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O segredo de progredir ¢ comecar. O
segredo de comecar ¢ dividir as tarefas
arduas e complicadas em tarefas pequenas e
faceis de executar, e depois comegar pela

primeira.

Mark twain



RESUMO

Considerando a baixa concentragdo espermatica necessaria para promover a
fecundacao de odcitos na FIV, objetivou-se com este trabalho avaliar a qualidade da
dose de sémen bovino criopreservada apods o seu fracionamento em duas partes visando
um maior aproveitamento da mesma em programa de PIV. O experimento foi realizado
utilizando 110 doses de sémen congeladas em palhetas de 0,25 mL proveniente de 10
touros, que foram divididas em etapas: Uma dose representou o grupo controle, 5 foram
destinadas para o grupo de descongelagdo direta (DD) e 5 para o grupo de
descongelagdo indireta (DI). As doses foram fracionadas em duas partes, formando para
cada grupo dois subgrupos, unidade da esfera (UE) e unidade do alcool polivinilico
(UAP). O primeiro subgrupo teve analise imediata; e o segundo foi analisado apds 24h
de armazenamento em N, Os dados foram analisados por estatistica descritiva, teste de
Kruskal-Wallis e SNK (P < 0,05), apresentando motilidade e vigor: DI- imediata:
48,8% / 2,4; DI-24h: 54,2% / 2,5; DD-imediata: 67,8% / 3,0; DD-24h: 69,6% / 3,0;
Controle: 70% / 3,0. Para lesao de acrossoma e integridade da membrana: DI- imediata:
24,3% / 40,5%; DI-24h: 36,2% / 44,3%; DD-imediata: 12,8% / 63,6%; DD-24h: 12,6%
/' 59,0%; controle: 11,9% / 57,5%. Média de concentragcdo espermatica: DI- imediata:
6,1x10°  DI-24h:  72x10% DD- imediata: 8.2x10°%; DD-24h:  7.8x10°
espermatozodide/fracdo de dose. Deste modo Para o fracionamento da dose de sémen
bovino criopreservado o melhor método de descongelagdo foi o direto, uma vez que

apresentou os melhores resultados em todos os parametros analisados.

Palavras-chave: Fracionamento. Palhetas. Descongelacdo. Viabilidade. Sémen.

Bovinos.



ABSTRACT

Given the low sperm concentration necessary to promote the fertilization of
oocytes in FIV, this paper aims at evaluating the quality of dose of bovine semen
cryopreserved after its splitting into two parts to make better use of it on the PIV
program. The experiment used 110 doses of frozen semen in pallets of 0.25 mL from 10
bulls, which were divided into stages: A dose represented the control group, five were
assigned to the group of direct thawing (DT) and 5 for the group of indirect thawing
(IT). Doses were fractionated into two parts, forming two subgroups for each group, the
unit sphere (UE) and polyvinyl alcohol unit (PAU). The first subgroup analysis was
immediate, and the second was analyzed after 24h storage in N2. Results were obtained
through descriptive statistics, Kruskal-Wallis and SNK (P <0.05), motility and force:
immediate Indirect thawing: 48.8% / 2.4, IT-24: 54.2% / 2.5, immediate direct thawing:
67.8% / 3.0, direct thawing-24: 69.6% / 3.0, Control: 70% / 3.0. For acrosome injury
and membrane integrity: immediate Indirect thawing: 24.3% / 40.5%, indirect thawing-
24:36.2% / 44.3%, immediate direct thawing: 12.8% / 63.6%, DT -24h: 12.6% / 59.0%,
control: 11.9% / 57.5%. Average sperm concentration: DI-immediate: 6.1 x 106 DI-24:
7.2 x 106, DD-immediate: 8.2 x 106, DD-24: 7.8 x 106 sperm / dose fraction. Thus for
the fractionation of the dose of bovine semen cryopreserved best thawing method was

straightforward, since it showed the best results in all parameters.

Key words: Fractioning. Pallets. Thawing. Viability. Semen. Bovine.
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1- INTRODUCAO

A importancia do uso de tecnologias na bovinocultura brasileira estd sendo cada vez
mais reconhecida, principalmente no segmento de corte, com grande participacdo das
racas zebuinas (Bos taurus indicus), como a raga Nelore, e também das ragas taurinas
(Bos taurus taurus) de origem europeia € seus cruzamentos. A perspectiva de retorno
financeiro por meio da eficiéncia nos sistemas de producdo pode ser intensificada com o
uso de eficientes técnicas de manejo e biotecnologias aplicadas a reprodugdo animal
(TORRES-JUNIOR, 2009).

Inimeras biotécnicas de reproducdo vem sendo desenvolvidas na area de
medicina veterindria, visando a melhoria da pecuaria leiteira e de corte, pois auxiliam na
identificacdo, selecdo e multiplicagdo de animais geneticamente superiores
(EMBRAPA, 2006). Uma das biotécnicas de reprodugdo animal que vem sendo cada
vez mais utilizada comercialmente em bovinos do Brasil ¢ a fertilizag¢do in vitro (FIV),
principalmente em funcdo do crescimento da demanda de odcitos (DAY AN et al., 2000)
e da sua utilizacdo como complemento para programas de Transferéncia de Embrides
(DELL’AQUA et al., 2006).

Nos ultimos quatro anos, o Brasil foi responsavel por aproximadamente 50% da
producdo de embrides de bovinos proveniente da FIV, esse fato ocorreu devido a
inversdo na relagdo da producdo embrionaria, onde as transferéncias in vitro
ultrapassaram as in vivo, o que coloca nosso pais em destaque no mercado internacional.
Esses nimeros demonstram uma boa aceitacao da técnica devido a rapida multiplicagao
da genética proporcionada pela mesma. Esta técnica, que sempre utiliza reprodutores de
alto valor zootécnico, apresenta uma particularidade, a maximizag¢ao do uso do sémen,
visto que poucos espermatozdides sdo necessarios para promover a fecundacdo de
varios oocitos (FABER et al., 2003; LIMA, 2006).

Segundo Saeki et al.(1995) e Gongalves et al. (2008) a concentragdo média de
espermatozéide zebuino utilizada na FIV varia de 1x10° a 2x10%mL. Deste modo,
considerando que a concentracdo espermatica em palhetas de s€émen convencional varie
de 20 - 40x10° de espermatozéides/dose (REICHENBACH et al., 2008) constata-se
que, apenas de 5% a 10% da dose ¢ aproveitada na FIV. Assim, quando uma dose de

sémen convencional ¢ direcionada para tal procedimento, existe a possibilidade da
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mesma ndo ser aproveitada por completo. Partindo desse principio, este trabalho
objetiva avaliar o fracionamento da doses de s€émen bovino criopreservada, apos a sua
exposicao em dois diferentes métodos de descongelacdo, visando evitar a utilizagdo de
toda a dose de s€émen na FIV e reduzindo, dessa forma, o desperdicio da mesma, bem

como os custos com o emprego da técnica.

