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RESUMO

Procedeu-se a criopreservacdo do sémen de oito tourinhos Gir Leiteiro, com idade média de 25 meses,
pré-selecionados para elevada pontuacdo (média 84,4+5,6) na classificagdo andrologica por pontos
(CAP), em dois diferentes diluidores: um a base de lactose-gema-glicerol e outro a base de lecitina de
soja. As curvas de resfriamento e congelacdo foram padronizadas com o auxilio da maquina
CRYOGEN®. Os parametros pés-congelacdo avaliados no sémen submetido aos dois diluidores —
motilidade, vigor, defeitos maiores, menores e totais, defeitos de acrossoma, cauda dobrada, reagdo ao
teste hiposmético (Thos) e células normais — foram comparados aos do sémen fresco, exceto para Thos e
entre eles. O sémen de todos os animais foi congelado com éxito no diluidor lactose-gema-glicerol.
Houve diferenca (P<0,05) em todas as variaveis analisadas no sémen fresco e pés-congelado, exceto para
defeitos maiores. Entre diluidores, houve diferenca (P<0,05) para motilidade, vigor, cauda dobrada e
Thos. Estes resultados indicam que a selecdo pelo CAP médio >80 é um bom indice para selecionar
touros com maior taxa de espermatozoides viaveis pés-congelacao.
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ABSTRACT

Semen cryopreservation from eight young dairy Gyr bulls was performed using two different semen
extenders. Bulls aging 25 months old and pre-selected for a high average score (84.4+5.6 in a 0-100
scale) in Zebu breeding soundness evaluation (BSE) composed the experimental group. Extenders were
based on lactosis-egg yolk-glycerol and soya lecithin. Chilling and freezing curves were standardized by
CRYOGEN® machine. Post-thaw features evaluated in semen frost in both extenders — motility, vigor,
major, minor and total deffects, morphological alteration in acrossome, bent tail, reative cells to
hyposmotic sweeling test (Thos), and normal cells — were compared to the ones in the fresh ejaculate
(except Thos) and among them. It was possible to freeze semen from all animals in the lactosis-egg yolk-
glycerol extender. There were difference (P<0.05) in all analyzed features between fresh and
cryopreserved semen, except for major deffects. Between extenders, there were differences (P<0.05) in
motility, vigor, bent tail, and Thos. All bulls had successfull semen freezability. These results sustain that
pre-selection for high BSE values (average >80 points) is a good index to identify bulls with good post
semen - thaw features. However, the choice of the extender is critical for obtaining acceptable results.
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INTRODUCAO

A inseminacdo  artificial com  sémen
criopreservado é ferramenta comum na atividade
pecuaria  contemporanea. Entretanto, a
criopreservacdo €  prejudicial a  funcdo
espermatica e a fertilidade, danificando
seriamente cerca de 50% dos espermatozoides. A
predicdo  desses  danos,  pré-congelagdo,
permanece incerta. As técnicas correntes para
criopreservacdo continuam a induzir efeitos
deletérios na qualidade espermatica ap6s a
descongelagdo. Por exemplo, uma queda
significativa na motilidade espermatica €
universalmente aceita como consequéncia da
criopreservacdo em touros (Watson, 1995).

As racas zebuinas e seus cruzamentos
apresentam grande importancia na composi¢do
da pecuaria brasileira, representando cerca de
80% do efetivo bovino nacional (Cartaxo et al.,
2001). Nessas racas ou grupos genéticos, surge a
necessidade de se estabelecerem rigidos critérios
de selecdo para a melhoria da fertilidade da raca,
por meio de alta pressdo de selecdo sobre a
qualidade seminal dos touros, principalmente na
raca Gir Leiteiro, que respondeu por 58,1%, ou
803.411 doses, quando apenas se contabilizaram
as doses de sémen de racas com aptiddo leiteira
produzidas no pais (Relatério ..., 2008).

