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Resumo

Esta revisao teve como objetivo abordar os principais fatores que podem interferir no sucesso da
congelacdo do s€men caprino, como variagdo individual, estacionalidade reprodutiva, centrifugacdo para retirada
do plasma seminal, adicdo de diluentes e crioprotetores, e curva de refrigeracdo, visando aumentar o
conhecimento das necessidades destas células durante o processo de congelacdo e possibilitar o desenvolvimento
de protocolos de congelagdo mais eficientes.
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Abstract

This review had the objective to discuss the main factors that can interfere on the success of the goat
semen frozen, like as individual variation, reproductive seasonality, centrifugation to take off the seminal
plasma, the diluent and cryoprotector addition, and cool curve, aiming to increase the knowledge of the
necessities of these cells during the freezing process and to possibility the development of the freezing protocols
more efficient.
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Introducéao

O armazenamento do sémen, particularmente em estado congelado, ocasiona danos ultra-estruturais,
quimicos e funcionais aos espermatozoéides, determinando reducdo na motilidade, na viabilidade e na fertilidade
(Leboeuf et al., 2000). No entanto, a ocorréncia destes danos depende de caracteristicas de cada espécie, uma
vez que, segundo Byrne et al. (2000), os espermatozodides de bovinos e caprinos sdo menos sensiveis a
congelacdo do que os de ovino, principalmlente quando submetidos a temperatura de —10 e —25 °C.

Os danos fisicos que acometem os espermatozdides durante o processo de congelagdo podem se
localizar nas membranas plasmadtica e acrossomal, na pec¢a intermediaria ou no axonema, apesar de as
membranas serem mais sensiveis do que o nucleo e a cauda do espermatozoide (Salamon e Maxwell, 1995).
Segundo Purdy (2006), a ocorréncia destes danos difere entre as espécies em virtude dos espermatozoides
possuirem tamanhos e formas diferentes, como também sua composic¢do de lipideos.

Ressalta-se, entretanto, que a presenga da enzima fosfolipase A no plasma seminal de caprinos
compromete a fertilidade do sémen durante o processo de congelagdo (Roy, 1957). Assim, visando obter maior
viabilidade dos espermatozoides, pds-descongelagdo, alguns autores utilizam a lavagem do s€émen. Todavia, este
procedimento tem sido motivo de varias pesquisas, tendo sido questionada ndo somente a técnica de
centrifugagdo, como também o nimero de lavagens e a diluigdo do sémen (Roy, 1957).

Por conseguinte, ao se realizar o processo de criopreservacdo do sémen caprino deve-se levar em
consideracdo caracteristicas inerentes a esta espécie. Desta forma, objetivou-se com este trabalho abordar os
fatores que podem interferir no sucesso da congelacdo do sémen caprino, como variagcdo individual,
estacionalidade reprodutiva, centrifugagio para retirada do plasma seminal, adi¢do de diluientes e crioprotetores,
concentrag@o espermatica por palheta e curva de congelacéo.

Fator individual
A influéncia do fator individual tem sido avaliada por varios autores, visando analisar a capacidade de

criopreservacao espermatica, tendo sido enfatizada a necessidade de avaliagdo prévia tanto do reprodutor quanto
de diferentes ejaculados de um mesmo animal (Cochran et al., 1985; Mies Filho et al., 1986; Windsor, 1997).
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Evidéncias observadas em varias espécies de mamiferos tém sugerido que machos de uma mesma
espécie diferem em sua fertilidade, podendo variar de inférteis a altamente férteis (Killian et al., 1999). Assim,
com base na viabilidade das amostras de s€émen criopreservadas, Cano (1984) classificou os reprodutores como
de alta e baixa sensibilidade ao processo de congelagdo. No entanto, apesar de esta classificacdo ser
independente da qualidade do sémen in natura (Corteel et al., 1987), sabe-se que os espermatozodides adquirem
sensibilidade ao choque térmico durante o transito no ducto epididimario, provavelmente devido a alteragdo na
composicao dos lipideos presentes na membrana espermatica (Watson, 1981).

Diferencgas na freqiiéncia de ejaculacdo (Boué e Corteel, 1992) ou no tempo do transito epididimario,
determinando heterogeneidade na populagdo espermatica presente no epididimo, podem desenvolver um
mecanismo responsavel pela variabilidade da resposta a variagdo de temperatura, explicando porque ejaculados
de um mesmo individuo podem variar em sua resposta ao processo de congelagdo/descongelagdo (Watson,
1995).

