PCW-101) and TRIS (hydroxymethyl amino
methane), analyze the effect of solution for redilution of semen samples post-thawing
through kinetic parameters measured by Sperm Class Analyser ©. Four goats were
utilized. The employed diluents were: PCW-101 (+ 2.5% egg yolk + 7% glycerol) and
TRIS (+ 20% egg yolk + 6.8% glycerol). The ejaculateds were collected using
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artificial vagina, assessed for: volume, concentration, mass motility, percentage of
motile spermatozoa, and progressive individual motility. Right away, each ejaculate
was divided into two aliquots and diluted into the experimental treatments PCW-101
and TRIS. The samples were refrigerated to 4°C, glycerolated, loaded into straws,
frozen into nitrogen vapors (-100°C), stored into cryogenic tank (-196°C) and thawed
after 30 days. The spermatic motility evaluations assisted by computer were placed
into 5, 60 and 120 minutes post-thawing. For redilution post-thawing were utilized
basis diluent (BD: PCW-101 or TRIS without yolk and without glycerol), Ringer
Lactate solutions (RL) and 0.9% NaCl (PS). Three straws from each treatment by
ejaculated were thawed, being each an evaluated and rediluied, with one of the three
solutions for redilutions, respectively. The motion parameters assisted by computer
assessed were: total motility (TM) (%), progressive motility (PM) (%), average path
velocity (VAP) (um/s), straight linear velocity (VSL) (um/s), and population of rapid
spermatozoa (RS) (%).The data were analyzed using ANOVA and Duncan’s with 5%
of probability (SAS Institute Inc, Cary, NC, USA). Independently of the kinetic
variable studied, the treatment PCW x RL showed significantly inferior to the other
during the thermo resistance test. The media based on TRIS showed kinetic results
significantly superior to PCW-101, to the 60 and 120 min. The spermatozoa diluted
and frozen on TRIS didn’t suffer the redilution solution influence post-thaw. It can be
concluded that the rediluution solution effects on the spermatic kinetic are related to
the media used to frozen goat semen. Kinetic parameters, after five minutes
incubated at 37°C, of goat spermatozoa diluted and frozen on media based on PCW-
101 showed the potentiality of this media on buck seminal cryopreservation. The

media based on TRIS promoted better viability post-thawind from goat spermatozoa.

Keywords: goat; spermatozoa; diluent; powder coconut water; TRIS; post-thaw.

Introducao

“)

Devido aos excelentes resultados obtidos com os estudos da agua de coco “in
natura” na conservacdo de espermatozoides (Nunes, 1986; Salles, 1989, Araujo,
1990, Toniolli e Mesquita, 1990, Montezuma Jr. et al., 1994), objetivou-se a
elaboragcdo de um meio de conservacao a base de agua de coco em pé (ACP),

caracterizado pela padronizacao e estabilizacdo da agua de coco por meio de um
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processo de desidratacdo e, subsequiente formulacao de meios de conservagao
especificos para célula e tecidos (Nunes e Salgueiro, 2005).

Ap6s o processo de preservacao, as células espermaticas devem apresentar boa
motilidade a fim de alcancar o local da fecundacdo e manter a integridade das
membranas espermaticas para poder levar a cabo a penetragdo do ovdcito (Royere,
1996). As injurias causadas pela criopreservacao sao prejudiciais ao transporte e
sobrevivéncia dos espermatozoéides no trato reprodutivo feminino (Salamon e
Maxwell, 1995).

Classicamente, o julgamento da qualidade seminal tem sido baseado em uma
avaliacado subjetiva de parametros como motilidades massal e individual, os quais
sdo considerados uma expressdao da viabilidade e integridade estrutural dos
espermatozéides (Verstegen et al., 2002). Mack et al. (1988) ressaltaram que a
necessidade de uma metodologia objetiva motivou a elaboragao e desenvolvimento
de instrumentos automatizados, capazes de analisar as trajetérias dos
espermatozéides, surgindo a andlise de sémen auxiliada por computador (CASA)
(Amann e Katz, 2004).

Varios fatores podem influenciar a motilidade avaliada por sistemas de CASA, entre
0s quais temperatura, processamento seminal (diluicao, resfriamento, congelacao-
descongelacao) e concentracdo espermatica. Esta ultima deve permanecer entre 20
a 50.10° sptz/ml (Vertegen et al., 2002).

Varios meios tém sido utilizadas para re-diluir o sémen, a concentragdes ideais, para
avaliacao por meio do CASA, entre os quais citrato de sodio 2,9% (Bag et al., 2003),
solucdo salina associada ao TRIS (Purdy, 1996), solucdo de TRIS (Aboagla e
Terada, 2003), TALP (Tyrode’s-albumina-lactato-piruvato) (Farrel et al., 1998).
Entretanto existe uma caréncia de estudos avaliando o efeito de diferentes solugdes,
para re-diluicAdo de sémen congelado, sobre os parametros de motilidade avaliados
por meio de CASAs.

O trabalho teve como objetivos: avaliar “in vitro” o sémen caprino congelado nos
meios diluentes a base de agua de coco em p6 (ACP-101) e TRIS (hidroxi-metil
amino metano) e analisar o efeito de solugcbes para re-diluicdo das amostras de
sémen pds-descongelacdo por meio de parametros cinéticos mensurados pelo
sistema Sperm Class Analyser® (SCA, Microptic S.L., versdo 3.2.0).

Material e Métodos
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O experimento foi realizado no Laboratério de Tecnologia do Sémen Caprino e
Ovino da Universidade Estadual do Ceara, no municipio de Fortaleza, Ceara, com
latitude 03°43’ Sul e longitude 38°30’ Oeste, com temperatura média anual de 27°C.
Foram utilizados 04 bodes, dois da raca Saanen e dois da raca Boer. Os animais
foram mantidos em confinamento, em baias individuais. A alimentagao consistiu de
feno de tifton (Cynodon sp.) e ragdo comercial com 18% proteina bruta, sal mineral e
agua a vontade.

Preparacéao dos diluentes

O diluente a base de agua de coco em p6 (ACP-101), com pH 6,8 e 300 mOsm/Kg
para sémen caprino, era constituido por agua de coco em p6 acrescida de tampoes,
100 ml de agua destilada, 40 mg de gentamicina, 2,5% de gema de ovo e 7% de
glicerol. O diluente foi dividido em duas fragdes: “A” sem glicerol e “B” com 14%
glicerol (Salgueiro et al., 2003).

O diluente a base de TRIS, com pH 6,8 e 300 mOsm/Kg, era constituido por : 3,786
g de Tris, 2,11 g de acido citrico, 100 ml de agua destilada, 40 mg de gentamicina,
1% de frutose, 20% de gema de ovo e 6,8% de glicerol. O diluente foi divido em
duas fracoes: “A” sem glicerol e “B” com 13,6% de glicerol (Singh et al., 1995).

Coleta e processamento seminal

O sémen foi coletado na presenca de uma fémea em cio induzido por uma injecao
prévia, com 48 de antecedéncia ao procedimento, de Benzoato de Estradiol
(Estrogin®), por meio de vagina artificial (IMV®) aquecida a 40-42°C e lubrificada com
glicerina. Esta continha um cone de borracha, acoplado a um tubo coletor Falcon de
15 ml. A coleta de sémen realizou-se duas vezes por semana perfazendo um total
de 12 ejaculados por animal, totalizando 48 ejaculados. Ap6s cada coleta, os
ejaculados foram mantidos em banho-maria a 30°C enquanto se realizou a avaliagdo
seminal.

O volume do ejaculado (ml) foi mensurado por meio da observacao direta do tubo
coletor graduado.

A avaliacdo de motilidade massal (MM) realizou-se por meio da avaliacdo de uma
gota de 5ul de sémen puro em lamina, previamente aquecida a 37°C, sob aumento
de 100x em microscépio de contraste de fase: sendo classificada de 0 a 5
(Chemineau et al., 1991).

