UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAO
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS — CCA
CURSO DE MESTRADO EM CIENCIAS ANIMAL

Paula Miranda Costa

COMPARACAO DO EFEITO DE DIFERENTES DILUIDORES NA
VIABILIDADE ESPERMATICA POS-CONGELACAO DE SEMEN BOVINO

Sao Luis — MA

2012



Paula Miranda Costa

COMPARAGCAO DO EFEITO DE DIFERENTES DILUIDORES NA
VIABILIDADE ESPERMATICA POS-CONGELACAO DE SEMEN BOVINO

Dissertacdo apresentada ao Programa
de PoOs-graduacdo da Universidade
Estadual do Maranh&o para obtencéo

do titulo de mestre em Ciéncia Animal.

Area de concentracio:
Conservacéao e Reproducéao Animal.
Orientadora: Profa. Dra. Alessandra Corallo Nicacio

Co-orientador: Prof. Dr. Fernando Andrade Sousa

Sao Luis — MA

2012



Costa, Paula Miranda.

Comparacdo da influéncia de diferentes diluidores na viabilidade espermética pos-
congelagdo de sémen bovino / Paula Miranda Costa.— S&o Luis, 2012

55f

Dissertacdo (Mestrado) — Curso de Medicina Veterinaria, Universidade Estadual do
Maranhéo, 2012.

Orientador: Profa. Dra. Alessandra Corallo Nicacio

1. sémen. 2. Criopreservacdo. 3. Diluidores. 4. Viabilidade espermatica. 5. Bovino.
|.Titulo

CDU: 636.2.082.454




Dissertacdo de Mestrado e aprovada em de

banca examinadora composta pelos seguintes membros:

de 2012 pela

1° Membro

Prof. Dr. Jorge André Matias Martins

2° Membro

Prof. Dr. Ricardo de Macédo Chaves

Orientador (a)

Profa. Dra. Alessandra Corallo Nicacio



“Acredito na ideia de
gue, nas nossas vidas,
Deus pbe as pessoas
certas. Agquelas que
vao te criticar para que
possas descobrir sua
forca e seu poder em
vencer teus obstaculos.
Aquelas que  véo
estender a mao para
gue vocé descubra o
guéo verdadeira possa
ser uma amizade e o
guanto o ser humano
pode valer a pena.
Aquelas que apenas
com um olhar vai fazer
vocé vé que um mundo
de possibilidades estar
a sua frente, pronto
para te fazer feliz.”
(Paula Miranda Costa)

Dedico a todas as pessoas que fizeram parte desse trabalho e, principalmente,

da minha vida. Minha familia abencoada, meus amigos queridos e a todos que

de bom coracao contribuiram para realizacdo de um sonho.

“Se eu soubesse o0 que estava
fazendo, ndao chamaria de pesquisa”

Albert Einstein



Agradecimentos

A DEUS por ter me dado a honra e a bencdo de ser sua filha, por me fazer
forte em cada amanhecer para superar as dificuldades desta jornada e estar

vivenciando o momento de realizacao junto as pessoas que amo.

A Universidade Estadual do Maranhdo, em especial & Escola de Medicina
Veterinaria, por ter me dado a chance de realizar esse curso e ter acreditado

em mim enquanto profissional da area.

Ao curso de pés-graduacao, Mestrado em Ciéncia Animal por ter acreditado no

meu profissionalismo.
A FAPEMA, pela concessio da bolsa de estudos.

A minha avo e minha tia, Magndlia e Fatima, que sempre me deram apoio e
conselhos quando eu tinha incertezas em meu coracéo e que sempre torceram

e torcem, ndo soO pelo meu sucesso como pela minha felicidade.

Aos meus pais, Carlos Alberto e Avelina Oliveira, pelo apoio e amor

incondicionais.

A toda minha familia, aos que estdo perto e aos que estdo longe, mas que
sempre estardo dentro do meu coracdo. Obrigada pelo simples fato de

existirem em minha vida.

A minha orientadora Profa. Dra. Alessandra Corallo Nicacio que mesmo sem
saber quem eu era acreditou em mim e em meu potencial. Obrigada por ter
atendido aquele telefonema no aeroporto e mesmo sem poder olhar para mim

disse sim em vez de nao.

Ao Professor Ricardo Macédo Chaves, pelo seu bom coracéo e por sempre se
mostrar disponivel em ajudar nos momentos dificeis desse trabalho. Obrigada

pelo apoio dado nos meus momentos de desanimo.

Ao meu co-orientador Professor Fernando Andrade de Sousa, por sua imensa

contribuicdo; por ter me dado bons conselhos para melhoria do trabalho e por



ter me ajudado a por de pé esse projeto e fazer com que desse certo no final.
Obrigada por sua gentileza e ajuda.

Ao Professor Hamilton Pereira dos Santos, por sua contribuicdo no trabalho,
por ter me cedido de bom grado as palhetas francesas utilizadas no
experimento e por me ajudar a conseguir propriedade para realizar o trabalho.

Ao Professor Daniel Praseres, por ter cedido sua propriedade por um longo
periodo de tempo para que eu realizasse o experimento.

A banca examinadora, Professor Jorge André Matias Martins, por sua
disponibilidade em participar da banca e pela gentileza em contribuir para o

trabalho com a analise estatistica.

Ao meédico veterinario William Modesto por ter cedido a fazenda Bom Jardim

para que eu pudesse finalizar meu experimento.

Aos meus amigos Lyah Lamarck, llderlane Silva, Eric Takashi, Elka Ferreira,
Nayanna Galvao, Larissa Sarmento, Hérica Cipriano e Naia Alves pelos
momentos de descontracdo e alegria que tive com vocés, e pelos momentos de

desabafo também. Pelo apoio e amizade.

Agradeco imensamente aos meus grandes e verdadeiros amigos Samara
Cristine, Mysa Tatiana, Israel Pires, Giovanni Junior, Julio Henrique e Ulisses
Fernando. Obrigada ndo sO0 pela mao estendida e por ter adotado meu
experimento com sendo o de vocés também, mas obrigada principalmente por
terem me dado a chance de té-los em minha vida, pelo privilegio ter a amizade
de vocés, por terem sempre uma palavra amiga quando eu precisei, por
tomarem atitudes quando eu era inércia. Obrigada por acreditarem em mim
guando eu mesma néao acreditava, por me deixarem fazer parte de suas vidas
e sonhos. Obrigada pelos momentos de alegrias, de risadas frouxas, de
seriedade, de trabalho arduo, de tristezas também, porgue amigo € isso: &
estar em todas as horas independente de como vocé esteja. Obrigada de
coracdo porque o0 que vocés fizeram por mim, ndo foi coisa de meros colegas

de laboratério foi digno de VERDADEIROS AMIGOS!



Autora: Paula Miranda Costa®

Orientadora: Profa. Dra. Alessandra Corallo Nicacio?

Resumo

O objetivo desse trabalho foi comparar trés diluidores usados no congelamento
de sémen bovino em relacdo a parametros como motilidade poés-
descongelamento (teste de termoresisténcia) e viabilidade e integridade de
membrana (testes hiposmético e coloracdo Trypan-blue e Giemsa,
respectivamente) para uso em propriedades rurais no Estado do Maranhdao.
Para o estudo foram utilizados 6 touros da raca Nelore, obtendo-se 6
ejaculados de cada animal. Os ejaculados foram fracionados em trés aliquotas
iguais e submetidos a criopreservacdo com os diluidores Botu-Bov®, gema-
citrato de sodio e Nagase. Foram realizados os testes de termoresisténcia
rapido, hiposmotico e de integridade e viabilidade de membrana através da
coloracdo Trypan-blue e Giemsa. Os dados foram analisados pelo programa
Statistical Analysis System (SAS), comparando-se as meédias pelo
procedimento PROC Mixed e teste do Qui-Quadrado. Observou-se que néo
houve diferenca significativa entre os trés diluidores para o teste hiposmotico,
porém verificou-se diferenca significativa para o teste de integridade e
viabilidade de membrana (coloracdo Trypan-blue e Giemsa) e para o teste de
termoresisténcia rapido entre os trés grupos estudados. Nao foi observada
influéncia dos trés diluidores nas trés repeticbes feitas. Os dados gerais
permitem concluir que as partidas congeladas néo obtiveram resultados
satisfatorios para os critérios exigidos de motilidade progressiva retilinea e

viabilidade espermatica.

Palavras-chave: sémen, criopreservacao, diluidores, viabilidade espermatica,
bovino.
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Abstract

The aim of this study was to compare three extenders used in the freezing of
bovine semen, related to parameters such as: post thawing motility (thermo-
resistance test) and integrity and viability of the membrane (hypooosmotic test
and Trypan-blue and Giemsa staining, respectively) to use in rural properties of
Maranhao State. For this study 6 Nellore bulls were used, obtaining 6 ejaculates
of each animal. The ejaculates were distributed in three equal parts and
subjected to cryopreservation with Botu-Bov®, Sodium-citrate yolk-egg and
Nagase. It was done the tests of quick thermo-resistance, hypoosmotic, and
membrane integrity and viability through Trypan-blue and Giemsa staining. Data
was analyzed by Statistical Analysis System (SAS) program, compared means
through PROC Mixed procedure and Chi Square test. It was seen that the three
extenders didn’t differ for the hypoosmotic test; however, it showed difference
for the integrity and membrane’s viability test (Trypan-blue and Giemsa
staining) and for the quick thermo-resistance test within the three studied
groups. It wasn’t seen influence of the extenders in the three replicates done.
General data allows us to conclude that the frozen batches of semen didn’t
achieve satisfactory results for the required criteria of (straight progressive

motility) and sperm viability.