1.1- OBJETIVO

1.1.1- Geral

Avaliar a qualidade do sémen bovino criopreservado apos o seu fracionamento

e descongelacdo.

1.1.2- Especificos

e Avaliar a viabilidade da dose de sémen congelada dividida em duas partes

utilizando técnicas que dispense a sua descongelacao prévia;

* Analisar dois métodos de descongelagao das fragdes do sémen, através do

contato direto e indireto das mesmas com dgua aquecida a 37°C;

* Verificar a viabilidade das fragdes da dose descongelada imediatamente apos o

corte e apoOs 24 horas de armazenamento em nitrogénio liquido;

* Analisar a concentragdo espermadtica final das fragdes da dose descongelada

visando sua utiliza¢ao na PIV.
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2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1- CARACTERISTICAS DOS ESPERMATOZOIDES

O sémen ¢ um liquido contendo espermatozoides e secre¢des produzidas pelas
glandulas anexas, testiculo e epididimo, conhecido como plasma seminal, cuja fungdo ¢é
de suspensdo e transporte dos espermatozdides através das vias espermaticas, além de
fornecer os elementos essenciais para a sua manutencao ¢ desempenho espermatico
(REICHENBACH et al.2008).

Os espermatozoides quando estdo completamente desenvolvidos sdo estruturas
alongadas, formadas por duas regides altamente especializadas: a cabeca e a cauda ou
flagelo. A cabeca apresenta forma achatada, na qual esta contido o DNA (acido
desoxirribonucléico) com uma classe especial de proteinas conhecidas coletivamente
como histonas espermadticas, e a regido do acrossomo, vital para a interagdo
espermatozodide-oocito. O flagelo ¢ constituido pelo colo ou peca de conexdo, a peca
intermediaria, a peca principal e pe¢a terminal, os quais sdo envolvidos por uma mesma
membrana, essa estrutura detém o aparelho necessario para a motilidade celular
(HAFEZ, 1995).

O colo se ajusta dentro de uma depressdao na superficie posterior da cabega
ligando-a a peca intermedidria. Esta por sua vez, apresenta sua parte central formada por
nove pares de microtubulos envolvendo dois filamentos de axonema e circundado por
nove fibras grossas, sendo recoberta externamente por mitocondrias dispostas nas fibras
longitudinais da cauda em forma de hélice, gerando energia para a motilidade
espermatica. A junc¢do da pega intermediaria com a pega principal e feita por um anel
denso aderido a terminagdo abrupta da bainha fibrosa, sendo composta pelo axonema e
associacoes de fibras grosseiras que se estende até a parte terminal da cauda. A pega
terminal ¢ constituida pelo axonema revestido pela membrana plasmatica (BARTH,;

OKO, 1989; HAFEZ, 1995).
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2.1.1- Membrana plasmatica dos espermatozoides

Todas as células sdao delimitadas por uma membrana plasmatica (MP), separando
seu contetido do meio que a circunda. Por servir de barreira seletiva, a MP determina a
composi¢do do citoplasma celular, e tem papel fundamental na maioria dos fendmenos
celulares (SINGER; NICOLSON, 1972). O modelo basico das membranas biologicas
segue a organizagdo estrutural de bicamada de fosfolipideos, colesterol, glicolipideos e
diferentes tipos de proteinas associadas, conforme Singer e Nicolson descreveram em
1972. O mesmo modelo ¢ também observado nas membranas espermaticas (WATSON,
1981), que embora seja continua sobre a superficie dos espermatozoides a sua natureza
difere regionalmente, sendo delimitada por demarcadores de superficie ou por
diferencas nos componentes lipidicos (LADHA et al., 1997)

Os lipidios de membrana estdo divididos em trés classes principais: o0s
fosfolipidios, glicolipidios e colesterol, sendo os fosfolipideos os mais abundantes
(fosfatidilcolina, esfingomielina, fofatidilserina e fosfatidiletanolamina). Moléculas de
fosfolipidios agrupam-se umas as outras de forma a afetar a fluidez da membrana. O
conteido de colesterol também influéncia a fluidez da membrana, pois este deixa a
bicamada lipidica menos deformavel e conseqiientemente diminui a permeabilidade da
bicamada a pequenas moléculas hidrossoltiveis (ALBERTS et al.,1997).

A orientagdo dos lipidios pode ser alterada por condi¢des de resfriamento, o que
pode afeta a estabilidade da membrana ou induzir a um rearranjo das moléculas
formando pontos de fragilidade, permitindo permeabilidade excessiva ou ruptura da
membrana (AMANN; GRAHAM, 1993). Danos nesta estrutura podem levar a perda da
homeostase com posterior morte celular (AMANN; PICKETT, 1987). Portanto, a
integridade da membrana plasmatica exerce papel fundamental na sobrevivéncia do
espermatozdide no trato genital da fémea (PARKS; GRAHAM, 1992). Fatores externos
as cé€lulas espermadticas tais como PH, temperatura e osmolaridade do meio que as
circundam, podem provocar alteragdes irreversiveis em suas membranas limitando a

funcao fertilizante dos espermatozédides (WATSON, 2000).
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2.1.2- Membrana acrossomica dos espermatozdides

A cabega do espermatozodide, além do nicleo, contém no seu extremo apical
uma estrutura chamada acrossoma, caracterizando-se com um capuz espesso, com uma
fina cobertura com dupla camada de membranas formado a partir do aparelho de Golgi,
(GUYTON; HALL, 1997). Essa estrutura tem sido citada como um lisossoma
especializado, onde contém varias enzimas hidroliticas como esterases, hidrolases
acidas, proacrosina e hialuronidase, responsaveis por dispersar e dissolver a corona
radiata e a zona pelicida do oocito para que ocorra o processo de fertilizacdo
(YANAGIMACHLI, 1994; HAFEZ, 1995; CAMARGO et al.,2002).

A hialuronidase e proacrosina sdo as enzimas mais importantes na penetracao
dos odcitos, sendo a primeira, responsavel pela expansdo da camada intermediaria das
c€lulas do cummulus oophorus, e a segunda, esta envolvida nos estdgios iniciais da
reacdo acrossdmica, reconhecimento, ligacdo e/ou penetragdo dos espermatozdides a
zona pelicida. Deste modo a integridade do acrossoma espermatico ¢ de grande
importancia, uma vez que ele inicia a reagdo fisico-quimica do processo de fertilizagao
havendo, assim, uma correlagdo positiva entre a porcentagem de acrossomas intactos e a

fertilidade (BARTH; OKO, 1989).