Para avaliagdo da porcentagem de espermatozdides méveis (PEM) e motilidade

individual progressiva (MIP) (0-5), 10ul de sémen puro foram diluidos em 500ul de



x1viii

solugao fisiologica de NaCl a 0,9% mantida também no banho-maria a 30°C, sendo,
logo ap6s a homogeneizacdo conduzida uma aliquota 10ul a uma lamina,
previamente aquecida a 37°C, sob aumento de 400x em microscopio de contraste de
fase: sendo a PEM atribuida em valores de porcentagem e a MIP classificada de 0 a
5 (Chemineau et al., 1991).

Apoés a avaliagdo da MM, PEM e MIP cada ejaculado foi dividido em duas aliquotas
iguais, sendo entdo acondicionadas em tubos de ensaio de 15 ml. Estas formaram
dois tratamentos experimentais: ACP-101 e TRIS, sendo submetidas a uma pré-
diluicdo na taxa de 1:2 (sémen:fracdo A diluente) (v/v), a 30°C.

A concentragdo espermatica (x10° sptz/ml) foi mensurada por meio do método de
espectrofotometria, diluindo 10ul de sémen puro em 4 ml de solugcéo de folmaldeido
a 0,1% (taxa de diluigdo 1:400 v/v) (Sorensen, 1982).

Ap6s a mensuracao da concentracao espermatica de cada ejaculado, foi calculada a
quantidade das fracoes A e B de cada diluente. Todos os grupos foram submetidos
a segunda diluicdo a 30°C, pela adi¢cdo do volume restante da fracdo “A” de cada
diluidor. Posteriormente, as amostras de sémen diluido, acondicionadas em tubos de
ensaio de 15 ml vedados com tampa de borracha, foram levadas a um recipiente
plastico contendo 200 ml de agua a 30 °C. Sendo, entdo, o conjunto refrigerado em
um freezer horizontal (Prosdécimo®), durante 120 minutos, até alcancar 4°C a uma
velocidade média de refrigeracdo de 0,22°C/minuto. A curva de refrigeracao foi
monitorada com um termémetro digital (HEADterm 200°).

Uma vez alcangando 4°C, realizou-se a terceira diluigdo adicionando-se o volume da
fracdo “B”, previamente calculado, de cada diluente em trés etapas, com intervalos
de cinco minutos, até alcancar uma concentragao final de 400x10° sptz/ml, com mais
5 minutos de tempo de equilibrio.

O sémen diluido e resfriado a 4°C, de todos os grupos, foi envasado em palhetas francesas
de 0,25 ml (com 100x10° espermatozéides cada), previamente identificadas e refrigeradas a
4°C. O envase foi realizado em uma estante dentro do freezer horizontal.

As palhetas dos tratamentos ACP-101 e TRIS, com sémen diluido e refrigerado a 4°C, foram
colocadas em rampa de congelacéo, distante 3,5 cm do nivel do nitrogénio liquido (N,L),
onde se congelaram nos vapores (-100°C) por dez minutos, posteriormente sendo
submersas em N,L a -196°C, acondicionadas em globetes fixados em racks identificadas,

sendo entdo armazenadas em botijao criogénico.
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Decorridos 30 dias ap6s a congelacado, foram retiradas do botijao criogénico
amostras de palhetas para descongelacdao. As palhetas foram imersas em banho-
maria a 37°C, durante 30 segundos. Descongeladas, as amostras, foram
acondicionadas em tubos Eppendorf®, e mantidas a 37 °C por 120 minutos, para
realizagado do teste de termo-resisténcia, (Chemineau et al.,, 1991; CBRA, 1998). As
avaliacoes de motilidade espermaticas auxiliada por computador foram realizadas
aos 5, 60 e 120 minutos pés-descongelagdo. Para re-diluicdo pds-descongelacéo
foram utilizados diluente base (DB: ACP-101 ou TRIS sem gema e sem glicerol),
solugdes de Ringer Lactato (RL) e de NaCl a 0,9% (SF). Trés palhetas de cada
tratamento por ejaculado foram descongeladas, sendo cada uma avaliada e re-
diluida, com uma das trés solugdes de re-diluicdo (DB, RL ou SF), até uma
concentragdo de 20-50.10° sptz/ml. Para tanto, no momento de cada andlise, uma
aliquota de 5 ul de cada amostra foi re-diluida e homogeneizada em um segundo
Eppendorf contendo 100ul de uma das solugbes a 37°C, assim 5 ul da amostra re-
diluida era colocada em Camara de Makler® (Sel-Medical Instruments), previamente
aquecida a 37°C, para as andlises de motilidade espermatica auxiliada por
computador.

A motilidade espermatica auxiliada por computador foi analisada com o auxilio de
microscopio de contraste de fases acoplado a uma video-cAmara adaptada ao
sistema Sperm Class Analyser® (SCA, Microptic S.L., versdo 3.2.0), e foram
avaliadas a motilidade total (MT) (%), a motilidade progressiva (MP) (%), a
velocidade média do trajeto do espermatozéide (VAP) (um/s), a velocidade linear
(VSL) (um/s) e a populacao de espermatozéides rapidos (ER) (%).

Para a anadlise estatistica, foi utilizado o programa SAS (SAS Institute Inc, Cary, NC,
USA), sendo os ejaculados considerados repeticdes para as variaveis estudadas.
Depois de comprovar a distribuicdo normal das varidveis e de aplicar as
transformacdes necessarias, foram realizadas as seguintes provas:

Analise de variancia de duas vias, tomando-se como efeito fixo: diluente x solugéo
de re-diluicdo pds-descongelagédo, e como efeitos variaveis: MT, MP, VAP, VSL e
ER. Para se obter diferengas significativas entre as médias nos casos em que a
analise de variancia revelou efeito significativo foi utilizado o teste de Duncan para a
comparacao multipla de médias. Os dados sdo apresentados como medias e se
considerou significativa uma diferenga de p<0,05.



Resultados e Discussao

Os parametros do sémen fresco dos quatro bodes avaliados foram: volume,
concentragcdo espermatica (Conc. Sptz), motilidade massal (MM), porcentagem de
espermatozéides moéveis (PEM) e motilidade individual progressiva (MIP) (tabela 1).
Todos os animais possuiam caracteristicas seminais normais para a espécie, de
acordo com o CBRA (1998), Chemineau et al. (1991) e Evans e Maxwell (1990).

Tabela 1. Parametros (média £ dp) do sémen fresco de quatro bodes.

Bode Volume Conc. Sptz MM (0-5) PEM (%) MIP (0-5)
(ml) (10%ml)
1 0,78 £ 0,21 541+054 3831054 81,25+6,44 3,71+0,45
2 0,74+0,23 553+042 3,79+0,45 8250+3,37 3,50+0,37
4 0,57 £ 0,11 547+040 4,08+047 87,92+3,96 4,00+0,43
5 0,69+0,28 435+0,88 342+0,36 82,08+3,96 3,71+0,45
Total 0,69+0,23 5,19+0,75 3,78+0,50 83,44+5,17 3,73+0,45
0>0,05.

Os dados relacionados com a avaliacdo da motilidade auxiliada por computador de
espermatozéides caprinos diluidos e congelados em meios a base de agua de coco
em pd (ACP-101) e TRIS, e re-diluidos no préprio diluente base (DB: ACP-101 ou
TRIS; sem gema; sem glicerol), ou solucdo de Ringer Lactato (RL) ou solucédo de
NaCl a 0,9% (SF), ap6s 5 minutos do teste de termo-resisténcia estéo ilustrados na
Tabela 2.
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Tabela 2. Analise auxiliada por computador da motilidade de espermatozoides
caprinos diluidos e congelados em meios a base de agua de coco (ACP-
101) e TRIS, e re-diluidos no préprio diluente base (DB: ACP-101 ou
TRIS; sem gema; sem glicerol), ou solugdo de Ringer Lactato (RL) ou
solugcdo de NaCl a 0,9% (SF), ap6s 5 minutos do teste de termo-

resisténcia.