Epoca do ano

Na espécie caprina, alguns trabalhos apresentam resultados contraditorios na congelabilidade e na
fertilidade de amostras de sémen obtidas nas estagdes reprodutivas e ndo reprodutivas. Todavia, em animais
criados em regides de clima temperado, sugere-se que a fertilidade de espermatozoéides apds o processo de
congelagdo (Corteel et al., 1978; Muhuyi et al., 1992; Karatzas et al., 1997) sdo maiores quando as colheitas das
amostras de sémen sdo realizadas na estagdo reprodutiva, quando comparada a ndo reprodutiva.

Ahmed et al. (1997) observaram diferenga na viabilidade de espermatozoides congelados, obtidos de
caprinos criados no Suddo, de acordo com a estagdo do ano, ¢ relataram que o aumento das anormalidades
observadas ap6s a congelacdo de amostras colhidas no verfo, como elevado porcentual de caudas enroladas,
deve estar relacionado ao estresse térmico. Desta forma, estes autores sugeriram colher e congelar amostras de
sémen de reprodutores caprinos durante a estagdo reprodutiva (agosto a fevereiro), visando obter um banco de
sémen para realizacdo das IA durante todo o ano.

Esta variacdo na congelabilidade de amostras de sémen caprino pode estar relacionada ao fato da
influéncia sazonal interferir na produgéo das proteinas espermaticas, uma vez que, segundo Smith et al. (1999),
devido a diminui¢do do volume seminal e da concentragdo de espermatozoides, algumas proteinas presentes na
estacdo reprodutiva (peso molecular 20 — 70 kDa) encontram-se ausentes na estagdo nao reprodutiva.

Centrifugacdo

Apesar de indicada no processo de congelagdo do sémen caprino, alguns autores (Ritar e Salamon,
1982; Evans ¢ Maxwell, 1987) ndo recomendam a retirada do plasma seminal, em virtude desse procedimento
prejudicar a viabilidade das células espermaticas e, conseqiientemente, as taxas de fertilidade apds as
inseminagdes, provavelmente devido ao efeito da centrifugacdo sobre a viabilidade das células espermaticas
(Barbosa et al., 1999).

Todavia, geralmente realiza-se uma ou duas lavagens (550-950 x G, 10 a 15 minutos) das células
espermaticas no processo de congelagdo do sémen caprino (Nunes et al., 1982; Ritar e Salamon, 1982).
Acredita-se que, quando realizada de forma inapropriada, a centrifugacdo danifica as células espermaticas, mas
quando realizada corretamente determina beneficios ao processo de criopreservacdao da célula e melhoria nas
taxas de motilidade, em virtude de se obter maior porcentagem de células vivas e com acrossomas integros, pos-
descongelagdo (Drobnis et al., 1980; Ritar e Salamon, 1982; Memon et al., 1985; Leboeuf et al., 2000) ou
refrigeragio a 5°C durante 72h (Islam et al., 2006).

Segundo Islam et al. (2006), a manutengdo de amostras de sémen caprino a temperatura ambiente antes
da lavagem causou mais danos aos espermatozoides, enquanto a lavagem imediata determinou efeito benéfico na
viabilidade dos espermatozdides armazenados por até 72 horas, a temperatura de refrigeragéo (5°C).

Apesar de muitos autores corroborarem que a remog¢do do plasma seminal de amostras de sémen
caprino, ressalta-se que este procedimento ¢ favoravel quando se usa diluidores a base de gema de ovo, em
virtude de preservar a motilidade das células espermaticas no sémen fresco e no congelado com plasma seminal
(Azeredo et al., 2001). Todavia, quando o plasma seminal ¢ retirado ocorre aumento do porcentual de
membranas danificadas pos-descongelacdo. Estes achados podem ser explicados pelo fato de o experimento ter
sido realizado no periodo reprodutivo, havendo interferéncia positiva do fotoperiodo, uma vez que, segundo
Corteel et al. (1980), apesar do efeito favoravel ou ndo que a lavagem proporciona ao ejaculado, existem
diferencas entre as colheitas de sémen durante as estagdes, uma vez que as células suportam melhor o processo
de congelagdo durante a estag@o reprodutiva.

