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Resumo

A criopreservacdo de sémen visa a producdao de um banco de células
espermaticas utilizadas para biotécnicas da reproducdo, que é uma importante
ferramenta para potencializar a genética dos animais. O presente trabalho teve
como objetivo comparar dois diluentes comerciais de criopreservacao, Botu-
bov® (BB) e Bovimix® (BM) bem como avaliar o efeito de diferentes protocolos

de criopreservacao sobre a viabilidade espermatica do sémen bovino pés-
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descongelacdao. Foram utilizados quatro ejaculados de cinco reprodutores
bovinos, previamente selecionados. Os ejaculados foram diluidos e envasados,
e em seguida congelados em oito protocolos diferentes: Protocolo I - BB 1h
geladeira e 3cm do nitrogénio; Protocolo II - BB 1h geladeira e 6cm do
nitrogénio; Protocolo III - BB 3h geladeira e 3cm do nitrogénio; Protocolo IV -
BB 3h geladeira e 6cm do nitrogénio; Protocolo V - BM 1h geladeira e 3cm do
nitrogénio; Protocolo VI - BM 1h geladeira e 6cm do nitrogénio; Protocolo VII
- BM 3h geladeira e 3cm do nitrogénio; Protocolo VIII - BM 3h geladeira e
6cm do nitrogénio. As amostras foram descongeladas a 37°C por 30 segundos
e em seguida (TO) foi avaliado a motilidade total (%), motilidade progressiva
(%) e vigor (0-5). As anadlises foram repetidas apdés 1 hora (T1) de
descongelacao. Os resultados demonstraram que os diluentes e os protocolos
testados ndo influenciaram a viabilidade espermatica apds a descongelacdo,
entretanto, foi observado um efeito animal na congelabilidade do sémen.

Palavras-chave: criopreservacao, protocolos, sémen, touro.

Evaluation of two diluents and different techniques of criopreservation

of bovine semen

Abstract

The objective of the work was compare two commercial diluents of
cryopreservation, Botu-bov® (BB) and Bovimix® (BM) and evaluate the effect
of different protocols of cryopreservation on the spermatic viability of the
bovine semen after-defrosting. Were used four ejaculates of five bovine
reproducers, previously selected. The ejaculates were diluted and envased,
and after that congealed in eight different protocols: Protocol I - BB 1h
refrigerator and 3cm of nitrogen; Protocol II - BB 1h refrigerator and 6cm of
nitrogen; Protocol III - BB 3h refrigerator and 3cm of nitrogen; Protocol IV -
BB 3h refrigerator and 6cm of nitrogen; Protocol V - BM 1h refrigerator and
3cm of nitrogen; Protocol VI - BM 1h refrigerator and 6cm of nitrogen; Protocol

VII - BM 3h refrigerator and 3cm of nitrogen; Protocol VIII - BM 3h refrigerator
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and 6cm of nitrogen. The samples were defrosted at 37°C per 30 seconds and
after (TO) was evaluated the total motility (%), progressive motility (%) and
vigor (0-5). The analyses were repeated after 1 hour (T1) of defrosting. The
results demonstrated that the tested diluents and protocols not influenced the
spermatic viability after the defrosting, however, were observed an animal
effect in the congelability of the semen.

Keywords: cryopreservation, protocols, semen, bull.

1 INTRODUCAO

A criopreservacao de sémen é uma tecnologia de grande impacto na
industria agropecuaria, principalmente na bovinocultura. Com os avancos da
biotecnologia da reproducdao animal, a utilizacdo de sémen criopreservado na
inseminacao artificial se destaca como importante ferramenta para o
melhoramento genético de varias espécies animais. Entretanto, o impacto
genético na industria de inseminacdo artificial é limitado pelo processo de
criopreservacao, que danifica as organelas e membranas dos espermatozoides
diminuindo a viabilidade espermatica, induzindo também mudancas na
capacitacao espermatica, integridade da membrana, potencial da membrana e
reacao acrossomal (GARNER et al., 2001).

O desenvolvimento de novas técnicas de criopreservacao de sémen
possibilitou a obtencdo de amostras de sémen de melhor qualidade e também
o desenvolvimento de técnicas de inseminacgdo artificial, as quais permitem a
deposicao intra-uterina do sémen, e impulsionaram a aplicacdo do sémen
congelado em programas de inseminacao artificial em bovinos.

A inseminacdo artificial é a biotécnica mais difundida e importante para o
melhoramento genético, pois através dela, um grande numero de fémeas
podem ser inseminadas com sémen de um reprodutor de alto valor genético,
possibilitando elevar, a curto prazo a qualidade genética do rebanho.

A utilizacdo do sémen bovino congelado na inseminagao artificial tem

uma grande importancia, devido a esta técnica garantir o aumento significativo
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na qualidade genética do rebanho, desde que seja usada adequadamente,
diminuindo desta forma a disseminagao de doencgas.

A criopreservacdo de sémen permite o armazenamento de sémen de
animais que adquiriram problemas reprodutivos, ou que ja morreram, além de
viabilizar a utilizacdo de sémen criopreservado em outras biotécnicas da
reproducdo. O sémen congelado preserva-se por longo periodo mantido em
nitrogénio liquido e permite a utilizacgdo do sémen de animais geneticamente
superiores que se encontram em outros paises.

Todavia, pode se dizer que a IA é embasada na criopreservacao do
sémen, visando a manutencdo da qualidade e fertilidade dos ejaculados apéds o
processamento, estocagem e inseminacdao. Para isso, a tecnologia da
criopreservacdo vem se aprimorando, buscando novas técnicas e diluidores, na
tentativa de minimizar a perda de células viaveis durante estes processos.

Até o momento, ndo existem métodos de criopreservacao e técnicas de
inseminacao simples, capazes de proporcionar porcentagens de prenhez
semelhantes aquelas encontradas com a monta natural. Portanto, é de suma
importancia o desenvolvimento de pesquisas que busquem métodos mais
eficazes de criopreservacao, visando a producao de amostras de sémen de
excelente qualidade, as quais permitiriam a obtencdo de bons indices de
fertilidade.

A congelacao de sémen serve como banco de reserva genética para
animais de alto padrdo racial e comercial, propicia maior intercambio entre
criatérios das mais variadas regides e paises e seleciona individuos e linhagens
guanto a fertilidade e congelabilidade.

O diluente e o crioprotetor sao utilizados com o intuito de proteger os
espermatozoides dos choques térmicos e osmoticos que ocorrem durante o
processo de congelacao/descongelacao, pois podem causar danos irreversiveis
aos espermatozoides, devido a formagao de cristais de gelo intracelular, que
afetam a estrutura fisico-quimica da célula causando danos, principalmente a
membrana do espermatozdide. O DNA também pode ser afetado, devido a

toxicidade do crioprotetor e estresse osmético, levando a uma reducdo na
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motilidade progressiva e o metabolismo para producao de energia (WATSON,
2000).

O sucesso da criopreservacao de sémen depende da manutencao do
potencial fertilizante do espermatozoéide, onde deve apresentar integridade e
funcionalidade das estruturas celulares. Contudo, o espermatozdide se torna
infértil quando um dos seus fatores morfoldgicos é afetado.

Varios diluentes vém sendo utilizados e testados in vitro e in vivo onde
se procura, principalmente, a durabilidade e qualidade dos espermatozdides,
tentando-se viabilizar ao maximo o material genético do animal.