Re-dilui¢do MT (%) MP (%) ER (%) VSL (um/s) VAP (um/s)
ACPxACP  54,48+16,49"" 27,10+11,32%  18,73+11,53®  40,39+10,38%  47,39+11,80°
ACP x RL 38,03+15,68°®  9,95+7,77°8 11,79410,07®  21,18+11,18°®® 29 44+12 56
ACP x SF 48,15+16,35*  24,61+11,89”*  16,3549,10°®  35,95+11,31°®  42,33+11,60°®
TRISxTRIS  54,60+16,29°"  30,95+12,46 " 27,51x12,48*"  47,87+10,54*"  55,57+10,56™"
TRIS x RL 50,15#15,93"  23,73+11,24*"  30,44+14,34*"  52,14+1426"*  64,05+15,86*"
TRIS x SF 49,82+13,56*  22,83+10,70®*  27,79+1555°"  53,93+16,13*"  65,91+17,41*"

Letras minusculas entre linhas, diferenca entre solucdes de re-diluicdo dentro de cada diluente
(p<0,05); letras maiusculas entre linhas, diferenca entre solugbes de re-diluicdo entre diluentes
(p<0,05).

MT = motilidade total; MP = motilidade progressiva;, ER = populagdo de espermatozoides rapidos;
VSL = velocidade linear; VAP = velocidade média do trajeto do espermatozdide.

Independentemente da variavel cinética estudada, o tratamento ACP x RL
apresentou-se significativamente inferior aos demais aos 5 minutos do teste de
termo-resisténcia. Com relagdo ao diluente ACP-101, a populacdo de
espermatozéides rapidos (ER), velocidade linear (VSL) e velocidade média da
trajetoria (VAP) apresentaram melhores resultados quando o préprio diluente base
foi utilizado na re-diluigdo (ACP x ACP), seguido da solucao fisiolégica (ACP x SF).

Nao houve efeito do diluente em relagdo a motilidade total (MT) e progressiva (MP),
exceto em relagdo ao tratamento ACP x RL. Entretanto, o diluente TRIS apresentou
melhores resultados em relacdo aos espermatozéides rapidos (ER), velocidades
linear (VSL) e média da trajetéria (VAP). Os paradmetros cinéticos ndo foram

afetados pela solugéo de re-diluigdo no sémen pos-descongelagéao no diluente TRIS.
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As mesmas avaliacdes cinéticas foram processadas apds 60 minutos do teste de

termo-resisténcia conforme dados da Tabela 3.

Tabela 3. Analise auxiliada por computador da motilidade de espermatozoides
caprinos diluidos e congelados em meios a base de agua de coco (ACP-
101) e TRIS, e re-diluidos no préprio diluente base (DB: ACP-101 ou
TRIS; sem gema; sem glicerol), ou solugdo de Ringer Lactato (RL) ou
solucdo de NaCl a 0,9% (SF), apo6s 60 minutos do teste de termo-

resisténcia.

Re-diluigao MT (%) MP (%) ER (%) VSL (um/s) VAP (um/s)
ACP xACP  17,02+1542%® 4711555 2,66+4,03%° 15,00#11,38™  20,18+13,89%°
ACP x RL 6,87+9,78" 0,95+3,23" 0,9+2,38"® 4,2147,18%® 6,99+10,11°®
ACP x SF 12,78411,93%®  22143,72" 2,9+3,59% 10,78410,76°®  17,51+1522%°
TRISXTRIS  43,05+¢19,37%"  13,8748,32""  21,12+11,58"  32,174858"  45,39+11,68"
TRIS x RL 38,45+16,48*"  10,10+0,45""  21,92+10,65°*  34,32+8,22% 52,10+12,26*"
TRIS x SF 37,08£14,34*"  10,57+6,47*"  18,83+11,37**  33,59+8,45™ 50,45+12,62*"

Letras minusculas entre linhas, diferenca entre solucdes de re-diluicdo dentro de cada diluente
(p<0,05); letras maiusculas entre linhas, diferenca entre solugbes de re-diluicdo entre diluentes
(p<0,05).

MT = motilidade total; MP = motilidade progressiva; ER = populagdo de espermatozoides rapidos;

VSL = velocidade linear; VAP = velocidade média do trajeto do espermatozdide.

Aos 60 minutos do teste de termo-resisténcia o tratamento ACP x RL apresentou-se
significativamente inferior aos demais, independentemente da variavel cinética
estudada. Com relacdo ao diluente ACP-101, a motilidade progressiva (MP)
apresentou melhores resultados quando o préprio diluente base foi utilizado na
rediluicao (ACP x ACP), seguido da solucao fisiologica (ACP x SF).

O diluente a base de TRIS apresentou resultados cinéticos significativamente
superiores ao ACP-101. Os espermatozéides diluidos e congelados no TRIS nao
sofreram influéncia das solugdes de re-diluicdo pds-descongelacao.

Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados das avaliagdes cinéticas processadas
apo6s 120 minutos do teste de termo-resisténcia.
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Tabela 4. Andlise auxiliada por computador da motilidade de espermatozoides
caprinos diluidos e congelados em meios a base de agua de coco (ACP-
101) e TRIS, e re-diluidos no préprio diluente base (DB: ACP-101 ou
TRIS; sem gema; sem glicerol), ou solugcdo de Ringer Lactato (RL) ou
solucdo de NaCl a 0,9% (SF), ap6s 120 minutos do teste de termo-

resisténcia.

Re-dilui¢do MT (%) MP (%) ER (%) VSL (um/s) VAP (um/s)
ACP x ACP 1,11+3,77% 0,45+1,71% 0,23+0,97°° 2,549,687 3,02+11,11%
ACP x RL 0,7+2,85%® 0,19+0,81%® 0,3+1,26%® 1,717,14%® 2,42+9,86%°
ACP x SF 0,76+3,78%° 0,4+1,94%° 0,25+1,43%® 1,48+7,19% 1,75+8,53%°
TRISXTRIS  34,18+18,26™ 9,7+6,50°" 15,44+10,36™  27,08+10,38""  38,31+14,41"
TRIS x RL 31,14+16,96*"  7,39+4,54°" 16,23+10,39*  28,31+10,65°"  44,32+17,27°*
TRIS x SF 30,51+14,49% 7,17+4,5% 14,75+10,86™  27,36+11,31%"  43,04+16,29°"

Letras minusculas entre linhas, diferenca entre solucdes de re-diluicdo dentro de cada diluente
(p<0,05); letras maiusculas entre linhas, diferenca entre solugbes de re-diluicdo entre diluentes
(p<0,05).

MT = motilidade total; MP = motilidade progressiva; ER = populagdo de espermatozoides rapidos;
VSL = velocidade linear; VAP = velocidade média do trajeto do espermatozdide.

Os espermatozdides caprinos diluidos e congelados em meio a base de ACP-101
nao sofreram influéncia das solugdes de re-diluicdo com relagdo aos parametros
cinéticos avaliados aos 120 minutos do teste de termo-resisténcia, entretanto os
mesmos se encontravam abaixo dos valores de 30% espermatozéide moveis,
recomendados pelo CBRA (1998).

O efeito do diluente se manteve, onde os espermatozoéides diluidos-congelados em
TRIS apresentaram valores superiores em relacao aos parametros cinéticos. Estes
também n&o foram influenciados pelas solu¢des de re-diluigéo.

Os resultados obtidos no presente estudo com os espermatozéides diluidos em
ACP-101 pés-descongelacao em relagdo a motilidade total aos 5 minutos do teste
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de termo-resisténcia foram semelhantes aos obtidos por Aradjo e Nunes (1991) e
Salgueiro (2003), que congelaram sémen caprino em diluente a base de agua de
coco in natura acrescido de 10 e 2,5% de gema de ovo, respectivamente.
Entretanto, no estudo realizado por Salgueiro (2003), os espermatozoides
demonstraram valores de motilidade superiores ao final de 120 minutos do teste de
termo-resisténcia. Salgueiro et al. (2003), avaliando o sémen caprino diluido e
congelado em ACP-101 com 2,5 % de gema de ovo e 7% de glicerol, obtiveram em
média, ap6s 5 minutos pds-descongelacdo, porcentagem de espermatozéides
moveis de 33% e motilidade individual progressiva 2,48.