No sistema proposto por Vale Filho (1989) para
avaliacdo androlégica de touros zebuinos,
denominado pela classificacdo androldgica por
pontos (CAP), sdo pontuados os valores obtidos
nas mensuracdes da circunferéncia escrotal (CE),
da morfologia e da motilidade espermaticas, em
funcdo da idade do animal, com valores maximos
de 40, 40 e 20, respectivamente. Segundo o
autor, as idades nas avaliagbes de Bos taurus
indicus devem ser consideradas como o dobro
das apontadas no CAP para Bos taurus taurus
(Chenoweth e Ball, 1980). Vale Filho et al.
(1999) estimaram valores de correlagfes entre
CAP e motilidade, vigor e turbilnonamento
espermaticos, volume do ejaculado, defeitos
maiores, menores e totais dos espermatozoides e
peso corporal, respectivamente de: 0,51; 0,12;
0,16; 0,71; 0,31; 0,26; 0,43 € 0,32.

Em padrbes pré-definidos de congelacdo
estabelecidos por uma central de inseminagdo
artificial, em Séo Paulo, Roncolleta et al. (1999),
ao investigarem 10 touros da raca Gir Leiteiro,
identificaram, em andlise eletroforética do tipo
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SDS-PAGE, uma banda relacionada a uma
proteina no grupo de alta congelabilidade —
acima de 80% dos ejaculados viaveis, pos-
descongelacéo.

Os constituintes basicos dos diluidores sdo
substancias energéticas, crioprotetores, solucdes
tampdes e antibioticos (Holt, 2000; Celeghini,
2005). O glicerol e vérias lipoproteinas da gema
do ovo tém sido os crioprotetores normalmente
utilizados na criopreservagdo do sémen de touros
ha varios anos. No entanto, ha algum tempo
novos diluidores com componentes
crioprotetores baseados em lecitina vém sendo
colocados em pratica (Gil et al., 2000; van
Wagtendonk-Leeuw et al., 2000; Aires et al.,
2003). O principal motivo para essa substitui¢do
seria a possibilidade de veiculagcdo de doencas
causadas por bactérias e por micoplasmas
(Bousseau et al., 1998; van Wagtendonk-Leeuw
et al., 2000).

O objetivo deste experimento foi buscar a
associacdo da CAP com a taxa de recuperacdo
espermatica pos-congelagdo, testando-se
diluidores tradicionais que contém gema de ovo-
lactose-glicerol e alternativos, livres da gema de
ovo, substituida, dentre outros pela lecitina de
soja.
MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido em outubro de 2006,
na Fazenda Experimental Getllio Vargas,
unidade de pesquisa da EPAMIG, localizada no
municipio de Uberaba, MG, com tourinhos
produzidos pela propria fazenda, com média de
idade de 25,0 meses e confinados desde 0 més de
julho do mesmo ano.

Oito tourinhos Gir Leiteiro, confinados sob dieta
total desde os 22 meses de idade, foram
selecionados dentre 22 animais de um grupo de
contemporaneos para o teste de congelamento,
considerando-se a qualidade fisica e/ou
morfoldgica do sémen e o valor da CAP média
do grupo (CAP> 80). Utilizaram-se dois
diferentes diluidores seminais: um tradicional,
baseado em gema de ovo-lactose-glicerol
(Nagase e Niwa, 1964), e outro comercial -
Bioxcell® (IMV, IVP, Brasil). As curvas de
resfriamento e congelacdo foram padronizadas
com o auxilio da méaquina CRYOGEN®
(NEOVET, Uberaba, Brasil). Para a coleta de
sémen, adotou-se 0 método da eletroejaculacéo,
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com esvaziamento prévio do reto e massagem
manual das glandulas anexas.