Retirada do plasma seminal

As caracteristicas bioquimicas do plasma seminal dos ejaculados variam devido a diferengas nas
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proporgoes de secregdes provenientes das glandulas acessorias. Esta alteracdo no ambiente bioquimico dos
ejaculados pode modificar a resposta celular apos a criopreservagdo, tendo sido proposta também como fonte de
variagdo da fertilidade (Windsor, 1997).

Na espécie caprina, o plasma seminal exerce efeito nocivo sobre a célula espermatica, em virtude da
presencga da enzima fosfolipase A, secretada pelas glandulas bulbouretrais, que interage com os fosfolipideos
presentes no leite (Corteel, 1974; Nunes, 1982) ou na gema de ovo (Roy, 1957), resultando em lisolecitinas e
acidos graxos, substancias toxicas aos espermatozoéides (Corteel, 1974).

Em contrapartida, Nunes et al. (1982) relataram aspectos positivos da presenga do plasma seminal na
sobrevivéncia de espermatozoides submetidos a congelacdo, o que foi ratificado por Azeredo et al. (2001), ao
constatarem que a remocdo do plasma seminal reduziu a motilidade e o vigor espermaticos de amostras
congeladas de sémen caprino. Segundo Misra et al. (1993), o uso de solugdes estabilizantes isotonicas melhoram
a qualidade espermatica do sémen caprino em diversas temperaturas.

A capacidade da lisolecitina em fusionar membranas encontra-se bem estabelecida. Estudos
morfoldgicos mostram que o tratamento dos espermatozéides com lisolecitinas induz a fusdo da membrana
acrossomal com a membrana plasmatica e conseqiiente reacdo acrossomal. Por conseguinte, ¢ importante
ressaltar que o glicerol, na concentragdo de 20%, impede a desnaturagdo da fosfolipase a temperatura de 70°C.
Porém, quando adicionado junto a inibidores da fosfolipase e armazenado a —20°C, em solugdo contendo o
substrato para enzima, potencializa a agéo do inibidor (Upreti et al., 1999).

Proteinas seminais

As proteinas presentes no plasma seminal variam entre as espécies (Villemure et al., 2003), atuando na
viabilidade, na motilidade espermatica e na capacidade fertilizante da célula espermatica (Brandon et al., 1999;
Sanchez-Luengo et al., 2004).

De acordo com Therien et al. (1999), as proteinas do plasma seminal de bovino (BSPs) se associam a
membrana dos espermatozoéides no momento da ejaculagdo, induzindo o efluxo de colesterol e fosfolipidios da
membrana espermatica, o que pode induzir a desestabilizagdo da mesma, diminuindo sua estabilidade frente aos
processos de criopreservagdo de sémen utilizados atualmente.

O processo de criopreservacao induz mudangas na organizacao lipidica da membrana, com conseqiiente
modificacdo nas proteinas cinéticas das enzimas intramembranosas. Assim, a fusogenecidade e a resposta do
sinal de transdugdo podem ser afetadas por estas mudancgas, contribuindo com a possibilidade de que a
longevidade do sémen descongelado seja reduzida em virtude da precoce capacitacdo espermatica (Holt e North,
1984, 1986; Drobnis et al., 1993).

Sundhey et al. (1995) concluiram que a concentragéo das proteinas presentes na membrana da cauda do
espermatozodide caprino aumentava durante a maturagdo epididimal e possuiam pesos moleculares menores de
25,7 kDa e maiores de 170 kDa, especialmente as proteinas de 220 kDa, que possivelmente estdo associadas a
capacitacdo espermatica, migracdo do espermatozoide no utero, ligacdo do espermatozoide ao ovulo, fertilizagdo
e divisdo do ovocito. Este fato provavelmente explica as afirmagdes de Parks e Graham (1992), ao relatarem que
a compartimentalizagdo da membrana decorre de varios fatores e que alteragdes estruturais das proteinas podem
ser induzidas pela criopreservagdo, reduzindo a capacidade fertilizante dos espermatozdides.

Trabalhando com animais de diferentes graus de congelabilidade do sémen, Roncoleta (1999)
evidenciou que algumas proteinas podem participar de forma positiva ou negativa no metabolismo espermatico
durante a criopreservagao.

Ao pequisarem as proteinas do plasma seminal dos caprinos criados em clima subtropical iimido, La
Falci et al. (2002) observaram que as proteinas com afinidade para heparina (HAPs) estdo sob controle
estacional e diretamente relacionadas a fung@o espermatica durante a estagdo reprodutiva e nao reprodutiva,
como, por exemplo aquelas responsaveis pelo processo de capacitacdo ¢ fertilizagdo (Desnoyers e Manjunath,
1992; Sanz et al., 1993).