2.2- CRIOPRESERVACAO DE SEMEN BOVINO

A necessidade de otimizar e preservar o material genético dos machos, fez com
que os pesquisadores encontrassem biotecnologias para a reprodu¢do que permitisse
uma disseminacao mais rapida do material genético dos machos (GONCALVES et al,
2002). Polge et al., demonstraram em 1949, na Inglaterra, a funcdo crioprotetora do
Glicerol, sendo possivel congelar o sémen bovino (POLGE, 1985 apud GONCALVES
et al., 2008).

Apesar de varios crioprotetores, como o Glicerol, Dimetil Sulféxido, Etileno
Glicol e Propileno Glicol, assim como as combinagdes deles, serem utilizados para

criopreservacdo dos espermatozoides, o Glicerol ¢ utilizado com maior freqiiéncia
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(LEBOEUF et al., 2000). Seu mecanismo de acdo ainda ndo estd completamente
elucidado, mas acredita-se que este atue reduzindo o ponto de solidificacdo da solugdo
na congelagdo, promovendo um maior tempo para a desidratagcdo da célula, diminuindo
com isso, a formacao de cristais de gelo intracelulares (MAZUR,1970; JONDET et al.
1984; BAUDOT et al., 2002).

A partir do ano de 1960 foram desenvolvidas inimeras técnicas de congelagdo
do sémen em nitrogénio liquido (196°C), com base nos conhecimentos adquiridos em
criobiologia (MAZUR, 2004). Estas importantes descobertas permitiram a conservagao
do sémen individualmente em excelentes condi¢cdes higiénicas por tempo
indeterminado, o que permitiu a difusdo da Inseminagdo Artificial (IA) e o incremento
do comércio de sémen (REICHENBACH et al., 2008)

Apesar dos efeitos benéficos do crioprotetor, ndo existe uma técnica de
criopreservacao celular que permita 100% de sobrevivéncia ap6s a sua congelacdo e
descongelagdao (FAHY, 1986). Esse procedimento ocasiona danos celulares devido a
mudancga na temperatura, formagao de cristais de gelo, injurias oxidativas, alteragdes na
membrana do espermatozdide, lesdes no DNA, estresse osmotico, além da toxicidade
dos crioprotetores (BALL; VO, 2001). Em fun¢do disso cerca de 10 a 50% dos
espermatozdides de um ejaculado ndo resistem a este processo (WATSON, 2000),
sendo que outros fatores, como a qualidade do ejaculado, tipo de diluidor e tipo de
envasamento (minipalheta, palheta meédia, ampolas, pellets), também podem estar
envolvidos no aumento dos prejuizos as cé€lulas, causando a morte celular (OHASHI;
BARUSELLLI, 2008).

A morte dos espermatozoides durante o processo de congelagdo ocorre como
conseqiiéncia das mudangas fisico-quimicas que se processam no meio diluidor e
principalmente no proprio espermatozoide em razao de danos provocados em sua ultra-
estrutura que inviabilizam sua sobrevivéncia (OHASHI; BARUSELLI, 2008). A propria
refrigera¢do, quando efetuada de modo inadequado, causa choque térmico que induz a
ocorréncia de danos irreversiveis ao espermatozoide, que se caracterizam por padrao
anormal de movimentacdo (movimento circular ou retrogrado), perda rapida da
motilidade, lesdes no acrossoma, danos a membrana plasmatica, redugdo da atividade
metabolica e perda dos componentes intracelulares (GRAHAM, 1996).

O inicio das injurias das células espermaticas ocorre quando estas sdo
submetidas 4 temperatura de refrigeragdo a 5°C (SQUIRES et al., 1999), devido a fase

de transicdo da membrana plasmatica do estado liquido cristalino para o estado de gel
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(GRAHAM, 1996; MEDEIROS et al., 2002). Sob esta temperatura, a agua intra e
extracelular permanece super refrigerada, mas ndo cristaliza. No entanto, quando uma
solucdo com crioprotetor alcanca uma temperatura entre -5°C a -15°C, comeca a
formacdo de cristais de gelo e o aumento da concentragdo de soluto no meio
extracelular, ocorrendo troca de agua para manter o equilibrio entre o meio extra e
intracelular, ocasionando a desidratacdo da célula. Nessa fase da congelacdo as células
espermaticas passam pela fase de maior desafio, o de suportar as mudangas ocorridas
durante a fase intermedidria de temperatura (-15°C a -60°C), pela qual passam por duas
vezes, primeiro durante a congelacdo e depois durante a descongelagdo (MAZUR,

1984).

2.2.1- Eventos fisicos da congelag¢io/descongelacao celular

Os eventos fisicos que ocorrem na célula dependem da velocidade de
congelacdo. Quando este processo ¢ muito lento ocorre a congelacdo da agua
extracelular com a conseqiiente concentracdo de soluto, colocando a célula
momentaneamente em um meio hipertonico e determinando perda rapida da agua, pois
esta se move através da membrana e se une a fase congelada do meio extracelular,
ocorrendo desnaturagdo das macromoléculas e encolhimento excessivo da célula, bem
como aumento da concentragdo de soluto intracelular, promovendo a morte da célula
por desidratacdo. Por outro lado, quando a célula é congelada rapidamente, ndo ha perda
de agua, promovendo, com isso, a formagao de cristais de gelo intracelular (MAZUR,
1984; PICKETT; AMANN, 1993; OHASHI; BARUSELLI, 2008). Na maioria dos
casos, as células submetidas a formacdo de cristais de gelo intracelular se tornam
osmoticamente inativas ou lisadas devido a perda da integridade da membrana
(DENVIREDDY et al., 2002). Segundo Salamon e Maxwel (1995), de uma motilidade
de 40 a 60%, somente 20 a 30% dos espermatozodides permanecem biologicamente sem
danos. outros autores refor¢am que muitos espermatozdides lesionados permanecem
moveis pela sua adequada producao de energia, mas nem sempre sdo férteis em funcao
da perda de componentes importante para o processo de fertilizagio (VALCARCEL et
al., 1994; SIQUEIRA, et al., 2007).
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A criopreservagao ideal deve, entdo, ter o compromisso de preservar o maior
nimero de células possivel por meio da manutengdo da integridade de diferentes
estruturas espermaticas. Assim as células espermaticas necessitam de uma curva de
congelagdo adequada, onde se tenha um equilibrio entre a congelagdo muito rapida e a
muito lenta impedindo que um grande niimero celular seja afetado durante o processo
(WATSON, 1995).

