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RESUMO

VASCONCELOS FILHO, W.F. Eficiéncia da congelacio automatizada na viabilidade de
sémen bovino. 58 f. Dissertacdo (Mestrado). Instituto de Zootecnia. Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro. Seropédica, RJ, 2010.

Mesmo com os avangos tecnolégicos no campo da inseminagdo artificial, ainda ¢ grande o
numero de pessoas que realizam a congelagdo de sémen de maneira manual. Esta técnica tem
se mostrado viavel, porém, ¢ dificil padronizar as curvas de resfriamento e de congelagdo,
uma vez que dependem da qualidade do material utilizado (vedacdo da geladeira, tipo de
caixa de isopor, quantidade de gelo, nivel de nitrogénio liquido e outros). Portanto, o objetivo
deste estudo foi avaliar o efeito da criopreservacdo de s€émen bovino utilizando duas técnicas
de congelacdo (convencional e automatizada) sobre a motilidade, vigor e resisténcia térmica
dos espermatozoides apds a descongelacdo. O experimento foi elaborado em um periodo de
12 semanas, sendo dividido em duas partes, uma inicial de seis semanas onde foi utilizado o
diluidor Tris-gema e uma segunda parte na qual o diluidor utilizado foi Citrato-gema. Foram
utilizados trés touros holandeses para coleta de sémen semanal pelo método da vagina
artificial. Apo6s a coleta, foram avaliados: volume, motilidade, turbilhonamento, vigor e
concentragdo espermatica para determinagdo do nlimero de doses. Ap6s dilui¢do, o sémen foi
envasado em palhetas de 0,5 ml. Em seguida, as palhetas foram submetidas as técnicas de
congelacdo convencional (uso de geladeira, vapor de nitrogénio e imersdo em nitrogénio
liquido) e automatizada (aparelho da Cryogen®). Apdés 24 horas as amostras foram
descongeladas, reavaliadas e submetidas ao teste de termoresisténcia rapido (TTR). Os
resultados foram analisados pelo teste Kruskal-Wallis (analise de variancia ndo paramétrica)
com nivel de significancia de 5% com auxilio dos programas BioEstat 4 e Systat 11. Houve
diferenga significativa (p<0,05) entre as técnicas automatizada e manual para os dois
diluidores testados, sendo a técnica automatizada a que apresentou melhores resultados para
motilidade e vigor ap0s a criopreservacao e teste de resisténcia térmica. Desta forma, pode-se
concluir que a técnica automatizada para congelacao de sémen bovino apresenta-se vantajosa
e pratica pois além de proporcionar melhores resultados, ela padroniza as curvas de
refrigeragdo e de congelamento.

Palavras chaves: criopreservacao, diluidores, automatizado.



ABSTRACT

VASCONCELOS FILHO, W.F. Efficiency of automated freezing on the viability of
bovine semen. [Eficiéncia da congelagdo automatizada na viabilidade de s€émen bovino]. 58 f.

Disserta¢dao (Mestrado). Instituto de Zootecnia. Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.
Seropédica, RJ, 2010.

Even with technological advances in the field of artificial insemination, there is a huge
number of people freezing semen in a manual way. This technique has proven to be viable,
however, it is difficult to standardize the cooling and freezing curves, since they depend on
the quality of the material used (refrigerator sealing, type of cooler, liquid nitrogen level and
other). Therefore, the objective of this study was to evaluate the effect of the cryopreservation
of bovine semen using two freezing techniques (conventional and automated) on motility,
vigor and heat resistance of the sperm after thawing. The experiment was developed over a
period of 12 weeks, divided into two parts, an initial six weeks part where Tris-yolk extender
was used and a second part in which the extender used was Citrate-yolk. Three Holstein bulls
were used for weekly semen collection by artificial vagina method. After collection, were
evaluated: volume, motility, mass motility and sperm concentration to find out the number of
doses. After dilution, the semen was stored in straws of 0.5 ml. Then the straws were
subjected to conventional freezing technique (use of refrigerator, nitrogen vapor and
immersion in liquid nitrogen) and automated technique (machine from Cryogen ®). After 24
hours the samples were thawed, re-tested and underwent the quick thermoresistance test. The
results were analyzed by Kruskal-Wallis analysis of variance (nonparametric) with a
significance level of 5% with the aid of BioEstat 4 and Systat 11 PC-programs. There was
significant difference (p <0.05) between automated and manual techniques for both extenders
used, and the automated technique has presented the best results for motility and vigor after
cryopreservation and thermoresistance test. Thus, we can conclude that the automated
technique to freezing bovine semen has shown to be advantageous and practical because as
well as providing better results, it standardizes cooling and freezing curves.

Key words: cryopreservation, extender, automated.
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1 INTRODUCAO




1 INTRODUCAO

A inseminagao artificial (IA) ¢ a técnica singular mais importante desenvolvida para o
melhoramento genético dos animais, ja que poucos reprodutores selecionados produzem
sémen suficiente para inseminar milhares de fémeas anualmente (HAFEZ et al., 2004).
Além disso, a A ¢ a tecnologia reprodutiva mais amplamente utilizada em rebanhos bovinos
em todo o mundo. Sua importancia na pecuaria leiteira pode ser avaliada pelo fato de que todo
o ganho em producdo de leite, nos ultimos 50 anos, deve-se apenas ao seu uso. No Brasil, o
percentual de produtores que adotam a inseminacdo artificial em seus rebanhos ainda ¢
limitado, observando-se consideraveis diferengas entre regioes e entre sistemas de producao
de leite. Isso reflete, além de conjunturas econdmicas, diferencas na percep¢do que oOS
produtores tém sobre a viabilidade ou ndo da técnica.

Em 2008, o crescimento na venda de s€émen foi de 9,45% comparado ao ano anterior com
mais de oito milhdes de doses comercializadas. No acumulado dos ultimos dez anos o
crescimento chega a 47,35% sendo 67,54% de vendas das racas leiteiras. Do total
comercializado em 2008, 59,19% sao de genética nacional. No mesmo ano houve ainda
crescimento nas exportagdes de 6,20%. Foram exportadas mais de 286.000 doses para os
paises como Angola, Argentina, Bolivia, Canadd, Colombia, Equador, Paraguai, Peru,
Uruguai e Venezuela (ASBIA, 2009).

As vantagens do uso da inseminacdo artificial sio bem conhecidas. Hafez et al. (2004) e a
ASBIA (2009) citam que entre elas, estdo: (a) possibilita a larga expansdo de reprodutores
superiores de alto valor genético em qualquer tipo de criagdo; (b) facilita o teste de progénie
em uma série de condigdes ambientais e de manejo, melhorando, assim, a acuracia da sele¢ao;
(c) leva ao melhoramento do desempenho e a potencialidade do rebanho nacional; (d) permite
cruzamentos que modificam caracteristicas de producdo; (e) acelera a introducdo de novos
processos genéticos; (f) evita os custos e riscos da manuten¢do de touros na propriedade,
assim como o0s gastos periddicos na aquisicdo de novos reprodutores; (g) possibilita a
utilizagdo de reprodutores ja mortos, por meio de sémen congelado, colaborando na
preservacao de linhagens seletas; (h) permite o uso de s€émen de reprodutores incapacitados ou
oligospérmicos; (i) elimina o risco de transmissdo de doengas venéreas, como a tricomonose €
a campilobacteriose, ¢ reduz o risco da introducdo de doengas infecto-contagiosas, como
brucelose, leptospirose e IBR; (j) € de utilizacdo essencial apds a sincroniza¢do do cio em

grandes grupos de animais; (k) permite que reprodutores com caracteristicas desejaveis sejam



utilizados em acasalamentos genéticos especificos; (1) possibilita meios tteis de pesquisas dos
muitos aspectos da fisiologia reprodutiva de machos e fémeas.

Dessa forma, a utilizagdo de sémen congelado ¢ indispensavel para um bom programa de
inseminacgao artificial, visto que a manipulagdo de sémen fresco ou resfriado confere validade
curta do material. O objetivo da congelagdo de sémen ¢ a produgdo de um banco de células
espermaticas utilizadas para biotécnicas da reprodugdo, tendo a disposi¢do um material sem
prazo de validade, potencializando a eficiéncia na reproducdo animal (AMIRAT et al., 2004).
Todavia, o processo de criopreservagdo das células espermaticas resulta em diminui¢do da
fertilidade quando comparada com o sémen fresco. Este fato se da pelos danos as organelas e
membranas dos espermatozoides, induzindo também mudangas na capacita¢do espermatica e
reacdo acrossomal (GARNER et al., 2001; WATSON, 1995). A partir desse fato, os
protocolos de congelacdo visam minimizar esses efeitos deletérios aos espermatozoides
(KUMAR et al., 2003).

Quando sémen congelado bovino foi testado pela primeira vez comercialmente, varios fatores
foram considerados, como meios diluentes, taxa de resfriamento, concentragdo, tempo e
método de adicao do glicerol, métodos de envase e condi¢des de congelagao (FOOTE et al.,
2002). Em funcdo de ter atingido indices de congelabilidade e fertilidade considerados
satisfatorios, poucas inovagdes vem sendo atribuidas na congelacdo de sémen desta espécie.

A produgdo de leite e carne bovina, comparada com as demais espécies, tem mostrado indices
muito elevados. Com isto em vista, qualquer melhora nos indices de producao resultardo num
menor custo de produ¢do, o que contribuird para uma melhor rentabilidade na pecuéria
bovina.

Biotécnicas cada vez mais modernas vem sendo aplicadas garantindo avango da reprodugdo
animal nas diferentes espécies a partir do desenvolvimento de técnicas adequadas para
preservacao de sémen (PAPA et al., 2000).

Durante trabalhos em campo, profissionais costumam utilizar materiais simples, como: caixas
de isopor e gelo ou fazem uso de geladeiras da propriedade para realizar o resfriamento, e em
seguida congelam em caixa de isopor com nitrogénio liquido. Apesar de essa técnica ter se
mostrado viavel, a padronizagdo das curvas de resfriamento e de congelagdo sdo dificeis, uma
vez que dependem da qualidade do material utilizado, como por exemplo, as condigdes € o
tipo da caixa de isopor, quantidade de gelo, nivel de nitrogénio liquido, vedagao da geladeira,
entre outros.