Key-words: semen, cryopreservation, extenders, sperm viability, bovine.
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1. INTRODUCAO

A criopreservacdo de sémen € uma maneira de preservar germoplasma
para posterior uso na pecudria, aquicultura e até mesmo na conservacgao de
espécies ameacadas de extincdo (ANDRABI e MAXWELL, 2007). Trata-se de
uma técnica que permite conservar 0s espermatozéides por tempo
indeterminado em nitrogénio liquido, a temperatura de —196°C, preservando
sua estrutura e funcionalidade.

A gradativa melhora nas condi¢cées de manejo, alimentacéo e sistema de
criacdo de bovinos, assim como a exigéncia de maior produtividade, tanto nos
rebanhos elite como nos de criagcdo industrial, tem imposto a crescente
necessidade de utilizacdo de biotecnologias reprodutivas como criopreservacao
de sémen, inseminacdo artificial (IA), transferéncia de embrides (TE),
fecundacdo in vitro (FIV), entre outras (SIQUEIRA et al., 2007). O
congelamento de sémen obtém resultados favoraveis apesar da relativa baixa
fertilidade devido ao processo. Esta relativa baixa fertilidade € compensada
pela quantidade de espermatozoides na dose inseminante (WATSON, 2000).

Segundo BARBAS e MASCARENHAS (2008), a inseminacao artificial
junto com o congelamento de sémen sdo essenciais para a criacdo e
programas de selecdo que contribuem com o aumento da producao pecuaria.

O congelamento de sémen provoca impacto e uma boa relacédo
custo/beneficio ao produtor no que diz respeito ao uso de animais com
genética superior. Algumas vantagens sao levadas em consideracdo no
processo de congelacdo entre elas pode-se citar o controle de sanidade com
reduzido risco de transmissdo de doencas sexualmente transmissiveis,
facilidade em realizar teste de progénie, conservacdo do germoplasma, baixo
custo com transporte e alimentacdo de reprodutores. Apesar de todas essas
vantagens o congelamento de sémen ainda possui problemas sendo o principal
deles a relativa baixa fertilidade ap6s descongelacéo.

A criopreservacdo do sémen causa diminuicdo da capacidade
fecundante dos espermatozoides. Este prejuizo surge da combinacdo de dois
aspectos: morte dos espermatozoides e danos da capacidade fecundante dos

sobreviventes (WATSO, 2000). Durante a congelacdo, os espermatozoides
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podem sofrer danos fisicos, bioquimicos, estruturais e funcionais, o que
consequentemente leva a baixa taxa de concep¢do mesmo que esses
espermatozoides estejam em movimento. TARESSON et al. (1977) afirmaram
gue apos a congelacdo do sémen a motilidade € melhor preservada que a
integridade acrossomal dos espermatozoides. Ja NATH (1972) enfatizou que
40 a 50% dos espermatozoides apds congelacdo e descongelacdo tiveram
danos mitocondriais e a estrutura do axonema foi prejudicada. Os
procedimentos de congelacdo/descongelacdo do sémen ocasionam danos
celulares devido a mudanca na temperatura, formacao de cristais de gelo,
injurias oxidativas, alteracbes na membrana do espermatozoide, lesdes no
DNA, estresse osmotico, além da toxicidade dos crioprotetores (BALL; VO,
2001).

As etapas da criopreservacdo de sémen (diluicdo, resfriamento,
congelacdo e descongelacdo) sédo conhecidas por causar danos a membrana
plasmatica dos espermatozoides (HAMMERSTEDT et. al., 1990). Porém, todas
essas etapas sdo atipicas para as células espermaticas, fazendo com que o
processo ocorra em detrimento da viabilidade celular. Cada uma dessas fases
induz danos celulares de diferentes graus de gravidade, sendo, dessa maneira,
o estado funcional desses espermatozoides resultante das lesées acumuladas
ao longo do processo (MEDEIROS et al., 2002). Os eventos que influenciam
negativamente no congelamento sdo a mudanca de temperatura, 0 estresse
osmotico e toxico representado pela exposicao aos crioprotetores e diluidores e
formacéo e dissolucéo de cristais de gelo extracelulares (WATSON, 2000).

Cinquenta anos ap0s 0 primeiro sucesso no congelamento de sémen,
essa biotécnica se tornou parte integrante da industria da criacdo de gado e
evolui desde entdo (CURRY, 2000). O desenvolvimento de protocolos de
congelacdo procura tornar a técnica mais eficiente, com objetivo de obter
resultados mais eficazes no que diz respeito a perda da viabilidade
espermatica apds o descongelamento. Além disso, o emprego desta técnica
sob condicdes de campo, em propriedades rurais no Maranhdo, se faz

importante para impulsionar a pecuéria do estado.
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2. HIPOTESE

A composicdo do diluidor influencia os resultados de viabilidade
espermatica ao final do procedimento.

17



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
v Avaliar o uso de trés diluidores diferentes de criopreservacédo de sémen

bovino para uso a campo, em propriedades rurais do Estado do Maranhdo.

3.2. Objetivos especificos
v Avaliar a viabilidade espermatica antes e apés a criopreservacao.
v Comparar os diluidores Botu-Bov®, Nagase e Gema-Citrato de Sodio

guanto a viabilidade esperméatica apds criopreservacao.

18



4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Estrutura do espermatozoide

Os espermatozoides sao células haploides, alongadas, resultantes do
processo espermatogénico e maturacdo, sendo altamente especializadas em
sua fungédo — carregar a informac&o genética ao odcito (HAFEZ, 1988). E uma
célula com motilidade ativa (GONCALVES et al., 2008). Os movimentos que
proporcionam aos espermatozoides a habilidade de propulsdo sao resultantes
de elementos contrateis localizados nas fibras longitudinais da cauda (HAFEZ,
1988). Sdo formados nos testiculos (FRANCA et al., 2005) e sua maturacdo
ocorre no epididimo.

Embora exista diferenca entre espécies, 0s espermatozoides dos
animais domeésticos apresentam plano estrutural similar (HAFEZ, 1988). O
nacleo haploide esta localizado na cabeca, sendo recoberto pelo acrossomo
(capuchdo cefalico). Apresenta, ainda, a cauda (ou flagelo) na outra
extremidade. Todas essas estruturas sao recobertas por membrana
citoplasmatica denominada plasmalema (GONCALVES et al., 2008; HAFEZ,
1988).

4.1.1 Cabeca

As principais funcbes da cabeca do espermatozoide € armazenar o
material genético contido no ndcleo e promover a reagdo acrossémica e a
fertilizacdo (fusdo dos gametas). O DNA no nudcleo apresenta-se bastante
compactado, de modo a diminuir seu volume e facilitar seu transporte
(GONCALVES et al., 2008; HAFEZ, 1988).

A extremidade anterior da cabeca do espermatozoide € recoberta pelo
acrossomo, o qual é composto por uma fina membrana dupla que recobre dois
tercos do nucleo. O acrossomo é derivado do complexo de Golgi e contém
inlmeras enzimas hidroliticas necesséarias para a penetracdo da matriz
extracelular do odécito para que ocorra a fecundag¢do (FLESCH e GADELLA,
2000; CELEGHINI et al., 2008). Varias enzimas estao presentes no acrossomo

como € o caso da pré-acrosina e da hiluronidase. A pré-acrosina é precursora
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da acrosina, que digere a zona pellcida, j& a hiluronidase atua dissolvendo as
células do complexo cummulus-oécito (CCOs) (COTTORELLO e HENRY,
2002; CELEGHINI, 2005). Durante a reacdo acrossdmica, a membrana
acrossomal externa e a membrana plasmatica se fundem e liberam o contetdo
acrossomal (PATRAT et. al., 2000).

4.1.2 Flagelo

E a parte posterior do espermatozoide, sendo um filamento
protoplasmético longo e mdvel, cujo axonema central origina-se de um corpo
basal situado proximo ao ntcleo. E uma estrutura do citoesqueleto altamente
especializada e que tem como funcdo a motilidade da célula espermatica. O
axonema é formado por um anel de nove microtibulos duplos envolvendo um
par central. As responsaveis pela geracdo de energia para a forca motora do
flagelo sdo as dineinas — subunidades de ATPase — que transformam energia
guimica em energia cinética (GIBBONS, 1965).