A curva de congelacdo de sémen bovino esta bem definida e consiste em baixar
a temperatura do s€émen a uma velocidade de 0,3 a 0,5°C/minuto. O sémen diluido a
uma temperatura de 32°C atingi 4°C em cerca de 90 minutos, permanecendo assim o
tempo restante, somando um tempo de equilibro de 3 a 4 horas. A etapa seguinte
consiste na transferéncia do sémen, para o vapor de nitrogénio liquido a uma
temperatura aproximada de — 150°C por 15 minutos, ficando na posi¢cdo horizontal,
seguido de imersdo a temperatura de 196°C negativos (OHASHI; BARUSELLI, 2008).
Assim, com periodo de resfriamento e equilibrio sendo controlados, os espermatozdides
ao invés de sofrerem choque térmico sofrem modificagdes graduais na membrana
plasmatica e de fluxos i6nicos, conferindo as células maior resisténcia durante o
congelamento (WATSON, 1995).

O processo de descongelacdo depende de como o sémen foi congelado. Em
termos gerais, se os epermatozoides forem congelados lentamente, deverdo ser
descongelados lentamente, para haver tempo de reidratacdo da célula; caso a curva de
congelacdo for rapida, a descongelacdo também deverd ser rapida, impedindo assim, o
fendmeno de recristalizagdo migratoria, que consiste na formacao de gelo intracelular a
partir de pequenos cristais de gelo que se reestruturam em cristais maiores (MAZUR,
1984; WATSON, 1995; LEIBO; BRADLEY, 1999; CELEGHINI, 2005).

Evidéncias do mecanismo de recristalizagdo foram observadas devido a redugao
da sobrevivéncia de células que foram congeladas rapidamente e passaram por
descongelagdo lenta. A descongelacdo rapida dessas células permite a dissolucao desses
cristais antes que ocorra a recristalizagdo, enquanto que o reaquecimento lento permite
reorganizacao dos cristais, os quais sao considerados lesivos para a célula espermatica
(CELEGHINI, 2005). Segundo Graham (1996), o método de descongelacdo rapida
também pode danificar o espermatozodide, pois quando sdo descongelados rapidamente,
o gelo derrete rapidamente, diluindo o soluto do meio e a agua entrard muito

rapidamente na célula, causando ingurgitamento e danos @ membrana plasmatica.
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2.2.2- Técnicas de descongelacdo do sémen

A descongelagcdo do sémen ¢ uma operagdo delicada, ndo podendo ser efetuada
em condicdes aleatorias, visto que o sucesso final de um procedimento de congelagao
também ¢ limitado pelo processo de descongelagao do sémen (LEITE, 2008). Para a
descongelagdo da dose de sémen ¢ necessario levar em consideragdo certo nimero de
variaveis, tais como a espessura da parede da palheta, a condutividade de calor,
(AMANN; PICKETT, 1987); o meio ambiente em que se processa a operacao (agua, ar,
animal) e a temperatura deste meio que condiciona o tempo de exposicdo (MIES
FILHO, 1987).

No decurso de um ensaio de fecundacdo realizado em 4.016 vacas, foi
comparada a capacidade fecundante de ejaculados acondicionados em palhetas de 0,25
mL submetida a descongelacdo em banho maria a 35°C por 7 e 21 segundos. Os
resultados foram 71,2% de ndo retorno aos 60-90 dias para a descongelacdo em 21
segundos, contra 68,6% para a descongelacdo por 7 segundos, sendo que
estatisticamente ndo houve diferenca entre os resultados. O mesmo pesquisador em
experimentos anteriores, preconizava a descongelacdo do s€émen no interior do sistema
genital da vaca (37,5°C a 39,5°C), técnica que se revelou satisfatoria nas regides de
clima temperado, pois seus resultados foram comparaveis aqueles alcangados com a
descongelagdo a 37°C por vinte segundos (JONDET, 1976 apud MIES FILHO, 1987).

Ohashi e Baruselli (2008) indicam que a descongelagdo de sémen bovino deve
ser realizada em 4gua a 38°C, durante 45 segundos. Para Reichenbach et al.(2008), a
qualidade seminal fica garantida quando a descongelagdo ¢ realizada em banho-Maria a
35°C a 37°C por 20 segundos (palheta fina de 0,25 mL) ou 30 segundos (palhetas média
0,50 mL).

O método de descongelagdo do sémen bovino considerado pelo Colégio
Brasileiro de Reprodugcdo Animal - CBRA (HENRY; NEVES, 1998) ¢ o realizado
diretamente na dgua a uma temperatura entre 35 e 37°C por 30 segundos. Para Ruas
(2010) nenhuma outra temperatura se mostra tdo eficiente quanto a esta, pois
proporciona uma descongelacdo com velocidade considerada adequada para evitar a

reorganizagdo de cristais de gelo, promovendo a sobrevivéncia de um maior numero de
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espermatozodides vidveis, proporcionando assim maior poder fecundante da dose
descongelada. Em contrapartida, quando o sémen ¢ descongelado de modo indireto (no
bolso, na mao, na dgua a temperatura ambiente, no sistema genital da vaca, etc.) em
temperaturas inferiores a esta, o tempo de descongelacdo ¢ maior permitindo assim,
nova organizacdo de cristais de gelo, que provoca danos em vdrias partes dos
espermatozdides, como a quebra da cauda, rompimento das membranas plasmaticas e

do acrossoma.

2.2.3- Avaliacio do sémen pés-descongelacio

Para que os espermatozdides sejam considerados vidveis em programas de
reproducao assistida, devem ser capazes de expressar varias caracteristicas de fertilidade
em uma determinada ordem de tempo, devendo apresentar pelo menos quatro atributos
basicos pos-descongelagdo, tais como: 1) metabolismo para a producdo de energia, 2)
motilidade retilinea, 3) enzimas acrossomais e 4) proteinas da membrana plasmatica
intactas (AMANN; PICKET, 1987). A avaliacdo de somente um desses aspectos ndo
garante a condicdo de normalidade dos outros, sendo que a andlise de varios fatores
seria mais apropriada para o diagnostico da funcionalidade do espermatozéide (MELO,
2003).

Rotineiramente as avaliagdes laboratoriais realizadas com o objetivo de estimar
o potencial de fertilidade de uma partida de sémen sdo: motilidade (ndo inferior a 30%);
vigor (ndo inferior a 3); concentragdo e anormalidades espermaticas (menor que 30%).
Estes parametros convencionais utilizados seguem os padrdoes minimos exigidos pelo
CBRA ap6s a descongelagdo do sémen por 30 segundos (HENRY; NEVES, 1998).

Atualmente, algumas técnicas mais especificas tem sido estudadas e
desenvolvidas para uma avaliacdo mais detalhada do potencial de fertilidade de uma
partida de sémen, tais como, teste de reagdo acrossomica, hiposmotico (teste HO), teste

em penetracdo em muco servical bovino ou modificado entre outros.
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2.4- CONCENTRACAO MEDIA DE ESPERMATOZOIDES UTILIZADA NA FIV.