Para um meio diluente ser considerado completo e eficiente algumas
substancias sdo necessarias na sua composicao como as ibnicas e as nao
iOnicas, lipoproteinas, gema de ovo ou leite, glicerol, propanediol, ou
dimetilsufoxido (DMSO), agentes intracelulares, glicose ou frutose como fonte
de energia e outros aditivos como enzimas e antibidticos (VISHWANATH &
SHANNON, 2000).

Apesar de existir uma grande variedade de diluidores para congelagao de
sémen bovino, persiste a necessidade de aperfeicoamento dos protocolos de
criopreservacdo de sémen. O desenvolvimento de novas técnicas possibilita a
obtencdo de amostras de sémen de melhor qualidade impulsionando a
aplicacdo do sémen congelado em programas de inseminacdo artificial em
bovinos.

A melhoria nas condicdes de manejo, alimentacao e sistemas de criacao
de bovinos, assim como a exigéncia de maior produtividade animal tem exigido
a crescente necessidade de utilizacdo da inseminacdo artificial (IA). Esta foi a
primeira biotécnica utilizada comercialmente trazendo grande impacto no
sistema de producdo animal. Dentre inUmeras vantagens de sua aplicagao,
podemos citar a facilidade de comercializagdo e transporte, controle de
doencas sexualmente transmissiveis e, principalmente, o expressivo ganho
genético. Desse modo, a qualidade do sémen congelado/descongelado é um
dos fatores que podem influir sobre o indice de fertilidade de fémeas bovinas

submetidas a inseminagao artificial.
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Nesse contexto o objetivo da pesquisa foi comparar dois diluentes
comerciais de criopreservagdo, Botu-Bovi® (Biotech Ltda, Botucatu-SP), e
Bovimix® (Nutricell Ltda, Campinas-SP), e avaliar o efeito de diferentes
protocolos de criopreservacdo sobre a viabilidade espermatica do sémen

bovino pds-descongelacao.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas do Espermatozdide e do Sémen

Os espermatozdides originam-se dos testiculos a partir de células
primordiais da linhagem espermatogénica localizadas nos tubulos seminiferos,
num processo denominado espermatogénese onde tem duragdo em bovinos
em média de 60 dias. Do ponto de vista bioldgico, os espermatozdides
cumprem funcdes por meio da cauda (motilidade), acrossoma (atividade
enzimatica preparatoéria da fecundacdo) e nucleo (transmissdao do patrimonio
genético) (MIES FILHO, 1987).

O espermatozdide é uma célula altamente polarizada e especializada.
Esse gameta perde a habilidade de biossintese, reparo, crescimento e divisao
celular durante a fase final da espermatogénese. Contudo, a conservagao dos
espermatozoides requer uma reducdo ou atraso do metabolismo das células
espermaticas para gerar um prolongamento de sua vida (YOSHIDA, 2000).

A caracteristica principal da cabeca do espermatozdide é o nlcleo
achatado de forma oval, contendo a cromatina altamente compacta. A
extremidade anterior do nucleo espermatico e recoberta pelo acrossoma, uma
fina cobertura com dupla camada de membranas que envolve intimamente o
nlcleo durante os ultimos estagios de formacdo dos espermatozdides.

A cauda do gameta masculino é composta pelo colo, peca intermediaria
principal e terminal. A regido da cauda entre o colo e o annulus é a pega
intermediaria. A parte central da peca intermediaria junto com o comprimento
total da cauda forma o axonema, onde ocorre a transformacao de energia

guimica em mecanica. Contudo esse conjunto é recoberto externamente por
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varias mitocondrias dispostas em forma de hélice, que geram a energia
necessaria para a motilidade espermatica (BEDFORD & HOSKINS, 1990).

Os espermatozdides podem ser divididos em duas estruturas distintas:
cabeca e a cauda. A cabecga, cuja forma, tamanho e estrutura variam
enormemente entre as espécies, possui duas maiores regides: acrossomal e a
pos-acrossomal (SIQUEIRA, 2004).

Sendo o acrossoma ou capa acrossomal uma estrutura de dupla camada
de membranas que envolvem intimamente o nucleo, situada entre a
membrana plasmatica e a porcdo anterior do nucleo. Contem glicoproteinas
secretadas pelo reticulo endoplasmatico e complexo de golgi, que sdo enzimas
responsaveis pela penetracdao dos espermatozdides no ovocito (SIQUEIRA,
2004).

A membrana plasmatica é responsavel por envolver todo o
espermatozodide e é o componente mais externo. Embora seja continua sobre a
superficie dos espermatozodides, existem algumas diferencas (FLESH &
GADELLA, 2000). A membrana plasmatica é composta por camadas lipidicas
contendo fosfolipideos, colesterol, glicolipideos, e diferentes tipos de proteinas
(ALBERTS et al., 1997).

As membranas exercem um papel fundamental na manutencao da
capacidade fertilizante do espermatozéide. A membrana plasmatica é
responsavel pela manutencdo do equilibrio osmdtico, atuando como uma
barreira entre o meio intra e extracelular. Lesdes nessa estrutura podem levar
a perda da homeostase celular, levando a morte celular (FLESH & GADELLA,
2000).

Trés partes principais de lipideos fazem parte das membranas:
fosfolipideos, glicolipideos e colesterol, sendo que dentre estes, os fosfolipidios
sdao os mais abundantes (ALBERTS et al., 1997). Sendo o colesterol o principal
esterol presente nos espermatozdides e nas membranas celulares dos
mamiferos, possuindo importante papel de modular a fluidez e a estabilidade
da bicamada lipidica através da sua interacdo estérica com os fosfolipidios de

membrana (PARKS, 1997). Em geral, quanto maior a quantidade de colesterol
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presente, menos flexivel, e/ou menos fluida é a porcao da membrana (AMANN
& PICKETT, 1987). A resisténcia ao choque pelo frio € maior nas espécies em
gue a proporcao colesterol: fosfolipidios da membrana plasmatica sao altos
(VALLE & SILVA FILHO, 2001).

A membrana plasmatica apresenta cerca de 50% de sua massa
constituida por proteinas. Portanto, a parte exterior da célula consiste em
grande parte de carboidratos, que formam uma cobertura celular, exercendo
funcdo primordial na interacdo entre a célula e o ovécito (ALBERTS et al.,
1997).

Em tratando da estocagem dos espermatozdides para uso em qualquer
biotecnologia aplicada a reproducdo, é mais relevante considera-los como
constituidos de nucleos e microtubulos altamente condensados, fibras e
estruturas membranosas, devido a resposta diferenciada destes componentes
estruturais ao choque térmico, reducao de temperatura ou criopreservacao
(MAGNAGO, 2000).

O sémen é caracterizado por ser um liquido bem denso, com aspecto
cremoso, ligeiramente amarelado e/ou esbranquicado, sendo que a sua
densidade depende da concentragdo, quando a concentracdao for menor, terd
um aspecto mais liquido. O volume varia entre as diversas espécies e dentro
de uma mesma espécie, devido a estacao do ano, clima, hora, periodo de
repouso sexual do animal e método de colheita, sendo por vagina artificial e/ou
eletroejaculador (ANJOS, 2006).