Equipamentos automatizados portateis para a pratica de congelacdo de sémen t€ém sido

desenvolvidos e chegam ao mercado com baixo custo. Esse tipo de sistema eletronico permite



programar um ou varios tipos de curvas de resfriamento e de congelagdo, garantindo
homogeneidade e padronizagdo da curva utilizada.

Entretanto, para se obter sucesso apds o processo de congelacdo e descongelagdo, ¢
indispensavel a adicdo de crioprotetor a solucao diluidora. O crioprotetor ¢ uma substancia
essencial para a congelacdo, exercendo fungdo protetora as células espermaticas, sem a qual
os espermatozdides ndo suportariam a variacdo de temperatura e morreriam logo no inicio do
processo. No caso do s€émen bovino, o glicerol € o crioprotetor utilizado em predilecdo para os
dois métodos de congelacdo, convencional e automatizado (POLGE et al., 1949).

Dessa forma, faz se necessario a adi¢do do crioprotetor ao sémen em baixas temperaturas,
mas ndo ¢ o que ocorre quando se utiliza a técnica automatizada, embora fabricantes aleguem
que a qualidade do sémen congelado-descongelado ndo varie de uma técnica para a outra. Por
outro lado, a padronizacdo das curvas de resfriamento e congelagdo garantidas pelo sistema
eletronico parece ser uma vantagem considerdvel, sem levar em conta a praticidade no

decorrer da técnica.



2 REVISAO DE LITERATURA




2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Principios da Criopreservaciao de Espermatozéides

A moderna industria bovina em todo mundo ¢ baseada na utilizagdo da inseminagao artificial
(IA) com sémen congelado (AIRES et al., 2003). Todavia, o processo de criopreservacao das
células espermaticas resulta em diminuicdo da fertilidade quando comparada com o sémen
fresco. Mudanga de temperatura e a formacdo e dissolucdo de cristais de gelo e suas
conseqiiéncias, sdo exemplos dos maiores estresses da criopreservagao que promovem injurias
as organelas celulares (WATSON, 1995). Considerando isto, o meio diluente e crioprotetores
sao utilizados com o intuito de proteger os espermatozéides dos choques térmicos € osmaticos
que ocorrem durante o processo de congelagdo (CASTELO et al., 2008). Como resultado dos
danos causados, as células de mamiferos ndo sobrevivem a resfriamentos abaixo de -20°C, a
nao ser que se utilize um crioprotetor (SZELL & SHELTON, 1986). Entretanto, o sucesso na
concepcdo € nos beneficios econdmicos desta técnica depende da viabilidade do sémen
criopreservado para fertilizagdo do ovécito (WATSON, 1999).

A utilizagdo de técnicas mais modernas, como por exemplo a citometria de fluxo, tem
demonstrado a ocorréncia de alteragdes no material genético das células espermaticas apos o
processo de congelagdo e descongelagdo. A integridade da estrutura da cromatina espermatica
tem sido amplamente estudada desde a década anterior (EVENSON et al., 1980; EVENSON
AND JOST, 1994).

Chernos & Martin (1989) avaliaram espermatozoides humanos apds processo de
criopreservacdo € nao observaram alteragcdes na freqiiéncia de cromossomos anormais ou
diferenca na propor¢do de cromossomos sexuais comparando as amostras antes € apds o
processamento.

Langando mao desses resultados, Royere et al. (1996), avaliaram o efeito da criopreservagao
na cromatina espermatica humana, utilizando a citofotometria pela coloracdo de Feulgen ou
laranja de acridina. Inicialmente foi observado um grande grau de desnaturagdo do DNA em
condig¢des 4cidas apos o congelamento-descongelacdo, entretanto, também foi observado uma
reducdo no acesso do corante ao DNA, sugerindo que a cromatina espermatica estaria num
estado de condensagdo além do normal. Foi sugerido entdo que essa condensacdo elevada
possa estar relacionada com o atraso no inicio dos eventos de fertilizagdo apds testes

comparativos com sémen fresco.



A remocdo de 4gua das células antes de se proceder a sua congelagdo ¢, na verdade, um fator
desejavel. Se esta desidratagdo ndo ocorrer, grandes cristais de gelo se formardo
intracelularmente danificando as estruturas de forma irreversivel (CELEGHINI, 2005). Por
outro lado, um efeito de solugdo exagerado também ¢ prejudicial, pois a remogao excessiva de
agua das células proveniente de um aumento na concentracdo de soluto extracelular pela
formagdo de cristais de gelo, levard a desnaturacdo de proteinas e conseqiiente morte celular
(SEIDEL Jr., 1986). Dessa forma, enquanto a congelagdo lenta evita a formagdo de
grandes cristais de gelo intracelular, ela leva a um aumento dos danos por efeitos de
solugdo. Portanto, a taxa Otima de congelacdo para um dado tecido depende de sua
tolerancia relativa ao dano causado pelos cristais de gelo e da toxicidade dos efeitos de
solucdao (HAFEZ et al., 2004). A adicao de crioprotetores intracelulares tais como glicerol e
dimetilsulfoxido (DMSO) ao meio de congelacdo, resulta na congelacdo a temperaturas mais
baixas. Isso provavelmente retarda a desidratacdo das células e os efeitos de solucao
deletérios resultantes, evitando, portanto, a formagdo de grandes cristais de gelo. Watson
(2000) cita ainda que para obter melhores taxas de sobrevivéncia, deve ser utilizada uma
rapida taxa de resfriamento entre 15 ¢ 60°C/min.

Salamon & Maxwell (1995) e Suarez (1998) relatam que metade das células espermaticas em
amostras normais sao perdidas durante o processo de criopreservacgdo, e conseqiientemente ha
necessidade de se utilizar um nimero maior de espermatozodides para uma IA com sémen
congelado quando comparado a amostras de sémen fresco. Isso se da pelo fato de que os
processos de congelacao e descongelagdo trazem como conseqiiéncia danos a estrutura fisico-
quimica das células causando danos principalmente, a membrana, ao acrossoma, a motilidade
progressiva e ao metabolismo para produgdo de energia (PICKETT et al., 1987). O estado
funcional dos espermatozoéides congelados e descongelados ¢ examinado em base de
resultados de testes funcionais e estruturais da competéncia espermatica (WATSON, 1995). E
indispensavel que em uma amostra, apos processo de congelacdo e descongelagdo, se tenha
um numero de espermatozoides suficientes e ainda que estes estejam em condicdes que
permita a fecundacdo do oOvulo. Dai se d4 a importincia da prote¢do exercida pelos
crioprotetores e da técnica realizada de forma correta visando, assim, o tempo de
sobrevivéncia das células espermadticas no trato reprodutivo da fémea (VALCARCELL et al.,
1996).

Os espermatozodides podem ser preservados por longos periodos em um estado de animagao

suspensa se forem capazes de suportar a criopreservacdo a temperaturas nas quais nenhuma



atividade bioldgica adicional ocorra. O nitrogénio liquido a -196°C satisfaz essa condigao

(HAFEZ et al., 2004).

2.2 Crioprotetores

Os crioprotetores sdo substancias necessarias para a criopreservagao de espermatozoides, pois
protegem as células espermadticas contra os danos causados durante a congelacdo e a
descongelagdao. Conforme resultados de estudos ao longo de décadas, muitos fatores podem
afetar a sobrevivéncia dos espermatozoides, estes fatores incluem dentre outros a composi¢ao
dos meios e os crioprotetores usados para congelacdo (LIU et al., 1998; GUTHRIE et al.,
2002). Os agentes crioprotetores, de acordo com sua permeabilidade, podem ser classificados
como agentes crioprotetores ndo penetrantes (extracelulares) e agentes crioprotetores
penetrantes (intracelulares) (MAZUR, 1980). O coeficiente de permeabilidade de cada
crioprotetor estd relacionado diretamente com seu peso molecular. De maneira geral, quanto

menor o peso molecular da substancia maior serd sua permeabilidade.

2.2.1 Crioprotetores niao penetrantes

O mecanismo de acdo dos agentes crioprotetores nao penetrantes baseia-se na protecdo dos
espermatozdides contra os efeitos osmoéticos durante o processo de congelagdo, promovendo
um meio hipertonico que induz a saida de agua das células levando a desidratagdo, ou seja,
eles agem no meio extracelular, reduzindo assim a possibilidade da formagdo de cristais de
gelo intracelular. Estes sdo representados pelos agticares (sacarose, trealose lactose, glicose),
proteinas do leite e lipoproteinas da gema do ovo que atua ainda na estabilizacdo de

membranas (AMANN & PICKETT, 1987).

2.2.2 Crioprotetores penetrantes

Os crioprotetores penetrantes sdo substancias que tem a capacidade de protecdo intracelular
das células espermaticas (NASH, 1966). O mecanismo de agdo destes crioprotetores baseia-se
em estruturas que promovem ligacdes de hidrogénio com as moléculas da agua. Estas ligagdes
mudam a orientagdo da molécula da agua nos cristais de gelo, criando um ambiente menos

nocivo para as células (DALIMATA & GRAHOM, 1997).



Os crioprotetores penetrantes utilizados em meios diluentes para congelagdo de sémen em
animais domésticos sdo: os alcoois incluindo o etanol, etilenoglicol, glicerol, metanol e
polietilenoglicol (DE LEEW et al.,, 1993) e também as amidas, incluindo a acetamida,
formamida, lactamida ¢ bem como o DMSO (JEYENDRAN & GRAHAM, 1980;
ASHWOOD — SMITH, 1986; MEDEIROS et al., 2002). Dentres estes, sem duvida nenhuma,
o glicerol tem sido o crioprotetor de eleicdo para criopreservagdo do sémen da maioria das

espécies domésticas.
2.2.2.1 Glicerol

E considerado quimicamente um alcool que contém trés grupos funcionais de hidroxilas que
podem aceitar um hidrogénio da molécula de agua em seis sitios diferentes e sua formula
quimica ¢ CsHs(OH); (GONZALEZ, 2004). Dentre algumas caracteristicas biofisicas do
Glicerol estdo: peso molecular de 92,10 e gravidade especifica de 1,25 g/em® a 20°C. Seu
numero no catalogo da sigma Chemical ¢ G-7757 (HAFEZ et al., 2004).