A fertilizagdo in vitro (FIV) faz parte de uma das etapas do processo de
producao in vitro de embrides (PIVE), a qual inicia com a coleta, maturagao (MIV) e
fertilizagdao (FIV) de oocitos e termina com o cultivo (CIV) de zigotos e estruturas
embriondrias. Na etapa de fertilizacdo os espermatozoides devem ser capacitados em
gotas de meio FIV em uma concentragio final que pode variar de 1 a 2x10° de
espermatozdides/mL de meio (GONCALVES et al., 2008).

Diversos estudos mostram que as concentracdes espermaticas diferem bastante
entre as ragas: Saeki et al. (1995) verificaram que a concentragdo final necessaria para a
fecundagdo de ovocitos zebuinos é de 1x10° de espermatozoides/mL. Para touros
europeus esses numeros variam entre 0,5 ¢ 5x10° espermatozoides/mL (LONG et al.,
1994; PARRISH et al., 1995); em touros da raca Nelore ndo foram observadas
diferengas quando utilizaram 2 ou 4x10° espermatozéides/mL na FIV (WATANABE et
al.,1996). Na raca guzerd ndo houve aumento na taxa de clivagem com concentragdes
entre 1 e 4x10° espermatozdides/mL, contudo, na concentracao de O,SXIO6 células/mL, a
taxa de clivagem foi menor (CAMARGO et al., 2000). Esses resultados sugerem que
concentracdes entre 1 e 2x10° espermatozoides/mL sdo mais adequados para manter
uma boa taxa de clivagem sem aumentar a taxa de poliespermia (DIAS et al., 2006).

Quando a concentragdo espermatica ¢ alta, possivelmente existe a liberagdo de
alto teor de enzimas hidroliticas e radicais livres no meio de fecundagdo, o que também
pode provocar poliespermia, pois o excesso dessas enzimas facilita a penetragao por
mais de um espermatozoide (LONG et al., 1994; REHMAN et al., 1994; RAMOS et al.,
2000; CAMARGQO et al., 2000), afetando a taxa de clivagem e a produ¢do de embrides
(SAEKI et al., 1995).
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- LOCAL E ANIMAIS

Todas as etapas deste trabalho foram realizadas na Central de Biotecnologia de
Reproducdo Animal (CEBRAN), da Universidade Federal do Para (UFPA), localizada
na cidade de Castanhal, situada na regido nordeste do Estado do Par4, latitude a 1° 18'
17,9" (S) e longitude 47° 56 ' 30,2" (W), com um clima equatorial umido, temperatura
média de 25°C, precipitacdo pluviométrica anual variando entre 2.500 e 3.000 mm e
umidade relativa do ar entre 78% e 90% (CLIMA ..., 2008).

Neste estudo foi utilizado sémen congelado de 10 touros da raga Nelore (Bos
taurus indicus), com idade entre dois a quatro anos, sem histdrico de participacdo em
programas de reproducdo assistida. Esses animais seguiram o manejo de rotina desta
central, onde permanecem em regime intensivo de criagdo, sendo mantidos em piquetes
sombreados, nutricdo baseada em capim elefante (pennisetum purpureum Schum)
picado (50kg) e concentrado (2kg) duas vezes ao dia, complementada com sal mineral e

agua ad libidum.

3.2- PROCESSAMENTO DA DOSE DE SEMEN

O sémen utilizado para a realizagao deste experimento foi obtido pelo método de
eletroejaculacao, diluido inicialmente na propor¢do de 1:200 em meio TES® (4cido N-
trishidroxmetil-metil-2-minometanosulfonico), e a determinagdo da concentracao
espermatica, foi realizada por meio de espectrofotdmetro’, obtendo-se a taxa de diluigdo
final com amostras apresentando uma concentragdo meédia de 20 milhdes de

espermatozodides por dose. O envase das doses foi feito em palhetas’ de 0,25 mL

' MINITUB
2 MINITUB
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fabricada em cloreto de polivinil, medindo 133 mm de comprimento e 2 mm de
diametro.

As doses foram submetidas a curva de congelagdo conforme descrito por Ohashi
& Baruselli (2008) em que as amostras sdo postas em geladeira para atingir a
temperatura de 4°C, permanecendo nesta por 3 a 4 horas, em seguida sdo dispostas
horizontalmente sobre o vapor de nitrogénio liquido por 15 minutos, a uma temperatura
de 150°C negativos e s6 entdo se efetua a congelagdo e armazenamento em nitrogénio

liquido a 196°C negativos.

3.3- FRACIONAMENTO E ACONDICIONAMENTO DAS MINIPALHETAS

As doses de sémen foram retiradas do botijao de N, e depositadas imediatamente
em uma tela de arame milimétrica colocada no interior de uma caixa térmica contendo
aproximadamente 3 litros de N, e sobre esta tela foi feito o fracionamento das doses de
sémen. A base da tela permaneceu a 2cm acima da lamina de N, esta altura
proporcionou as doses, no momento da sua manipulagdo, uma temperatura de — 163,5°C,
cuja aferi¢do foi realizada em um ambiente a 25°C. O corte das palhetas foi realizado com
o auxilio de tesoura, pinga anatomica e um aplicador de Inseminacao Artificial (IA) com
tamanho adaptado para o encaixe das palhetas de sémen, dando suporte as medidas e ao

fracionamento das mesmas (Figura 1).
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Figura 1: Material utilizado no corte e acondicionamento das doses de sémen: Mesa com
tela milimétrica, tesoura, pinca, rack e aplicador de IA com tamanho adaptado
para a medida e corte das minipalhetas.

Foi obtido de cada touro um total de 11 doses de s€émen acondicionado em
palhetas de 0,25 mL de mesma partida ¢ mantidas congeladas entre 2 a 7 anos. Uma dose
representava o grupo controle, que consistia de uma palheta nao fracionada, descongelada
imediatamente apos a retirada do N, em temperatura de 37°C por 30 segundos; 5 foram
destinadas para o grupo da descongelagdo direta (DD), ou seja, quando a fracdo da dose
entrou em contato direto com a agua a 37°C; e 5 para o grupo da descongelacao indireta
(D), isto ¢, quando ndo houve contato da fragdo diretamente com a agua, visto que a
mesma estava acondicionada dentro de palhetas média de 0,5 mL formando uma espécie
de embalagem de protecdo. Cada um desses grupos de 5 doses foram fracionadas em duas
partes (resultando em 10 fragdes por grupo e total de 20 fragdes por animal), assim cada
grupo continha dois subgrupos experimentais denominados, Unidade da Esfera (UE),
analisadas imediatamente apds o corte das fragdes ¢ Unidade do Alcool Polivinilico
(UAP), que retornou para o botijao criobioldgico (-196°C) sendo analisado ap6ds 24 horas
(Figura 2).