A re-diluicdo em solucao de Ringer Lactato foi deletéria para o sémen caprino diluido
e congelado em ACP-101, fato que pode ter sido ocasionado pelo elevado teor de
calcio (Ca*™) apés a re-diluicdo proveniente da associacdo do Ca** contido na
solugdo de RL e no diluente ACP-101. Assim o influxo de Ca'™ para o
espermatozdide promoveria uma desestabilizagdo da membrana, podendo induzir a
capacitacao (Bailey et al., 2000).

Os resultados de motilidade progressiva (MP) espermatica aos cinco minutos pds-
descongelacao, quantificados pelo sistema SCA no presente estudo, foram inferiores
aos obtidos por Sinha et al. (1996), que observaram subjetivamente, péds-
descongelacdao, motilidade progressiva de 47% em espermatozdides caprinos
lavados e congelados em meio diluente a base de TRIS com 20% de gema. Hidalgo
et al. (2006) avaliando as motilidades total e progressiva por meio de sistemas de
CASA, no sémen caprino diluido e congelado em TRIS com 20% gema, constataram
57,63% e 33,42%, respectivamente.

Aboagla e Terada (2003), criopreservaram sémen caprino lavado no diluente TRIS-
glicose-acido citrico com 20% de gema e 8% de glicerol e observaram a
descongelacdo, re-diluindo o sémen em solugdo de TRIS, na avaliagdo da
motilidade espermatica auxiliada por computador, 62% de motilidade total, 49% de
motilidade progressiva e VAP de 81,0 um/s.

Entretanto, Ferrari e Barnabé (1999), congelando sémen caprino com diluente a
base de TRIS com 2,6% gema, obtiveram resultados de motilidade, independente da
retirada ou ndo do plasma seminal, de cerca de 30% logo apds a descongelagéo, e
ressaltando a baixa termo-resisténcia ao longo da incubacdo. Resultados

semelhantes também foram apresentados por Azéredo et al. (2001), congelando
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sémen caprino diluido em TRIS com 2,6%, obtendo média de motilidade total de
28,33%.

O processo de criopreservacao do sémen caprino tem um efeito deletério sobre as
motilidades total e progressiva e sobre a velocidade média da trajetéria
(Sundaraman e Edwin, 2006). Cavalcante (2003), avaliando o sémen fresco e pos-
descongelacao de bodes da raca Boer por meio de um sistema CASA, constatou,
em relagdo as motilidades total e progressiva, valores de 93% e 64% no sémen
fresco, e 51% e 21% po6s-descongelagcao, respectivamente. Tuli e Holtz (1995)
calcularam que o percentual de reducao de motilidade progressiva subjetiva em
sémen caprino do fresco para o pés-descongelagao foi em torno de 46%. Azéredo et
al. (2001) constataram diminuicdo da motilidade pdés-descongelagdo do sémen
caprino lavado, e que o processo de criopreservagao teve um efeito deletério sobre
a qualidade do movimento espermatico.

A gema de ovo é um crioprotetor externo, adicionado aos diluentes seminais,
visando uma protecdo nao apenas relacionada aos danos oriundos do resfriamento
(Evans e Maxwell, 1990; Purdy, 2005) como também as crioinjurias produzidas pela
etapa de congelacao (Aboagla e Terada, 2004). Comparando-se os meios diluentes
utilizados no presente trabalho, observa-se uma maior quantidade de gema no meio
a base de TRIS, diferenca que pode ter promovido sua maior protecdo as

crioinjurias.

Conclusoes

Os efeitos das solucbes de re-diluicio sobre a cinética espermatica estdo
relacionados ao diluente utilizado na congelagéo do sémen caprino.

As solugdes de re-diluicdo ndo influenciaram os parametros cinéticos sobre os
espermatozéides caprinos diluidos e congelados em meio a base de TRIS.

O diluente a base de TRIS promoveu maior viabilidade in vitro de espermatozdéides
caprinos quando comparado ao diluente ACP-101.

Os parametros cinéticos, apds cinco minutos de incubagdo a 37°C, de
espermatozéides caprinos diluidos e congelados em meio diluente a base de ACP-
101 demonstram a potencialidade deste meio na criopreservagcao seminal de bodes,

abrindo perspectivas futuras para o emprego deste meio.
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Artigo 2. Avaliacdo morfologica de espermatozéides caprinos diluidos e
congelados em meio a base de agua de coco em pé (ACP-101) ou TRIS,

corados por eosina-nigrosina e azul de bromofenol.

Resumo

O trabalho teve como objetivo avaliar a morfologia de espermatozoides caprinos
diluidos e congelados em meios diluentes a base de agua de coco em p6 (ACP-101)
e TRIS submetidos ao teste de termo-resisténcia. Além de comparar a eficiéncia do
corante azul de bromofenol com o corante classico de eosina-nigrosina na avaliagéo
morfoloégica do sémen caprino fresco e descongelado. Foram utilizados 04 bodes.
Os diluentes empregados foram: ACP-101 (+ 2,5% gema ovo + 7% glicerol) e TRIS
(+ 20% gema ovo + 6,8% glicerol). O sémen foi coletado por meio de vagina artificial
e, avaliado quanto a: volume, concentragdo, motilidade massal, porcentagem de
espermatozdéides moveis, motilidade individual progressiva, porcentagem de
espermatozéides vivos e mortos e, morfologia espermatica. Cada ejaculado foi
dividido e diluido nos tratamentos experimentais ACP-101 e TRIS. As amostras
foram refrigeradas até 4°C, glicerolizadas, envasadas em palhetas, congeladas em
vapores de nitrogénio (-100°C), armazenadas em botijao criogénico (-196°C) e apos
30 dias, descongeladas. A morfologia espermatica foi avaliada, aos 5 e 120 minutos
pods-descongelacao, por meio de esfregacos de corados por eosina-nigrosina e azul
de bromofenol. Os parametros morfolégicos avaliados foram: espermatozoides
normais (N), alteracbes de cabecga (AC), de peca intermediaria (API), de flagelo (AF),
gota citoplasmatica proximal (GCP), gota citoplasmatica distal (GCD), e cabeca
destacada (CD). Os dados foram submetidos a ANOVA e ao teste de Tukey com 5%
de probabilidade. Nao existiu diferenga significativa na observagédo de N, GCD e CD
entre diluentes, corantes e suas interagées apo6s 5 minutos do teste de termo-
resisténcia. A constatacao de AC foi significativamente inferior nos espermatozéides
do tratamento ACP-AB, quando comparadas ao tratamento TRIS-AB. Apds 120
minutos a quantificagdo de N foi influenciada significativamente pelo diluente, tendo
o TRIS apresentado resultados superiores. As AC foram influenciadas pelo diluente
quando os esfregagcos foram corados pela eosina-nigrosina, tendo o ACP-101
apresentado valores superiores. O periodo de incubagdo de 120 minutos a 37°C
afetou a morfologia espermatica, aumentando as porcentagens de AC,

principalmente relacionadas a alteragbes acrossomais, em todos os tratamentos.
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Conclui-se que o meio diluente a base de TRIS promoveu uma maior protecao
quanto as crioinjurias em espermatozoéides caprinos congelados. O corante azul de
bromofenol demonstrou ser eficiente na avaliacdo do sémen caprino fresco e pdés-
descongelacao.

Palavras-chave: caprinos; espermatozoides; dgua de coco em po; TRIS; eosina-

nigrosina; azul de bromofenol.
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Article 2. Morphologic evaluation of goat spermatozoa diluted and frozen in media based on

powder coconut water (PCW-101) or TRIS, stained by eosin-nigrosin and bromophenol blue.