O flagelo subdivide-se em colo, peca intermediaria, peca principal e peca
terminal. O colo é a regido de ligacdo entre cabeca e peca intermediaria
(GONCALVES et al., 2008). A peca de conexao (colo) forma uma lamina basal
gue se articula com uma depressao na superficie posterior do nucleo (HAFEZ,
1988). A peca intermediaria se estende desde o colo até o annulus, se
caracteriza por possuir nove fibras densas proximas a cada um dos pares de
microtibulos e uma bainha de mitocéndrias em arranjo helicoidal que envolve
as fibras densas e o axonema (MORTIMER, 1997; TURNER, 2006). A bainha
mitocondrial é rica em lipidios e contém o sistema citocromo do
espermatozoide, onde é produzida energia, em forma de ATP (adenosina
trifosfato), por meio de fosforilacdo oxidativa (FREY e MANELLA, 2000). Essa
energia € muito consumida para manter a motilidade e o pouco reticulo
endoplasmatico existente que mantém a integridade da membrana
(MEDEIROS et al., 2002).

A peca principal compreende a parte imediatamente inferior ao anel
terminal até quase o final da cauda. E caracterizada por uma bainha fibrosa,

contém adenosina trifosfato armazenada e pares de microtibulos contrateis ao
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longo de todo o seu comprimento. Existe uma extensa ligagdo de dissulfureto
entre as proteinas constituintes da bainha fibrosa, o que torna a estrutura muito
estavel e contribui para a hipétese de que essa estrutura oferece suporte ao
flagelo no controle e restrigdo do movimento flagelar, auxiliando na motilidade
dos espermatozoides (GONCALVES et al., 2008; HAFEZ, 1988; MORTIMER,
1997).

A peca terminal é a por¢cdo da cauda posterior a extremidade da bainha
fibrosa. Ela contém apenas o axonema central recoberto pela membrana
plasmatica (HAFEZ, 1988).

4.1.3 Membrana plasmatica

A membrana plasmatica envolve toda a superficie externa do
espermatozoide (BORGES et al., 2011) de maneira continua (KHOSRO;
BEYGI; ZARGHAMI, 2007). Caracteriza-se por ser fina, flexivel, autosselante e
seletivamente permeavel aos solutos polares, com espessura de 7,5 a 10nm,
formada quase por completo por proteinas e lipidios (GUYTON e HALL, 1997).
As estruturas membranosas sdo mais importantes pelo fato de serem mais
afetadas pelo choque térmico e do estresse oxidativo (BORGES et. al., 2011).
O modelo mosaico da membrana é fluido, pelo fato das interacbes entre o0s
lipideos e as proteinas serem covalentes, permitindo que as moléculas
individuais dos lipidios e das proteinas movam-se lateralmente no plano da
membrana (BORGES et al., 2011). Segundo LEHNINGER et al. (2000), na
membrana plasmatica, certos lipidios sédo tipicamente encontrados na face
externa da camada (esfingomielina e fosfatidilcolina) e outros na face interna,
regido citoplasmatica (fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol).
Embora exista diferenca consideravel entre as espécies de mamiferos, em
geral a membrana plasmatica contém aproximadamente 70% de fosfolipidios,
25% de lipidios neutros e 5% de glicolipidios (em base molar) (FLESCH e
GADELLA, 2000). Os lipidios sédo responsaveis pela integridade estrutural, as
proteinas pela ocorréncia da maioria dos processos dindmicos e 0s
carboidratos desempenham papel importante nas interagdes entre as células

(MORTIMER, 1997).
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CROSS (1998) relatou que a relacéo colesterol:fosfolipideo existente na
membrana espermatica exerce importante papel regulador no processo de
capacitacdo. Trocas de colesterol e fosfolipideos entre a membrana plasmatica
e 0 meio externo, diminuindo o contetdo de colesterol e aumentando, assim,
sua fluidez, desencadeiam a reacdo acrossomal por diminuir a
microviscosidade da membrana plasmatica, reduzir a adesdo entre 0s
fosfolipideos e, possivelmente, permitir maior influxo de calcio. Todas estas
etapas que intermediam a fusdo da membrana plasmatica com a membrana
acrossomal externa determinam o processo fusogénico conhecido por reagéo
do acrossomo (ARRUDA et al., 2010).

4.2 Criopreservacao de sémen

A criopreservagdo de sémen busca a suspensdo do metabolismo
espermatico e manutencdo de suas caracteristicas por um longo periodo de
tempo (CELEGHINI et al., 2005). Quando é associada a outra biotécnica como
a inseminacao artificial, por exemplo, representa um mecanismo eficiente para
promocao e difusdo de material genético de alta qualidade. O congelamento é
um processo complexo que exige atencdo para diversos fatores a fim de obter
resultados satisfatérios (CASTELO et al., 2008).

Embora seja um procedimento rotineiro, os protocolos de congelacéo
ainda resultam em numero consideravel de espermatozoides que nao resistem
ao processo, 0 que compromete a fecundacao do odcito (NAGY et al., 2004).

Globalmente, o método de criopreservacdo inclui reducdo de
temperatura, desidratacdo celular, congelamento e descongelamento
(MEDEIROS et al., 2002). O resfriamento do sémen desde a temperatura
fisioloégica até 5°C minimiza a atividade metabdlica e aumenta a vida util do
espermatozoide. O congelamento para a atividade celular, podendo haver

retorno as funcdes celulares normais apés o descongelamento (MAZUR, 1984).
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4.3 Diluidores

Segundo GONCALVES et al. (2008) os diluidores devem ter os seguintes
componentes:

o Nutrientes adequados para fornecer energia aos
espermatozoides;

o Tampdes que impecam mudancas prejudiciais de pH;

o Substancias i6nicas e ndo i0nicas para manutencdo da
osmolaridade;

o Antibioticos para impedir a proliferacéo bacteriana;

o Substancias de protecdo contra o choque térmico durante o
resfriamento;

o Crioprotetores para impedir lesbes das membranas e organelas
na congelacgéao.

E deve satisfazer as seguintes condicoes:

o Auséncia de toxidez aos espermatozoides;

o Ser de baixo custo e de facil preparo;

o N&o produzir metabdlitos nocivos aos espermatozoides;
o N&o mascarar o exame microscépico do sémen diluido.

Os diluidores sé&o utilizados com finalidade de proteger as células
espermaticas, oferecendo a elas um ambiente adequado durante a
criopreservacao. A funcao exercida pelos diluidores depende das substancias
gue os compde (CROWE et al., 1987), onde as mais comuns sdo componentes
ibnicos e nédo ibnicos que mantém a osmolaridade. Eles devem ter pH entre
6,75 a 7 jA que o sémen de mamiferos varia entre 7,2 a 7,8 (BARBAS e
MASCARENHAS, 2008), capacidade tamponante, osmolaridade adequada,
manter o balanco de eletrélitos para o meio, inibir o crescimento de
microorganismos (VISHWANATH e SHANNON, 2000) e por fim devem
proteger as células espermaticas das injarias do processo de congelamento
(SALAMON e MAXWELL, 2000), além de aumentar o volume do ejaculado
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para que possa ser utilizado em maior numero de fémeas (GONCALVES et al.,
2008).

O preparo e 0s componentes que constituem os meios diluidores podem
interferir na qualidade do sémen congelado (VAN WAGTENDONK-DE LEEUW
et al., 2006). Essa interacdo entre diluidor e espermatozoides constitui fator
importante para a integridade da membrana plasmatica e também para a
capacidade fecundante do espermatozoide (MANJUNATH et al., 2002).
Geralmente os diluidores usados em criopreservacdo de sémen incluem um
tampdo, um ou mais acglUcares ou sais de sédio e antibiéticos (BARBAS e
MASCARENHAS, 2008).

Os aclcares ndo possuem a capacidade de se difundir através da
membrana plasmatica, desse modo eles criam uma pressdo osmoética que
induz a desidratacéo celular e impede que haja formacéo de cristais de gelo
intracelular. Eles também interagem com os fosfolipidios da membrana
preservando por mais tempo o sémen quando do processo de criopreservacao
(AISEN et al., 2000).

Em relacéo a classe dos tampdes o diluidor Tris € um dos exemplos pelo
fato de ser bastante usado em sémen de touros e carneiros (PURDY et al.,
2006; SALAMON e MAXWELL, 2000).

Os sais usados nos diluidores sdo representados principalmente pelo
Citrato, que geralmente € associado com gema de ovo. A solugcdo apresenta
pH igual a 6,8 ou 6,9 e osmolaridade em torno de 280 a 300mOsm que é
compativel com o pH do liquido seminal (BARBAS et al., 2008).

Os diluidores tém como constituintes, ainda, antibiéticos com funcédo de
impedir a acdo de microorganismos patdogenos durante o processo de
congelamento. Exemplos de antibidticos sé@o penicilina e estreptomicina. Essas
substancias tém concentracdes ideias a serem utilizadas, caso contrario podem
ser toxicas aos espermatozoides (BARBAS et al., 2008).