O glicerol tem sido o crioprotetor mais utilizado desde a sua descoberta em 1949, por Polge et
al., sendo que seu efeito crioprotetor se relaciona a sua capacidade de ligagdo com a 4gua e a
baixa dissociacdo com sais, portanto, diminuindo a osmolaridade do meio de congelacdo.
Estas propriedades sdo favorecidas por sua capacidade de atravessar facilmente a membrana
celular, mantendo a osmolaridade interna e externa (POLGE et al., 1949).

Dentre os efeitos do Glicerol a membrana plasmatica, pode-se citar: ligagao com fosfolipidios
reduzindo a fluidez da membrana, interagindo com proteinas e glicoproteinas e formando
agrupamentos intramembrana; redugdo da capacidade elétrica provavelmente pela promogao
de reorganizagdes, em grande escala, na estrutura de membrana que inclui a formacao de
juncdes semelhantes as jungdes Gap; formacao de interdigitacdes dos folhetos da bicamada
alterando a fluidez pela organizagdo do interior das cadeias de acidos graxos (PARKS &
GRAHAM, 1992).

Se por um lado o glicerol age promovendo prote¢do as células, por outro, ele pode ser
ligeiramente toxico, o que torna indispensavel um controle de sua concentragdo. Além disso,
outros fatores podem aumentar o poder téxico do mesmo. Taxa de resfriamento, velocidade
de congelacdo, composicdo do diluidor, método de adi¢do do glicerol e temperatura no
momento da adicdo sdo outros fatores que aumentam sua toxicidade (FAHY, 1986;

WOELDERS, 1997).
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Os espermatozoides de bovinos sdo rotineiramente criopreservados utilizando 7% de glicerol
como concentracdo 6tima para diluidores a base de citrato-gema ou tris-gema tendo resultados
aceitaveis (De LEEW et al. 1993), contudo, esta concentracdo ¢ influenciada por outros
componentes presentes no meio diluente (WOELDERS et al., 1997). As concentragdoes de
glicerol para congelacdo de sémen bovino tem estado entre 0,25 M (2,25%) e 1 M (9%),
sendo que esta ultima concentracdo tem mostrado toxicidade (FAHY, 1986). Esta variagdo
das concentragdes de glicerol foi citada por Watson (1979), onde descreve que a concentragao
ideal para a congelagdo de sémen pode variar dependendo da curva de congelacdo, da
presenca dos componentes do meio diluente e da espécie em questdo. O glicerol pode ser
ligeiramente toxico aos espermatozodides mesmo na concentraciao de 4% (FISER; FAIRFULL,
1984) e seu efeito prejudicial € menor quando sua adicdo ¢ feita a temperaturas proximas a
0°C. A explicacao possivel desta toxicidade ¢ o efeito osmoético imediato causado pela adigao
abrupta ao sémen (MAZUR, 1985).

Dentre os efeitos toxicos do glicerol, Becker et al (1977) e Hammerstedt & Graham (1992)
citam mudangas nas estruturas citoplasmaticas devido ao aumento da viscosidade pelo
glicerol intracelular, alteracdo da polimerizacao da tubulina, efeitos no balango bioenergético
e alteracdo direta nas proteinas da membrana plasmatica.

Liu (1998) comparando os efeitos osmdticos no volume e na motilidade do espermatozéide
bovino exposto a diferentes agentes crioprotetores, concluiu que o glicerol e 1,2-propanodiol
penetram rapidamente no espermatozoide nao afetando o volume e a motilidade espermatica.
Esta propriedade ¢ benéfica ao espermatozdide por manter o volume de solugdo intracelular

levando a uma regulagdo osmotica.

2.3 Métodos de Congelacio

Existem basicamente dois métodos de congelamento de sémen, o manual realizado com
auxilio de um refrigerador e o automatizado pelo uso de aparelho programavel que exerca
todas as etapas de refrigera¢do e congelamento.

Durante o processamento da técnica manual existem duas fragdes de diluidor. Uma ¢ a
chamada fragdo ‘A’, composta por sémen adicionado de solucdo diluente, e outra € a
fracdo ’B’, composta por crioprotetor intracelular adicionado de solucdo diluente.
Métodos convencionais de congelagdo em palhetas de 0,25 mL e 0,5 mL tém utilizado
quantidades de 7% de glicerol como concentracdo 6tima para diluidores a base citrato-gema

ou tris-gema (De LEEW et al., 1993).
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O Glicerol pode ser ligeiramente toxico aos espermatozoides mesmo na concentragdo de 4%
(FISER; FAIRFULL, 1984) e seu efeito prejudicial ¢ menor quando sua adigdo ¢ feita a
temperaturas proximas a 0°C. A explicagdo possivel desta toxicidade ¢ o efeito osmotico
imediato causado pela adi¢ao abrupta ao s€émen (MAZUR, 1980). Por esta razao que,
durante o método convencional, se faz necessaria a existéncia de duas fracdes de
diluidor para que o crioprotetor seja adicionado ao s€émen a temperaturas mais baixas, na
qual a toxicidade do crioprotetor as células espermaticas ¢ menor, sendo realizado dentro
de um refrigerador a 5°C apos as duas fragdes terem permanecido na geladeira pelo

b

periodo de uma hora. A fracdo ‘B’ ¢ entdo dividida em trés partes para ser adicionada
gradualmente com intervalo de cinco minutos na fragdo ‘A’, evitando um choque as
c¢lulas espermaticas pela concentracdo do glicerol. Junta-se as fragdes, gota a gota,
enquanto que, com um delicado movimento de rotacao, auxilia-se mais intimamente a mistura
dos dois liquidos (MIES FILHO, 1987). Apds completa esta etapa do processo, se aguarda
quatro horas para o periodo conhecido como tempo de glicerolizagao (tempo para que o
glicerol possa agir nos espermatozodides) e sO entdo ¢ realizado o envase das doses nas
palhetas dentro do refrigerador. Tem se entdo concluido a etapa de resfriamento.

No método manual, as palhetas geralmente sdo congeladas em vapor de nitrogénio liquido e
estocadas a -196°C (POLGE et al., 1949). Devido a grande area de superficie da palheta e sua
parede fina, a transferéncia de calor ¢ rapida e o sémen congela rapidamente, geralmente em
poucos minutos. Porém, um processo de congelacao muito rapido pode causar choque térmico
e formagdo de cristais de gelo dentro das células. Por outro lado, a congelacdo lenta causa
aumento na concentragdo de sais a medida que a agua congela (WATSON, 2000). Esse
aumento na pressdo osmotica por um longo periodo de congelacdo lenta pode danificar as
proteinas e lipoproteinas da célula espermatica e do acrossomo (FISER; FAIRFULL, 1984).
Dessa forma, ¢ necessario que se mantenha uma velocidade de resfriamento adequada para
que o processo ndo ocorra nem muito rapidamente nem muito lentamente (PICKETT et
al.,1987)

Por outro lado, a técnica automatizada, que € realizada por um aparelho programavel,
exige a adi¢do de crioprotetor ao sémen ainda a temperatura ambiente, ndo existindo
mais duas fragdes de diluidor e sim apenas uma. O envase em palhetas ¢ realizado na
bancada devidamente higienizada e a temperatura ambiente. Embora exista o
inconveniente da toxicidade a temperatura ambiente, uma padronizacdo da curva de
resfriamento e de congelamento parece ser uma vantagem sobre a outra técnica, visto que

durante a técnica manual essa padronizagao ¢ dificil, uma vez que depende da qualidade do
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material utilizado, como por exemplo, vedagao da geladeira e suas condi¢des internas, e ainda
a possivel ocorréncia de falha humana entre outros. Além da padronizagdo, a praticidade de se
ter todas as etapas controladas por um aparelho se constitui em outra vantagem.

O aparelho programavel realiza toda a curva de resfriamento de forma padronizada,
respeitando a temperatura de 5°C para o tempo de glicerolizagdo que dura quatro horas e
meia. Quando completo esse periodo, o aparelho emite sinal sonoro indicando o
momento de adicionar nitrogénio liquido em seu recipiente, iniciando a curva de
congelamento. A temperatura minima atingida ¢ de -135°C na maquina, sendo
necessario mergulhar as palhetas em nitrogénio liquido ao se atingir tal temperatura.
Além da taxa de resfriamento e a composi¢do do diluidor, Graves (2007) destaca como itens
importantes a adequada manutencdo, tanto do sémen em botijoes criogénicos, como do

equipamento de inseminacao, além da correta manipulacao do sémen.

2.4 Diluidores

O sémen pode manter-se congelado por diversos anos, permanecendo potencialmente
fecundante quando descongelado e utilizado em IA. No entanto, para que se obtenha sucesso
com a [A ¢ estritamente necessario o uso de um bom diluidor que contenha nutrientes como
uma reserva de energia, sirva como tampao contrapondo as alteragdes do pH, mantenha a
pressdo osmdtica e a concentracao de eletrdlitos dentro dos padrdes fisiologicos do sémen,
previna o crescimento de bactérias, proteja a célula do choque térmico durante o processo de
resfriamento, e possua crioprotetores que reduzam os danos as células espermaticas durante a
congelagdo e posterior descongelacdo (SALISBURY et al., 1978; MIES FILHO, 1986;
CONCANNON & BATTISTA, 1989; BART; OKO, 1992; FOOTE et al., 2002).

Em concordancia, um rapido resfriamento de células espermaticas na auséncia de diluidores
leva aos danos tanto da membrana plasmatica como acrossomal (BALL, 1998). Mesmo no
resfriamento lento a mudanca da temperatura determina estresse sobre a membrana, sendo
provavel que este processo seja devido a mudanca de fase dos lipideos da bicamada e
alteracdo do estado funcional da membrana. Sabe-se que em sémen bovino, a maior mudanga
de fase ocorre entre 5 a 15°C, intervalo de temperatura onde ¢ produzida a injiria (AGCA;
CRITSER, 2002; De LEEW et al.. 1990; WATSON, 2000).

