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Resumo

Das diversas biotecnologias disponiveis para a intensificacdo do manejo
reprodutivo, preconiza-se a programacao reprodutiva e distribuicao dos cios e
partos ao longo do ano, alicercadas pelo uso racional da Inseminacao Artificial.
Essa biotécnica, com sémen refrigerado em caprinos, apresenta resultados
praticos mais viaveis, tanto do ponto de vista econémico quanto produtivo,
com indices reprodutivos mais préoximos daquele obtido em monta natural ou
sémen fresco, e superiores daqueles obtidos com sémen congelado. E
caracteristico do sémen caprino a sintese e secrecao de enzimas pelas
glandulas bulbo uretrais, liberadas no plasma seminal. Em funcdo dos efeitos
deletérios, a composicdo enzimatica do sémen do bode e os diluidores
assumem grande importancia no processo de conservagao do sémen congelado

ou refrigerado. Aliada a outras biotécnicas reprodutivas, a inseminacao
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artificial representa importante opcao como agente de otimizagao de diferentes
sistemas de producao de caprinos, contribuindo para uma melhor distribuicao
dos partos ao longo do ano, diminuindo ou até mesmo suprimindo a
entressafra de leite, carne e animais reprodutores, abrandando entraves
econdmicos e estratégicos para o setor. O uso de qualquer técnica de manejo
devera avaliar o seu impacto sobre a producdao animal do ponto de vista
bioldgico e financeiro. Desta forma, continuas investigacdes cientificas e
esperadas inovagOes biotecnoldgicas e sociais para o0 agronegocio
caprinocultura sao importantes instrumentos de desenvolvimento regional

sustentavel.

Artificial insemination in goats: Biotechnology association of dilution

and cooling of semen

Abstract

Of the several available biotechnologies for the enhancement of reproductive
management, it is recommended programming and distribution of reproductive
cycles and deliveries throughout the year, underpinned by rational use of
Artificial Insemination. This biotech, with cooled semen in goats, practical
results more viable, both economically and productive, with reproductive rates
closer to that obtained by natural service or fresh semen, and superior to those
obtained with frozen semen. It is characteristic of goat semen synthesis and
secretion of enzymes by the bulbourethral glands, released into the seminal
plasma. In light of the deleterious effects, the enzymatic composition of goat
semen and extenders are of great importance in the preservation of semen
frozen or refrigerated. Combined with other reproductive biotechnologies,
artificial insemination is an important option as agent optimization of different
systems of goat production, contributing to a better distribution of births
throughout the year, reducing or even eliminating the off season milk, meat
and breeding animals, slowing down economic barriers and strategy for the

sector. The use of any management technique should assess their impact on
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animal production in terms of biological and financial information. Thus,
continuous scientific research and biotechnological innovations expected to
agribusiness and social goats are important instruments for sustainable

regional development.

1. Introducao

Como agronegodcio, a caprinocultura apresenta acentuado crescimento
nos ultimos anos no Brasil, particularmente no Estado de Sao Paulo e Parang,
seja pelo aumento no efetivo dos rebanhos, seja pelo aumento no nimero de
propriedades envolvidas nessa atividade e suas especializacdes, verificando-se
ainda expressivo crescimento da demanda de carne, pele, e notadamente,

matrizes e reprodutores com elevado valor de comercializagao.

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

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

A IA com sémen refrigerado em caprinos apresenta resultados praticos
mais viaveis, tanto do ponto de vista econémico quanto produtivo, com indices
reprodutivos mais préximos daquele obtido em monta natural ou sémen
fresco, e superiores daqueles obtidos com sémen congelado.

Entretanto, o éxito desta biotecnologia depende em grande parte do
desenvolvimento e emprego de diluentes satisfatérios, cujo emprego visa

aumentar o volume do ejaculado, proteger os espermatozdides durante o
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resfriamento prolongando sua sobrevivéncia, além de apresentar efeitos

benéficos sobre a fertilidade.

2. Caracteristicas e biotécnicas de conservacao do Sémen caprino

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

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

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

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

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

espécie caprina, quando ocorreu a remocao do plasma seminal no processo de
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centrifugacdo, contribuindo na percentagem de células vivas e motilidade
durante o congelamento, em diluentes de gema de ovo ou leite.

Dunner et al., (1993) observaram que amostras de sémen total e com
remocao do plasma seminal, quando apenas refrigeradas, nao apresentaram
diferencas significativas quanto a motilidade espermatica progressiva. Porém,
Salvador et al., (2006), obtiveram melhor viabilidade do sémen refrigerado por
longa duracao, quando utilizaram meio a base de leite e remocao de plasma
seminal. Roca et al., (1997), nao obtiveram nenhuma melhora na remocao do
plasma seminal na viabilidade in vitro ou na fertilidade in vivo em sémen
diluido em TRIS, submetido a refrigeragao.