Fonseca (1999) relata que dentre os aspectos fisicos do sémen, a
motilidade espermatica progressiva e o vigor espermatico sdo as
caracteristicas mais avaliadas para predizer a qualidade seminal a campo.
Segundo o autor, estes parametros sdo de grande importancia e pode revelar,
por si s6, a existéncia de disturbios bioquimicos no sémen, associados ou nao
com alteracdes da espermiogénese. Entretanto, Stalhammar et al. (1994),
ressaltaram as limitacdes da analise isolada da motilidade espermatica

progressiva como critério Unico de avaliacdo de sémen bovino.
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A avaliacao do sémen é uma avaliacao simples, porém com um alto grau
de importéncia. Alguns parametros sao utilizados como padrdao no mundo
inteiro onde se considera normal o ejaculado de um bovino. Com isso, para se
considerar um touro fértil, ele deve possuir algumas caracteristicas como
aproximadamente 500 milhdoes de espermatozoides por mililitro, acima de 50%
de espermatozdides moveis com motilidade retilinea e mais de 80% de
espermatozoides com morfologia normal (ANJOS, 2006).

Barth & Oko (1989) citaram a importancia da morfologia espermatica na
indicacdo do estadio de normalidade da motilidade espermatica progressiva e
da producgao espermatica. Segundo os autores, a qualidade do sémen por meio
do estudo da morfologia das células espermaticas reflete a salde dos tubulos
seminiferos, epididimos e glandulas anexas.

Os aspectos fisicos do sémen, rotineiramente examinados para avaliagao
da capacidade reprodutiva do touro, sdao a motilidade total, progressiva, o
vigor espermatico e o turbilhonamento. Os primeiros sdo as medidas mais
antigas usadas para predizer a qualidade seminal em condicdes de fazenda.
Sdo muito importantes e pode revelar, por si sO, a existéncia de disturbios
bioquimicos no sémen, associados ou nao com alteracdes da espermatogénese
(MARQUES, 2006).

O turbilhonamento ¢é utilizado em substituicio a concentragao
espermatica, uma vez que é a associacdao da motilidade, do vigor e da
concentragdo. Além do mais facilita a interpretacdo, pois, a exemplo dos
exames em campo, o método de colheita do sémen é o da eletroejaculagao, e
pode premiar alguns touros em detrimento de outros, pela facilidade ou
dificuldade intrinseca de cada um na emissao do sémen, mais também pela
habilidade do técnico que pode retirar mais sémen de uns e menos de outros.
Contudo o volume do ejaculado é um importante componente na determinacao
final do total dos espermatozoéides (MARQUES, 2006).

A motilidade progressiva é considerada um dos mais importantes

aspectos fisicos do sémen em todas as espécies. A motilidade é dada em
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porcentagem e significa o numero de espermatozdides com motilidade
progressiva em cada 100 deles observados (AX, 2004).

O vigor representa a intensidade de movimentacao dos espermatozdides
e é classificado numa escala de 0 a 5. O vigor esta diretamente correlacionado
com a motilidade. Normalmente, quando se tem uma motilidade baixa, o vigor
esta baixo também. No Brasil, o vigor apresentado pelos espermatozéides de
touros de ragas zebuinas varia entre as estagdes, sendo maior no inverno ou
na estacdao seca (ANCHIETA et al., 2005).

A avaliagdo morfolégica do sémen é de grande importancia sendo
essencial para se avaliar a qualidade do sémen de determinado animal. Na
analise morfolégica do sémen observa-se os defeitos maiores e menores
individuais de cada espermatozéide obtendo-se uma proporcao que é bem
aceita para se poder utilizar o sémen sem que ocorram perdas significantes.
Entretanto, o espermatozoéide normal possui trés regides que sao as principais
na morfologia: a cabeca, a peca intermediaria e a cauda, as quais devem estar
em bom estado para a fertilizacao (ANJOS, 2006).

As anormalidades nos espermatozdéides podem ser primarias,
secundarias ou tercidrias. Dos defeitos que sdo considerados maiores estdao as
alteracdes de acrossoma, espermatozoide subdesenvolvido, cabeca isolada
patolégica, cabeca estreita na base, cabeca piriforme, cabeca pequena
anormal, cabeca com pouch formation, cauda enrolada, e entre outros.
Entretanto, os defeitos considerados menores sao o acrossoma desprendido,
gota citoplasmatica distal, cabeca delgada, cabeca pequena normal, cabecas
gigantes, curtas e largas, cabeca isolada normal (AX, 2004).

Dessa forma, é um problema para as indUstrias de inseminagao artificial,
nos animais de producao a diferenca encontrada na fertilidade sem que ocorra
maior diferenca na motilidade e morfologia espermatica, e bastante
encontrada exceto nos casos mais severos (FAZELI et al., 1997). Tal fato
assume grande importancia uma vez que, na maioria dos casos, os touros
doadores de sémen tém sido selecionados com base nas caracteristicas fisicas

e morfoldgicas do sémen (SILVA, 2000).
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2.2 Criopreservacao de Sémen

A criopreservagao do sémen bovino teve grandes avancos na década de
40, apds a descoberta da funcao crioprotetora do glicerol, a partir dai o sémen
de uma grande variedade de espécies vem sendo congelado e usado com
sucesso na inseminacao artificial (POLGE, 1985). Entretanto, mesmo com as
melhores técnicas atuais de preservacao, obtém-se, em média, 50% de
viabilidade da populacdo espermatica (Watson, 1995), dependendo de fatores
como, qualidade do ejaculado, métodos de congelamento, tipo de diluidor, tipo
de envasamento (mini-palheta, palheta média, ampola, pellets) e métodos de
congelacao (OHASHI, 2001).

A criopreservacao de sémen trouxe muitos beneficios para a reproducao,
permitindo o maior aproveitamento de animais com alto potencial genético e
produtivo, o transporte do sémen a longas distancias e formagao de bancos de
germoplasma, tanto de animais em risco de extincao, como daqueles que nao
podem ser utilizados na reprodugdao por razdes tempordrias ou permanentes
(BERTOZOO & ZUCCARI, 2008).

Somente o plasma seminal ndao é capaz de proteger adequadamente os
espermatozoides contra mudancas de temperaturas. Para que o sémen seja
estocado em baixas temperaturas é necessario que sejam diluidos em
diluidores especiais e apropriados (SALAMON & MAXWELL, 1995).

Na criopreservacao o aspecto mais importante é a necessidade de
remover o maximo possivel de agua das células antes de se proceder a sua
congelacao. Nao ocorrendo a desidratacao, grandes cristais de gelo se
formardao lesando a estrutura intracelular, e freqlientemente, morte celular
(MUNAR, 1988).

Visando minimizar os efeitos deletérios ocasionados pela criopreservagao
€ necessario controlar a taxa de resfriamento e utilizar diluente contendo
lipideos (gema de ovo). Se o resfriamento for feito de maneira inadequada, o
espermatozdide sofre o choque-frio, o qual induz a danos irreversiveis ao

espermatozdide que se caracterizam por alteracdes nos padroes de motilidade,
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gueda do metabolismo e danos na membrana plasmatica e no acrossoma.
(GRAHAM, 1996).

A célula espermatica parece ser sensivel ao estresse osmotico como
também a adicdo e a remocdo de crioprotetores. Moran (1992) acredita que o
sémen refrigerado, desde a temperatura corporea até a temperatura ambiente,
parece ndo apresentar danos ao espermatozdide quando este se encontra
diluido em meio adequado. O impacto genético na industria de inseminacdo
artificial (IA) é limitado pelo processo de criopreservacao que danifica as
organelas e membranas do espermatozdide, induzindo também mudancas na
capacitacdo espermatica e reacao acrossomal (GARNER et al., 2001).
Consequentemente o intuito dos protocolos de congelagdao visam minimizar
esses efeitos deletérios aos espermatozoides (KUMAR et al., 2003).