Também sdo componentes dos diluidores o0s crioprotetores,
responsaveis por evitar o choque térmico e oferecer energia (VISHWANATH e
SHANNON, 2000; AIRES et al., 2003).
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4.4 Crioprotetores

Os crioprotetores sdo substancias necessarias para a criopreservagao
dos espermatozoides, pois protegem a célula espermatica contra os danos
inerentes ao processo de congelamento e descongelamento. Porém, também
sdo componentes que podem interferir na congelacdo dependendo de quais
crioprotetores sao utilizados (LIU et al., 1998; GUTHRIE et al., 2002). Sao
importantes para evitar a formacdo de gelo intracelular (MEDEIROS, 2002).
Altas concentracbes de crioprotetores sdo deletérias ao espermatozoide,
devido a sua toxidade, e podem resultar na reducdo da fertilidade. O
mecanismo de acdo ocorre pela reducdo do ponto de congelamento da
solucéo, o qual é determinado como a temperatura onde ocorre a formacéo dos
primeiros cristais de gelo puro (GUTHRIE et al., 2002).

A estrutura molecular € um parametro importante para determinar a
eficiéncia dos crioprotetores, uma vez que possuem afinidade pela agua o que
€ devido a presenca de grupamentos amina e hidroxila em sua composicao, 0s
quais favorecem a formacédo de pontes de hidrogénio com as moléculas de
agua (BAUDOT et al., 2002). Os acucares, proteinas, e polimeros sintéticos
sao crioprotetores extracelulares, ou seja, ndo penetram na célula espermatica.
Eles agem no meio extracelular aumentando a pressdo osmotica que induz a
desidratacdo da célula (CELEGHINI et al., 2008). Eles se comportam como
solutos ndo como solventes (GRAHAM et al., 1996). Os mais comumente
usados sdo acgucares, leite e gema de ovo, porém a desvantagem é que como
sdo de origem animal existe certo risco de contaminacdo por patégenos
associados aos produtos além de dificultar a padronizacdo do meio diluidor.
Dessa maneira surgiu a lecitina de soja, uma alternativa que ndo possui origem
animal (THUN et al., 2002; DE LEEUW et al., 2000).

Os crioprotetores penetrantes atuam tanto no meio intra como
extracelular e os mais utilizados séo glicerol, etilenoglicol e as amidas
(WATSON, 2000). Tém a capacidade de protecdo intracelular das células
espermaticas (NASH, 1966). O mecanismo de acdo destes crioprotetores
baseia-se em moléculas que promovem ligacbes de hidrogénio com as

moléculas da agua. Estas ligagbes mudam a orientacdo da molécula da agua
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nos cristais de gelo, criando um ambiente menos nocivo para as células
(DALIMATA e GRAHAM, 1997).

O crioprotetor intracelular mais utilizado no congelamento de sémen
bovino é o glicerol. Ele exerce funcao tanto extra como intracelular. Sua acao
extracelular atua na desidratacdo osmoética da célula com consequente
diminuicdo do volume de agua intracelular, ja sua acdo intracelular é de
permear a membrana celular e assim reduzir o estresse osmotico (MEDEIROS
et al., 2002; VISHWANATH et al., 2000; AIRES et al., 2003). Outros
crioprotetores intracelulares utilizados em menor escala sdo o dimetilsulféxido,
1,2-propanodiol e o etilenoglicol. A substituicdo do glicerol por crioprotetor de
menor toxicidade aumenta a sobrevivéncia dos espermatozoides sem reduzir

sua capacidade fecundante apos a descongelacéo (LEITE et al., 2011).

4.4.1 Etapas do resfriamento do sémen

A refrigeracao do sémen diluido se inicia com a amostra em temperatura
fisiologica, proxima a 37°C, até atingir temperatura entre 5°C e 0°C, periodo,
este, de adaptacdo do espermatozoide a fim de reduzir seu metabolismo
(MAZUR, 1984). Segundo SALAMON e MAXWELL (2000), a fase de equilibrio
tem sido considerada como o tempo total em que a célula espermatica
permanece em contato com o glicerol e os outros componentes do diluente
antes da congelacdo, estabelecendo um balanco entre o meio intra e
extracelular. Sabe-se que a interacdo entre glicerol-espermatozoide é rapida,
portanto o tempo de equilibrio parece ser importante para que as membranas
plasmaticas se adaptem as baixas temperaturas (MUINO et al., 2007). O
objetivo do tempo de equilibrio a certas temperaturas é permitir a translocacéo
da agua e reduzir o efeito negativo da formacéo de cristais de gelo durante a
congelacao e descongelacédo (LEITE et al., 2011).

A refrigeracdo do sémen pode ser feita em refrigeradores, isopor, caixas
térmicas ou outros recipientes. O processo de refrigeracao rapido de sémen de
30°C para temperaturas proximas a 0°C pode ser letal para os
espermatozoides, desse modo a refrigeracdo deve ser feita de maneira

cuidadosa (WATSON, 2000). Esse processo aumenta a permeabilidade das
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membranas espermaticas, afetando a regulacdo do célcio e consequentemente
a funcdo da célula (WATSON, 2000), havendo também a reducdo da
motilidade na descongelacdo (MEDEIROS et al., 2002).

A taxa de refrigeracdo do sémen diluido pode influenciar
significativamente a sobrevivéncia esperméatica apos a congelacao (SALAMON
e MAXWELL, 2000). Se o resfriamento for feito de maneira inadequada, o
espermatozoide sofre um fendmeno conhecido como choque térmico, a qual
induz danos irreversiveis ao espermatozoide que se caracterizam por
alteracdes nos padrbes normais de motilidade (movimento circular ou
retrogrado), perda rapida de motilidade, danos ao metabolismo, membrana
plasmatica e acrossomo (GRAHAM,1996; OSORIO, 2008).

4.4.2 Etapade congelamento do sémen

Para algumas espécies de mamiferos apenas o resfriamento do sémen
€ possivel, como € o caso do suino. Entretanto, é possivel congelar o sémen
da maioria das espécies de mamiferos, e para tanto passam tanto pela etapa
de resfriamento como pela etapa de congelamento, até chegarem a uma
temperatura de -196°C, sendo conservados em nitrogénio liquido por um
prolongado periodo de tempo (CURRY, 2000).

A congelacédo altera a estrutura da membrana e quando uma solucéao é
submetida a temperaturas abaixo do ponto de congelamento cristais de gelo
sao formados fora da célula, solutos se concentram na fracéo restante de agua,
0 que aumenta a pressdo osmotica extracelular. A duracdo da exposicdo dos
espermatozoides a estes eventos pode ser minimizada por uma taxa de
congelamento rapida. No entanto, a taxa deve ser lenta o suficiente para
permitir que agua deixe a célula por osmose, prevenindo, assim, a formacao
intracelular de gelo, a qual é potencialmente letal (WATSON, 2000).

A velocidade de resfriamento usada varia de protocolo para protocolo,
geralmente tém se utilizado velocidades de congelamento que vao desde -10°C
a -100°C por minuto, conseguindo boas taxas de sobrevivéncia pos-
descongelacdo (SALAMON e MAXWELL, 2000). O desafio da célula

7

espermatica durante o processo de congelamento ndo é sua habilidade em
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resistir a temperatura de armazenamento de -196°C, mas sim sua capacidade
de suportar mudancas que ocorrem durante as zonas intermediarias de
temperatura (19°C a 8°C e -15°C a -60°C), pela qual elas devem passar duas
vezes, durante o congelamento e o descongelamento (MAZUR, 1984). As
células espermaticas resistem bem a reducdo de temperatura, porém néao
suportam a formacao de cristais de gelo, o que induz o desequilibrio osmético e
consequente desidratacdo celular (HOLT, 2000).

4.4.3 Pés-congelamento

Os espermatozoides que sdo congelados em curva lenta requerem uma
curva de descongelamento lenta, para permitir o descongelamento dos cristais
de gelo extracelulares. O descongelamento desses cristais provoca a
dissolucédo dos solutos e lentamente ocorre a reidratacdo das células. Se o
sémen for descongelado bruscamente, os cristais de gelo descongelam-se
muito rapidamente e a agua do meio extracelular invade o meio intracelular,
provocando ingurgitamento e danos na membrana plasmatica (AMANN e
PICKETT, 1987; HOLT, 2000). Dentre os fatores que afetam o
descongelamento estdo o tipo de envase, espessura da parede da palheta e
condutividade de calor e a temperatura. A temperatura e tempo utilizados
rotineiramente sdo 37°C por 30 segundos (HOLT, 2000). Porém, existem
outros protocolos de descongelacdo em que se utilizam temperaturas altas,
como 75°C por 7 segundos seguido de imersdo imediata em banho-maria a
37°C por mais 5 segundos (ARRUDA et al, 1992).

Para fecundar um od0cito, 0 espermatozoide precisa apresentar pelo

menos quatro atributos pdés-descongelamento (AMANN e PICKETT, 1987):

o Metabolismo para a producao de energia;
o Motilidade progressiva;
o Enzimas acrossomais intactas, necessarias para a penetracdo do

espermatozoide através das estruturas que circundam o o4cito;
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o Proteinas de membrana plasmética, importantes para a
sobrevivéncia da célula espermatica dentro do trato reprodutivo feminino e para
a juncdo da mesma ao oocito no momento da fecundacéo.