Outro fator que afeta a qualidade do sémen é a geragdo de espécies reativas de oxigé€nio
(ROS). Estas possuem a propriedade de induzir a peroxidagdo dos lipideos das membranas

celulares de espermatozoides, contribuindo para reducdo da motilidade ou morte celular
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espermadtica. Deste modo, o balango entre a producdo de radicais livres e sua detoxicacao
pode ser um importante fator para a sobrevivéncia espermatica antes e apds o processo de
resfriamento (MENEZES et al., 2008).

Nesse sentido, tem sido sugerido o uso de antioxidantes aos diluidores, visando minimizar os
efeitos da geracdo de ROS, destacando-se o uso da catalase, glutationa reduzida (GSH),
glutationa peroxidase e vitamina E (BUCAK et al., 2008).

England (1993) cita que a gema de ovo ¢ o componente de origem bioldgica mais largamente
utilizado na composicao dos diluidores para o sémen. Este fato estd relacionado as suas
propriedades que permitem que a capacidade de fertilizacdo do espermatozodide apods o
processo de congelagdo/descongelagdo se mantenha (THUN et al., 2002). H4 décadas ja se
sabia a importancia da gema de ovo no diluidor, sendo comprovada por Foote et al. (1960), o
qual realizou um estudo retirando a gema de ovo de um diluidor, tendo como resultado uma
diminui¢do significativa na motilidade espermatica, porém, ndo se sabia ainda, ao certo, o
motivo.

Thun et al. (2002) citam que o principal beneficio da gema de ovo, especialmente das
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) existentes, ¢ prevenir a perda da membrana
fosfolipidica aumentando a tolerancia do espermatozoide ao processo de congelagdo. Amirat
et al. (2004) estudaram o efeito destas lipoproteinas sobre as membranas do espermatozéide
bovino, porém, ndo foi possivel obter o conhecimento claro do mecanismo preciso pelo qual o
LDL interage com a membrana espermatica. Com o intuito de verificar se diferentes
percentuais de gema de ovo influenciariam na qualidade final do sémen bovino, Aguiar et al.
(2007) testaram a gema de ovo nos percentuais de 5, 10, 15 e 20% em diluidor PBS e
observaram que, variando o valor, ndo se altera a qualidade final do sémen, por outro lado, a
concentracdo mais baixa estudada apresenta a vantagem de permitir uma avaliacdo das
caracteristicas microscopicas sem interferéncia de sedimentos.

Outro componente que ¢ indispensavel se acrescentar ao diluidor ¢ o antibidtico. Sua
utilizacdo visa principalmente evitar o contagio de doencgas bacterianas para a fémea apos a
IA, uma vez que a dose inseminante permanece em seu trato reprodutivo. Hafez (2004)
descreveu que uma combinagdo de penicilina entre 50 e 100 Ul/mL e estreptomicina entre
500 e 1.000 UI/mL proporciona um largo espectro de atividade antibacteriana. Miraglia et al.
(2003), comparando a capacidade de quatro antibioticos, acrescidos ao diluidor gema-citrato,
concluiram que a associagdo penicilina-estreptomicina apresentou os melhores resultados na

inativagdo de leptospiras, mas houve 2,9% de cultivos positivos para leptospiras.
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Amoxicilina, ceftiofur sédico e a combinagdo de ambos, nas concentragdes de 1.000 pg/mL,
nao foram efetivos para inativar as leptospiras.

Além disso, cada espécie animal apresenta melhor resultado para determinado diluidor e
crioprotetor. No intuito de preservar a qualidade espermatica, ¢ de suma importancia conhecer
as caracteristicas fisioldgicas espécies-especificas do sémen. Evitando-se dessa forma uma
queda na qualidade do material por utilizar diluidores e procedimentos desenvolvidos para
bovinos no sémen de animais de outras espécies (BARROS, 2007). As razdes pelas quais um
meio diluidor confere maior ou menor protecdo aos espermatozoides devem-se ao fato de
haver diferencas na composi¢do da membrana espermadtica entre espécies, ragas ou entre
individuos da mesma espécie (HOLT, 2000).

O sémen bovino geralmente ¢ diluido com solucao de gema-citrato, homogeneizado com leite
integral, leite desnatado fresco ou liofilizado, leite de coco ou solucdo de lactose. O sémen
tem sido preservado com sucesso em diluidores baseados no tampdo organico Tris

(hidroximetil) aminometano (HAFEZ et al., 2004).

2.4.1 Tris-gema

E 0 meio mais utilizado comercialmente para bovinos devido aos étimos resultados obtidos
quanto a congelabilidade do sémen e posterior motilidade ao descongelamento, frente aos
outros meios diluidores. O diluente sintético Tris-gema contém como tampao o tris, glicose
ou frutose como fonte de energia e gema de ovo para proteger a membrana contra o choque
térmico (EVANS e MAXWELL, 1987).

A férmula quimica do tampdo ndo eletrolitico (tampdo organico) TRIS ¢ descrita por Mies
Filho (1987), como C4H;,0s.

Viana (2003) em estudo comparando o diluidor Tris-gema ao diluidor leite desnatado-glicose
em sémen caprino, conclui que o diluidor tris-gema, preservou melhor a motilidade, vigor e
patologia de acrossoma.

Estudando diluidores para s€émen bovino, Gonzalez (2004) observou que a criopreservacao de
sémen com diluidor a base de tris-gema apresentou melhores resultados quando associado ao
glicerol, como crioprotetor penetrante, do que quando associado ao etilenoglicol ou
dimetilamida, pois o diluidor contendo glicerol preservou melhor a motilidade, vigor, funcao

mitocondrial, integridade das membranas plasmaticas e acrossomal.



15

2.4.2 Citrato-gema

O diluente sintético Gema-citrato constitui-se basicamente de citrato sodico, glicose ou
frutose como fonte de energia e gema de ovo (EVANS e MAXWELL, 1987). O citrato de
sodio atua como tampdo no sémen conservado em refrigeragdo por varios dias e como
regulador do equilibrio osmoético no sémen preparado para o congelamento, em virtude de
impedir o rapido ingresso do glicerol no espermatozoide (NAGASE, 1972). A importancia da
gema de ovo reside na protecdo da membrana contra o choque térmico (acima de 0°C),
mediante a lecitina e efeito energético mediante a glicose (MIES FILHO, 1987).

Karabinus et al. (1991) compararam os meios citrato-gema com os a base de leite
evidenciando uma maior motilidade espermatica pds-descongelamento no grupo congelado
com diluidor de leite e uma maior crioprotecdo, preservacdo da cromatina espermatica e
integridade da membrana celular, do s€émen congelado com diluidor a base de citrato. Sugere-
se na conclusdo que a microcomposi¢do dos dois meios (aminoécidos, lipidios...) sdo

responsaveis pelas diferencas encontradas.

2.5 Métodos para Avaliacio do Sémen Congelado

E bem conhecido que apds o processo de congelamento e descongelagio, as células
espermaticas sofrem danos em suas estruturas. Neste contexto, a necessidade de se ter em
maos varios métodos laboratoriais para avaliagdo do s€émen ¢ indispensavel, uma vez que até
o presente momento, nenhum teste laboratorial isolado pode estimar este potencial. Estes em
conjunto, podem ajudar a predizer o potencial fecundante de uma amostra seminal. Podem
entdo ser citadas as analises computadorizadas do movimento e morfologia espermaticos,
composi¢do do plasma seminal, integridade da membrana plasmatica e acrossomal, fungao
mitocondrial, desnaturacdo da cromatina, peroxidagdo das membranas espermaticas, entre
outros (ARRUDA et al., 2007).

Dentre os componentes de uma célula, o material genético poderia ser dito como um dos mais
importantes, visto que possui as informagdes genéticas indispensaveis para o seu
desenvolvimento. Seguindo nesta linha, técnicas modernas que demonstram o grau de
integridade do DNA (4cido desoxirribonucleico) das células esperméaticas ganham sua devida
importancia. Arruda (2000) cita o uso de sondas fluorescentes na avaliagdo espermatica, que
vém sendo utilizados isoladamente ou em combinagdo para determinar a integridade e a

viabilidade celular. Alguns corantes fluorescentes especificos para DNA, por serem
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impermeaveis as membranas intactas, coram apenas células com membrana plasmatica
lesada. As lecitinas fluorescinadas se ligam de forma especifica a glicoconjugados presentes
no acrossomo, ¢ também tém sido utilizadas para avaliar integridade do acrossomo em
diversas espécies. Essas caracteristicas de marcar estruturas especificas das células e de
detectar integridade estrutural ou funcionalidade de forma clara permitem que o uso de sondas
fluorescentes ganhe sua devida importancia na avaliacdo espermdatica (CELEGHINI, 2005).
Vérias sondas fluorescentes podem ser utilizadas para a avaliagdo da integridade da
membrana plasmatica espermatica, como o brometo de etidio (Halangk et al., 1984), corantes
supravitais Hoechst 33258 (H258), 33342 (H342) (Casey et al., 1993; Maxwell et al., 1997),
SYBR-14 (Garner et al., 1999; Thomas et al., 1998) e diacetato de carboxifluoresceina
(CFDA) (Harrison e Vickers, 1990; Pena et al., 1998; Souza, 2001; Valcarcel et al., 1994);
todavia, o iodeto de propidio (PI) vem se destacando em pesquisas pela sua facilidade de
preparacdo e aplicacdo da técnica, estabilidade e eficiéncia na avaliagdo da integridade da
membrana, seja isoladamente ou associada a outro corante fluorescente para avaliar
membrana plasmatica. Esta sonda possui afinidade ao DNA e cora em vermelho o nucleo de
células com membrana plasmatica lesada (Arruda, 2000; Arruda et al., 2003; Graham et al.,
1990; Maxwell et al., 1997; Celeghini, 2005).

J& a aglutinina de Pisum sativum (PSA), quando conjugada a isotiocionato de fluoresceina
(FITC), marca com sucesso 0 acrossomo espermatico na cor verde amarelado, o que facilita a
visualizacdao e a identificagdo dos acrossomos lesados, sendo utilizado em espermatozoides
humanos (Cross et al., 1986; Mendoza et al., 1992; Tesarik et al., 1993), bovinos (Graham et
al., 1990; Arruda e Celeghini, 2003), eqiiinos (Arruda, 2000; Arruda, 2003; Casey et al.,
1993; Farlin et al., 1992; Celeghini et al., 2004) e suinos (Mattioli ef al., 1996).