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

Nunes (1982), citado por LEBOEUF et al., (2000), acrescentou que o0s
produtos oriundos das glandulas bulbo-uretrais possuem componentes
importantes na preservacao dos espermatozodides de bode.

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

Porém Azerédo et al., (2001), utilizando o diluente com 2,6% de gema
de ovo, concluiram que a remocdo de plasma seminal foi prejudicial ao sémen
fresco e ao submetido a congelacdo, uma vez que o percentual de
espermatozdides com membranas plasmaticas integra e com motilidade

espermatica diminuiram apds a centrifugacao do plasma seminal.

3. Meios diluidores para sémen de caprinos
Os diluidores além de aumentarem o volume seminal, permitindo

seu fracionamento, exercem papel fundamental na preservacdo do sémen,
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tanto no processo de refrigeracao quanto no de congelacao (SALAMON &
MAXWELL, 2000).

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

Os diluidores para conservacdao espermatica devem possuir uma
substancia organica que atue como crioprotetor externo, como a gema de ovo
ou leite desnatado ja que a fosfatidilcolina (lecitina) e as lipoproteinas da gema
e a caseina do leite protegem os espermatozoides durante a refrigeracao,
contra o choque térmico que se produz ao refrigerar o sémen desde os 20°C
aos 5°C (MIES FILHO et al., 1982; DAS & RAJKONWAR, 1995); uma fonte de
energia, como a glicose ou frutose; um componente tampdo, como citrato de
sddio ou hidroximetil aminometano (TRIS); um crioprotetor interno que
proteja os espermatozodides durante o congelamento, a exemplo do glicerol,
dimetilsulféxido (DMSO), etilenoglicol; e antibidticos para prevenir o
crescimento bacteriano, como penicilina, estreptomicina ou gentamicina
(EVANS & MAXWELL, 1987).

Um relevante numero de diluidores de sémen caprino tem sido
utilizado em testes de laboratdrios e de fertilidade, tais como: salina, citrato de
sddio-gema (Citrato-Gema), citrato de sodio-frutose-gema, sacarose-EDTA,
bicarbonato de calcio-gema, Tris-gema (LEBOEUF et al., 2000), dgua de coco
(SIMPLICIO, 1987), leite em pd ou reconstituido, com ou sem gema de ovo.

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

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

No caso dos diluidores a base de leite, uma fracao protéica, também
oriunda da glandula bulbo uretral, denominada BUSgp60, hidrolisa os seus
triglicerideos, resultando na producao de acidos graxos toéxicos aos
espermatozdides de caprinos, como o acido oléico, capazes de inibir sua
motilidade (CORTEEL et al., 1984; LEBOEUF et al., 2000).

O efeito BUSgp60 pode ser direto sobre os fosfolipideos da membrana
dos espermatozdides ou indireto, pela producdo de derivados tdéxicos dos
lipideos do leite (CORTEEL et al., 1984; LEBOEUF et al., 2000).

Alguns autores como Shamsuddin et al., (2000) relataram que o
sémen caprino sem lavagem, diluido em leite desnatado é viavel por apenas
48 horas, porém, Salvador et al., (2007), relataram que na refrigeracao a 5°C
e o uso de diluidores a base de leite € um método viavel para prolongar a

viabilidade.

3.2. Gema de ovo

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

Deve ser considerado, exclusivo do macho caprino, o fato das suas

glandulas bulbo-uretrais produzirem, particularmente, uma fosfolipase (EYCE)
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que hidrolisa a lecitina da gema de ovo, formando acidos graxos e lisolecitinas,
esta Ultima atuando sobre a membrana espermatica danificando-a (ROY,
1957).

Essa lisolecitinas é tdéxica devido a sua acdao detergente sobre os
lipidios da membrana plasmatica (NUNES, 1982).

A gema de ovo atua na superficie da membrana plasmatica,
restaurando a perda de fosfolipideos e, aparentemente, induzindo alteragao
transitoria de sua composicao, prevenindo a ruptura da membrana plasmatica
(FARSTARD, 1996). Os fosfolipideos que compode a fracdao LDL da gema de ovo
protegem o sémen, especificamente durante o processo de refrigeracao a 5°C.