Imediatamente apds a ejaculacdo, realizou-se a
avaliacdo, em microscopio Optico, aumento de
100X, do turbilhonamento, da motilidade e do
vigor. O turbilhonamento foi expresso numa
escala de um a cinco, a motilidade foi expressa
como percentual de espermatozoides méveis e 0
vigor foi classificado segundo uma escala de
zero a cinco, em que zero caracteriza auséncia de
movimentos, e cinco 0 movimento vigoroso e
veloz dos espermatozoides (Manual..., 1998). Os
valores obtidos para as caracteristicas fisicas de
motilidade e vigor (pré-congelacdo) foram
utilizados como referéncia para os valores
obtidos pds-descongelagdo. Para as analises
morfolégicas do sémen, aliquotas do ejaculado
foram acondicionadas em microtubos que
continham 1mL de solugdo formol-salina
tamponada (Hancock, 1957) e levadas ao
laboratério para visualizagdo, sob microscopia de
contraste de fase, e quantificagdo das
porcentagens de espermatozoides normais, com
defeitos maiores, com defeitos menores e total de
defeitos, de acordo com a metodologia descrita
por Blom (1973).

Para ser congelado, o sémen foi diluido em
temperatura ambiente (30°C), a fim de
estabelecer a concentracdo pos-diluicdo de
30x10° espermatozoides por dose inseminante, e
obter, no maximo, 20 palhetas de 0,5mL por
tourinho. As palhetas previamente identificadas
foram envasadas, lacradas com éalcool
polivinilico e inseridas na maquina CRYOGEN,
onde foram refrigeradas lentamente até 5°C, para
um periodo de estabilizacdo minimo de quatro e
maximo de seis horas. Em seguida, procedeu-se
a curva padronizada de congelacdo com taxa de
gueda média da temperatura de 0,26°C/segundo,
até o tempo total de 8’ 45’". Apobs atingirem a
temperatura de -135°C, as palhetas foram
removidas da maquina e imediatamente
mergulhadas em nitrogénio liquido, a -196°C.

A metodologia para o teste hiposmético (Thos)
consistiu na elaboracdo de uma mistura de 20uL
de sémen em 200uL de uma solucdo contendo
citrato de sodio e frutose, a 100mOsmol/mL,
mantida a 37°C por uma hora em banho-maria.
Apbs este periodo, as amostras de sémen
criopreservado foram fixadas em 0,2mL de
solucéo formol-salina tamponada para leitura em
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microscopia de contraste de fase, sendo o
namero total de caudas dobradas aferidas apds o
teste subtraido do numero de caudas dobradas
obtidas antes da incubacdo em solugdo
hiposmotica (Correa et al., 1997; Melo, 1999). O
resultado obtido foi tomado como o percentual
de espermatozoides reativos com membrana
espermatica funcional.

Valores de motilidade, vigor, defeitos maiores,
menores e totais, defeitos de acrossoma, cauda
dobrada, reacdo ao Thos e células normais,
obtidos com os dois diferentes diluidores, sob a
mesma curva de congelacdo, foram avaliados e
comparados aos do sémen fresco (exceto Thos)
utilizando-se andlises de variancia e teste SNK
do pacote estatistico SAEG (Sistema..., 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tab. 1, mostram-se os valores das
caracteristicas do sémen antes e apds congelacao,
com ambos os diluidores, exceto defeitos
maiores. Entende-se que a alta qualidade do
sémen dos tourinhos, com minimos niveis de
deficiéncia na gametogénese, representada pela
reduzida porcentagem de defeitos maiores, foi
responsavel pela ndo diferenca para esse
pardmetro avaliado isoladamente. Para todas as
outras varidveis, no entanto, houve diferenga
(P<0,05) entre 0 sémen fresco e o pos-congelado.