2.5.1 Teste de Termorresisténcia (TTR)

O teste de termoresisténcia (TTR) foi proposto por Dimitropoulos (1967), para a avaliagdo do
potencial de fertilidade das partidas de sémen congelado de bovinos, sendo adaptado
posteriormente para outras espécies. O teste consiste em submeter as amostras a um estresse
térmico por um determinado periodo de tempo, sendo em seguida avaliado a motilidade e o
vigor espermatico. O TTR obteve grande aceita¢do, pois submete o sémen a condig¢des de
temperatura semelhantes ao trato genital de fémeas em estro.

Por alguns anos se acreditou possuir uma correlagdo positiva e altamente significativa dos

valores obtidos no TTR com a fertilidade a campo frente aos testes realizados por Kozumplik
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e Sosnova (1985). No entanto, estudo mais recente (SIQUEIRA et al. 2007) avaliou a relagao
da taxa de gestacdo com sémen bovino congelado e testes de avaliacdo espermatica, como o
TTR, e concluiu que ndo existe correlagdo entre eles, de modo que o presente teste nem

sempre expressa na pratica os seus valores obtidos.

2.5.2 Avaliacio da estrutura da cromatina espermatica

A andlise da estrutura da cromatina do espermatozoide (SCSA) ¢ um método para se
determinar a susceptibilidade do DNA espermadtico a desnaturagdo, a qual ¢ relacionada a
fertilidade. Através deste teste, pode se avaliar a relacio do DNA simples (considerado
anormal) e duplo-filamento (nativo) presente no espermatozoide. O resultado se da através da
fluorescéncia verde ou laranja emitida por cada espermatozoide em virtude do uso de uma
sonda metacromdtica (laranja de acridina). A SCSA pode ser utilizada para avaliar a

integridade do DNA no sémen fresco, resfriado ou congelado (LOVE, 2005).

2.5.3 Avaliacao espermatica por citometria de fluxo

Para o funcionamento adequado do espermatozodide ¢ essencial que se tenha integridade na
membrana plasmatica. Diferentes métodos de avaliacdo da integridade das membranas
plasmatica e acrossomal tem sido testados, entre estes testes podemos citar os que usam
fluorocromos. Entretanto, existe uma vantagem consideravel quando se faz o uso de sondas
fluorescentes para a analise das organelas combinada com o uso da citometria de fluxo, uma
vez que a citometria permite a andlise de milhares de células por segundo quando comparado
as andlises por microscopia de fluorescéncia, na qual se avaliam apenas poucas centenas de
células (PENA et al., 1999). Diferentes sondas fluorescentes tem sido utilizadas, em conjunto
a citometria de fluxo, para mensurar a viabilidade espermética de diferentes espécies
(GARNER E JOHNSON, 1995; GRAHAM et al., 1990; PAPAIOANNOU et al., 1997).

Arruda et al. (2007) citam que além da analise da integridade das membrana plasmatica e
acrossomal a citometria de fluxo combinada ao uso de fluoréforos permite a avaliacdo do
potencial de membrana mitocondrial, integridade do DNA, peroxidacao lipidica, capacitagdo

e reagdo acrossOmica, apoptose, entre outros.
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2.6 Sémen Sexado

As vantagens no uso do sémen sexado sdo diversas: melhor programacdo das populagdes do
rebanho, maior ganho na produgdo de carne e leite, facilidade em direcionar reposi¢ao de
matrizes, ganhos genéticos e reducao de tempo na selecdo de plantéis, melhor direcionamento
nos testes de progénie, entre outros. Entretanto, o custo desse s€émen ¢ maior do que o sémen
nao sexado ou convencional, tornando necessaria uma analise econoOmica prévia ao uso dessa
tecnologia (LIMA, 2005).

O sémen sexado para a producdo de bovinos apresenta varias vantagens. No entanto, deve-se
salientar as limitacdes, as quais muitas vezes limitam a utilizacdo dessa tecnologia. Foi
descrito que a técnica de citometria de fluxo induz a alteragdes na cromatina e membrana
espermatica, acelerando o processo de reacdo acrossOmica no espermatozdide apds a
criopreservagio, processo conhecido como pré-capacitagio (MOCE et al., 2006; OLIVEIRA,
2007). Segundo Maxwell et al. (2004) e Mocé¢ et al. (2006), o processo acarreta uma reducao
da sobrevida do espermatozoide sexado. Para Mocé et al. (2006) esse fato justifica a
deposicao do sémen proximo do local da fertilizagdo, assim como no momento mais préximo
possivel a ovulagdo, podendo este fato constituir-se em solugdo objetivando o aumento das
taxas de prenhez. Contudo mais pesquisas ainda sdo necessarias para elucidar tais davidas.
Meirelles et al. (2008) realizando um estudo comparativo da eficiéncia da inseminacao
artificial com sémen sexado e sémen convencional, demonstraram uma queda significativa na
taxa de prenhez ao utilizar-se s€men sexado. As taxas de nascimento (P<0,05) foram de 23%
para o sémen sexado e 46,45% para o convencional, gerando um aumento no custo do bezerro
produzido com o sémen sexado. Apesar da reduzida taxa de prenhez do sémen sexado, a
acuracia da sexagem observada no nascimento foi de 93,02%.

Sabe-se que além das alteracdes na membrana celular causadas pelo processamento da
técnica, a concentracdo espermatica do sémen sexado comercializado em uma dose pelas
empresas € significativamente inferior a do sémen nao sexado, residindo ai outra justificativa
para a queda na fertilidade. Concluiu-se neste estudo que o sémen sexado apresentou indices
inferiores (menor taxa de nascimento e elevado custo/bezerro), porém a acuracia quanto a

sexagem foi significativa, ao se comparar com o sémen convencional.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

e Avaliar a viabilidade de sémen bovino criopreservado por diferentes métodos e

diferentes diluidores.

3.2 Especificos

e Avaliar o efeito das técnicas de congelacio convencional e automatizada na
viabilidade de s€émen bovino criopreservado.
e Avaliar o efeito dos diluidores TRIS-gema e Citrato-gema na congelagao de sémen

bovino.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais e Manejo

Foram utilizados trés touros da raga Holandesa com idades entre 4 ¢ 8 anos. Antes do inicio
do experimento, amostras dos animais foram submetidas aos exames de Tuberculose,
Brucelose, IBR, BVD e Leptospirose. Os animais eram mantidos confinados em baias
individuais na maior parte do tempo, permanecendo em piquetes apenas na parte da manha,
entre as 7 e 10hs. As baias individuais eram de 3 X 3,5m, pé-direito com altura de 7 metros e
20cm de cama. Os animais eram alimentados com mistura de capim picado (Camerao +
Braquidria), suplementados com cevada, farinha de trigo e sal mineral e agua a vontade. Os
animais foram vermifugados e amostras foram coletadas para exame de Brucelose e
Tuberculose rotineiramente. Foi realizado ainda o controle de ectoparasitas. Antes do inicio
do experimento houve um periodo de adaptacdo dos animais ao novo manejo de coleta de
sémen pelo periodo de dois meses. Eram realizadas uma coleta por semana com horéarios e

dias da semana fixos.

4.2 Local e Periodo

O experimento ocorreu entre o periodo de marco a agosto de 2008 e foi realizado no
Departamento de Reproducdo e Avaliacdo Animal do Instituto de Zootecnia, na Universidade

Federal Rural do Rio de Janeiro, na cidade de Seropédica, Rio de Janeiro.

4.3 - Coleta de Sémen

Foi realizada uma coleta de sémen de cada touro por semana sempre em horario e dia fixos da
semana. Antes da coleta do sémen, os animais passavam por processo de higiene (externa e
interna) que era realizado na seguinte seqiiéncia: estimulo de mic¢ao, aparagem de pélos do
preptucio (quando necessdrio), lavagem externa do prepucio com 4gua a temperatura
ambiente, lavagem interna do preplicio com solugdo salina a 37°C e secagem da regido do
prepucio. Apds esse processo o animal era direcionado e posicionado para a monta em um

outro animal (manequim).
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O método de coleta de sémen escolhido para obtengdo do material foi o da vagina artificial
(VA). A VA era constituida por um tubo cilindrico de borracha rigida (envoltério térmico),
uma mucosa fina de borracha, um cone de borracha com paredes finas e um tubo graduado de
coleta protegido da luz e do choque térmico. O espaco entre o tubo rigido e a mucosa fina era
preenchido com 4gua quente de modo a garantir uma temperatura de aproximadamente 45°C
no momento da coleta.

Ap6s o estimulo pré-coleta, constituido por trés a cinco montas falsas com o animal contido,
permitia-se que o touro saltasse sobre o animal-manequim. O estimulo pré-coleta foi realizado
para aumentar o interesse do touro para a monta a fim de se obter um ejaculado de melhor
qualidade.

No momento da monta, o responsavel pela coleta desviava o pénis do animal para dentro da
VA. Em contato com a superficie aquecida, o touro ejaculava dentro da VA. Depois da
ejaculacdo, a VA era imediatamente colocada na vertical com o tubo coletor na extremidade
de baixo. O sémen era drenado para o tubo coletor, que entdo era removido e colocado em

banho-maria, mantido a 37°C enquanto eram realizadas as andlises das amostras.

4.4 Analise das Amostras

Todas as amostras dos trés animais passaram por analises macro e microscopicas, realizadas
sempre pelo mesmo avaliador, antes de se iniciar o processo de criopreservagdo. Sao as
analises macroscopicas o aspecto, cor € o volume da amostra, sdo as microscopicas o
turbilhonamento, a motilidade, o vigor e a concentracdo espermdtica. Estas andlises sdo
indispensaveis para o calculo do niumero de doses para cada amostra. Além disso, todo
material utilizado para estas analises, inclusive solug¢do diluidora, eram mantidos em platina
aquecida ou em banho-maria com temperatura entre de 37 e 40°C, a fim de evitar choque

térmico nos espermatozoides.