As concentracbes de gema de ovo rotineiramente utilizadas nos
diluidores tém variado de 1,5% a 50% (WATSON, 2000; SALAMON &
MAXWELL, 2000) e sua reducdo é de grande interesse, uma vez que a
combinacao de gema de ovo e glicerol poderia promover uma estabilizagao ou
desestabilizacao das membranas dependendo da concentracao e do tempo de
exposicao dos espermatozdides frente a estes dois componentes (KATKOV et
al., 1998), podendo gerar como conseqliéncia, uma maior producao de ROS
(MORANI, 2004).

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

Segundo Gil et al., (2003), com base em estudos de concentragdes de
5, 10, 15 e 20% de gema de ovo em meio a base de leite, nenhum efeito
benéfico foi obtido pela utilizacdo de gema de ovo em quantidades acima de
10% em sémen ovino refrigerado. Ja Roca et al. (1997), observaram que os
espermatozdides caprinos foram preservados a 5°C, durante 6 a 36 horas, em
diluidor contendo 2% de gema de ovo.

Ritar e Salamon (1982) observaram que a concentracao de 1,5% de
gema de ovo ndo interferiu na viabilidade dos espermatozdides caprinos nao

lavados e coletados fora da estacao reprodutiva.
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4. Metabolitos reativos do oxigénio - ROS

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

O termo radical livre ndao é considerado o mais adequado, pois nem
todos os metabdlitos reativos do oxigénio sdo radicais livres. O mesmo se
aplica ao termo oxidante, uma vez que algumas ROS (ex. 02- e H202) podem
atuar tanto como agentes oxidantes como redutores, em sistemas diferentes.
Ja o termo, metabdlitos reativos do oxigénio (ROS) inclui todos os radicais e
nao radicais derivados do oxigénio (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

Os ROS sao encontrados em todos os sistemas bioldgicos. Em
condicOes fisioldgicas do metabolismo celular aerdbio, o 02 sofre reducao
tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na formacdo de
H20 (FERREIRA & MATSUBARA, 1997; NORDBERG & ARNER, 2001 apud MAIA
et al., 2009).

Durante esse processo sdao formados intermediarios reativos como: os
radicais superdxido (02-), hidroperoxila (HO2-) e hidroxila (OH-) e, o nao
radical, peréxido de hidrogénio (H202). Normalmente, a reducao completa do
02 ocorre na mitocondria e a reatividade dos ROS é neutralizada pela entrada
de quatro elétrons (FERREIRA & MATSUBARA, 1997; NORDBERG & ARNER,
2001).

O radical anion superodxido (02-) é um radical livre formado a partir do
oxigénio molecular pela adicio de um elétron. Sua formacao ocorre
espontaneamente, especialmente na membrana mitocondrial através da cadeia
respiratéria. E também produzido por flavoenzimas, lipoxigenases e
cicloxigenases (NORDBERG & ARNER, 2001). Sua formacdo ocorre em quase
todas as células aerdbicas e € produzido durante a ativacdo maxima de
neutrofilos, mondcitos e eosindfilos (FERREIRA & MATSUBARA, 1997). Este é

um radical pouco reativo e nao tem a habilidade de penetrar membranas
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lipidicas, agindo, portanto, apenas no compartimento onde é produzido
(NORDBERG & ARNER, 2001).

O peroxido de hidrogénio (H202) nao é um radical livre, mas um
metabodlito do oxigénio extremamente deletério porque participa como
intermedidrio na reacdo que produz OH-; possui vida longa e é capaz de
atravessar membranas bioldgicas (FERREIRA & MATSUBARA, 1997;
NORDBERG & ARNER, 2001). Uma vez produzido, o H202 é removido por um
dos trés sistemas de enzimas antioxidantes: catalase, glutationa peroxidase e
peroxiredutases (NORDBERG & ARNER, 2001).

O radical hidroxila (OH-) é considerado o radical livre mais reativo em
sistemas bioldgicos, sendo capaz de causar mais danos do que qualquer outra
ROS. E formado a partir do peréxido de hidrogénio em uma reacdo catalisada
por ions metais (Fe++ ou Cu+), denominada reagao de Fenton (MAIA, 2006).

O radical hidroxila também pode iniciar a oxidacdo dos acidos graxos
poliinsaturados das membranas celulares, conhecida como lipoperoxidacao.
Induzem danos ao DNA, a rapida perda do potencial fertilizante dos
espermatozdides e perda da adenosina trifosfato do axonema da cauda
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

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

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



SAKASHITA, S.M. et al. Inseminacdo artificial em caprinos: Associacdo das biotécnicas de
diluicdo e refrigeracdo do sémen. PUBVET, Londrina, V. 6, N. 14, Ed. 201, Art. 1345, 2012.