Para saber o potencial fecundante dos espermatozoides apos serem
descongelados sado realizados testes para avaliar caracteristicas como
motilidade, vigor, porcentagem de células vivas e mortas, modificacbes
ultraestruturais e bioquimicas, reacdo acrossbmica, entre outros. Para tais
caracteristicas existem testes especificos que, em combinagdo com outros,
estimam com maior acuidade o potencial fecundante do sémen (EVANS e
MAXWELL, 1987). Entre os testes mais utilizados estdo a motilidade
progressiva retilinea, patologia espermatica, teste de termoresisténcia rapido,
teste hiposmotico e coloracdo Giemsa (CBRA, 1998; COSTA et al., 2010).

A motilidade progressiva retilinea e o vigor espermatico séo testes
rotineiros usados para avaliar a viabilidade dos espermatozoides. Estes estéo
entre 0s principais parametros na avaliacdo da capacidade fecundante do
sémen. A motilidade é expressa em porcentagem conforme a proporcdo de
espermatozoides que apresentam mobilidade. E uma avaliacdo subjetiva,
podendo estar sujeita a variagdo na dependéncia do treinamento técnico.
Esses indices apresentam correlacdo com a fertilidade do sémen, sendo os
padrdes para sémen congelado de bovinos de, no minimo, 30% de motilidade
com vigor 3 (CBRA, 1998; GONCALVEZ et al., 2008). O vigor representa a
forca do movimento que acaba influenciando a velocidade com que os
espermatozoides se movimentam, com indices que variam de 0 a 5 (CBRA,
1998).

A concentracdo espermatica representa o nimero de espermatozoides
na amostra e deve ser determinada utilizando camara de Neubauer ou
hemocitdmetro (CBRA, 1998; GONCALVEZ et al., 2008). Os defeitos dos
espermatozoides podem ser estimados em maiores e menores, sendo essa
classificacdo importante para classificar os efeitos sobre a fertilidade. Para
avaliacao é feito esfregaco com amostra de sémen pura ou uma preparacao de
amostra de sémen diluida em solugédo de formol-salina que deve ser avaliada

7

entre lamina e laminula, denominada camara Umida. Esta Ultima é mais
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indicada segundo o Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA).
Recomenda-se, para bovinos, que os defeitos maiores nao ultrapassem 10% e
gue os defeitos menores néo ultrapassem 20% (CBRA, 1998).

Os exames complementares sao aqueles que ndo sdo obrigatorios. Sdo
utilizados com a finalidade de ressaltar uma caracteristica e/ou qualidade do
sémen. Entre eles esta o teste de termoresisténcia rapido, teste hiposmético e
a coloracdo Giemsa para o teste de reacdo acrossOmica induzida (CBRA
1998).

O teste de termoresisténcia rapido consiste em descongelar a amostra e
manté-la em ao banho-maria, a 45°C por 30 minutos, sendo avaliada a
porcentagem de espermatozoides apresentando motilidade progressiva, a cada
10 minutos (DIMITROPOULOS, 1967; CBRA, 1998). Esse teste constitui-se
como uma prova de grande aplicabilidade (ARRUDA et al., 1992),
principalmente por sua correlagdo com a fertilidade a campo. De acordo com o
CBRA (1998) e HENRY e NEVES (1998) o sémen bovino sera considerado de
boa qualidade se a amostra apresentar ao final do teste de termoresisténcia
rapido pelo menos 15% de motilidade espermatica progressiva retilinea e 3 de
vigor espermatico.

O teste hiposmotico tem sido um dos métodos usados para avaliar a
integridade funcional da membrana das células espermaticas em varias
espécies. Ele foi originalmente elaborado para uso com espermatozoide
humano, com funcdo de avaliar a atividade bioquimica da membrana
espermatica intacta (JEYENDRAN et al., 1984). O teste baseia-se ha
observacado de espermatozoides apds a incubacdo da amostra descongelada
com solucdo hiposméstica. O espermatozoide sera considerado integro se
permitir a passagem da agua pela membrana até o reestabelecimento do
equilibrio osmotico entre os fluidos extra e intracelular e apresentarao inchaco
com posterior dobradura de cauda, ja as células danificadas ndo apresentaréo
cauda dobrada (SANTOS et al. 2001; JEYENDRAN et al., 1984).

Coloracdo dupla de Trypan-blue e Giemsa € um método usado para
avaliar a viabilidade e a condigdo acrossémica. Neste método o Trypan-blue

detecta a populacdo de espermatozoides vivos e mortos, e o Giemsa verifica a
30



presenca ou auséncia do acrossomo (DIDION et al., 1989). Ainda em relagédo a
coloracdo, KOVACS e FOOTE (1992) também declararam que a avaliacdo
simultanea da integridade e viabilidade do acrossoma de espermatozoides
permite a diferenciacdo de reacdo acrossOmica verdadeira da perda

degenerativa do acrossoma apo6s a morte celular.

4.4.4 Viabilidade ap6s a criopreservacao

O espermatozoide dos mamiferos é muito sensivel ao resfriamento entre
a temperatura fisiologica até préximo do ponto de congelacédo da agua. O dano
causado as células nas temperaturas entre 4°C e 5°C é denominado choque
térmico e causa perda irreversivel da viabilidade, pela rapida diminuicdo da
motilidade ou surgimento anormal da mesma que passa a ser retrograda ou
circular (LEITE et al.,, 2011). H4 também reducdo da taxa de glicOlise,
respiracao celular e frutdlise, aumento dos danos ao DNA e liberacdo de
material intracelular (WATSON, 2000; HOLT, 2000). A reducdo da temperatura
ocasiona a transformacao dos lipidios da membrana plasmatica que estdo em
estado liquido ou fluido para fase cristalina ou gel, 0 que consequentemente
torna a membrana mais rigida. Outro aspecto a ser considerado € a presenca,
no plasma seminal, dentre outras, das proteinas BSP1l, BSP3 e BSP5,
coletivamente denominadas de binder of sperm. Estas constituem um grupo de
moléculas que se liga aos fosfolipideos da membrana espermatica e atuam
como fatores reguladores da capacitacdo espermatica, estimulando o efluxo de
colesterol e lipoproteinas da membrana plasméatica. A preservagcdo do plasma
seminal a congelacdo expbe o0s espermatozoides as BSP e estas, ao
promoverem o efluxo de colesterol, tornam 0s gametas mais sensiveis a
criopreservacao. Tal efeito pode ser minimizado pelas lipoproteinas de baixa
densidade presentes nos crioprotetores extracelulares como a gema de ovo,
pois estas se ligam de forma estavel as BSP impedindo sua acdo prejudicial
sobre a membrana plasmatica (MANJUNATH, 2002).

Um ponto critico do congelamento envolve os crioprotetores que causam
estresse osmotico as células espermaticas e define a proporcdo de

pY

espermatozoides que sobrevive a congelacdo (GUTHRIE et al., 2002). Os
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efeitos deletérios dos crioprotetores estdo relacionados a diversos fatores
dentre os quais salienta-se, o aumento da permeabilidade da membrana
plasmética, inducdo da fusdo da mesma além da inibicAo da atividade
enzimatica (FAHY, 1990). Sua toxicidade pode resultar em desnaturacdo de
proteinas e alteracdes das interagbes da actina (FAHY, 1990). O glicerol induz
mudancas nos eventos citoplasmaticos por aumentar a viscosidade ao penetrar
a célula esperméatica, causa alteragcbes na polimerizacdo da tubulina, na
associacdo dos microtubulos, no balanco bioenergético além de atuar
diretamente de modo prejudicial na membrana plasmatica, no glicocalix e nas
proteinas de superficie celular (GRAHAM et al., 1996).

Em virtude do processo de criopreservagao ocorre a peroxidacao lipidica
das membranas espermaticas, com geracdo de espécies reativas ao oxigénio
(ROS) que contribuem para a ocorréncia de danos celulares (STRADAIOLI et
al., 2007), uma vez que sao responsaveis por processos como hiperativacao,
capacitacdo e reacdo acrossdmica dos espermatozoides, bem como da
fecundacdo (SOARES e GUERRA, 2009). Assim, o espermatozoide esta
continuamente susceptivel a danos, uma vez que a producao controlada de
ROS é de vital importancia para a sua funcdo normal, enquanto que a
superproducao e/ou defesas antioxidantes inadequadas determinam estresse
oxidativo, reduzindo a capacidade fecundante destas células (AITKEN et al.,
1995).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Selecéo de animais

O projeto foi realizado entre novembro de 2010 e julho de 2012, em
cinco municipios do estado do Maranhdo. Desses cinco municipios obteve-se
um total de 69 (sessenta e nove) touros que foram submetidos a avaliacao
andrologica de acordo com os padrdes do Colégio Brasileiro de Reproducédo
Animal (CBRA). Na fazenda onde foi estabelecido o experimento avaliou-se 7
touros dos quais 6 (seis) desses animais foram selecionados para a etapa de
criopreservacao de sémen.