Abstract

The aims of the work were: to evaluate “in vitro” the goat semen frozen in diluents
media based on powder coconut water (PCW-101) and TRIS (hydroxymethyl amino
methane), compare the bromophenol blue stain efficiency with the classic stain
eosin-nigrosin on the morphologic evaluation of fresh and post-thawing goat semen
submitted to thermo resistance test. Four goats were utilized. The employed diluents
were: PCW-101 (+ 2.5% egg yolk + 7% glycerol) and TRIS (+ 20% egg yolk + 6.8%
glycerol). The ejaculateds were collected using artificial vagina, assessed for:
volume, concentration, mass motility, percentage of motile spermatozoa, and
progressive individual motility. Right away, each ejaculate was divided into two
aliquots and diluted into the experimental treatments PCW-101 and TRIS. The
samples were refrigerated to 4°C, glycerolated, loaded into straws, frozen into
nitrogen vapors (-100°2C), stored into cryogenic tank (-196°C) and thawed after 30
days. Spermatic morphology was evaluated at 5 and 120 minutes post-thaw, through
semen smears stained by eosin-nigrosin (EN) and bromophenol blue (BB). The
morphologic parameters evaluated were: normal spermatozoa (N), head alteration
(HA), intermediary piece alteration (IPA), tail alteration (TA), proximal citoplasmic
drop (PCD), distal citoplasmic drop (DCD), and detached head (DH). The data were
analyzed using ANOVA and Tukey tests with 5% of probability (SAS Institute Inc,
Cary, NC, USA). Independently of the kinetic variable studied, the treatment PCW x
RL showed significantly inferior to the other during the thermo resistance test. The
media based on TRIS showed kinetic results significantly superior to PCW-101, to
the 60 and 120 min. The spermatozoa diluted and frozen on TRIS didn’t suffer the
redilution solution influence post-thaw. There wasn’t significant difference in the
observation of N between media staining and their interactions after 5 minutes of
thermo resistance test. After 120, the N was significantly influenced by media, where
the TRIS presented better results. The incubation period of 120 minutes at 37°C
affect the spermatic morphology, increasing the HA percentages into all treatments.
Kinetic parameters, after five minutes incubated at 37°C, of goat spermatozoa diluted
and frozen on media based on PCW-101 showed the potentiality of this media on
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buck seminal cryopreservation. The media based on TRIS promoted better protection
from the cryoinjuries on frozen goat spermatozoa. Bromophenol blue staining was

efficient on the fresh and post-thaw goat semen evaluation.

Keywords: goat; spermatozoa; powder coconut water; TRIS; eosin-nigrosin;
bromophenol blue.
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Resumo

O trabalho teve como objetivo avaliar a morfologia de espermatozoides caprinos
diluidos e congelados em meios diluentes a base de agua de coco em p6 (ACP-101)
e TRIS submetidos ao teste de termo-resisténcia. Além de comparar a eficiéncia do
corante azul de bromofenol com o corante classico de eosina-nigrosina na avaliagao
morfolégica do sémen caprino fresco e descongelado. Foram utilizados 04 bodes.
Os diluentes empregados foram: ACP-101 (+ 2,5% gema ovo + 7% glicerol) e TRIS
(+ 20% gema ovo + 6,8% glicerol). O sémen foi coletado por meio de vagina artificial
e, avaliado quanto a: volume, concentracdo, motilidade massal, porcentagem de
espermatozéides moveis, motilidade individual progressiva, porcentagem de
espermatozéides vivos e mortos e, morfologia espermatica. Cada ejaculado foi
dividido e diluido nos tratamentos experimentais ACP-101 e TRIS. As amostras
foram refrigeradas até 4°C, glicerolizadas, envasadas em palhetas, congeladas em
vapores de nitrogénio (-100°C), armazenadas em botijao criogénico (-196°C) e apos
30 dias, descongeladas. A morfologia espermatica foi avaliada, aos 5 e 120 minutos
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poés-descongelacao, por meio de esfregacos de corados por eosina-nigrosina e azul
de bromofenol. Os parametros morfolégicos avaliados foram: espermatozoides
normais (N), alteracbes de cabecga (AC), de peca intermediaria (API), de flagelo (AF),
gota citoplasmatica proximal (GCP), gota citoplasmatica distal (GCD), e cabeca
destacada (CD). Os dados foram submetidos a ANOVA e ao teste de Tukey com 5%
de probabilidade. Nao existiu diferenca significativa na observacado de N, GCD e CD
entre diluentes, corantes e suas interagées apo6s 5 minutos do teste de termo-
resisténcia. A constatacao de AC foi significativamente inferior nos espermatozéides
do tratamento ACP-AB, quando comparadas ao tratamento TRIS-AB. Apds 120
minutos a quantificagdo de N foi influenciada significativamente pelo diluente, tendo
o TRIS apresentado resultados superiores. As AC foram influenciadas pelo diluente
quando os esfregacos foram corados pela eosina-nigrosina, tendo o ACP-101
apresentado valores superiores. O periodo de incubagdo de 120 minutos a 37°C
afetou a morfologia espermatica, aumentando as porcentagens de AC,
principalmente relacionadas a alteragbes acrossomais, em todos os tratamentos.
Conclui-se que o meio diluente a base de TRIS promoveu uma maior protecao
quanto as crioinjurias em espermatozoéides caprinos congelados. O corante azul de
bromofenol demonstrou ser eficiente na avaliacdo do sémen caprino fresco e pds-

descongelacao.

Palavras-chave: caprinos; espermatozdéides; agua de coco em po; TRIS; eosina-

nigrosina; azul de bromofenol.

Abstract

The aims of the work were: to evaluate “in vitro” the goat semen frozen in diluents
media based on powder coconut water (PCW-101) and TRIS (hydroxymethyl amino
methane), compare the bromophenol blue stain efficiency with the classic stain
eosin-nigrosin on the morphologic evaluation of fresh and post-thawing goat semen
submitted to thermo resistance test. Four goats were utilized. The employed diluents
were: PCW-101 (+ 2.5% egg yolk + 7% glycerol) and TRIS (+ 20% egg yolk + 6.8%
glycerol). The ejaculateds were collected using artificial vagina, assessed for:
volume, concentration, mass motility, percentage of motile spermatozoa, and
progressive individual motility. Right away, each ejaculate was divided into two

aliquots and diluted into the experimental treatments PCW-101 and TRIS. The
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samples were refrigerated to 4°C, glycerolated, loaded into straws, frozen into
nitrogen vapors (-100°C), stored into cryogenic tank (-196°C) and thawed after 30
days. Spermatic morphology was evaluated at 5 and 120 minutes post-thaw, through
semen smears stained by eosin-nigrosin (EN) and bromophenol blue (BB). The
morphologic parameters evaluated were: normal spermatozoa (N), head alteration
(HA), intermediary piece alteration (IPA), tail alteration (TA), proximal citoplasmic
drop (PCD), distal citoplasmic drop (DCD), and detached head (DH). The data were
analyzed using ANOVA and Tukey tests with 5% of probability (SAS Institute Inc,
Cary, NC, USA). Independently of the kinetic variable studied, the treatment PCW x
RL showed significantly inferior to the other during the thermo resistance test. The
media based on TRIS showed kinetic results significantly superior to PCW-101, to
the 60 and 120 min. The spermatozoa diluted and frozen on TRIS didn’t suffer the
redilution solution influence post-thaw. There wasn’t significant difference in the
observation of N between media staining and their interactions after 5 minutes of
thermo resistance test. After 120, the N was significantly influenced by media, where
the TRIS presented better results. The incubation period of 120 minutes at 37°C
affect the spermatic morphology, increasing the HA percentages into all treatments.
Kinetic parameters, after five minutes incubated at 37°C, of goat spermatozoa diluted
and frozen on media based on PCW-101 showed the potentiality of this media on
buck seminal cryopreservation. The media based on TRIS promoted better protection
from the cryoinjuries on frozen goat spermatozoa. Bromophenol blue staining was

efficient on the fresh and post-thaw goat semen evaluation.

Keywords: goat; spermatozoa; powder coconut water; TRIS; eosin-nigrosin;
bromophenol blue.