A criopreservacao eleva os niveis intracelulares de calcio, suspende o
metabolismo espermatico e a manutencdo de suas caracteristicas por um
periodo de tempo prolongado (WATSON, 2000). Conseqiientemente, a reacao
acrossomal em espermatozoides provenientes de sémen
congelado/descongelado pode ser realizada em menor tempo que 0 necessario
para sua inducdo in natura nos érgaos genitais da fémea (O'FLAHERTY et al.,
1999).

O sémen congelado apresenta uma fertilidade significativamente
reduzida quando comparado ao semen fresco (WATSON, 2000), devido ao
processo de criopreservagao, que compreende diluicao, resfriamento, adicao e
penetracao do crioprotetor, envase, congelacdao, armazenamento e
descongelacdo, a célula espermatica também passa por uma série de estresses
térmico, osmoético e téxico, além de rapidas alteracdes de volume celular que
causam danos a membrana plasmatica (GIRAUD et al., 2000). Sendo esses
danos o aumento de volume, rupturas, perda da permeabilidade seletiva,
alteragcbes no arranjo e na composicdo dos fosfolipidios e proteinas, na
atividade enzimatica e na fluidez da membrana que consequentemente diminui
a viabilidade espermatica (CORMIER et al., 1997).
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A célula espermatica possui poucas organelas e apresenta caracteristicas
complexas, que devem encontrar-se dentro da normalidade para que o odcito
possa ser fecundado (GRAHAM, 2001). Entretanto, um desses atributos é a
fluidez da membrana, que é influenciada pela sua composicao lipidica, pelo
grau de cadeias de acidos graxos, pelo conteudo de colesterol e pela relacdo
colesterol:fosfolipidios. Uma alta fluidez da membrana confere ao
espermatozoide maior crioresisténcia, ao contrario do enrijecimento, que
provoca alteracdes na permeabilidade e na fragilidade em relacdo ao estresse
osmotico (GIRAUD et al., 2000).

Quando a célula é resfriada abaixo de 0°C, cristais de gelo extracelulares
sao formados, resultando em uma concentracdo de solutos no liquido
remanescente. A facilidade de transporte de agua dentro da célula depende da
permeabilidade da membrana espermdtica a qualquer temperatura,
determinada pela proporcao superficie-volume e pelo indice de congelacdo. Se
a célula for suficientemente permedvel a dgua e os indices de congelacdo
forem suficientemente baixos, a pressao da célula permanece pequena,
ocorrendo 0 aumento da concentracdo de solutos ao redor dos
espermatozoides alternando o gradiente osmotico, resultando em desidratacao
a medida que a agua saia da célula para se congelar no meio extracelular, ndo
sendo capazes de romper a membrana plasmatica (JASKO, 1994).

Os efeitos criticos causados a célula sdo: a adicdo de proteinas seminais
gue estimulam a motilidade no momento da colheita e diluicdo do sémen; o
estresse osmoético que ocorre com a adigao de substancias como leite, gema de
ovo e o (glicerol; as mudancas na membrana que ocorrem durante a
refrigeracdo a 5°C; as mudangas osmoticas que ocorrem durante a
congelacdo, as condigdes da estocagem em nitrogénio liquido e as mudancas
osmaticas que acontecem no processo de descongelacao e da remogdo ou ndo
do glicerol antes da inseminacao artificial (GRAHAM, 1996).

E durante o periodo de resfriamento que os espermatozdides interagem

com os componentes dos diluentes como, gema de ovo e leite e adquirem
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resisténcia ao choque térmico e a criopreservacao (WATSON, 1995), sendo
este o principal entrave do congelamento.

A célula espermatica nao esta adaptada para passar pelas variacoes de
temperatura envolvidas no processo de criopreservacao (HOLT, 2000a). Pois,
ocorrem alteracdes na motilidade e na estrutura dos espermatozdides nas
etapas de congelamento e descongelamento. Quando o resfriamento do sémen
é realizado muito rapido entre 30°C e 0°C induz a estresse letal para algumas
células que é proporcional a taxa de resfriamento e ao limite de temperatura.
Este fen6meno e denominado choque frio, a qual afeta os espermatozédides de
varias espécies (GONZALEZ, 2004).

Entretanto a curva de resfriamento rdapida imposta ao sémen é
responsavel pela maioria das lesGes celulares, em decorréncia da alteracao das
propriedades fisicas das membranas espermaticas (WATSON, 1981). O choque
térmico, que ocorre durante a fase de transicdo (entre 20°C e 1°Q),
caracteriza-se pela passagem da membrana plasmatica do estadio liquido para
o estadio cristalino (gel), e causa mudancgas irreversiveis a membrana
plasmatica dos espermatozodides, devido a ruptura e perdas celulares (HOLT,
2000Db).

As crioinjurias relacionadas com a formacdo de cristais de gelo, variam
de acordo com a taxa de congelamento. O processo de desidratagao
acompanhado por um processo de congelamento lento esta potencialmente
associada a sobrevivéncia celular, enquanto que o congelamento a taxas
rapidas, a probabilidade de morte celular é maior. Onde os protocolos de
criopreservacao tém utilizado taxas de congelamento variando entre 10 a
100°C/min, obtendo-se boas taxas de sobrevivéncia pds-criopreservagao
(AGCA & CRITSER, 2002).

Um dos aspectos das teorias da crioinjuria € a questdao se a lesao na
célula ocorre durante o congelamento ou descongelamento. Algumas
evidencias sugerem que as células criopreservadas podem ser lesadas pelo
descongelamento, devido a recristalizacao (WATSON, 1995). A recristalizacao

é¢ um fend6meno que ocorre durante o descongelamento, devido a
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reorganizacao intracelular de microcristais para cristais maiores onde sao
lesivos a célula espermatica.

E de extrema importancia a velocidade da curva de congelamento, onde
se esta for muito rdpida, ndo a tempo de ocorrer a desidratacdo dos
espermatozdides, o que causa a formacao de gelo intracelular, que ¢é
prejudicial a célula. J& a curva de congelamento lenta haverd a desidratacao
dos espermatozéides impedindo a formagao de gelo intracelular, mas a
concentracao de solutos também pode causar danos a célula (WATSON, 1995).

O resfriamento das palhetas, em suporte de 4°C ou 5°C deve ser
realizado sob 6timas condigcdes ja que a maioria dos espermatozdides dos
mamiferos sao sensiveis a um resfriamento rapido (JANUSKAUSKAS, 1999).
Onde essas taxas de refriamento tém sido testadas nos espermatozdides
bovinos tentando determinar a curva de ideal de resfriamento (GONZALEZ,
2004).

Quando o sémen diluido é resfriado abaixo da temperatura de 5°C,
inicialmente o meio diluidor ao redor do espermatozdide, e as prdprias células,
encontram-se ndo congeladas, porque os pontos de congelamento dos
diluidores devido aos crioprotetores e do liqliido intracelular estdo abaixo de
0°C. Ocorre entdo um fendmeno chamado de super-resfriamento. Dependendo
da curva de congelamento e do diluidor, entre a temperatura de 5°C e 15°C
comeca a se formar cristais de gelo no diluente, enquanto os espermatozdides
permanecem super-resfriados. Ocorrendo o0 aumento na concentracao de
solutos ao redor dos espermatozdides junto com a desidratacdao das células
(SNOECK, 2003).