Todas as fragdes das doses, mesmo aquelas que tiveram descongelacao imediata,
foram acondicionadas em palhetas médias (embalagem), que foram obliteradas com

alcool polivinilico, para que todas as fragdes passassem pelo mesmo procedimento, bem
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como ndo haver o contato direto da dose fracionada com Nitrogénio liquido, a fim de

impedir contaminag¢do biologica, como cita Bielanski et al (2003).
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Figura 02: Representacio esquematica das etapas do processamento das amostras
e dos tipos de descongelamento aos quais as fracoes foram submetidas.

3.4- DESCONGELACAO DA AMOSTRA E ANALISE SEMINAL

As doses do grupo controle foram descongeladas em é4gua a 37°C por 30
segundos. No grupo da descongelagdo direta (DD) o processo ocorreu da seguinte
forma: as fragdes pertencentes ao subgrupo UE e UAP foram retiradas de suas
embalagens, em seguida foram colocadas em um tubo de ensaio contendo agua
aquecida a 37°C por 30 segundos; como uma das extremidades da dose estava sem
protecao, em fungdo do corte, foi imersa apenas 90% da aliquota para impedir a entrada
de agua na mesma, sendo os outros 10% descongelados por meio de irradiagao do calor

(Figura 3).
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Figura 3: Foto ilustrando o descongelamento direto. Fracio da dose sendo
descongelada dentro de um tubo de ensaio com a extremidade da

dose fora da agua.

A Ttnica diferenga na descongelagdo destes subgrupos foi que as fragcdes da UE
foram descongeladas imediatamente apo6s o corte da dose e as fragdes da UAP, foram
descongeladas depois de 24 horas de armazenamento em botijao criobioldgico. Na
observagdo da curva de descongelacdo deste tratamento (37°C/30 segundos), verificou-
se que as amostras a -196°C elevaram a temperatura até 31,8°C em uma velocidade
média de 22,8°C/segundo e de 31,8°C até 37°C, a velocidade foi de 0,52°C/segundo.

No grupo da descongelagdo indireta (DI) o tratamento ocorreu da seguinte
forma: as fragdes pertencentes aos subgrupos da UE e UAP foram descongeladas dentro
da propria embalagem, o que evitou o contato direto das amostras com a agua e exigiu
um tempo médio de 60 segundos para seu descongelamento total (Figura 4). Assim
como no DD, a UA e a UAP foram descongeladas imediatamente apds o corte e 24
horas depois de armazenamento em Nitrogénio liquido respectivamente. Na observagao
da curva de descongelacdo indireta (37°C/60 segundos), verificou-se que as amostras a -

196°C ao serem imersas em agua 37°C, tiveram a temperatura elevada até -59,6°C a
uma velocidade de 13,6°C/segundo; de -59,6°C até -3,8°C a uma velocidade de

5,6°C/segundo; de -3,8°C até 13°C a uma velocidade de 1,7°C/segundo; de 13°C
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até 26,4°C a uma velocidade de 1,3°C/segundo; de 26,4°C até 34,3°C a uma
velocidade de 0,8°C/segundo; e de 34,3°C até 37°C a uma velocidade de
0,3°C/segundo.

Figura 4: Ilustracio do descongelamento indireto. Palheta média imersa na
agua com a metade de uma dose de 0,25 mL (fracdo) sendo
descongelada no seu interior.

Apos a descongelagdo, o contetido das fracdes foi acondicionado em criotubos’
aquecidos a 37° e diferentes aliquotas foram utilizadas para analise fisica, morfologica e
quantitativa dos espermatozoéides de cada fragao.

A avaliacdo fisica do sémen descongelado foi feita por meio da observagao da
motilidade e do vigor espermatico de forma subjetiva considerando o percentual de
espermatozodides com motilidade progressiva retilinea, e o vigor espermatico, na escala
de 0 a 5. Estas analises foram realizadas sobre placa aquecedora em microscopio* com
contraste de fase utilizando objetivas de 20 ¢ 40X. A andlise da perda de motilidade
promovido pelos diferentes métodos de descongelacdo foi estimada pela Taxa de

Degradacdo da Motilidade (TDM) entre as médias obtidas do grupo controle

3 EPPENDORF
* NIKON ECLIPSE E600
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(motilidade inicial, MI) e a média de motilidade pds descongelagdo (Motilidade Final,

MF), utilizando-se a equagdo de Maia (2006) para o calculo da TDM, onde:

TDM  (MI - MF) x 100
MI

Para avaliagdo das lesdes de acrossoma, uma gota de s€émen foi adicionada em
um criotubo contendo solu¢do de formol salino tamponada. Em seguida analisou-se
uma gota de sémen sob lamina e laminula, sendo contadas 100 células espermaticas
utilizando microscopio’ de contraste de fase com aumento de 100X sob imersdo.

O exame adicional para avaliagio da integridade da membrana dos
espermatozodides foi realizado utilizando o método de coloracdo eosina-citrato de sddio
(1g de eosina em 100mL de solugdo de citrato de soédio a 2,9%), conforme preconizado
por Ohashi e Baruselli (2008). A técnica consistiu em colocar duas gotas de eosina
citrada, previamente aquecida, em uma lamina e logo em seguida adicionar uma gota do
sémen a ser avaliada sendo entdo a amostra homogeneizada e ap6s 30 segundos foi feito
o esfregaco e contadas 100 células imediatamente apds a secagem da lamina, utilizando
microscopia de contraste de fase com aumento de 100X sob imersdo. Foi considerado o
percentual de espermatozdides vivos e verificado a taxa de perda com relagdo
motilidade espermatica.

A concentracdo espermatica de cada fracdo da dose foi realizada por meio de
camara de Neubauer, e a contagem dos espermatozdides procedeu-se conforme a
descricdo de Henry e Neves (1998). O sémen foi diluido na proporgao de 1:200, ou seja
10 pL da fracdo de s€émen, em 2 mL de solucao de formol-salina-tamponada; o reticulo
foi entdo preenchida com 10 pL em cada lado, sendo realizada a contagem espermatica
de 5 quadrados grandes, sendo 4 em cada canto e 1 central. Seguindo a técnica
simplificada descrita por Mies Filho (1987), multiplicou-se a contagem dos
espermatozoides dos cinco quadrados por 10" obtendo-se a concentragdo relativa de
espermatozédides por mm® e multiplicando o resultado deste por 10° obteve-se a

concentracdo relativa em mL (férmula e exemplo 1). Baseado nas formulas citadas por

> NIKON ECLIPSE E400
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Ohashi e Baruselli (2008), a concentragdo total de espermatozdides em movimento foi
obtida multiplicando a concentragdo relativa pelo volume do sémen (neste caso
considera-se o volume da fracdo que foi de 0,125 mL, ou seja metade da dose de 0,25

mL) e pela motilidade espermatica dividida por 100 (formula e exemplo 2).