4.1. Mecanismo de acao dos antioxidantes

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

Os niveis de antioxidantes presentes normalmente no sémen ainda
sao parcialmente removidos com a diluicdo do sémen o que pode reduzir
consideravelmente o efeito benéfico do antioxidante natural, assim, a adicao
destes agentes, mesmo em pequenas concentragdes, pode melhorar a fungao
espermatica do sémen manipulado (MAIA, 2006).

Para proteger do efeito letal da formagcdao excessiva de ROS, a célula
possui um sistema de defesa antioxidante enzimatico e um ndo enzimatico
(NORDBERG & ARNER, 2001), a saber:

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

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

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

Com excecao da vitamina E, que € um antioxidante estrutural da
membrana, a maior parte dos agentes antioxidantes encontram-se no meio
intracelular (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).
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4.2. Antioxidantes
4.2.1 Trolox®

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

O mecanismo de acdo do efeito antioxidante do Trolox® é semelhante
ao da vitamina E, ou seja, envolve o OH- fendlico e a remocao de radicais
peroxil (ALBERTINI & ABUJA, 1999). Sua estrutura é composta por um nucleo
“croman”, semelhante ao do a- tocoferol, e um grupo acido carboxilico no
carbono 2 (REZK et al., 2004).

A maioria das ROS, por exemplo, o anion superéxido € gerado em fase
aquosa, assim o Trolox® apresenta vantagem sobre os outros antioxidantes
que sao apenas lipossollveis, como a vitamina E. (FERREIRA & MATSUBARA,
1997; NORDBERG & ARNER, 2001; apud MAIA et al.,2009).

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

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

4.2.2. Catalase

A catalase € uma heme-proteina citoplasmatica, e se localiza nos
peroxissomos das células de mamiferos, atuando como antioxidante
enzimatico e catalisa a reducdao do perdxido de hidrogénio (H202) a agua

(H20) e oxigénio molecular (02). Também atua na destoxificacdo de diferentes
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substratos (ex. fendis e alcodis), via reducao do perdxido de hidrogénio (MAIA,
2006).

A funcdo da catalase como antioxidante é diminuir o risco de formacao
do radical hidroxila (OH-) a partir do H202 via reacdao de Fenton (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997) e também tem um papel importante no controle do
estresse oxidativo da célula espermatica, possivelmente resultante da
presenca da H202 (BUCAK et al, 2007).

A catalase atua apenas nas porcdes aquosas das células, portanto
partes lipidicas como a membrana celular permanecem desprotegidas e
susceptiveis a acao de perdxidos de hidrogénio (FERREIRA & MATSUBARA,
2006). E também exerce a funcao de remocao do O2- gerado pela NAPDH
oxidase dos neutréfilos e desempenham papel importante na diminuicdo da
lipoperoxidacdo (LPO) e protegem os espermatozdides dos danos oxidativo
(SIKKA, 1996).

5. Refrigeracao de sémen caprino

Na conservacao das células espermaticas de caprinos sdo utilizadas duas
técnicas basicas: a congelacao e a refrigeracao (NUNES, 2001). Na primeira
técnica mantém-se o sémen a temperatura do nitrogénio liquido (-196°C), por
tempo indeterminado, intensificando o uso dos reprodutores.

Na segunda técnica, o sémen caprino é conservado sob refrigeracdo em
temperaturas entre 15°C a 2°C, porém, as temperaturas mais utilizadas sao
entre 50C e 4°C (ROCA et al. 1997), pois, nos espermatozdides armazenados a
50C, as necessidades metabodlicas decrescem a aproximadamente 10%
daquela que teriam se estivessem a temperatura de 37°C (LEBOUEF et al.
2000).

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

inseminacdo artificial € de 24 horas para ovinos e de 48 horas para caprinos.
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Segundo Medeiros et al. (1994) e Gonsalves et al. (2001) o sémen caprino
conservado sob refrigeracao a 4°C pode ser utilizado em um curto espaco de
tempo, tendo uma viabilidade maxima de 48 horas.

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

Apds a diluicao do sémen caprino, o ritmo de queda de temperatura deve
ser compreendido entre 0,25°C/min. a 0,35°C/min. até atingir a temperatura
de 59C, mantendo a motilidade dos espermatozdides em baixos niveis por
alguns dias (MACHADO e SIMPLICIO, 1995).

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

meédia.