Introducao

A avaliagdo morfolégica pode ser avaliada por meio de preparagdo Umida e
esfregacos corados (Bearden e Fuquay, 1992). Derivaux (1980) relata que as
anormalidade espermaticas podem afetar, isolada ou simultaneamente, as diferentes
regides da cabeca, peca intermediaria e cauda.

Existe uma correlacdo média entre a morfologia espermatica, particularmente

quando presentes alteracbes acrossomais (Foote, 2003; Chenoweth, 2005) e a
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fertilidade, entretanto € variavel, sendo influenciada pela metodologia empregada na
avaliacao (Rodriguez-Martinez, 2005).

A viabilidade espermatica esta relacionada com a integridade da membrana
plasmatica (Evans e Maxwell, 1990; Chemineau, 1991), que pode ser avaliada por
meio de coloragdes vitais (Colas, 1980; Derivaux, 1980; Bearden e Fuquay, 1992).
Dentre os corantes utilizados podem ser citados a eosina-nigrosina (Derivaux, 1980;
Evans e Maxwell, 1990; Chemineau, 1991; Bearden e Fuquay, 1992), azul de tripan,
(Bearden e Fuquay, 1992) e azul de bromofenol (Derivaux, 1980; Mies Filho, 1982;
Medeiros, 2004).

Durante os processos de congelacdo-descongelagdo os espermatozdides sao
submetidos a condigbes desfavoraveis (Parks e Graham, 1992), e
consequentemente, podem ocorrer danos a membrana plasmatica e acrossoma
(Watson, 1995).

O azul de bromofenol demonstrou ser um corante eficiente para avaliagdo do sémen
ovino (Medeiros, 2004), entretanto, existe uma caréncia de trabalhos relacionados a
sua utilizagao para sémen caprino.

Nesse sentido, este trabalho visa avaliar a morfologia de espermatozéides caprinos
diluidos e congelados em meios diluentes a base de agua de coco em p6 (ACP-101)
e TRIS submetidos ao teste de termo-resisténcia. Além de comparar a eficiéncia do
corante azul de bromofenol com o corante classico de eosina-nigrosina na avaliagéo

morfolégica do sémen caprino fresco e descongelado.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Tecnologia do Sémen Caprino e
Ovino da Universidade Estadual do Ceara, no municipio de Fortaleza, Ceara, com
latitude 03°43’ Sul e longitude 38°30° Oeste, com temperatura média anual de 27°C.
Foram utilizados 04 bodes, dois da raga Saanen e dois da raca Boer. Os animais
foram mantidos em confinamento, em baias individuais. A alimentagao consistiu de
feno de tifton (Cynodon sp.) e ragédo comercial com 18% PB e, sal mineral e 4gua a
vontade.

Preparacéo dos diluentes

O diluente a base de agua de coco em pé, com pH 6,8 e 300 mOsm/Kg para sémen
caprino, o ACP-101, era constituido por: agua de coco em pd acrescida de tampoes,

100 ml de agua destilada, 40 mg de gentamicina, 2,5% de gema de ovo e 7% de
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glicerol. O diluente foi dividido em duas fragdes: “A” sem glicerol e “B” com 14%
glicerol (Salgueiro et al., 2003).

O diluente a base de TRIS, com pH 6,8 e 300 mOsm/Kg, era constituido por : 3,786
g de Tris, 2,11 g de acido citrico, 100 ml de agua destilada, 40 mg de gentamicina,
1% de frutose, 20% de gema de ovo e 6,8% de glicerol. O diluente foi divido em
duas fracoes: “A” sem glicerol e “B” com 13,6% de glicerol (Singh et al., 1995).

Coleta e processamento seminal

O sémen foi coletado na presenca de uma fémea em cio induzido por uma injecao
prévia, com 48 de antecedéncia ao procedimento, de Benzoato de Estradiol
(Estrogin®), por meio de vagina artificial (IMV®) aquecida a 40-42°C e lubrificada com
glicerina. Esta continha um cone de borracha, acoplado a um tubo coletor Falcon de
15 ml. A coleta de sémen realizou-se duas vezes por semana perfazendo um total
de 12 ejaculados por animal, totalizando 48 ejaculados. Ap6s cada coleta, os
ejaculados foram mantidos em banho-maria a 30°C enquanto se realizou a avaliacao
seminal.

O volume do ejaculado (ml) foi mensurado por meio da observagéo direta do tubo
coletor graduado.

A avaliagdo de motilidade massal (MM) realizou-se por meio da avaliagdo de uma
gota de 5ul de sémen puro em lamina, previamente aquecida a 37°C, sob aumento
de 100x em microscépio de contraste de fase: sendo classificada de 0 a 5
(Chemineau et al., 1991).

Para avaliagdo da porcentagem de espermatozoéides moéveis (PEM) e motilidade
individual progressiva (MIP) (0-5) 10ul de sémen puro foram diluidos em 500ul de
solugao fisioldgica de NaCl a 0,9% mantida também no banho-maria a 30°C, sendo,
logo ap6s a homogeneizacdo conduzida uma aliquota 10ul a uma lamina,
previamente aquecida a 37°C, sob aumento de 400x em microscoépio de contraste de
fase: sendo a PEM atribuida em valores de porcentagem e a MIP classificada de 0 a
5 (Chemineau et al., 1991).

Apoés a avaliagdo da MM, PEM e MIP cada ejaculado foi dividido em duas aliquotas
iguais, sendo entdo acondicionadas em tubos de ensaio de 15 ml. Estas irao formar
dois tratamentos experimentais: ACP-101 e TRIS, sendo submetidas a uma pré-
diluicdo na taxa de 1:2 (sémen:fracdo A diluente) (v/v), a 30°C.

A concentragdo espermatica (x10° sptz/ml) foi mensurada por meio do método de

espectrofotometria, diluindo 10ul de sémen puro em 4 ml de solugéo de folmaldeido
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a 0,1% (taxa de diluicao 1:400 v/v) (Sorensen, 1982).

Para a avaliagdo da morfologia espermatica e porcentagem de espermatozéides
vivos e mortos foram confeccionados esfregacos de sémen corados com eosina-
nigrosina (Colas, 1980) e azul de bromofenol (Derivaux, 1980; Medeiros, 2004). Para
tanto, uma gota de 30ul do corante foi acondicionada em lamina, previamente
aquecida a 37°C e, com um pequeno bastdo de plastico macico com ponta
levemente umedecida com sémen puro, procedeu-se a mistura com o corante, e
apds, um repouso de 10 segundos, utilizando-se uma laminula, previamente
aquecida a 37°C, formando um angulo de 30° com a lamina, a gota contendo sémen
e corante foi tocada e estendida até a extremidade oposta, formando o esfregaco
corado. Estes foram secos em chapa aquecida a 37°C e entdo avaliados em
microscopia de contraste de fase sob aumento de 1000x, em objetiva de imersao,
quanto a porcentagem de espermatozéides vivos, mortos, normais e alteracdes de
cabeca, peca intermediaria, flagelo, gotas citoplasmaticas proximal e distal, e cabeca
destacada.

Ap6s a mensuracao da concentracao espermatica de cada ejaculado, foi calculada a
quantidade das fracoes A e B de cada diluente. Todos os grupos foram submetidos
a segunda diluicdo a 30°C, pela adicdo do volume restante da fracao “A” de cada
diluidor. Posteriormente, as amostras de sémen diluido, acondicionadas em tubos de
ensaio de 15 ml vedados com tampa de borracha, foram levadas a um recipiente
plastico contendo 200 ml de 4gua a 30 °C. Sendo, entdo, o conjunto refrigerado em
um freezer horizontal (Prosdécimo®), durante 120 minutos, até alcancar 4°C a uma
velocidade média de refrigeracdo de 0,22°C/minuto. A curva de refrigeracao foi
monitorada com um termoémetro digital (HEADterm 200°).

Uma vez alcangando 4°C, realizou-se a terceira diluigdo adicionando-se o volume da
fracdo “B”, previamente calculado, de cada diluente em trés etapas, com intervalos
de cinco minutos, até alcancar uma concentragao final de 400x10° sptz/ml, com mais
5 minutos de tempo de equilibrio.