Foérmula 1: Concentracdo Relativa (CR) = N° espermatozoides contados 10*
Exemplo 1: CR = 10 sptz x 10*

CR =10’ sptz/ mm’ = 10® sptz/ mL
Foérmula 2: Concentracao total (CT) = CR X volume x motilidade + 100
Exemplo 2: CT = 10® sptz/ mL x 0.125 mL x 70 + 100

CT =8.75 x 10" sptz/ fragdo

3.5 -~ ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos das estatisticas descritivas e andlises estatisticas dos testes
e métodos aplicados nas amostras foram realizados utilizando os softwares estatisticos
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) e MINITAB. Sendo que para a
conclusdo das estatisticas foi utilizada a andlise de varidncia (ANOVA) ndo paramétrica
por meio do Teste de Kruskal-Wallis que mediu o grau de variagdo entre os tratamentos
das variaveis de Motilidade (M), Vigor (V), Integridade de Acrossoma (IA) Integridade
da Membrana (IM) e Concentracao Espermatica (CE). Para a finalizacao foi utilizado o
método de Student-Newman-Keuls (NSK), o qual calculou as diferencas entre as
médias amostrais para cada uma das varidveis em estudo ao nivel de significancia de

5%.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - MOTILIDADE ESPERMATICA

Os resultados obtidos no presente experimento quanto a motilidade espermatica
entre os métodos de descongelacdo direta e indireta demonstraram diferengas
significativas entre eles, no entanto a motilidade das fracdes de s€émen que passaram
pelo mesmo tratamento, ndo demonstraram diferenca estatistica (p<0,05), entre
descongelagdo imediata e apds 24h. As fragdes que passaram pelo DI-imediato (48,8%)
e DI-24h (54,2%) apresentaram motilidade inferior quando comparadas com o DD-
imediato (67,8%) e DD-24h (69,6%) e com o grupo controle (70,0%) (Tabela 1).

O percentual de perda da motilidade ap6s a manipulacdo e descongelacdao das
fragdes (Taxa de Degradacdao da Motilidade-TDM) foi de 30,28% no DI-imediato;
22,57% no DI-24h; 3,14% no DD-imediato e 0,57% no DD-24h (Tabela 1). Segundo
Salamon e Maxwell (1995) esta perda esta relacionada com a variagdo de temperatura
durante qualquer etapa do processo de criopreservacao promovendo reduc¢do na
motilidade espermatica como conseqiiéncia de danos ultraestruturais, bioquimicos e
funcionais nos espermatozoides.

A motilidade espermatica do grupo do DD (67,8% e 69,6%), foram superiores
aos obtidos por Siqueira (2007), que obteve 53,48% de motilidade para o sémen
descongelado a 37°C por no minimo 20 segundos, em seu estudo sobre a correlagdao
entre testes complementares e motilidade pos-descongelamento com a taxa de gestagao
de bovinos utilizando Tris-gema como diluente, no entanto este indice (53,48%)
coincide com as taxas de motilidade para o subgrupo DI-24h (54,2%) do presente
experimento.

Leite (2008), ao descongelar o sémen bovino utilizando o mesmo bindmio
tempo/temperatura deste estudo, também obteve valores de motilidade inferiores (41%)
a todos os resultados para a mesma caracteristica deste experimento, entretanto
utilizando o método de avaliacdo computadorizada (CASA - computer assisted semen
analysis). Valores inferiores também foram encontrados por Carreira (2008), que

descongelou amostras de s€émen bovino a uma temperatura de 35°C por 30 segundos, o
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que demonstrou uma variagdo de 30 a 45% de motilidade para doses envasadas em

palhetas de 0,25 mL.

4.2 — VIGOR ESPERMATICO

No que se refere ao vigor espermatico, pode-se observar que os resultados
seguiram parametros semelhantes ao demonstrado na motilidade, visto que o grupo do
DI-imediata (2,4) e DI-24h (2,5) apresentaram resultados inferiores e estatisticamente
diferentes do grupo de DD-imediata (3,0) e DI-24h (3,0) e do grupo controle (3,0)
(Tabela 1).

Os resultados do vigor de todos os grupos deste estudo foram inferiores aos de
Carreira (2008) que em sua avaliagdo sobre a influéncia de gotas citoplasmatica
proximal (GCP) na qualidade do s€men bovino, verificou um vigor de 4,5 para o grupo
controle e 4 para o grupo com GCP ao descongelar o sémen em banho maria a 35°C por
30 segundos.

Num estudo sobre repetidas exposicdes de doses de sémen bovino
criopreservadas a temperatura ambiente, seguida de sua descongelagdo a 37°C por 25
segundos, Horn et al.,(1997) observou o vigor decrescendo de 3,8 quando as palhetas
nao foram expostas ao ambiente e 2,4 apds 10 dia de exposi¢cao ao ambiente por 10 a 40
segundos/dia. Para este autor, o vigor espermatico estar diretamente influenciado pela
temperatura, por este motivo ndo se pode afirmar com certeza que essas variagdes de
vigor poderiam comprometer o grau de fertilidade dessas amostras.

O vigor espermatico (2,4) alcangado na DI-imediata coincidiram com o vigor
obtido por Silva et al (1998), quando utilizou banho maria a 37°C durante 1 minuto,
entretanto o vigor de 1,6 obtido ao descongelar o s€émen sob 50°C por 30 segundos, foi
numericamente inferior a todos os resultados deste estudo.

Todas as fragdes de doses descongeladas apresentaram requisitos superiores aos
exigidos para sémen Bovino descongelado, quanto aos aspectos de motilidade (>30%) e
vigor (>2), de acordo com as exigéncias do Colégio Brasileiro de Reprodu¢ao Animal

(CBRA, 1998).
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Tabela 1: Médias e DP dos estudos de acordo com a técnica de manipulagdo da palheta
de sémen bovino considerando os valores de motilidade, vigor, lesdo de
acrossoma, vivos, taxa de perda, taxa de degradacio da motilidade e
concentracdo espermatica da UE e UAP nos tratamentos de DI-imediata, DI-
24h, DD-imediata, DD-24h e grupo controle.