Quando se comparou a eficiéncia dos dois
diluidores em manter a viabilidade dos
espermatozoides pos-congelagdo, o diluidor
proposto por Nagase e Niwa (1964) foi mais
eficiente que o diluidor Bioxcell® para
motilidade, 37,5% x 13,7%; vigor, 3,56 x 1,81;
cauda dobrada, 10,7% x 14,7; e espermatozoides
reagentes ao teste hiposmético, 75,7% x 72,12%.
Evidenciou-se, portanto, melhor funcionalidade
das células espermaticas criopreservadas no
diluidor tradicional, mais barato e também de
facil manipulagdo.  Resultados  também
significativos para valores de motilidade pos-
congelagdo, utilizando-se diluidores & base de
gema de ovo, também foram encontrados por
Aboagla e Terada (2004). Contudo, Aires et al.
(2003) encontraram valores mais baixos de
motilidade para o sémen criopreservado em
TRIS-gema, quando comparado com um diluidor
comercial a base de lecitina de soja (P<0,05),
sem diferengas, no entanto, para os testes de
adesdo a zona pelicida e reagdo acrossomica
induzida (P>0,05).
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Tabela 1. Caracteristicas do sémen de oito machos jovens da raca Gir Leiteiro, com idade média de 25
meses

Caracteristica seminal

Mot Vig DM Dm DT Acros Cdob Thos Normai

Condigdo do ejaculado (%) (1-5) (%) () (%) (%) (%) (%) s (%)
10,7

Sémen fresco 66.87a 4,62a 5 6,62a 17,37a 1,25a 2,37a 82,62a
10,2

Pés-congelagdo em Nagase 37,50b 3,56b 5  14,00b 24,25b 4,87b 10,75b 37,62a 75,75b
Pés-congelacdo em 10,8

Bioxcell® 13,75¢ 1,81c 7 17,00b 27,87b 4,37b 14,75¢ 16,62b 72,12b

Mot: motilidade; Vig: vigor; Turb: turbilhonamento; DM: defeitos maiores; Dm: defeitos menores; DT: defeitos
totais; Acros: defeitos de acrossoma; Cdob: cauda dobrada; Thos: espermatozoides reagentes ao teste hiposmético.
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca entre valores, pela analise de variancia (P<0,05).

Para a caracteristica ndo paramétrica vigor (Vig), foi utilizado o teste Kruskal-Wallis (P<0,05).

Neste estudo, ndo houve diferenca entre
diluidores para defeitos menores, defeitos totais,
defeitos de acrossoma e porcentagem de
espermatozoides normais (P>0,05). Aboagla e
Terada (2004), ao trabalharem com sémen
caprino, encontraram valores mais baixos
(P<0,05) para lesdes de acrossoma em diluidores
que ndo continham gema de ovo, principalmente
0s que continham trealose como base. No
entanto, ao avaliarem, separadamente, os efeitos
do glicerol e da gema de ovo associados ao
TRIS, ndo encontraram diferenca (P<0,05) na
porcentagem de defeitos de acrossoma. Para a
associacdo de gema de ovo e glicerol, contudo,
obtiveram maior porcentagem (P<0,05) de lesdes
de acrossoma. Jones e Martin (1973), ao
trabalharem com sémen de  carneiros,
demonstraram que a gema de ovo foi eficiente
em preservar as caracteristicas ultraestruturais
dos espermatozoides, especialmente as do

acrossoma.
Observou-se  no teste hiposmdtico maior
porcentagem (P<0,05) de espermatozoides

reativos pds-congelacdo com o uso do diluidor
Nagase (37,6%) do que com o diluidor Bioxcell®
(16,6%). Tal fato demonstra que as células
crioprotegidas pelo primeiro diluidor sofreram
menor taxa de ruptura de membranas
espermaticas, portanto apresentaram  maior
viabilidade pos-congelacdo efetiva e melhores
perspectivas em relacdo a fertilizacdo do od6cito
(Jeyendran et al., 1984). Os resultados do Thos
evidenciaram sua associa¢do com motilidade e
vigor esperméticos poés-congelagdo, o que
aumenta sua importancia como teste funcional
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complementar a ser utilizado, pelo menos em
centrais de inseminacdo artificial, e, de maneira
analoga, ratifica a importancia da motilidade e do
vigor pos-congela¢do como indicadores do poder
fecundante do sémen (Casagrande et al., 1979;
Vale Filho, 1989; Manual..., 1998).