Os animais selecionados pertencem a raca Nelore, com escore de
condicao corporal entre 2,5 e 3,5 (escala de 1 a 5, onde 1= muito magro e 5=
muito gordo), com idade a partir dos dois anos. Os animais pertencem a
fazenda Bom Jardim, localizada no municipio de Bom Jardim (MA), situado na
mesorregido oeste do estado, microrregido de Itapecuru - Mirim, com latitude
de 04°44'30" sul e longitude de 44°21'00" oeste, altitude de 40 metros, de clima
seco com precipitacdo pluviométrica anual em torno de 1.700 a 2.000 mm?® e
temperatura média de 30°C (minima de 29°C e maxima de 36°C) e umidade
relativa do ar em 80%.

Na avaliacdo andrologica foram feitos: identificacdo do animal,
proprietario e propriedade; anamnese, exame clinico geral, exame do sistema
genital e espermiograma. Todas essas avaliacbes tiveram como finalidade
verificar se 0s animais estavam saudaveis e aptos a reproducao.

Segundo SOARES et al. (2009), normalmente as avaliacdes
laboratoriais realizadas com o objetivo de estimar o potencial de fertilidade de
uma partida de sémen sdo: motilidade espermatica (%); vigor (1-5);
concentracdo espermatica (milhdes/dose); anormalidades espermaticas (% - as
guais sao divididas em defeitos maiores e menores, onde animais selecionados
apresentaram defeitos totais menores que 30%, sendo defeitos maiores < 10%
e defeitos menores <20%) e teste de termoresisténcia rapido (TTR). O

parametro para motilidade do sémen foi fator de sele¢cdo imediata logo apés a
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colheita, onde o animal foi selecionado quando possuisse motilidade maior ou
igual a 70%. Os outros parametros considerados foram vigor (3) e
turbilhonamento (3), realizadas também imediatamente apds a colheita, ainda

na propriedade.

5.2. Colheita e analise do sémen

A colheita do sémen foi realizada pelo método de eletroejaculacéo
(BOIJEKTOR® - 2001) em que a estimulagdo elétrica era feita de maneira
alternada, isto é, 3 segundos de estimulacao elétrica para 3 segundos sem a
estimulacdo. Um tubo coletor previamente aquecido e mantido a 37°C recebe o
ejaculado para que posteriormente esse sémen fosse avaliado em todas as
suas caracteristicas, como volume, cor, aspecto, turbilhonamento, motilidade,
vigor, concentracédo e morfologia espermatica.

Antes de cada colheita, era realizada a higienizacdo do prepucio do
animal, com solucao fisiolégica para diminuir os riscos de contaminacées do
ejaculado.

Apbs a colheita do sémen verificou-se o volume do ejaculado no préprio
tubo coletor graduado, assim como o aspecto (que pode variar de branco
leitoso a translucido). A motilidade progressiva retilinea uniforme, vigor
espermatico e turbilhonamento (andlise imediata) foram avaliados
subjetivamente, logo apés a colheita, sendo essas analises realizadas com
auxilio de microscopio oOptico (NOVA 107®). A patologia espermatica foi
avaliada no laboratério (analise tardia), em amostras armazenadas em tubos
para microcentrifuga 1,5mL. Esses microtubos continham aliquotas
previamente preparadas de 1mL de formol-salina, sendo acrescido 10uL de
sémen no momento da colheita. Foram feitas laminas com 10uL de amostra de
sémen para leitura sob microscopia (Aumento de 1000x, sob 6leo de imersao).
Foram contadas 200 células para obtencdo da porcentagem de
espermatozoides normais e espermatozoides com patologias, os quais foram

classificados em defeitos maiores ou menores.
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5.3. Congelamento

As amostras dos touros selecionados foram colhidas e imediatamente
analisadas para averiguar motilidade progressiva. O sémen era mantido em
banho-maria, a 37°C, dividido em trés aliquotas iguais que eram previamente
diluidas nos diferentes diluidores, na proporcdo de 1:1. Apdés analise da
motilidade, foi feito o calculo da diluicdo (CBRA, 1998), isto €, calculo de
guanto diluidor e crioprotetor eram necessarios para atingir a concentracao final
de sémen pré-determinada (concentragao padronizada de
50x10°espermatozéide/mL). O célculo da diluicdo foi feito com base nas

formulas:

N/2

1°) da concentragéo:
1/10 x 5/25 x 1/100

2°) adicéao do diluidor: C1.V1=C2.V2

Onde N é o numero de espermatozoides contados na camara de
Neubauer; C é a concentracdo e V, o volume.

Portanto, cada ejaculado foi dividido em trés aliquotas, onde foi
adicionado as fracdes os respectivos diluidores: Botu-Bov®, Nagase e o0 Gema-
citrato de sédio, sendo estes ultimos preparados no Laboratério de Reproducéo
Animal — UEMA. Os protocolos dos diluidores feitos no laboratério estdo

descritos abaixo:

Quadro 1: Composicao do diluidor Nagase.

Componente Fracéo
Agua destilada 100 g.s.p.
Lactose 8,149
Penicilina potassica 100.000U.1
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Estreptomicina 1000mg

Gema de ovo 20mL

Glicerol emL

Quadro 2: Composicao do diluidor Gema Citrato de sédio.

Componente Fracao
Agua destilada 100 g.s.p.
Citrato de sodio 2,949

Gema de ovo 20mL

Glicerol 7mL

Estreptomicina 0,19

Apos a diluicdo, as fracdes devidamente identificadas foram envasadas
em palhetas francesas de 0,25mL e vedadas com massa de cera.
Posteriormente, as palhetas foram colocadas em maquina para congelamento
de embribes e gametas (TK3000®), onde foram submetidas as curvas de
congelacdo. A primeira curva é a de refrigeracdo (ou curva positiva) que
comeca em 28°C e chega até 5°C, com taxa de resfriamento de -0,5°C/minuto.
Chegando a essa temperatura, as palhetas foram mantidas em temperatura
constante por um periodo denominado de periodo de equilibrio, permanecendo
por quatro horas (para estabilizacdo) nesta temperatura (5°C). Apés este
tempo, a maquina inicia a curva negativa, que terminava quando atingia a
temperatura final de -120°C. As palhetas, entdo, foram retiradas da maquina e
imersas diretamente em nitrogénio liquido para atingirem a temperatura de -
196° C. Logo depois do término do processo, as palhetas foram armazenadas
em botijao de nitrogénio liquido.

Foram realizadas trés repeticbes do congelamento de cada um dos 6
(seis) touros selecionados, a fim de realizar a comparacdo entre os trés
diluidores e, verificar qual destes exerceu maior efeito deletério na congelacao

comparando com os dados de motilidade do sémen a fresco.
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5.4. Descongelamento e andlise do sémen ap0s o descongelamento

A descongelacao foi feita com a imersdo das palhetas em agua, a 37°C,
por 30 segundos. Foram analisados parametros de motilidade progressiva
retilinea, teste de termoresisténcia rapido (TTR), teste hiposmotico e coloragdo
Trypan — blue e Giemsa .

O TTR foi realizado descongelando as palhetas em banho-maria,
primeiramente a 37°C para averiguar a motilidade inicial e depois as palhetas
foram mantidas em banho-maria, a temperatura de 45°C, durante 30 minutos,
sendo avaliada a motilidade progressiva a cada 10 minutos, com objetivo de
avaliar a resisténcia dos espermatozoides as condi¢des impostas.

No teste Hiposmoético, as palhetas foram descongeladas em banho-
maria, a 37°C, para analise de motilidade inicial. Aliquotas de 30uL de sémen
foram diluidas em 300uL de solucédo hiposmadtica (composta por 3,68g/L de
citrato de sbédio + 6,75g/L de frutose homozeinizada em 500mL de agua
destilada). A mistura de sémen e solucdo hiposmaética foi incubada por uma
hora, para estabilizar, a 37°C. Outras aliquotas de 10uL das mesmas amostras
foram separadas em tubos de microcentrifugas e adicionados 500uL de formol-
salina para posterior calculo de espermatozoides reativos ao HOST. Foram
colocadas, entre lamina e laminula, 10uL de cada amostra para contagem de
100 espermatozoides, sob microscopia de contraste de fase (Aumento de
1000x, sob o6leo de imersédo). O calculo do numero de espermatozoides
reativos ao teste Hiposmotico foi feito por intermédio da formula citada por
MELO & HENRY (1999), a saber: HO% = (% de alteracdes na regido da cauda
apos teste HOST) — (% de alteracdes na regido da cauda antes do teste
HOST).