6. Alteracoes do sémen durante as curvas de refrigeracao

A membrana celular é composta por proteinas e lipidios. Os lipidios
estdo organizados de forma bilaminar, onde a porgao hidrofilica esta
direcionada para o exterior e a hidrofébica esta voltada para a face interna da
membrana. Essa disposicdao confere a célula uma barreira hidrofdbica, pela
qual a agua e as moléculas nela dissolvidas sao impedidas de transpor a
membrana plasmatica. As proteinas permitem a formacdo de canais hidrofilicos
intercalados a barreira hidrofébica, pois sdo nesses locais que a agua e as
moléculas que nela estdo dissolvidas conseguem transpor a membrana e,
assim, proporcionar trocas entre os meios interno e externo da célula (AMANN
& GRAHAM, 1993).
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O conhecimento obtido sobre as membranas plasmaticas esta baseado
no modelo do mosaico fluido proposto por Singer e Nicholson (1972), no qual
os lipidios estao livres, com movimento lateral, proporcionando fluidez a
membrana.

Em temperaturas de 37°C, os lipidios encontram-se em estado fluido e
dispostos de forma aleatéria. Quando ha diminuicdo da temperatura do meio
em que essas células estdo contidas, ocorre um alongamento das cadeias de
acidos graxos, resultando no aumento da sua rigidez. Ocorre entdao que os
fosfolipidios semelhantes tendem a se agrupar, dando origem a estruturas
cristalinas de forma hexagonal, e somente uma porcao pequena destes
fosfolipidios mantém-se na forma liquida. Esse arranjo ira favorecer o
deslocamento das proteinas para esses locais, as quais se fundem e,
consequentemente, formam agregados proteicos que resultam em aumento da
permeabilidade da membrana e na diminuicao do metabolismo celular (AMANN
& PICKETT, 1987; STRYER, 1988; AMANN & GRAHAM, 1993).

Os danos sofridos pelas células espermaticas sdo irreversiveis, sendo
caracterizados por movimento anormal, ou seja, ocorre comprometimento do
padrao de motilidade progressiva, assim como sua perda, danos ao acrossomo
e a membrana plasmatica; aumento da permeabilidade celular; reducdao do
metabolismo; e perda dos componentes intracelulares (GRAHAM, 1996).

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

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

Bispo (2005) relatou que no sémen caprino a utilizacdo de diluentes

a base de gema de ovo foram mais eficazes durante as curvas de refrigeragao
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de - 0,33°C e - 0,5°C até 5° C por 24 e 48 horas e na utilizacdao de diluentes a

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

6.1. Equitainer®

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

Tratando-se de um equipamento duravel e reutilizavel, sua
desvantagem consiste no alto custo de aquisicdo e necessidade de trocas
anuais de componentes. Porém é um sistema estavel independente da
temperatura ambiente que seja submetido, ndo alterando as curvas de
refrigeracao (KATILA, 1997; BRINSKO et al., 2000 apud SOUSA, 2002).

O sistema Equitainer® possui uma taxa de refrigeracao inicial de
aproximadamente - 0,3°C por minuto (KATILA, 1997 apud SOUSA, 2002).
Contudo, por ser um sistema passivo de refrigeracao, fornece taxas variaveis
de refrigeracao, que se reduzem com a diminuicdao da temperatura interna do
sistema (BRINSKO et al., 2000).

Katila (1997) relatou que o Equitainer® é capaz de manter sua
temperatura interna de aproximadamente 5°C durante até 48 horas, por isto
sendo recomendado para periodos de transporte superiores a 24 horas.

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

além de apresentar praticidade ao transporte.

7. Consideracoes finais

Aliada a outras biotécnicas reprodutivas, a inseminacao artificial

representa importante opcao como agente de otimizacdo de diferentes
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sistemas de producao de caprinos, contribuindo para uma melhor distribuicao
dos partos ao longo do ano, diminuindo ou até mesmo suprimindo a
entressafra de leite, carne e animais reprodutores, abrandando entraves
econdmicos e estratégicos para o setor.

A associacao entre as ciéncias da reproducdo, sanidade e producao
animal objetivam a otimizacdo dos diversos processos desta ultima area de
conhecimento que necessita ser eficiente, onde decisdes estratégicas do uso de
qualquer técnica de manejo deverdo avaliar o seu impacto sobre a produgao do
ponto de vista bioldgico e financeiro (DESCHAMPS et al., 2000).

Desta forma, continuas investigacbes cientificas e esperadas
inovacOes biotecnoldgicas e sociais para o agronegdcio caprinocultura sao

importantes instrumentos de desenvolvimento regional sustentavel.
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