Os danos causados a membrana plasmatica durante o congelamento,
também ocorre no processo de reaquecimento da célula apds a descongelacao,
onde a membrana passa por uma reorganizagao estrutural envolvendo
proteinas e lipidios e a passagem rapida de agua para o interior da célula pode
causar rompimento das membranas. Portanto, a fase de descongelacdo e tao
importante quanto a congelacao para a integridade das células espermaticas

(HOLT, 2000). Sendo o protocolo de descongelacao preconizado para bovinos e
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de 35° C por no minimo 30 segundos de acordo com - Associacao Brasileira de
Inseminacgao Artificial (ASBIA).

Muitos estudos tém sido realizados na tentativa de desenvolver um meio
em que o minimo de espermatozodides seja perdido durante o processo de
criopreservacao e que atenda todas as qualidades como: permitir a
preservacao da motilidade, a integridade da membrana plasmatica dos
espermatozoides, estabilizar o pH, proteger os mesmos contra o choque
térmico, e ainda inibir o crescimento bacteriano (ENGLAND, 1993).

Ha varios anos uma gama de substancias tem sido utilizada visando
fornecer protecao adequada as células espermaticas durante a criopreservacao
diminuindo os efeitos deletérios. Keith (1998) relata a existéncia de uma
divisdo basica que agrega os crioprotetores em penetrantes e ndo penetrantes.

Na composicdo lipidica da membrana plasmatica existem algumas
diferencas entre as espécies, racas e ainda entre individuos da mesma espécie,
0 que pode explicar o maior ou menor efeito protetor de um diluidor aos
espermatozoides (HOLT, 2000b), sendo que aqueles animais cujo sémen tolera
os efeitos da criopreservacdao sao denominados de bons congeladores
(WATSON, 2000).

As solucdes de congelagcao sao compostas por um diluidor e um
crioprotetor intracelular, que possuem a funcao de prevenir as crioinjurias dos
espermatozdides durante os procedimentos de congelamento e de
descongelamento, além de manter os espermatozdides imdveis durante o
armazenamento. Alguns diluidores podem ser solucdes simples a base de
glicose, ou solucdes mais complexas numa combinacdao de varios sais e
acucares, (VIVEIROS & GODINHO, 2009).

Os crioprotetores sao substancias capazes de promover a sobrevivéncia
celular durante o resfriamento mantendo ao maximo a viabilidade espermatica,
e sao classificados como: intracelulares e extracelulares (AMANN & PICKETT,
1987). Os crioprotetores intracelulares, caracterizam-se por atravessarem a
membrana plasmatica e atuarem no meio intracelular. Entre os crioprotetores

extracelular, estdo: o glicerol, etilenoglicol, acetamida, dimetilsulféxido. Os
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crioprotetores extracelulares nao atravessam as membranas plasmaticas,
sendo formado por grandes moléculas como as proteinas presentes no leite e
gema de ovo, agucares como lactose entre outros (PICKETT & AMANN, 1993).

Os crioprotetores extracelulares protegem as células através de
mecanismos osmoticos, promovendo um meio hipertdnico que induz a saida de
agua das células, levando a desidratacdo do espermatozdide, reduzindo a
probabilidade de formacdo de cristais de gelo no interior da célula (AMANN &
PICKETT, 1987).

Os crioprotetores devem ser substancias de baixo peso molecular e baixa
toxicidade para as células. Adequadas solucbGes crioprotetoras, taxas de
congelamento e descongelamento 6timas, visam manter ao maximo a
viabilidade espermatica (VIVEIROS, 2005). Embora a utilizagdo dos diluidores
em concentragoes elevadas todos os crioprotetores se tornam tdxicos para as
células (FAHY, 1986).

A estrutura molecular é um parametro importante para determinar a
eficiéncia dos crioprotetores, pois possuem afinidade pela agua devido a
presenca de grupamentos amina e hidroxila na composicao, os quais
favorecem a formacdo de pontes de hidrogénio com as moléculas de agua
(BAUDOT et al., 2002). Segundo Dalimata & Graham (1997), estas ligacdes
alteram a orientacdo das moléculas de agua dos cristais de gelo criando um
ambiente menos prejudicial as células

O processo de criopreservacdo causa estresse fisico e quimico alterando
a membrana dos espermatozdides, também diminuindo irreversivelmente a
motilidade espermatica, aumento da degeneracdo do DNA e liberacao
intracelular de enzimas, lipideos e proteinas (BRANDAO, 2006).

Os crioprotetores mesmo sendo essenciais para sobrevivéncia dos
espermatozdides no processo da congelacdo exercem efeitos toxicos e
diminuem as taxas de fertilidade quando presentes em altas concentracoes
(ROSSI et al., 2003).

Esta sendo bastante pesquisado diferentes concentracdes de glicerol e

diversas condicoes de resfriamento que sao estabelecidas para uma melhor
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criopreservacao de sémen de touros. Entretanto, a fim de melhorar a
criopreservacao dos espermatozdides, deve-se ter uma maior compreensao
das propriedades das células, incluindo sua concentracdo osmotica, seus
limites de tolerdncia e resposta a adicdo e remocdao dos crioprotetores
(GUTHRIE, 2002). Além de caracteristicas celulares, outras caracteristicas
devem ser consideradas como a osmolaridade da célula, volume da célula,
células osmoticamente ativas e entre outros. Sendo que em muitos anos de
criopreservacao de sémen de touros, essas propriedades ndo tém sido
rigorosamente investigadas visando melhor viabilidade espermatica (GUTHRIE,
2002).

Durante o processo de criopreservacao visando menores prejuizos a
viabilidade espermatica, o sémen deve ser resfriado da temperatura corpérea
(37°C) a temperatura ambiente (20°C), o que parece ndo causar danos as
células quando estas estiverem diluidas em meio adequado (KEITH, 1998). O
principal estresse causado aos espermatozdides é a passagem da temperatura
ambiente para 5°C (SQUIRES et al., 1999). Isto devido a fase de transicao da
membrana plasmatica do estado liquido cristalino para a fase de gel (GRAHAM,
1996). Entretanto este efeito pode ser minimizado se controlar a taxa de
resfriamento entre as temperaturas 19°C e 8°C e pela adicao de lipideos e
lipoproteinas ao diluente visando maior protecdo a membrana da célula
(GRAHAM, 1996), além do uso adequado de curvas de resfriamento lentas (-
0,05°C/min), ja que se esta for feita de forma inadequada os espermatozdides
sofrerao alteragcbes nos padroes normais de motilidade, danos em seu
metabolismo, da membrana plasmatica e do acrossoma (SQUIRES et al.,,
1999).

A perda de dgua e a desidratacdo sdo eventos desejaveis, pois reduzem
a probabilidade de se formarem grandes cristais de gelo dentro da célula que
causariam danos as estruturas internas e/ou da membrana plasmatica
(SQUIRES et al., 1999).