Para a coloracdo Trypan blue e Giemsa incubou-se, em banho-maria, a
37°C, por 10 minutos, 200uL de suspensdo de sémen acrescido de 200uL de
azul de Trypan. Apés a incubacdo adicionou-se ao tubo 2mL de DMPBS® e
centrifugou-se a 700g por 6 minutos (Centrifuga Excelsa I, modelo 206).
Removeu-se o sobrenadante e o sedimento foi ressuspendido com 2mL de
DMPBS®, sendo a centrifugagéo repetida até que a solugdo apresentasse cor

azul pélido. Apds ressuspender o sedimento final com DMPBS®, foram feitos
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esfregacos fixados em metanol (C3OH, Cromato produtos quimicos LTDA.) e
posterior coloragcdo com solucdo Giemsa a 10%, que ficaram incubados por 40
minutos para corar. As laminas foram, entdo, lavadas em agua corrente e
deixadas para secar ao ar. A analise foi feita sob microscopia de contraste de
fase (Aumento de 400x), sendo contadas 100 células.

5.5. Analise estatistica

Os dados foram analisados com auxilio do programa SAS System for
Windows, pelo PROC Mixed e método LSD e teste de PROC. FREQ. Qui-
Quadrado. O procedimento PROC Mixed foi escolhido por servir para
realizacdo de analise de modelos mistos.

Para descricdo dos resultados, foram empregadas as meédias, erros
padrdes da média e coeficientes de variacdo (média = erro padrao da media)
dos dados originais e os niveis de significancia (p) dos dados originais.

O nivel de significancia usado para rejeitar HO (hipotese de nulidade) foi
de 5%, isto €, para um nivel de significancia menor que 0,05, considerou-se
gue ocorreram diferencas estatisticas entre as variaveis classificatérias

(tratamentos) para uma determinada variavel resposta.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir serdo mostrados e discutidos os resultados obtidos com a
criopreservagdo de sémen de bovinos, utilizando trés diluidores diferentes
(Nagase, Gema citrato de sodio e Botu bov®), em trés repeticbes para cada
animal e cada diluidor, em condicbes de campo, em propriedades rurais no
interior do Estado do Maranho.

Para realizagéo do experimento, foram avaliados 69 (sessenta e nove)
reprodutores, em diferentes propriedades particulares, no interior do Estado do
Maranh&o. Salienta-se que sdo animais utilizados em criadouros particulares,
alguns dos quais sem programas de selecdo e melhoramento genético, sem
rotina de realizacdo de exame andrologico, em condi¢bes de manejo nem
sempre favoraveis. Dentre esses animais, apenas 6 (seis) foram considerados
aptos a criopreservacdo de sémen segundo os parametros do Colégio
Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA), isto €, menos de 10% dos animais
examinados. A baixa qualidade seminal encontrada pode ser por diferentes
causas, como por exemplo, condicdes de manejo das propriedades, falta de
programa de selecdo e melhoramento, falta de preocupacéao dos técnicos das
respectivas propriedades com esses parametros, entre tantos outros fatores.

Apoés a selecdo dos animais, todas as amostras coletadas de sémen
foram avaliadas antes e depois da congelacdo. A analise da motilidade
espermatica subjetiva foi realizada considerando como momento zero o inicio
dos testes realizados. Para a motilidade do sémen fresco antes do
congelamento obteve-se uma média de 79% de motilidade com desvio padréo
de 0,08 para a 1° repeticdo; média de 81% de motilidade com desvio padréo de
0,03 para a 2° repeticdo e média de 76% de motilidade com desvio padréo de
0,09 para a terceira repeticdo. Esses dados demonstram que todas as
amostras de sémen estavam aptas ao processo de criopreservacao.

Para o teste hiposmotico, estatisticamente ndo houve efeito de nenhum
dos diluidores utilizados, nem efeito de nenhuma das repeticdes realizadas, ou

seja, ndo houve interacdo entre os diluidores nem entre os diluidores e as

39



repeticdes. A Tabela 1 demonstra os valores médios e desvios padrdes para 0s

resultados obtidos pelo teste hiposmatico.

Tabela 1 - Valores médios (x) e desvios padrdo (DsP) de espermatozoides
reativos ao teste hiposmotico do sémen congelado com os diluidores Nagase,
Gema-citrato de sédio e Botu-Bov®, nas trés repeticdes realizadas - Sao Luis -
2012.

Tratamento 1°repeticéo 2° repeticéo 3° repeticédo
Nagase 0,04+ 0,032 0,04+ 0,032 0,05+ 0,024
Gema-citrato de
o 0,06+ 0,027 0,06+ 0,038 0,06+ 0,047
sodio
Botu-Bov® 0,03+ 0,034 0,04+ 0,026 0,03+ 0,022

De acordo com os dados obtidos, observou-se que o Botu-Bov® teve a
menor taxa de reacao ao teste hiposmético, com maior porcentagem de células
espermaticas lesadas, sendo desse modo, considerado o diluidor menos eficaz
neste parametro.

Os valores meéedios da motilidade progressiva retilinea pos-
descongelamento avaliados pelo teste de termoresisténcia rapido estédo
demonstrados na Tabela 2. Esses valores indicam que ocorreu diferenca
significativa (p < 0,05) da motilidade progressiva retilinea entre os trés
diluidores em questdo, porém, pelos valores mostrados observou-se que o
Botu-Bov® apresentou, numericamente, 0s piores indices em todos os tempos
(0, 10, 20 e 30 minutos), em comparacao com o Gema-citrato de sodio e o
Nagase. Além disso, o diluidor Nagase apresentou resultados numericamente
melhores de motilidade que e o diluidor Gema-citrato, o qual apresentou
valores intermediarios entre os tratamentos testados. Observou-se, ainda, que
0s maiores valores para motilidade foram verificados, na analise estatistica,

nos momentos 0 e 10 minutos do teste de teste de termoresisténcia rapido.
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Tabela 2 - Valores médios (x) e desvios padrdo (DsP) da motilidade
espermatica progressiva retilinea no teste de termoresisténcia rapido (TTR) de
sémen pos-descongelamento com os diluidores Nagase, Gema-citrato de sédio
e Botu-Bov®, nas trés repeticdes e nos tempos 0, 10, 20 e 30 minutos — S&o
Luis - 2012.

0 10’ 20’ 30’
Nagase 28,0+ 12,6 | 158+11,6% | 7,6+9,8* | 3,2+5372
Gema-
citrato de 16,6+ 20° | 14,4+19,3% | 8,8+12,1% | 2,61+ 4,2®
sodio
Botu- b b b b
5,8+ 10,8 3,5+5,3 0,3+ 0,6 0,2+ 0,4
Bov®

Médias seguidas de letras distintas nas colunas diferem entre si pelo
teste de FRIEDMAN (p < 0,05)
Neste experimento, o resultado obtido para o teste de viabilidade espermatica
mostrou diferenca significativa pelo teste Qui-Quadrado, entre os diluidores e
entre os diluidores e as repeticbes, exceto para as partidas de Nagase e
Gema-citrato de sodio que, estatisticamente, ndo tiveram diferenca entre si,
sendo os valores mostrados na Tabela 3. O teste permitiu verificar que o efeito

dos diluidores entre si e sobre as repeti¢cdes variou significativamente (p<0,05).
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Tabela 3 - Médias (x) e desvios padrdo (DsP) das porcentagens de células
espermaticas com acrossomo intacto (A.l.) ou acrossomo reagido (A.R.) das
amostras de sémen criopreservadas com Nagase, Gema-citrato de sodio e
Botu-Bov® - S&o Luis — 2012.

Gema-citrato de
Nagase . Botu-Bov®
soédio
Al 61+7,92 59,7+ 9,52 45 7+18 4°
A.R. 39+7,9° 40,3+9 5° 54,3+ 18,42

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa para o teste do
Qui-Quadrado (p<0,05).

Para que o sémen tenha boa capacidade fecundante apos a
criopreservacdo € importante que o acrossomo do espermatozoide esteja
intacto. Assim, apO0s a descongelacdo é possivel que os espermatozoides
passem pela reacdo acrossdbmica e possam fecundar o odcito. Portanto, o
diluidor que apresentar maior porcentagem de células com acrossomo intacto
devera ser o que melhor indice de reacéo acrossémica e fecundacao tera. Com
base nos resultados obtidos, as amostras criopreservadas com o diluidor
Nagase mostraram maior indice de espermatozoides viaveis e, portanto, com
acrossomos intactos, em relacédo aos outros grupos testados O diluidor Gema-
citrato de sdédio obteve nos testes ja citados efeito intermediario em relacdo aos
outros diluidores testados, com médias desejaveis para porcentagem de
espermatozoides com acrossomo intacto. Os valores médios apresentados
pelo diluidor Botu-Bov® mostrou que este foi o diluidor com menos eficacia
dentre os trés utilizados.

As pesquisas tém mostrado que entre os fatores que influenciam a taxa
de viabilidade poés-descongelamento dos espermatozoides criopreservados

pode estar o efeito que os diluidores exercem sobre o processo, como
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mostrado nesse experimento. As porcentagens de espermatozoides integros e
espermatozoides com acrossomo intacto e reagido e os numeros que refletem
a viabilidade dos mesmos ap6s 30 minutos descongelados demonstram essa
influéncia. O efeito do diluidor tem sido relatado por outros autores como
CELEGHINI et al.(2008), CRESPILHO et al. (2006) e COELHO et al. (2000).