Parametro DI- imediata DI-24h DD-imediata DD-24h Controle
UE UAP EU UAP

Motilidade (%) 48,8 + 16,9* 54,2 +10,3* 67,8+4,2" 69,6 2,0 70,0+ 0,0

TDM (%) 30,28 22,57 3,14 0,57

Vigor 2.4+0.6° 2.5+0.5 3002  3.0+01" 3.0+0.0"
1A 243 +14.5° 36,2+203" 12,8+74° 12,6+52° 11,9+3,0°
IM (%) 40,5+17.4* 443+159*° 63,6+83" 59,0+11° 57,5+7,8"
Tx perda (%)* 17 18,26 6,38 15,23 17,86

CE 6,1x10°+2,9* 7,2x10°+5,2" 8,2x10°+2,7° 7,8x10°+2,1"

%% 7 etras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste
SNK. * Taxas de perda comparada entre porcentagem de vivos e motilidade
espermatica.

4.3 - AVALIACAO DA INTEGRIDADE DO ACROSSOMA

Considerando os resultados obtidos na avaliagdo do acrossoma, verificou-se que
houve uma diferenca significativa entre os tratamentos DI e DD (p< 0,05), visto que
ocorreu um efeito negativo significante do método de DI sobre os aspectos
morfoldgicos do acrossoma dos espermatozoides (p<0,05), sendo maior no grupo de DI-
24h (36,2%) do que no grupo de DI-imediata (24,3%). No grupo de DD observou-se
que nao houve elevagdo da porcentagem de desprendimento de acrossoma (DD-
imediata 12,8% e DD-24h - 12,6%), uma vez que nao se diferenciou estatisticamente
dos 11,9% do grupo controle (Tabela 1).

Carreira (2008), utilizando sondas fluorescentes, revelou que 39,67% dos
espermatozdides avaliados apos a descongelagdo a 35°C por 30 segundos, apresentavam

lesdo de membrana acrossdmica, resultados estes, superiores aos encontrados em todos
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os tratamentos do presente experimento. Este fato pode esta relacionado com a maior

precisdo da técnica de fluorescéncia na indicacdo das lesdes de membrana acrossomica.

4.4 — AVALIACAO DA INTEGRIDADE DA MEMBRANA

Com relagdo aos espermatozoides com membrana intacta, observou-se que os
maiores indices ocorreram no grupo DD-imediato (63,6%) ¢ DD-24h (59,0%.), sendo
que esses valores foram ligeiramente superiores ao tratamento do grupo controle
(57,5%) nao diferenciando estatisticamente (p<0,05) (Tabela 1).

No presente experimento o percentual de membrana plasmatica lesada foi maior
do que a porcentagem de perda da motilidade em todos os tratamentos € no grupo
controle, havendo uma diferenga que variou de 6,3% a 18% (Tabela 1) . Apesar de esses
valores ndo serem condizentes com os de Salamon e Maxwel (1995) e Watson (1995),
os quais consideram 50% de lesdo celular quando o sémen passa pelo processo de
criopreservacao, verifica-se que os valores de motilidade estdo sempre superiores aos de
c€lulas com lesdo de membrana. Dessa forma, deve-se levar em consideracdo que
muitos espermatozoéides lesionados permanecem moveis pela sua adequada produgdo de
energia, mas nem sempre sdo férteis em funcao da perda de componentes importante

para o processo de fertilizagio (VALCARCEL et al., 1994; SIQUEIRA et al., 2007).

4.5- CONCENTRACAO ESPERMATICA

Os dados obtidos da concentracdo espermatica permitiu verificar que os
resultados do DI-imediato teve diferenga estatistica significativa com relacdo ao grupo
de descongelagdo direta. Observou-se que a média da concentragdo espermatica obtida
na UE do grupo de DI-imediata foi de 6,1x10°, enquanto que na UAP do grupo de DI-
24h foi de 7,2x10°, sendo que ndo houve diferenca estatistica entre ambos (P<0,05); a
UE do grupo de DD-imediata obteve a média de 8,29x10° e 7,88x10° para a UAP do

grupo de DD-24h, ndo havendo diferenca estatistica entre eles, bem como com o grupo
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DI-24, mas ocorreu diferenga estatistica com relacdo ao grupo de DI-imediata (P<0,05)
(Tabela 1).

Frente a esses resultados verifica-se que mesmo havendo diferengas estatisticas
entre os grupos, todos apresentaram um numero final com uma concentragdo superior
ao minimo necessario de espermatozdides moveis para a PIV, podendo-se viabilizar
novos experimentos para potencializar o uso dessa técnica com um nimero maior de
fragdes. Segundo Gongalves (2008) a concentragdo espermatica final utilizada na FIV
pode variar de 1 a 2x10° de espermatozéides/mL, permitindo uma boa taxa de clivagem
sem aumentar a taxa de poliespermia (DIAS et al., 2006).

No tocante aos resultados obtidos entre os dois grupos, que tange apenas a
motilidade, vigor, lesdo de acrossoma e de membrana a diferenca pode estar relaciona
ao método de descongelagao proporcionado ao grupo de DI, j& que ambos os grupos de
dose passaram pelo mesmo estresse pré-descongelagao, isto €, fracionamento das doses
e seu retorno para o botijao criobioldgico. Deste modo deve-se considerar que as fragdes
dos grupos de DI ndo tiveram um contato direto com a agua, pois eram imersas dentro
das suas proprias embalagens e permaneciam por um tempo de 1 minuto. Mesmo com o
aumento desse tempo, parece nao ter ocorrido uma descongelagdo homogénea do sémen
resultando em altas taxas de lesdo de membrana plasmatica e acrossomal, bem como
diminui¢ao da motilidade e vigor.

Segundo Amann e Pickett (1987), a espessura da parede da palheta e
condutividade de calor, pode afetar o descongelamento da dose de sémen. Estes fatores
podem estar relacionados com a baixa motilidade dos espermatozdides quando sdo
submetidos ao método de DI, pois as aliquotas de sémen, que ja estavam
acondicionadas dentro de minipalhetas, foram descongeladas dentro de palhetas médias,
formando uma parede espessa. Esta parede, bem como o bindmio tempo/temperatura
(37°/60°), pode ter levado as células espermaticas a sofrer um descongelamento
inadequado afetando a suas condi¢des fisicas e morfologicas. Apesar dos indices
adequados de motilidade e vigor para serem utilizados na FIV, seus indices de
desprendimento de acrossoma inviabilizam sua utilizagdo para a mesma, visto que essa

caracteristica tem correlagdo positiva com o processo de fertilizagao.
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5 - CONCLUSAO

Para o fracionamento da dose de s€émen bovino criopreservado o melhor método
de descongelagdo foi o direto, podendo uma fragao ser criopreservada para uso posterior

sem comprometimento da qualidade seminal pds-descongelacao.
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