As temperaturas de aquecimento dependem diretamente da velocidade

da curva de congelagdo. Se a congelacdo for lenta, a descongelagdo também
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deve ser lenta permitindo assim a fusdao dos cristais de gelo extracelulares. A
descongelacao dos cristais provoca diluicao dos solutos e ocorre lentamente a
reidratacdo das células. Se o sémen for descongelado rapidamente os cristais
de gelo extracelulares descongelam-se muito rapidamente e a agua invade
bruscamente as células, causando ingurgitamento e danos a membrana
plasmatica (HOLT, 2000).

O principal entrave do sucesso da congelacdo do sémen é o periodo de
resfriamento em que os espermatozoides interagem com os componentes da
gema do ovo constituida nos diluentes e adquirem resisténcia ao choque
térmico e a criopreservacdo (WATSON, 1995). Sendo que as mudancas
irreversiveis a membrana plasmatica dos espermatozdéides ocorrem de maneira
geral entre 20°C e 5°C (QUINN et al., 1980).

A qualidade do sémen apds os processos de congelamento e de
descongelamento depende do tipo e da concentracao do crioprotetor
intracelular, da sua combinacao com diferentes diluidores e da taxa de diluicao
utilizada (VIVEIROS et al., 2009).

O colesterol é um esterdide que compde a membrana plasmatica e tem
papel importante na capacitacdo espermatica, devido ao efluxo de colesterol
da membrana com diminuicdo da relacdo colesterol:fosfolipidios, desencadeia
uma série de reagbes que resultam na capacitacdo. A adicdo do colesterol ao
espermatozdide parece ser benéfica, pois aumenta a relagdo
colesterol:fosfolipidio, conseqlientemente, conferindo as células maior
resisténcia aos danos que o processo de criopreservacao pode provocar
(TRAVIS & KOPF, 2002)

Estudos adicionais com espermatozdides de bovinos mostraram que as
proteinas e lipideos presentes na gema de ovo e leite mantém a sobrevivéncia
espermatica durante a criopreservacao (AIRES et al., 2003).

A composicao dos diluidores de congelacdao de sémen pode afetar os
resultados do processo de criopreservacao. A protecao das células durante a

fase de desidratacdo que ocorre no momento da congelacdo com o
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impedimento da fusdo de particulas intramembranosas depende das
substancias que compdem o diluidor (CROWE et al., 1987).

Alguns diluidores sao mais utilizados dependendo da espécie, onde a
maioria possui varias concentragdes de gema de ovo, glicerol, aglcares e entre
outros. Snoeck, (2007) testou o efeito de diferentes diluentes sobre a
viabilidade espermatica de sémen eqliino, e observaram que diluidores com
maior osmolaridade tenderam a preservar melhor a viabilidade espermatica do
sémen congelado com etilenoglicol ou acetamida.

Diferentes tipos de crioprotetores, vem sendo testados na composigao
dos diluentes com o objetivo de minimizar cada vez mais os efeitos deletérios
da criopreservacdo, onde usualmente contém gema de ovo, leite em po,
acucares, tampoes, glicerol e entre outros. Lipideos, lipoproteinas e outros
aditivos que previne o "choque frio" e defeitos de refrigeragao durante a
criopreservacdo também tém sido adicionado (BRANDAO, 2006).

Os sistemas tampdes sao um dos constituintes dos diluidores, com o
objetivo que os ions de hidrogénio produzidos pelo metabolismo dos
espermatozodides sejam neutralizados, fazendo com que o pH da solugao seja
mantido préximo a neutralidade (6,8 a 7,1), pH o6timo para os
espermatozoides (BORGES, 2003).

Os acgucares sao adicionados ao meio diluidor como substratos exdgenos
de energia, além de componentes osmoticos, Sendo os espermatozoides
capazes de metabolizar glicose, frutose e entre outros. Os antibiéticos também
sao acrescentados ao meio diluidor prevenindo contaminagdes das amostras de
sémen, principalmente, durante a manipulacdo do mesmo. Os antibidticos
comumente utilizados sao a penicilina e a estreptomicina que sao
determinantes na contagem de microorganismos (BORGES, 2003).

A gema de ovo é composta por fosfolipidios, que possuem acao protetora
sobre membranas celulares. Devido a uma interacao dos fosfolipidios com os
constituintes das membranas espermaticas, por meio da ocupacdo por parte
desses lipidios, em sitios especificos da superficie das membranas. Entretanto,

tem sido acrescentada aos meios diluidores de varias espécies, com intuito de
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conferir maior protecao as membranas dos espermatozdides, durante o
processamento do sémen, no intuito de previnir as lesdes primarias associadas
ao choque térmico, principalmente aquelas que alteram a permeabilidade da
membrana. Onde a gema de ovo é o agente mais efetivo para protecdo do
espermatozdide contra o choque frio e melhora as fungdes espermaticas e
preserva a fertilidade apds o armazenamento na forma liquida ou congelada
(WATSON, 1995).

O diluente Botu-bov® e Bovimix® vém sendo utilizado com sucesso nos
processos de congelacdao e criopreservacao. No entanto estudos mais
detalhados sdo necessarios para o aperfeicoamento dos protocolos de
criopreservacao com o intuito de minimizar os efeitos deletérios aos
espermatozoides, possibilitando ao produtor possuir um sémen de melhor

qualidade para utilizar em programas de L. A.

3 MATERIAL E METODOS

As colheitas de sémen dos touros foram realizadas no periodo de 15 de
fevereiro a 15 de abril de 2010 em animais oriundos de uma propriedade no
municipio de Rio Verde - GO, em que os mesmos foram selecionados por meio
de exame androldgico, sendo mantidos sob mesmas condicdes de manejo, em
pastagem de brachiaria brizantha cv. Xaraés (MG5), com agua e sal mineral Ad
libitum.

Foram utilizados cinco touros da raca Nelore de quatro a oito anos de
idade, sendo realizadas quatro colheitas de cada animal, através de
eletroejaculador. Antes das colheitas o prepucio era higienizado evitando
contaminacao das amostras, para criopreservacao dos ejaculados em oito
protocolos diferentes.

Imediatamente apds a colheita avaliou-se a motilidade total (MT-%),
motilidade progressiva (MP-%) e vigor espermatico (V- 0 a 5), através de uma
gota de sémen entre lamina e laminula pré-aquecidas a 37°C por meio de

microscopia optica.
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O ejaculado era dividido em duas partes, sendo uma parte diluida com
meio Botu-bovi® (Biotech Botucatu Ltda., Botucatu-SP), e a outra parte diluida
com meio Bovimix® (Nutricell Ltda., Campinas-SP).

Apos a diluicdo e homogenizagdo das amostras, as mesmas eram
envasadas em palhetas de 0,5 mL, previamente identificadas com o protocolo
de criopreservacao utilizado. Para refrigeracao as palhetas eram
colocadas em uma bandeja de tela de arame a qual era mantida em geladeira
a 5°C por uma ou trés horas, dependendo do protocolo testado.