O sémen diluido e resfriado a 4°C, de todos os grupos, foi envasado em palhetas francesas
de 0,25 ml (contendo cada uma 100x10° espermatozdides), previamente identificadas e
refrigeradas a 4°C. O envase foi realizado em uma estante dentro do freezer horizontal.

As palhetas, dos tratamentos ACP-101 e TRIS, com sémen diluido e refrigerado 4°C, foram
colocadas em rampa de congelagao, distante 3,5 cm do nivel do nitrogénio liquido (N.L),
onde se congelaram nos vapores (-100°C) por um periodo de dez minutos, posteriormente
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sendo submersas em N,L, a -196°C, acondicionadas em globetes fixados em racks
identificadas, sendo entdo armazenadas em botijao criogénico.

Decorridos 30 dias apdés a congelagao, foram retiradas do botijao criogénico amostras de
palhetas para descongelagdo. As palhetas foram imersas em banho-maria a 37°C durante
30 segundos. Descongeladas, as amostras, foram acondicionadas em tubos Eppendorf®, e
mantidas a 37 °C por 120 minutos, para realizacdo do teste de termo-resisténcia,
(Chemineau et al., 1991; CBRA, 1998).

A morfologia espermatica foi avaliada, aos 5 e 120 minutos pés-descongelacao, sob
microscopia de contraste de fase, em aumento de 1000X com objetiva de imerséo,
analisando laminas de esfregacos de sémen poOs-descongelagdo, corados por
eosina-nigrosina (Colas, 1980) e azul de bromofenol (Derivaux, 1980; Medeiros,
2004), como citado anteriormente.

Para a andlise estatistica os ejaculados foram considerados repeticbes para as
variaveis estudadas. Depois de comprovar a distribuicdo normal das variaveis e de
aplicar as transformagdes necessérias, foram realizadas as seguintes provas:
Analise de variancia de duas vias, tomando-se como efeito fixo: diluente, corante e
diluente x corante, e como efeitos variaveis: espermatozoides vivos e mortos, N, AC,
API, AF, GCP, GCD e CD. Para se obter diferencas significativas entre as médias
nos casos em que a analise de variancia revelou efeito significativo foi utilizado o
teste t de Student para e o teste de Tukey para a comparagdo multipla de médias
para o sémen fresco e pos-descongelacdo, respectivamente. Os dados séao
apresentados como médias + desvio padrao e se considerou significativa uma

diferenca de p<0,05.

Resultados e Discussao

Os parametros do sémen fresco dos quatro bodes avaliados foram: volume,
concentracdo espermatica (Conc. Sptz), motilidade massal (MM), porcentagem de
espermatozdides moveis (PEM) e motilidade individual progressiva (MIP) (Tabela 1).
Todos 0s animais possuiam caracteristicas seminais normais para a especie, de
acordo com o Evans e Maxwell (1990), Chemineau et al. (1991) e CBRA (1998).

Tabela 1. Parametros (média £ dp) do sémen fresco de quatro bodes.

Bode Volume Conc. Sptz MM (0-5) PEM (%) MIP (0-5)
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(ml) (10%/ml)
1 0,78+0,21 541+054 383+054 8125+644 3,71+0,45
2 0,74+0,23 553+0,42 379+045 8250+3,37 3,50+0,37
4 0,57+0,11 547+0,40 4,08+0,47 87,92+3,96 4,00+0,43
5 0,69+028 435+0,88 342+0,36 8208+3,96 3,71+045
Total 0,69+0,23 519+075 3,78+050 83,44+517 3,73+0,45
p>0,05.

Os resultados obtidos com a avaliagéo da integridade de membrana e morfologia de
espermatozéides caprinos frescos, em esfregacos corados com eosina-nigrosina e
azul de bromofenol, confeccionados logo apds a coleta por vagina artificial estao
representados nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 2. Integridade de membrana de espermatozdéides caprinos frescos, corados
com eosina-nigrosina (EN) e azul de bromofenol (AB), logo apés a coleta
por vagina artificial.

Corante Vivos (hao corados) Mortos (corados)
EN 76,65+7,83 23,33+7,77
AB 76,21+0,74 23,7918,88

p>0,05.

Nao houve diferenca significativa em relagdo a avaliacdo de integridade de
membrana (vivos e mortos), espermatozoides normais e alteracbes de peca
intermediaria. Entretanto, as quantificacbes de alteragdes de cabeca, gota
citoplasmatica distal e cabeca destacada foram significativamente superiores nos
esfregagos corados com eosina-nigrosina. Os esfregagos corados com azul de
bromofenol possuiram maior percentual de alteracdes de flagelo. O total de
alterag6es morfoldgicas no sémen fresco estava inferior ao limite de 15%, delimitado
pelo CBRA (1998). A interacdo da maior sensibilidade na visualizagdo das
alteracdes de cabeca nos espermatozodides corados pela solugdo de eosina-
nigrosina com a ordem de importancia (AC>DPI>GCP>GCD>AF) relacionada a
classificagéo das alteragdes, pode ter promovido a diferenca significativa relacionada
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a observacao de alteracdes de flagelo entre os corantes.

A porcentagem espermatozéides mortos (corados), tanto pela eosina-nigrosina,
como pelo azul de bromofenol foram superiores aos achados de Barkawi et al.
(2005), Nur et al. (2005) e Gubartallah et al. (2004), que encontraram valores de
9,2%, 12,7% e 15,49%, respectivamente, e inferiores aos 22% observados por
Zamiri e Heidari (2006). O percentual do total de alteracées morfolégicas no sémen
fresco estava inferior ao limite de 15% delimitado pelo CBRA (1998) e semelhantes
aos resultados obtidos por Karagiannidis et al. (2000), Soylu et al. (2003),
Gubartallah et al. (2004), Barkawi et al. (2005), e Zamiri e Heidari (2006), que
observaram percentuais de defeitos totais no sémen caprino fresco corado por
eosina-nigrosina de 8,79; 9,10; 8,56; 13,5; € 9,85 %, respectivamente.

Tabela 3. Avaliacao morfoldgica de espermatozéides caprinos frescos, corados com
eosina-nigrosina (EN) e azul de bromofenol (AB), logo apds a coleta por

vagina artificial.

Corante N AC API AF GCP GCD CD
EN 91,29+4,41 1,69+1,49% 1,35+1,38 4,48+3,52° 0,08+0,28 0,44+0,80° 0,60+0,74°
AB 90,29+4,46 0,67+0,97° 1,4242,36 7,35+3,61% 0,13+0,49 0,00+0,00° 0,13%0,33°

Letras minusculas entre linhas (p<0,05).

N = normais; AC = alteragdo de cabega; API = alteragdo de peca intermediaria; AF = alteragdo de
flagelo; GCP = gota citoplasmatica proximal, GCD = gota citoplasmatica distal; CD = cabega
destacada

Os dados obtidos com a avaliagdo morfolégica de espermatozoides caprinos
diluidos e congelados em meios a base de agua de coco em pé (ACP-101) e TRIS,
por meio de esfregacos corados com eosina-nigrosina e azul de bromofenol, apés 5

minutos do teste de termo-resisténcia estio ilustrados na Tabela 4.
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Tabela 4. Avaliacao morfolégica de espermatozéides caprinos diluidos e congelados
em meios a base de agua de coco (ACP-101) e TRIS, por meio de
esfregacos corados com eosina-nigrosina (EN) e azul de bromofenol (AB),

apos 5 minutos do teste de termo-resisténcia.

Tratamento N AC API AF GCP GCD CD

ACP-EN 64,54+8,16  27,13+8,28™ 1,06+1,19° 5,85+3,41° 0,10£0,31° 0,29+0,80 0,96+ 1,01
ACP-AB 62,96+9,09 24,92+48,24° 2,35+228° 8,38+4,45° 0,31+0,55° 0,2740,82  0,77+0,99
TRIS-EN 61,79+9,80 31,2549,72°  0,92+1,16° 5,35¢3,33° 0,00+0,00° 0,04+0,20  0,99+0,89
TRIS-AB 60,94+7,48 31,4847,39  1,23+1,17° 5,00#3,89° 0,2140,46° 0,42+0,99  0,69+0,90

Letras minudsculas entre linhas (p<0,05).
N = normais; AC = alteragcdo de cabega; API = alteracdo de pega intermedidria; AF = alteragdo de
flagelo; GCP = gota citoplasmatica proximal; GCD = gota citoplasmatica distal, CD = cabecga

destacada.