Os resultados que estdo propostos na literatura para a motilidade
espermatica subjetiva aos diferentes diluidores e a taxa de fertilidade da
amostra seminal ndo sao concordantes. GARNER et al. (1997) discorrem que
pode haver uma tendéncia a subestimar a porcentagem de espermatozoides
vivos. Dessa maneira, é de suma importancia que se faca testes
complementares para que a subjetividade seja descartada (TARTAGLIONE e
RITTA, 2004; MUKHPADHYAY et.al., 2010).

Para o teste hiposmotico, as ceélulas foram classificadas quanto a
presenca ou nao de cauda dobrada, segundo descrito por KUMI-DIAKA (1993).
Os percentuais meédios de espermatozoides com membrana plasmatica intacta
foi de 5 + 0,01, o que diferiu dos percentuais de BRITO et.al. (2003), que
obtiveram diferenca significativa entre os dados. Esses percentuais foram
também muito inferiores em comparacédo aqueles relatados na literatura para
sémen bovino congelado de 48 + 4,7 (CORREA e ZAVOS, 1994), 43,8 + 13,4
(ROTA et al., 2000), 58,8 + 2,6 (TARTAGLIONE e RITTA, 2004), 37,9 + 7,9
(SIQUEIRA et al., 2007). Essa discordancia deve-se, provavelmente, as
diferencas na metodologia utilizada. A exemplo de SIQUEIRA et al. (2007)
utilizou-se volume de solucdo hiposmotica e tempo de incubacdo diferentes.
Além disso, nos experimentos citados houve ajuste da osmolaridade da
solucdo, que néo foi realizado no presente trabalho, o que pode ter influenciado
negativamente o efluxo da solugcdo hiposmética para dentro da célula
espermatica e, consequentemente, a contagem das células responsivas ou ndo
ao teste. A baixa resposta ao teste HOST apds o descongelamento
provavelmente foi causada, também, por danos na cauda dos espermatozoides
durante o processo de congelamento/descongelamento, o que diminui a
capacidade das células de reagirem ao aumento de volume celular em

resposta a baixa osmolaridade (HOSSAIN et al. 1998). Além disso, o0 préprio
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meio de congelamento pode acarretar ruptura de membrana e mudangas nas
estruturas microtubulares da cauda (CORREA e ZAVOS, 1994).

Segundo as normas do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (1998)
o limite minimo para o uso comercial de palhetas com sémen congelado € de
15% de espermatozoides moveis na amostra, ao final do teste de
termoresisténcia. Dessa maneira, as partidas analisadas nao estdo de acordo
com os padrbes estabelecidos, sendo o Nagase o Unico diluidor que alcangou
valores desejaveis para a primeira e terceira repeticbes e apenas para 0s
tempo 0 e 10°. Os diluidores Gema-citrato e Botu-Bov® ndo obtiveram
resultados dentro dos padrdes, sendo o Botu-Bov® o que apresentou 0s
indices mais baixos. Os melhores resultados foram apresentados pelo diluidor
Nagase, com médias de 28,61% (tempo 0), 18,61% (tempo 10’), 8,33% (tempo
20') e 3,27% (tempo 30’). Esses dados sdo muito inferiores quando
comparados com os expostos por SIQUEIRA et al. (2007) que apresentou
resultados com médias de 53,48% (tempo 0), 43,69% (tempo 60’), 35,88%
(tempo 120’) e 33,04% (tempo 180’). Essas diferencas entre os resultados
obtidos no presente trabalho e os dados de literatura podem ser explicadas
pelas condicbes experimentais, pois 0 presente trabalho foi realizado em
propriedades rurais, nem sempre sob condi¢cdes adequadas de controle de
temperatura ambiente.

Pesquisas sobre a correlacao entre os resultados do TTR e a fertilidade
em bovinos sdo escassas (DIMITROPOULOS, 1967; ARRUDA et.al., 1992).
Tais achados podem estar relacionados a propria metodologia empregada na
realizacdo do TTR, que submetem a amostra a condicbes nao fisiologicas
como estresse térmico (46°C) e osmoético (osmolaridade acima de
1000mOsm/L determinada pelo uso do crioprotetor glicerol) que nédo estdo
presentes nas reais condicbes encontradas pelos espermatozoides no trato
reprodutivo feminino (CRESPILHO et al.,, 2006). No entanto, a grande
aceitacdo do teste se deve ao fato de que este possui uma correlacdo positiva
e altamente significativa com a fertilidade a campo, avaliada por meio da taxa
de prenhez aos 60 e 90 dias (DIMITROPOULOS, 1967; BARNABE et. al.,

1981).
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Para integridade de membrana plasmética tém sido empregados varios
testes, entre eles a coloracdo supra-vital Trypan-Blue e Giemsa (BRITO et al.
2003, ARRUDA et al., 2010, TARTAGLIONE e RITTA, 2004). Apés a contagem
das células obteve-se a porcentagem de espermatozoides com acrossomo
intacto que se corou de rosa/vermelho e a porcentagem de espermatozoides
sem acrossomo que se encontrou, descorado, metodologia adaptada de
FELICIANO SILVA, 1998 e DIDION et. al, 1989 como é mostrado na Figura 1.

Figura 1 - Classificacdo de espermatozoides analisadas pela técnica de
coloragao Azul de Trypan/Giemsa.

Legenda: A: Espermatozoide com acrossomo intacto. B: Espermatozoide sem
acrossomo. Fotografia digital obtida a partir da ocular do microscopio. Aumento
minimo de 1000X.

As médias obtidas para células com e sem acrossomo intacto e
corroboraram com os resultados de BERTOZZO e ZUCCARI (2009), em que
houve queda no numero de espermatozoides com membrana acrossomal
integra, provavelmente pelo fato de que o proprio processo de criopreservacao
causou injurias a membrana por provocar formacgéo de cristais de gelo (HOLT
et al., 2000). Além disso, o0 processo de criopreservagdo pode ser responsavel
por promover uma capacitacdo parcial ou completa da célula espermatica

(CORMIER et. al., 1997) onde cerca de 30% dos espermatozoides bovinos
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pos-descongelacdo apresentam alteracdes compativeis com a capacitacdo
espermatica (GIL et. al, 2000). Os resultados relacionados as porcentagens de
espermatozoides com acrossomo intacto e reagido em amostras submetidas a
centrifugacdo, também foi relatada em estudos anteriores, tanto em humanos
(McCANN e CHANTLER, 2000) quanto em bovinos (HOSSEPIAN DE LIMA,
2007), em que relatam que a centrifugacao pode lesar a membrana acrossomal
por submeter a célula esperméatica a uma condicdo diferente do trato
reprodutivo da fémea.

Observou-se, neste experimento, que em todos os resultados
encontrados, o diluidor Botu-Bov® obteve os piores indices (motilidade igual a
zero ao final dos testes, em todas as amostras) tanto para motilidade quanto
para taxa de sobrevivéncia e porcentagens de espermatozoides com
acrossomo intacto, o que entra em discordancia com os resultados obtidos por
CRESPILHO et. al. (2006) que encontraram valores de 61,8% * 6,1 para
motilidade com o uso de Botu-Bov®.

Os baixos indices de viabilidade espermatica obtidos no presente
trabalho, em especial o obtido com o diluidor Botu-Bov® podem ser associados
as condicbes experimentais. Devido as condicbes ambientais (experimento
realizado a campo, em propriedades rurais no interior do Estado do Maranhao),
0 controle de temperatura ambiente e de transporte dos diluidores nao foi
sempre o ideal. A temperatura para manutencao do Botu bov®, por exemplo,
para que sua capacidade criopreservante seja preservada deve ser em torno
dos 15°C, fato este que ndo ocorreu durante o transporte do mesmo para a
propriedade onde o trabalho foi realizado. O mesmo principio pode ser aplicado
aos outros diluidores, pois todos eram transportados conjuntamente. Outro
fator a ser considerado em relacdo as condicbes ambientais estd no
funcionamento da maquina de criopreservacdo (TK3000®), a qual requer
temperatura ambiente controlada, o que nem sempre € possivel a campo no

Estado do Maranhao, devido a condi¢des climaticas da regido.
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7. CONCLUSOES

Concluiu-se que os diluidores testados em protocolo de criopreservagao
de sémen bovino ndo obtiveram resultados desejaveis para uso a campo em
propriedades rurais do Estado do Maranhéo.

Ao avaliar a viabilidade espermatica antes e apds a criopreservacgao,
concluiu-se que o protocolo utilizado influenciou negativamente a viabilidade
espermatica apds o processo. Nas condi¢cdes experimentais apresentadas, 0s
diluidores Botu bov®, Nagase e Gema-citrato de sodio ndo apresentaram
resultados satisfatérios de viabilidade espermatica apds a criopreservagdo de
sémen segundo os parametros do Colégio Brasileiro de Reproducédo Animal
(CBRA), sendo recomendado a adequagcdo dos protocolos ao clima

caracteristico da regiao.
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