4.4.1 Caracteristicas macroscopicas

4.4.1.1 Aspecto

O aspecto foi o primeiro critério a ser avaliado, uma vez que um aspecto ruim ja ¢ suficiente

para descartar a amostra. Na avaliacdo do aspecto se observava da possivel presenca de

matérias anormais no ejaculado, como por exemplo, sangue, pus, pélos, poeira ou, ainda,
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outros contaminantes. Além disso, nos ruminantes, a simples vista se pode efetuar a
valorizagdo do ejaculado, de forma empirica, quanto a sua riqueza de espermatozoides. O
aspecto cremoso (ou marmoreo) deve-se a grande concentracdo de células espermaticas, que
aparecem no sémen normal em movimentagao ativa (MIES FILHO, 1987). Por outro lado,
amostras translucidas contem poucos espermatozéides. De acordo com o aspecto, as amostras
de sémen coletadas foram classificadas em cremoso, leitoso ou aquoso. S6 foram aproveitadas

amostras com aspecto cremoso ou leitoso.

4.4.1.2 Volume

Este era facilmente avaliado, pois apos o animal ter ejaculado, o sémen era drenado para o
tubo coletor graduado ainda na vagina artificial. Desta forma, bastava-se a observacdo no
tubo.

O volume do ejaculado pode variar em virtude de varios fatores, como por exemplo: espécie
animal, individuo, raga, numero de ejaculagdes sucessivas, da alimentagdo que se submete o
animal etc. Para touros, os limites em mililitros variam desde 0,5 até 14,0, sendo o mais
comum entre 5,0 ¢ 6,0. O volume era avaliado para ser utilizado no célculo do ntimero de

doses.

4.4.2 Caracteristicas microscopicas

Para a realizagdo destas avaliacdes, foi necessario o uso de microscopio Optico de até 100X.

4.4.2.1 Turbilhonamento

O turbilhonamento dos espermatozéides ¢ uma das principais caracteristicas que devem ser
levadas em conta no exame de um sémen, para avaliacdo de sua capacidade fecundante. O
sémen bovino, quando examinado ao microscopio, mostra as ondas de espermatozodides
formando verdadeiras cristas, que aparecem como linhas mais escuras, nos pontos em que
encontram com as outras. Sdo verdadeiros movimentos de massa que sdo avaliados de acordo
com a velocidade ou intensidade de movimento. Essa avaliagao era medida de 0 a 5, sendo
zero quando ndo apresentava qualquer movimento e cinco quando o movimento era maximo.

Nao foram utilizadas amostras com turbilhonamento igual a 0.
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O exame era realizado sobre lamina em gota pendente, a temperatura de 37 a 40°C, uma vez

que temperaturas mais baixas influenciam negativamente a atividade espermatica.

4.4.2.2 Motilidade e vigor

Tanto motilidade total quanto vigor eram avaliados ao mesmo tempo. Era utilizada uma gota
do diluidor (TRIS-gema ou Citrato-Gema) sobre lamina. Sobre a gota era feito um risco em
trago de s€émen com uma ponteira de pipeta previamente mergulhada no s€émen. Em seguida,
uma laminula cobria a mistura. A avaliagdo era realizada em temperatura entre 37 e 40°C.

A motilidade ¢ caracterizada pelo nimero de espermatozoides que apresentam motilidade, ou
seja, o numero de células vivas, variando de 0 a 100%, de forma que com 0% nao existiam
células vivas e com 100% todas as células estavam vivas.

O vigor ¢ caracterizado pela intensidade do batimento da cauda dos espermatozdides. Essa
intensidade ¢ avaliada de 0 a 5, era dito zero quando os espermatozdides ndo apresentavam

qualquer batimento de cauda e cinco quando o batimento era maximo.

4.4.2.3 Concentraciao espermatica

A concentracdo ¢ uma determinagdo acurada do nimero de espermatozodides no ejaculado.
Esta era determinada lancando-se mdo de uma camara de Neubauer, que ¢ uma lamina
microscopica com camaras tragadas com precisdo. O nimero de espermatozoides por camara
era contado manualmente.

Antes de se preencher a cdmara de Neubauer, era feita uma pré-dilui¢do sendo retirados 20 L
de s€men puro e diluidos em 4 mL de agua (proporcao de 1:200). Apos a mistura, a camara de
neubauer era entdo preenchida com o diluido, estando pronta para a contagem. Foram
contados 5 quadrados da cdmara de Neubauer, sendo que a somatoria dos espermatozoides
encontrados nestas 5 regides, foi multiplicada por 5 (ajuste do niimero total de quadrados da
camara), por 10 (ajuste da altura da cadmara) e finalmente por 200 (ajuste da pré-dilui¢ao). O
numero obtido representava o numero de espermatozéides por milimetro cubico (mm®) do
ejaculado. Para transformar a concentra¢do espermatica em “niimero de espermatozodides por

mililitros (sptz/mL)” tal valor era multiplicado ainda por 1000.
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4.4.3 Calculo do niimero de doses

Inicialmente, foi estipulado que se congelassem vinte doses de cada tratamento. Mas o calculo
do nimero de doses se fazia ainda necessario para que se tivesse a mesma concentragao de
células espermaticas em todas as palhetas de todas as amostras.

O calculo era realizado da seguinte forma: o valor encontrado para concentracdo espermatica
na camara de Neubauer foi convertido para nimero de espermatozoides por mililitros
(sptz/mL). Em seguida, este valor era multiplicado pelo volume de s€émen obtido no momento
da coleta, obtendo-se dessa forma o nlimero total de células espermaticas no ejaculado (tanto
células vivas quanto mortas). Posteriormente, este valor era reajustado a partir do percentual
para motilidade (que representa o nimero de células vivas), encontrando-se entdo o niimero
total de células vivas no ejaculado. Considerando uma média de morte de 50% das células
apos o processo de congelacdo e descongelagdo, esse novo valor era dividido por dois, de
modo a ter um valor médio de células vivas apds o processamento. Finalmente, este Gltimo
valor era dividido por 12x10°, pois é o niimero minimo de espermatozéides por palheta que se
foi estipulado pelo MAPA (Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento), o que nos
permitia ter o nimero de doses.

A partir do nimero de doses, se calculava a quantidade de diluidor necessario para que se
tivesse o mesmo niimero de células em todas as palhetas. Para tal, levava-se em consideracao
que em cada palheta cabem 0,5ml. Dessa forma, o numero de doses era multiplicado por 0,5.

Era assim obtido o volume final (s€émen + diluidor).

4.5 Técnicas de Congelaciao

4.5.1 Congelacao Manual

Durante o processamento da técnica manual foram utilizados duas fragdes de diluidor.
Uma ¢ a chamada fracdo ‘A’, composta por sémen adicionado de solugdo diluente, e
outra ¢ a fragdo ‘B’ composta por crioprotetor intracelular adicionado de solucdo
diluente. A concentracdo de Glicerol foi considerada de 7% na solucdo final (apds a
mistura da fragcao ‘A’ com a fragao ‘B’).

O Glicerol pode ser ligeiramente toxico aos espermatozdides mesmo na concentragdo de 4%
(FISER; FAIRFULL, 1984) e seu efeito prejudicial ¢ menor quando sua adi¢do ¢ feita a

temperaturas proximas a 0°C. Por esta razdo que, durante o método convencional, se foi
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necessario a existéncia de duas fracdes de diluidor para que o crioprotetor fosse
adicionado ao sémen a temperaturas mais baixas, de modo que tal mistura era realizada
dentro de um refrigerador a aproximadamente 5°C apods as duas fragdes terem
permanecido dentro geladeira pelo periodo de uma hora. As amostras ficavam em fracos
plasticos, fechados com tampa e eram mantidos sobre grades de metal no centro do
refrigerador. A fracdo “B” era entdo dividida em trés partes para ser adicionada
gradualmente com intervalo de cinco minutos na fracdo “A”, evitando um choque
osmotico as células espermaticas pela concentragdo do glicerol. Juntavam-se as fracoes,
gota a gota, enquanto que, com um delicado movimento de rotagdo, auxiliava-se mais
intimamente a mistura dos dois liquidos. Apdés completa esta etapa do processo, se
aguardava quatro horas para o periodo conhecido como tempo de gliceroliza¢ao (tempo
para que o glicerol possa agir nos espermatozoides) e s6 entdo era realizado o envase das
doses nas palhetas ainda dentro do refrigerador. Tinha se entdo concluido a etapa de
resfriamento.

Iniciando o processo de congelacao, as palhetas eram postas a cinco centimetros de altura
do nivel de nitrogénio liquido em caixa de isopor de modo a terem contato com o vapor de
nitrogénio liquido (figura 1). As palhetas permaneciam nessa condi¢do por vinte e cinco
minutos. Posteriormente, quando concluido este tempo, as palhetas eram mergulhadas no
nitrogénio liquido atingindo a temperatura final de -196°C. Por final, as palhetas eram

organizadas em raques para serem armazenadas em canecos no botijao de nitrogénio liquido.
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Figura 1: palhetas em contato com o vapor de nitrogénio liquido.
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4.5.2 Congelacdo automatizada

A técnica automatizada era realizada pelo aparelho programavel modelo Cryogen®
(figura 2) da empresa Neovet e exigia a adicdo de crioprotetor ao s€émen ainda a
temperatura ambiente. Isso ocorria porque era o aparelho que realizava todas as curvas
de resfriamento e congelamento, sendo necessario introduzir as doses ja envasadas em
palhetas na maquina desde o inicio. Dessa forma, ndo mais existiam duas fragdes de
diluidor e sim apenas uma. O envase em palhetas era realizado na bancada devidamente

higienizada e a temperatura ambiente.

Figura 2: Aparelho programavel de congelagdo Cryogen®.