Nao existiu diferenca significativa na porcentagem de espermatozéides normais,
gota citoplasmatica distal e cabeca destacada entre diluentes, corantes e suas
interacdes. A identificacao das alteragcdes de cabeca foi significativamente inferior
nos espermatozoéides do tratamento ACP-AB, quando comparadas ao tratamento
TRIS-AB. Ainda, no tratamento ACP-AB houve observacdes de alteracbes de peca
intermediéria, flagelo e gota citoplasmatica proximal superiores aos tratamentos
ACP-EN e TRIS-AB.

Os dados oriundos da avaliagao morfolégica de espermatozéides caprinos diluidos e
congelado em meios a base de agua de coco em pd (ACP-101) e TRIS, por meio de
esfregacos corados com eosina-nigrosina e azul de bromofenol, apés 120 minutos
do teste de termo-resisténcia estdo ilustrados na Tabela 5.
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Tabela 5. Avaliagdo morfologica de espermatozéides caprinos diluidos e congelado

em meios a base de agua de coco em p6 (ACP-101) e TRIS, por meio de

esfregacos corados com eosina-nigrosina (EN) e azul de bromofenol (AB),

apos 120 minutos do teste de termo-resisténcia.

Tratamento N AC API AF GCP GCD CD
ACP-EN 47,60+7,70° 44,04+9,84°  0,92+1,50®  6,10+4,42° 0,06+0,24 0,17+ 0,63 0,94+ 1,24
ACP-AB 49,79+9,38°°  38,69+8,36° 1,52+1,25%  8,94+454*  0,15+0,41 0,27+0,82 0,63+ 0,91
TRIS-EN 56,7316,66% 37,13+6,87" 0,69+1,03° 4,90+4,16°  0,02+0,14 0,13+0,61 0,42+ 0,65
TRIS-AB 52,88+9,22%°  40,29+8,64%°  0,92+#1,07®  4,67+3,58° 0,10£0,37 0,27+0,79 0,83+1,08

Letras minudsculas entre linhas (p<0,05).
N = normais; AC = alteragcdo de cabega; API = alteracdo de pega intermedidria; AF = alteragdo de
flagelo; GCP = gota citoplasmatica proximal; GCD = gota citoplasmatica distal, CD = cabecga

destacada.

Nao foi observado efeito do corante sobre as constatacbes de alteragbes
morfoldgicas nos espermatozéides diluidos e congelados no meio diluente a base de
TRIS. As alteragdes relacionadas as gotas citoplasmaticas proximal e distal e a
cabeca destacada ndo apresentaram diferengas entre os tratamentos.

Apb6s 120 minutos do teste de termo-resisténcia, a porcentagem de espermatozdides
normais foi influenciada significativamente pelo diluente, tendo o meio diluente a
base de TRIS apresentado resultados superiores.

As observacgdes de alteragdes de cabega foram influenciadas pelo diluente quando
os esfregacos foram corados pela eosina-nigrosina, tendo o ACP-101 apresentado
valores superiores. A quantificacdo das alteracbes de flagelo foram
significativamente superiores no tratamento ACP-AB. Entretanto, Salgueiro (2003),
avaliando in vitro espermatozdides caprinos congelado-descongelados em meio
diluente a base de agua de coco in natura e TRIS-gema-glicerol, ndo observou
diferencas significativas relacionadas as alteracdées morfolégicas.

As principais alteragbes morfologicas apds descongelagdo do sémen constatadas
foram relacionadas as alteragdes de cabeca e flagelo. Observagdes semelhantes
foram relatadas por Singh et al. (1995) em espermatozoides caprinos diluidos e
congelados-descongelados em diluente a base de TRIS-gema-glicerol. Hidalgo et al.
(2006), Azeredo et al. (2001), e Ferrari e Barnabe (1999), observaram o efeito
deletério da congelacdo do sémen caprino sobre a porcentagem de defeitos

acrossomais.
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O periodo de incubacdo de 120 minutos a 37°C afetou a morfologia espermatica,
aumentando as porcentagens de alteragbes de cabeca em todos os tratamentos e
alteracdes de cauda nos espermatozéides diluidos e congelados em ACP-101. Vale
ressaltar que as principais alteracbes de cabegca observadas em todos os
tratamentos, ap6s a descongelacdo do sémen, estavam relacionadas a defeitos no
acrossoma.

A gema de ovo € um crioprotetor externo, acrescentado aos diluentes seminais,
visando uma protecdo nao apenas relacionada aos danos oriundos do resfriamento
(Evans e Maxwell, 1990; Purdy, 2005) como também as crioinjarias produzidas pela
etapa de congelacdo (Aboagla e Terada, 2004). Comparando-se os diluentes
empregar no presente estudo, observa-se uma maior quantidade de gema no meio a

base de TRIS, diferengca que pode ter gerado sua maior prote¢do as crioinjurias.

O corante azul de bromofenol promoveu uma melhor avaliacdo dos
espermatozéides, principalmente no discernimento as alteracdes de cabega, pois
corou menos o fundo da lamina, diminuindo os artefatos. Esta ressalva também foi
relatada por Medeiros (2004), que ainda demonstrou a eficiéncia do corante apos o
armazenamento a temperatura ambiente (30°C) por 30 dias, o que facilita sua
utilizacdo em exames androlégicos a campo.

Vale ressaltar que os esfregacos corados com eosina-nigrosina, oriundos de sémen
caprino diluido e congelado em meio diluente a base de TRIS, apresentaram maior
dificuldade na avaliacdo devido ao menor contraste entre o espermatozéide e o
fundo da lamina.

Conclusoes

O meio diluente a base de TRIS promoveu uma maior prote¢cdo quanto as
crioinjurias em espermatozoéides caprinos congelados.

O corante azul de bromofenol demonstrou ser eficiente na avaliagdo morfolégica do

sémen caprino fresco e pos-descongelagéo.
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6. CONCLUSOES

Os efeitos das solugbes de re-diluicdo sobre a cinética espermética sao

relacionados ao meio diluente utilizado na congelacdao do sémen caprino.

As solugbes de re-diluicdo ndo influenciaram os parametros cinéticos em

espermatozéides caprinos diluidos e congelados em meio a base de TRIS.

Os parametros cinéticos, apds cinco minutos de incubagdo a 37°C, de
espermatozéides caprinos diluidos e congelados em meio diluente a base de
ACP-101 demonstram a potencialidade deste meio na criopreservagao
seminal de bodes, gerando perspectivas para o emprego deste meio com

novos percentuais de gema de ovo.

O meio diluente a base de TRIS promoveu uma maior protecdo quanto as

crioinjurias em espermatozéides caprinos congelados.

O corante azul de bromofenol demonstrou ser eficiente na avaliacdo do

sémen caprino fresco e descongelado.
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7. PERPECTIVAS

Devido a possivel influéncia da concentracao de gema de ovo, nos resultados
superiores pds-descongelacao obtidos com o diluente a base de TRIS in vitro,
fazem-se necessarios novos trabalhos avaliando concentracées de gema

superiores a 2,5% no meio a base de agua em pé.

No intuito de se obter um diluidor seminal isento de produtos de origem
animal, poderia ser analisada a adicdo ao meio a base de agua de coco po,
em substituicdo a gema de ovo, fosfolipidios de origem vegetal, como a

lecitina de soja.

Posteriormente a otimizagao in vitro da criopreservacado de sémen de bodes
em meio a base de agua de coco em p0, deverao ser realizados estudos com

a fertilidade apés inseminagdes artificiais, vias cervical ou laparoscépica.
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