Apés a refrigeracao foi colocado nitrogénio em uma caixa de isopor de 45
litros e um suporte que mantinha a bandeja com as palhetas a distancia do
nitrogénio conforme os protocolos, sendo 3 cm de distancia do nitrogénio e 6
cm de distancia do nitrogénio, onde deixava-se por 15 minutos com a caixa
totalmente tampada. Apds serem mantidas por 15 minutos no vapor de
nitrogénio as palhetas de todos os protocolos foram mergulhadas no nitrogénio
e raqueadas para serem armazenadas em botijdo de nitrogénio. Sendo os
seguintes protocolos de criopreservacgao testados: Protocolo I - BB 1h 3 cm -
meio Botu-bovi®, refrigerado por 1 hora a 5°C e congelado no vapor de
nitrogénio a uma distancia de 3,0 cm acima do nitrogénio; Protocolo II - BB 1h
6 cm - meio Botu-bovi®, refrigerado por 1 hora a 5°C e congelado no vapor de
nitrogénio a uma distancia de 6,0 cm acima do nitrogénio; Protocolo III - BB
3h 3 cm - meio Botu-bovi®, refrigerado por 3 horas a 5°C e congelado no
vapor de nitrogénio a uma distancia de 3,0 cm acima do nitrogénio; Protocolo
IV - BB 3h 6cm - meio Botu-bovi®, refrigerado por 3 horas a 5°C e congelado
no vapor de nitrogenio a uma distancia de 6,0 cm acima do nitrogénio;
Protocolo V - BM 1h 3cm - meio Bovimix®, refrigerado por 1 hora a 5°C e
congelado no vapor de nitrogénio a uma distdncia de 3,0 cm acima do
nitrogénio; Protocolo VI - BM 1h 6cm - meio Bovimix®, refrigerado por 1 hora
a 5°C e congelado no vapor de nitrogenio a uma distancia de 6,0 cm acima do
nitrogénio; Protocolo VII - BM 3h 3cm - meio Bovimix®, refrigerado por 3

horas a 5°C e congelado no vapor de nitrogénio a uma distancia de 3,0 cm
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acima do nitrogénio; Protocolo VIII - BM 3h 6cm - meio Bovimix®, refrigerado
por 3 horas a 5°C e congelado no vapor de nitrogénio a uma distancia de 6,0
cm acima do nitrogénio.

Para as avaliacdes das amostras as palhetas foram descongeladas em
banho-maria a 37°C por 30 segundos. Logo apds a descongelacdo (TO)
avaliou-se a motilidade total (MT %), motilidade progressiva (MP %), e vigor
(V 0-5). As amostras foram mantidas em temperatura ambiente e as analises
foram repetidas apds uma hora (T1) da descongelacao.

Na analise estatistica utilizou-se o sistema GLM do programa SAS
System, 2002 com delineamento experimental casualizado para comparacgao
dos protocolos e comparacao dos animais. O nivel de significancia utilizado foi
de 5%.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados apresentados nas Tabelas 1, mostram respectivamente as
médias de MT (%), MP(%), e V(0-5) dos protocolos avaliados apds a
descongelacao (TO0).

Em todos os parametros avaliados ndo houve diferenca estatistica
(p>0,05) entre os protocolos de criopreservacdo de sémen bovino, logo apds a
descongelacdo (TO) e uma hora apdés (T1), mostrando que nao houve
influéncia dos diluentes e protocolos testados sobre a viabilidade espermatica
ap6s a descongelacdo das amostras. Porém foi observado efeito animal na
congelabilidade do sémen bovino.

Em geral a criopreservacao resulta na morte de 40 a 50% dos
espermatozoides presentes no ejaculado, com perda da viabilidade e queda na
fertilidade dos sobreviventes (WATSON, 2000). O presente trabalho obteve
resultados semelhantes, pois observou-se uma MT de 37,7% a 51,7%. Este
fato pode ter ocorrido em conseqliéncia do tipo de diluente utilizado e danos

causados durante e apds a descongelacdo.
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TABELA 1. Média da motilidade total (%), motilidade progressiva (%) e vigor

(0-5), dos protocolos testados, logo apods a descongelacao (T0).

Protocolos MT (%) MP (%) V (0-5)
BB 1h3cm 39,25a 35,50a 1,45a
BB 1h6cm 37,75a 33,75a 1,60a
BB 3h3cm 40,25a 35,75a 1,75a
BB 3h6cm 43,00a 38,50a 1,55a
BM 1h3cm 47,00a 42,50a 1,85a
BM 1h6cm 43,00a 38,75a 1,75a
BM 3h3cm 51,75a 46,75a 2,05a
BM 3h6cm 49,75a 45,00a 1,90a
C.V. (%) 32,16 35,75 37,31

*Letras minuUsculas nas colunas comparam as médias de cada parametro avaliado entre os

protocolos. O nivel de significancia utilizado foi de 5%. C.V - Coeficiente de variagao

Os resultados do presente estudo diferem dos resultados observados por
Guthrie et al. (2002), que avaliaram trés crioprotetores diferentes sendo,
glicerol, DMSO e etilenoglicol, e trés tempos de exposicao dos ejaculados ao
diluente e encontraram efeito de diferentes diluentes sobre a qualidade do
sémen congelado e justificaram que essa diferenga pode ser em conseqliéncia
da composicao dos diluentes e os crioprotetores utilizados para congelagao.

Neste estudo os autores observaram que a concentracao dos
crioprotetores teve efeito significativo sobre a motilidade total. Entretanto, os
crioprotetores ndo diferiram significativamente entre si, bem como o tempo de
exposicdo aos crioprotetores também nao diferiram, concluindo que o diluente
com etilenoglicol apresentou mais efeitos nocivos aos espermatozodides.

Os dados apresentados na tabela 2 mostram respectivamente as médias
de MT (%), MP (%) e V (0-5) dos protocolos avaliados uma hora apds

descongelagao (T1).
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TABELA 2. Média da motilidade total (%), motilidade progressiva (%) e vigor

(0-5), dos protocolos testados, logo apods a descongelacdo (T1).

Protocolos MT (%) MP (%) V (0-5)
BB 1h3cm 23,50a 20,00a 1,10a
BB 1h6cm 26,25a 22,90a 1,05a
BB 3h3cm 29,00a 25,50a 1,15a
BB 3h6cm 30,75a 26,50a 1,30a
BM 1h3cm 27,00a 23,25a 1,10a
BM 1h6cm 24,75a 21,00a 1,10a
BM 3h3cm 34,75a 30,50a 1,40a
BM 3h6cm 34,75a 30,75a 1,45a
C.V (%) 59,67 64,82 59,03

*Letras minuUsculas nas colunas comparam as médias de cada parametro avaliado entre os

protocolos. O nivel de significancia utilizado foi de 5%. C.V - Coeficiente de variacao.

Os resultados de MT deste estudo foram inferiores aos encontrados por
CRESPILHO et al. (2006), quando compararam os diluentes Tris-gema de ovo-
frutose (Tris) e o Botu-Bov® (BB), esses autores observaram uma boa
eficiéncia dos dois diluentes testados, obtendo uma MT de 71,8% com o meio
BB e 67,4% com o Tris.

Alguns trabalhos realizados com bovinos vém utilizando cada vez mais
na criopreservacao, diluentes a base de gema de ovo, leite em pd e agua de
coco visando uma melhor qualidade e capacitacao espermatica. A gema de ovo
possui um mecanismo de acao ainda nao muito bem compreendido, mas
acredita-se que ela atua na superficie da membrana plasmatica, promovendo
alguma protecdo para o espermatozdide contra o choque térmico durante o
resfriaimento (JONES, 1976). A quantidade de gema de ovo utilizadas
comumente na congelacao de sémen é em média de 15% a 30% do volume
total da dose, sendo que os diluentes testados neste trabalho eram
constituidos a base de gema de ovo. Porém, as empresas ndo informaram as

concentracdoes de gema de ovo dos diluentes. Entretanto, diluentes a base de
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leite também sdao considerados bons meios para estocagem e para
criopreservacdo do sémen bovino. Um meio com 10% de leite ou leite
desnatado em combinacdao com 7% de glicerol e antibiético tem sido utilizado
com sucesso para congelagdo de sémen bovino (MELROSE, 1962).