O valor de CAP médio desses animais (84,4
pontos) foi elevado para a idade. Tal indice
agrega informagdes sobre os aspectos fisicos e
morfolégicos do sémen (Tab. 2) e, ainda, de
medidas de circunferéncia escrotal de touros
zebus, em funcdo da idade. Uma vez que essa
avaliagdo apresenta-se como a mais rigorosa do
pais, valorizando individuos precoces e de
espermatogénese perfeita, somente se utilizaram
animais que ofereceram padrdo de sémen mais
alto para a comparacdo da congelabilidade entre
os dois diluidores empregados.

Os resultados obtidos sugerem que os ejaculados
de bovinos jovens da raca Gir Leiteiro encontram
melhor estabilidade com o diluidor Nagase, seja
pela maior taxa de glicerol e de lactose, seja
pelas caracteristicas das macromoléculas da
gema do ovo em relacdo as macromoléculas
presentes no Bioxcell®, ou ainda por uma
associacdo desses e de outros fatores que ndo
foram controlados neste experimento. Foi
demonstrado que houve melhor resposta do
sémen diluido em Nagase ao processo de
congelacéo realizado pela maquina CRYOGEN®
e, ainda, melhor interacdo entre esse diluidor e o
sémen dos animais Gir Leiteiro, aos 25 meses de
idade.
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Tabela 2. Classificacdo androl6gica por pontos para touros zebuinos, baseada na circunferéncia escrotal e

nas caracteristicas do sémen

Excelente Bom Regular Fraco

Motilidade espermatica

De massa (1-5) Vigor 5 Vigor 4-5 Vigor 4 Vigor 3 (0-3)

Individual (%) Acima 70% 60-69% 50-59% Abaixo 50%

Total de pontos 20 12 10 3
Morfologia espermatica

Defeitos maiores Abaixo 10% 10-19% 20-29% Acima 29%

Total de defeitos Abaixo 25% 26-39% 40-59% Acima 59%

Total de pontos 40 25 10 3
Circunferéncia escrotal

Idade (meses)

18-23 Acima 30 26-30cm Abaixo 26 Abaixo 26cm

24-30 Acima 34 30-34cm Abaixo 30 Abaixo 30cm

31-40 Acima 36 31-36cm Abaixo 31 Abaixo 31cm

41-60 Acima 38 32-38cm Abaixo 32 Abaixo 32cm

>60 Acima 39 34-39cm Abaixo 34 Abaixo 34cm

Total de pontos 40 24 10 10

Adaptado de Vale Filho (1989).

Com relagdo as normas estabelecidas pelo CBRA
(Manual..., 1998) para caracteristicas fisicas do
sémen congelado, motilidade (>30%) e vigor
(>3,0), todas as doses criopreservadas em Nagase
(100%) foram aprovadas e estdo aptas a serem
empregadas em inseminacdo artificial no campo
ou em outros processos biotecnoldgicos da
reproducdo. Ao contrario, nenhuma dose
criopreservada com Bioxcell®, nas mesmas
condicBes experimentais, obteve 0 mesmo éxito.

CONCLUSOES

A selegdo para CAP >80 pontos foi eficiente
como marcador para a obtencdo de excelentes
taxas de recuperacdo pés-congelacdo (100% de
doses viaveis), quando se utilizou o diluidor a
base de lactose-gema-glicerol. Ao contrario,
quando da utilizacdo do diluidor a base de
lecitina de soja, as taxas de recuperagdo foram
significativamente menores. Existe influéncia do
diluidor sobre a qualidade do sémen poés-
congelacdo, e sua escolha tem o objetivo de
maximizar a produgdo de doses viaveis por
animal e de reduzir os custos. O teste
hiposmotico ratificou os achados p6s-congelagao
obtidos para motilidade, vigor e porcentagem de
caudas dobradas, apresentando-se  como
ferramenta eficaz e de baixo custo para
identificacdo da taxa de células com membranas
espermaticas funcionalmente prejudicadas pelo
processo de criopreservacao.
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