O aparelho programavel realizava toda a curva de resfriamento de forma padronizada. Foi
utilizado o protocolo “SX bovino 1” para a criopreservacdo das amostras. A temperatura
inicial na maquina era de +32°C com uma taxa de refrigeracdo de -0,25°C/min até que fosse
atingida a temperatura de +5°C. O tempo da estabilizacdo da refrigeracdo (tempo de
glicerolizacgao) era de 240 minutos. Quando completo esse periodo, o aparelho emitia sinal
sonoro indicando o momento de adicionar nitrogénio liquido em seu recipiente,
iniciando a curva de congelagdo. A temperatura minima atingida era de -135°C na
maquina, sendo necessario mergulhar as palhetas em nitrogénio liquido ao se atingir tal
temperatura. Isto para que as palhetas atingissem a temperatura final de -196°C. Por final,
as palhetas eram organizadas em raques para serem armazenadas em botijdo de nitrogé€nio

liquido.
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4.6 Descongelacio das Amostras

Duas palhetas de cada animal e de cada tratamento foram descongeladas em banho-maria a
37°C; depois de 30 segundos, removiam-se as duas palhetas que eram secadas em papel-
toalha, porque a dgua poderia ser prejudicial aos espermatozoides. A extremidade de cada
palheta era cortada com tesoura e o conteudo de cada palheta era forgado a depositar-se uma
gota da amostra sobre lamina aquecida em 37°C e coberta por laminula em mesma

temperatura. Por final, eram avaliados vigor e motilidade em microscopio.

4.7 Teste de termoresisténcia Rapido (TTR)

O teste de termoresisténcia rapido consistia em manter as amostras a uma temperatura elevada
apods processo de congelacdo e descongelacdo. Eram avaliados o vigor e a motilidade apds a
descongelagdo em banho-maria por 30 segundos a 37°C. Posteriormente, as amostras eram
postas em banho-maria a 45°C por 30 minutos e entdo avaliados o vigor e motilidade

novamente.

4.8 Analise Estatistica

Foram realizadas doze repeti¢des, sendo seis partidas para cada diluidor. Foram
criopreservadas vinte palhetas de cada tratamento para cada touro.

Os resultados das médias e seus respectivos erros padrdo foram apresentados em tabelas.
Foram testados os efeitos das técnicas de congelacdo e variagcdo individual de cada animal
frente a criopreservacdo sobre a motilidade e vigor espermaticos mediante andlises de
variancia (ANOVA). O teste realizado foi o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. Quando
o principal efeito foi significativo, os valores foram comparados pelo teste de Dunn. A

hipotese testada foi considerada significativa quando p<0,05.
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5 RESULTADOS
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S RESULTADOS

5.1 Sémen Fresco

Os resultados obtidos para as médias e erros padrao de motilidade e vigor espermatico do

sémen fresco, da primeira até a sexta repeti¢do, podem ser observados na tabela 1.

Tabela 1: Valores médios de motilidade (%) e vigor espermadticos (escores de 0 a 5) e erros

padrdo para sémen bovino fresco, da primeira até a sexta repeticao.

Até a sexta repeticio

Tratamento

Motilidade n Vigor n
Touro 1 78.33+1.66 6 3.83+0.16 6
Touro 2 76.67£2.10 6 3.83+£0.16 6
Touro 3 70.00+£2.58 6 342+0.20 6

Os resultados obtidos para as médias e erros padrao de motilidade e vigor espermatico do

sémen fresco, da sétima até a décima segunda repeticao, se apresentam na tabela 2.

Tabela 2: Valores médios de motilidade (%) e vigor espermadticos (escores de 0 a 5) e erros

padrdo para sémen bovino fresco, da sétima até a Gitima repetigao.

Da sétima a décima segunda repeticio

Tratamento

Motilidade n Vigor n
Touro 1 80,00 +0.00 6 4.00+0.00 6
Touro 2 65.00+£2.24 6 2.67+021 6
Touro 3 70,00 +0.,00 6 3.00£0.26 6
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5.2 Tris-gema

Os resultados encontrados para o diluidor Tris-gema estdo apresentados na tabela 3.
Comparando-se as técnicas manual e automatizada, foram observadas diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) para motilidade e vigor espermatico, tanto pds-
congelamento (PC) quanto apos a realizagao do teste de Termo-resisténcia Rapido (TTR). As
melhores médias para motilidade e vigor (£ erros padrao) foram encontradas na técnica
automatizada pos-congelacdo (46,67+7,56 e 2,96+0,60 para motilidade e vigor,

respectivamente).

Tabela 3: Valores médios de motilidade (%) e vigor espermaticos (escores de 0 a 5) e erros
padrdo para sémen bovino criopreservado utilizando-se as técnicas de congelagdo

automatizada (Maquina) e manual (Geladeira) em diluidor Tris-gema.

TRIS-GEMA

Tratamento

Motilidade n Vigor n
Maquina-PC 46,67+7.56° 36 2.96+0.60° 36
Geladeira-PC 35.00£10,00° 36 2.47+0.43° 36
Maquina-TTR 18.08+10.25° 36 1.79+0.57°¢ 36
Geladeira-TTR 9.92+8.68% 36 1,28 £0.744 36

Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (p<0,05).
PC: poés-congelagao

TTR: teste de termorresisténcia rapido
5.3 - Citrato-gema

Os resultados encontrados para o diluidor Tris-gema estdo apresentados na tabela 4.
Comparando-se as técnicas manual e automatizada, foram observadas diferengas
estatisticamente significativas (p<0,05) para motilidade espermatica, tanto no PC quanto apds
a realizacao do TTR. Por outro lado, vigor espermatico apresentou diferencas significativas
(p<0,05) apenas apods realizagdo do TTR, sendo ndo significativo (p>0,05) no PC. As

melhores médias para motilidade e vigor (£ erros padrdo) foram encontradas na técnica
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automatizada pods-congelagdo (43,33£14,93 e 2,31+0,62 para motilidade e vigor,

respectivamente).

Tabela 4: Valores médios de motilidade (%) e vigor espermadticos (escores de 0 a 5) e erros
padrdo para sémen bovino criopreservado utilizando-se as técnicas de congelagdo

automatizada (Maquina) e manual (Geladeira) em diluidor Citrato-gema.

CITRATO-GEMA

Tratamento

Motilidade n Vigor n
Maquina-PC 43.33+14,93" 36 2.31+0,62" 36
Geladeira-PC 31.53+12.97° 36 2.06+0.58" 36
Maquina-TTR 26,72+12.47° 36 1.83+0.51" 36
Geladeira-TTR 8.86+0.084 36 1,11+0.40° 36

Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (p<0,05).
PC: pos-congelagdo

TTR: teste de termorresisténcia rapido

5.4 Touros

Avaliando os resultados que comparam as amostras de sémen fresco dos touros entre si, foi
possivel observar que a partir da primeira repeticdo até a sexta (amostras usadas no
processamento das duas técnicas de congelacdo com o diluidor Tris-gema) ndo houve
diferenca significativa (p>0,05) entre os valores de motilidade e vigor espermaticos entre os
animais. Em contrapartida, comparando os resultados de motilidade e vigor do s€émen fresco
dos trés animais a partir da sétima até a Ultima repeti¢do (amostras que também foram
utilizadas para as duas técnicas, porém utilizando o diluidor Citrato-gema) pode-se observar
que houve diferenga significativa (p<<0,05) em motilidade espermatica entre touro 1 e touro 2
e entre touro 1 e touro 3.

Os resultados médios para motilidade e vigor espermaticos encontrados por cada touro, nas
seis primeiras repeti¢des do experimento, nos quais foram utilizado o diluidor Tris-gema,
pode ser observado nos graficos 1 e 2. Nao houve diferenga significativa (p>0,05) entre os

touros para qualquer tratamento com Tris-gema.



Grifico 1: Valores médios para motilidade (%) de cada touro em cada tratamento quando

utilizado o diluidor Tris-gema.
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Os resultados para motilidade e vigor espermaticos encontrados por cada touro, a partir da
sétima repeti¢do, nas quais foram utilizados o diluidor Citrato-gema, podem ser observado
nos graficos 3 e 4. Houve diferenca significativa (p<0,05) entre a motilidade do s€men fresco
entre os touros, colaborando para uma diferenga significativa (p<0,05) ainda para motilidade
no PC e motilidade no TTR, ambos com Citrato-gema. No entanto, ndo houve diferenca
significativa (p>0,05) entre os valores encontrados para vigor fresco entre os trés touros, nem

mesmo no vigor apos os tratamentos.

Grafico 3: Valores médios para motilidade (%) de cada touro em cada tratamento quando

utilizado o diluidor Citrato-gema.
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Grifico 4: Valores médios para vigor (escores de 1 a 5) de cada touro em cada tratamento

quando utilizado o diluidor Citrato-gema.
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6 DISCUSSAO
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6 DISCUSSAO

Com o surgimento da técnica automatizada para o congelamento de sémen, surgiram questoes
em relagdo a sua eficicia. Nesse contexto, € possivel encontrar literaturas que expressem seus
resultados para diversas questdes avaliando diferentes espécies animais. Mas se por um lado,
existem muitos estudos levando em consideracdao diferentes crioprotetores, diluidores e até
mesmo diferentes curvas de resfriamento e descongelacdo para a nova técnica, por outro, nao
sd0 muitos os experimentos que comparam as técnicas de congelagdo automatizada e manual
entre elas.

Os resultados apresentados no presente estudo mostram que a qualidade do sémen
criopreservado pela técnica automatizada pode ser melhor que a obtida pela técnica manual.
Observando os resultados, € possivel perceber que as melhores médias para motilidade e vigor
poés-congelacdo neste experimento foram 46,67% e 2,96 respectivamente, para a técnica
automatizada. Pode-se destacar ainda que além de bons resultados obtidos devido a
padronizagdo das curvas de resfriamento e congelacao, a praticidade de se ter todas as etapas
controladas por um aparelho se constitui outra vantagem.

Gonzales (2004), estudando o efeito da criopreservacdo usando as técnicas manual e
automatizada para s€émen bovino, ndo encontrou diferencas significativas entre as técnicas
para os valores de motilidade e vigor espermatico. Seus resultados provavelmente se diferem
do presente estudo devido a diferenca na metodologia entre ambos. A principio, trés fatores
que se diferem podem ter contribuido para essa diferenca de resultados, que sdo aparelhos
programaveis diferentes, a raca e o numero de animais que foram testados.

Levantando hipoteses, um aparelho mais recente, pode ser mais tecnologicamente
desenvolvido de forma a apresentar melhores resultados. Em contrapartida, ao utilizar um
maior nimero de animais, se obtém resultados mais ricos e que podem mudar a média de uma
populacdo para valores que podem ser mais reais.