A maior desvantagem do meio a base de leite é a dificuldade de
visualizacdo do espermatozdide ao microscépio, prejudicando a avaliacdo do
sémen. E por este motivo que os diluentes a base de gema de ovo em
combinacdo com Tris e Citrato sdao os mais usados (VISHWANATH &
SHANNON, 2000).

A qualidade do sémen apds os processos de congelamento e de
descongelamento depende do tipo e da concentracdao do crioprotetor
intracelular, da sua combinacao com diferentes diluidores e da taxa de diluicao
utilizada, entretanto as empresas que comercializam os diluentes utilizados
neste trabalho ndo descreveram no rotulo a concentracao e os tipos de
crioprotetores utilizados.

De acordo com Schafer-Somi et al. (2006), os protocolos de
criopreservacao disponiveis variaram quanto ao uso de fatores estabilizantes
de membrana, concentragcao do crioprotetor, taxa de diluicdes e curvas de
congelagao e descongelagao.

Snoeck et al. (2007) avaliaram o efeito de diferentes concentragdes de
gema de ovo, acucares e tampdes nos diluidores sobre a viabilidade
espermatica do sémen eqliino, e concluiram que o diluidor com alta
concentragao de agucares, tampdes e sais e 20% de gema demonstraram
potencial para protecao da caracteristica integridade estrutural das membranas
plasmatica e acrossomal.

Alguns trabalhos realizados com equinos obtiveram bons resultados
utilizando diferentes diluentes com alta e baixa concentracao de gema de ovo
e acucares (GRAHAM, 2000).

Varios trabalhos vém testando o colesterol sobre a viabilidade
espermatica como Bertozzo & Zuccari, (2008), que trabalhando com bovinos,

constataram que a adicao de B-Sitosterol apds a descongelacdo ndo foi efetiva
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em aumentar a sobrevivéncia dos espermatozdides bovinos, visto que estes ja
haviam passado por todos os possiveis danos estruturais das membranas
plasmatica e acrossomais que a criopreservagao pode causar.

De acordo com Graham, (1996) ocorrem alteragbes na membrana
plasmatica durante a refrigeracao a 5°C, isto devido a composicdo lipidica da
membrana e pela relagao colesterol:fosfolipideos (GIRAUD et al., 2000).
Entretanto, a membrana plasmatica ndo é alterada somente pelos diferentes
tipos de refrigeracdo, mas também por outros processos como as mudancas
durante a descongelacdo e estresse osmoético que ocorre com a adicdo de
substancias. Porém essas alteracdes podem ser minimizadas com a utilizacdo
de processos de descongelacgao e diluicdo adequados.

O tempo em que os espermatozoides ficam expostos ao diluente no
momento de refrigeracdo é de suma importancia para a desidratacdo da célula
espermatica, antes da temperatura atingir 0°C, para evitar a formacdo de
cristais de gelo intracelular como citado por JASKO (1994).

No momento do resfriamento os espermatozdides interagem com os
componentes dos diluentes como a gema de ovo e leite, 0 que promove ao
espermatozoide uma maior resisténcia a criopreservacdao (WATSON, 1995).

Na criopreservacao ocorrem variacoes de temperatura a qual a célula
espermatica ndo esta adaptada, pois ocorrem alteracdes na motilidade e na
estrutura dos espermatozdides diminuindo a sua viabilidade (HOLT, 2000a).
Quando o resfriamento é feito rapido entre 30°C e 0°C ocorre alteragoes letais
ao espermatozdéide e quando se utiliza refriamentos muito lentos também
induz a alteragcdes na membrana dos espermatozdides sendo observado por
Gonzalez (2004). Entretanto, € importante utilizar uma curva de congelamento
adequada, pois se o resfriamento for rdpido ndo ha tempo da desidratacdo dos
espermatozoides, causando formacdo de gelo intracelular o qual é prejudicial a
célula. Ja a curva de congelamento lenta havera a desidratacdo dos
espermatozdides impedindo a formacdo de gelo, mas porem a concentracdo de

solutos pode causar danos a célula (WATSON, 1995).
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Januskauskas (1999) observou que o resfriamento entre 4°C e 5°C deve
ser feito em 6timas condigdes ja que os espermatozdides dos mamiferos sao
sensiveis a um resfriamento rapido. Entretanto, Snoeck (2002) observou que
gquando o sémen ¢é diluido e resfriado a temperaturas abaixo de 5°C o meio
diluidor ao redor dos espermatozdides e a célula ndo se encontram totalmente
congelados, devido ao crioprotetor e ao liquido intracelular estarem abaixo de
0°C causando o fenémeno chamado de super-resfriamento. Entretanto,
dependendo da curva de congelamento e do diluidor manter a viabilidade do
sémen, pois dependendo da curva de congelamento comeca a formacdo de
cristais de gelo no diluente devido aos espermatozdides manter-se super-
resfriados aumentando a concentracdao de solutos ao redor dos
espermatozoides.

Contudo ndo foi observado neste trabalho diferenca entre trés e seis
horas de refrigeracao diferente dos resultados encontrados por Watson (1995)
o qual observaram alteracdes nas células quando submetidas ao refriamento a
5°C.

Os baixos resultados do presente trabalho podem ser em conseqliéncia
do efeito animal, pois de acordo com De Leeuw et al. (1990) a congelabilidade
depende de composicdo da membrana plasmatica dos espermatozdides, fato
este que pode ser diferente entre os animais. Embora utilizamos quatro touros,
0s mesmos podem possuir pouca resisténcia espermatica a congelacdo.

Corréa et al.,, (1997), ndo observaram diferenca entre motilidade
espermatica progressiva pos-descongelacdo, em touros com baixa e alta
fertilidade.

Os resultados desse trabalho mostraram efeito animal na congelabilidade
do sémen bovino, o mesmo foi observado por Holt et al., (2000a) onde notou
gue espermatozdides de diferentes individuos podem exibir respostas
significativamente diferentes a um mesmo protocolo de congelagao. Foi
observado também que células espermaticas de algumas espécies suportam de

maneira mais eficaz a crioinjuria (YU et al. 2002).
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Entretanto Holt et al., (2000a) sugeriram que deve ser realizado um
exame das propriedades criobioldgicas dos espermatozdides, bem como um
exame da exata natureza das crio-injurias espécie - especifica para se
determinar um apropriado protocolo de criopreservagao.

Os resultados obtidos com este trabalho nao mostraram diferenca entre
os diluentes testados. Entretanto, as empresas possuem sua composicao sob
sigilo. Devido ao efeito animal, talvez diferentes composicdes de diluentes
poderiam proporcionar melhores resultados dos parametros espermaticos do

sémen congelado dos touros utilizados neste experimento.

5 CONCLUSAO

Nao houve efeito dos diluentes comerciais e técnicas de criopreservacdo
testadas sobre o0s parametros espermaticos avaliados logo apds a
descongelacdo (T0), bem como uma hora (T1) pds-descongelagdo. Entretanto,
observou-se que existe variagao individual no grau de congelabilidade do

sémen de bovinos.
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