Deve-se ainda ressaltar a importincia do procedimento e o material utilizado para o
desenvolver da técnica manual. Visto que durante esta técnica uma padronizagdo da curva de
resfriamento e congelacdo ¢ dificil, uma vez que depende da qualidade do material utilizado e
habilidade do operador, resultados inferiores podem ser obtidos frente a uma vasta
possibilidade de erros. Seguindo por este raciocinio, problemas como, por exemplo, vedagao

da geladeira e suas condi¢des internas, e ainda a possivel ocorréncia de falha humana entre
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outros, podem ter levado a um aumento na diferenca das médias para motilidade e vigor dos
espermatozdides de forma a tornar estas diferengas estatisticamente significativas.

Além do momento da adigdo de crioprotetor aos espermatozdides, a forma de adicao também
diferenciou nas duas técnicas. Na técnica manual, apds a amostra atingir a temperatura de
5°C, a frag@o “B”, que continha o glicerol, era adicionada a fra¢do “A” (diluidor + sémen) em
trés etapas com intervalos de cinco minutos. De forma totalmente diferente, na técnica
automatizada, ndo existiam duas fragdes do diluidor, mas apenas uma que ja continha glicerol
previamente diluido. Dessa maneira, na técnica automatizada, além do crioprotetor ser
adicionado a temperatura ambiente, era adicionado também de uma so6 vez. Frente aos
resultados apresentados, a adi¢do de crioprotetor de forma direta ou fracionada parece nao ter
efeito sobre a qualidade do sémen criopreservado.

Esses resultados concordam com os apresentados por Foote (1970), que utilizando o diluidor
Tris-gema, constatou que nao existe diferenga em motilidade ou fertilidade quando o glicerol,
previamente diluido no diluidor, era adicionado ao ejaculado em uma unica etapa ou quando
este era adicionado lentamente em quatro etapas a amostra quando esta atingia a temperatura
de 5°C. O mesmo ocorreu para citrato-gema (FOOTE, 1970).

Loomis & Grahamb (2007) iniciam citando em seu estudo que crioprotetores agem na
membrana plasmatica alterando sua permeabilidade, de forma que a temperatura ambiente,
facilitam a entrada de liquido para o interior da célula, a qual aumenta de volume causando
danos as suas estruturas e organelas. A partir desses fatos, os autores decidiram testar dois
diferentes protocolos em equinos. O primeiro, muito semelhante ao utilizado neste
experimento para execu¢do da técnica manual, sé se diferia na execucdo de centrifugacdo da
amostra a 4°C ap6s o periodo de glicerolizacdo, por se tratar de sémen equino. O outro
protocolo se difere pelo diluidor a base de leite (e ndo gema de ovo) e feito uma prévia
redugdo da temperatura até¢ 22°C e s6 entdo a adi¢ao de diluidor com crioprotetor a amostra,
seguido por um periodo de 75 minutos para a glicerolizagdo a 4°C antes de se iniciar a
congelagdo. Os resultados que Loomis & Grahamb (2007) obtiveram para a segunda técnica
foi bem melhor, permitindo que 90% de 344 animais testados apresentassem amostras com
um padrao aceitavel para a IA comercial. Esses resultados sugerem que o crioprotetor nao
deve ser necessariamente adicionado a temperaturas mais baixas como 5 ou 4°C, sendo
possivel obter o6timos resultados mesmo quando essa adi¢do ¢ feita a temperaturas mais
elevadas. Associando este resultado com os resultados aqui apresentados, pode-se imaginar

que o tempo que as células espermadticas sdo submetidas ao contato com o crioprotetor, a
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temperatura ambiente, quando ndo muito prolongado, pode ndo influenciar tdo
significativamente quando se tem outros fatores ao seu favor.

Em resumo, os resultados deste estudo salientam que embora existisse o inconveniente da
toxicidade do crioprotetor a temperatura ambiente durante o processamento da técnica
automatizada, uma padronizacao da curva de resfriamento e de congelamento pareceu ser uma
vantagem sobre a outra técnica.

Outro fator que deve ser observado ¢ a disposi¢ao das palhetas dentro do mecanismo de
controle da congelacdo. Almquist & Wiggins (1973), Landa & Almquist (1979) e Gonzales
(2004) nao encontraram diferencgas para o parametro de motilidade quando da colocacdo das
palhetas na posi¢do vertical ou horizontal nas diferentes técnicas de congelagdo. De acordo
com esses resultados, no presente estudo, o fato das palhetas terem sido postas na posi¢ao
vertical durante a técnica automatizada parece nao ter afetado a qualidade do sémen
congelado quando comparado com a técnica convencional em que as doses eram mantidas na

posicao horizontal, contrariamente a observagao feita por Vishwanath & Shannon (2000).

6.1 Diluidores

Foote (1970) estudando a motilidade espermatica das amostras diluidas com Tris-gema e
Citrato-gema apds processo de congelacdo e descongelagdo, observou que os resultados para
Tris-gema foram ligeiramente superior do que nas amostras que foram diluidas em Citrato-
gema, mas nao houve diferenca na fertilidade. (FOOTE, 1970)

Frente as dificuldades, ndo foi possivel testar para a mesma amostra os dois diluidores
diferentes. Uma vez que uma possivel sobrecarga de tarefas em laboratério, como por
exemplo: preparo e manipulacdo de dois diluidores e duas técnicas para trés touros ao mesmo
tempo, poderiam comprometer a qualidade das amostras, que devem ser processadas o mais
rapido possivel apds sua coleta. Dessa forma, foi acordado trabalhar com um diluidor por vez.
Por esta razdo, primeiramente foi avaliado o Tris-gema e s6 depois o Citrato-gema. A partir
do exposto, uma comparacdo estatistica de uma possivel interferéncia dos diferentes
diluidores nos parametros avaliados torna-se imprépria. Essa impossibilidade de comparagao
esta relacionada ao fato das amostras para Tris-gema nao serem as mesmas para Citrato-gema,
uma vez que as amostras foram obtidas em repeti¢cdes (ou partidas) diferentes. Evidenciando
ainda mais esta dificuldade de comparagdo, pode-se citar que devido a diferenga na época dos

experimentos, para os dois diferentes diluidores, num segundo momento houve queda na
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qualidade do ejaculado de dois touros decorrentes a alimentacdo com pastagem de qualidade

inferior frente a estacdo do ano que estava instalada.

6.2 Touros

Darin-Bennett ¢ White (1977) citam que em diferentes espécies, a taxa de sobrevivéncia de
espermatozdides apds a criopreservagdo varia. Entretanto, essa variagdo ocorre ainda entre
individuos da mesma espécie. Essa diferenca na qualidade do material pos-processamento
estd relacionada com a bioquimica e o metabolismo espermatico individual de cada animal.
Pelo menos parte do motivo para esta susceptibilidade ligada a espécie € devido a composi¢ao
lipidica das membranas espermaticas. (Darin-Bennett and White, 1977).

Por esta razdo, neste experimento, os resultados de cada touro também foram avaliados
individualmente. Os resultados obtidos durante a primeira parte do experimento, utilizando-se
Tris-gema como diluidor, sugerem que os trés animais respondem bem ao processo de
criopreservagao. Ja num outro momento, quando se iniciou o uso do diluidor Citrato-gema, os
resultados parecem ndo ser mais homogéneos. Mas estes valores se observam antes mesmo
das amostras serem submetidas as diferentes técnicas de criopreservacdo. Dessa forma, a
baixa qualidade do sémen fresco para dois touros parece ter influenciado os resultados obtidos
nessa segunda parte do experimento. Dessa forma, associar a queda na qualidade do sémen
criopreservado ao uso do diluidor Citrato-gema se constituiria um erro. Em resumo, estes
resultados insatisfatorios para dois touros, podem estar associados, por exemplo, a baixa
qualidade do capim frente & modificacdo da estacdo do ano ou algum outro tipo de estresse
que os animais podem ter sido submetidos, € ndo ao uso de um diluidor diferente ou por uma
caracteristica individual prépria do animal de baixa qualidade do sémen apds a

criopreservagao.

6.3 Teste de Termoresisténcia (TTR) Rapido

Siqueira et al (2007) avaliou a relacdo da taxa de gestacdo com s€émen bovino congelado e
testes de avaliagdo espermatica, como o TTR, e concluiu que ndo existe correlagdo entre eles,
de modo que o presente teste nem sempre expressa na pratica os valores obtidos. Dessa forma,
os resultados do presente estudo apenas sugerem que as amostras provenientes da técnica
automatizada apresentaram maior potencial de fertilidade por apresentarem melhores

resultados para vigor e motilidade mesmo apds o TTR.
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7 CONCLUSOES

Frente aos resultados obtidos no presente estudo, pode se concluir que:

e A criopreservacao de sémen bovino pela técnica automatizada apresenta melhores
resultados para motilidade e vigor apos criopreservacdo e teste de termo-resisténcia
rapido.

e Por esta razdo, a técnica automatizada apresenta-se vantajosa e pratica além de

padronizar as curvas de refrigeracdo e de congelamento.
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ANEXOS
Solucio Mie para Tris-gema
Tris 9,01g
Ac. Citrico 5,6g
Frutose 3,72¢
Agua destilada 250ml
Tris-gema: Fracio ‘A’ do diluidor para geladeira
Solucao Mae 40ml
Antibiotico (estreptomicina) 0,03g
gema 10ml

Tris-gema: Fracio ‘B’ do diluidor para geladeira

Solucao Mae 33,6ml
Glicerol 6,4ml
Antibibtico (estreptomicina) 0,03g
gema 10ml
Tris-gema: para maquina

Solucao Mae 73,6ml
Glicerol 6,4g
Antibidtico (estreptomicina) 0,06g
Gema 20ml
Solucio Citrato de Sodio 2,94%

Agua destilada 150ml
Citrato de sodio 4,41g
Citrato-gema: Fracio ‘A’ para geladeira

Solucao Citrato de Sédio 2,94% 120ml
Gema 30ml
Citrato-gema: Fracio ‘B’ para geladeira

Fracdo ‘A’ do Citrato-gema 44ml
Glicerol 6ml
Citrato-gema: para maquina

Fracdo ‘A’ do Citrato-gema 47ml
Glicerol 3ml