Em caprinos da raga Alpina Americana criados na regido Nordeste do Brasil, foi observada melhor
qualidade espermatica quando o sémen foi colhido no periodo de alto indice pluviométrico, o que pode ser
atribuido a presenga das proteinas de 13 kDa e 45 kDa (Souza et al., 2009b), enquanto que no periodo de baixo
indice pluviométrico encontrou-se maior diversidade de proteinas de membranas espermaticas (30) do que no
periodo de alto indice pluviométrico (26), sem interferir na viabilidade espermatica (Souza et al., 2009a).

Diluentes

Os diluentes destinam-se a prolongar a vida fértil dos espermatozoides e protegé-los de condigdes
ambientais desfavoraveis (Picket ¢ Amann, 1987), sendo mais utilizados para a criopreservagdo do sémen
caprino o diluidor a base de leite desnatado (Voss e Pickett, 1976). Todavia, por ser rico em fosfolipidios, este
diluente deve ser submetido ao processo de aquecimento a 95 °C, durante 10 minutos, com o objetivo de inativar
os fosfolipidios e proporcionar melhor recuperagdo da motilidade progressiva dos espermatozoides (Trejo et al.,
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1987).

Alguns estudos tém proposto que as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) encontradas na gema de
ovo podem ser responsaveis pela resisténcia ao choque térmico e pelo aumento da motilidade espermatica apos a
descongelagdo (Moussa et al., 2002), em virtude de promover a entrada de fosfolipidio e colesterol para a
membrana e prevenir a saida destes compostos da membrana espermatica, formando um complexo com as
proteinas do plasma seminal e impedindo que estas proteinas fiquem disponiveis para atuar na membrana
espermatica. Com isto, evita-se o efluxo de fosfolipidios e colesterol, conferindo a célula espermatica maior
resisténcia ao choque térmico (Manjunath et al., 2002; Bergerom et al., 2004).

Na espécie caprina, o uso do diluente € determinante para o sucesso de congelacdo do sémen. Uma das
alternativas para se minimizar os problemas relacionados ao processamento do sémen é o uso de diluidores que
protegem as células espermaticas sem danifica-las e que prolonguem a vida fértil dos espermatozoides (Picket e
Amann, 1987).

A agua de coco também tem sido utilizada como excelente diluidor para o sémen de caprinos, devido a
presenca de uma molécula pertencente ao grupo das auxinas, conhecido como acido 3-indol-acético, que confere
aos espermatozodides aumento na motilidade e no vigor espermatico (Sales, 1989). Além disso, este diluente
possui na sua composi¢do aminoacidos, agucares, vitaminas ¢ minerais. Este autor também relata que, devido a
baixa concentragdo de fosfolipidios, a 4gua de coco ndo se apresenta favoravel como diluente na congelagido do
sémen, porém quando utilizada para refrigeracdo, deve ser acrescida de 3% de gema de ovo (Figueiredo et al.,
2002).

Recentemente, visando avaliar a viabilidade espermatica de amostras de sémen caprino, sem
centrifugacdo, diluido e armazenado a temperatura ambiente durante 28 horas em leite desnatado, Laiciphos®,
Beltsville Thawing Solution e Biociphos Plus®, e Biociphos Plus® apos armazenamento a 5 °C, Paulenz et al.
(2005) observaram que os diluidores a base de leite desnatado, especialmente o Laiciphos”®, preservou a
motilidade e a integridade do acrossoma melhor do que o Biociphos Plus®, quando as amostras de sémen caprino
foram armazenadas a 20°C, durante 28 horas. Desta forma, segundo estes autores, ao utilizar os diluentes
Biociphos Plus® ou outro diluente contendo lipideos de origem vegetal, mas sem glicerol, pode ser uma
alternativa viavel para o armazenamento de sémen caprino a 5°C. Todavia, estes autores ndo realizaram a
avaliag@o in vivo destas amostras criopreservadas.

Ressalta-se também a adi¢@o de antibidtico (penicilina e gentamicina) ao diluente conforme foi avaliado
por Souza et al. (2006), onde observaram ndo haver diferenga entre os diferentes tipos de antiobidticos
adicionados ao leite desnatado, mas evidenciarem que as amostras de s€émen de caprino apresentaram resisténcia
a penicilina e estreptomicia, associacdo amplamente utilizada nos diluidores de sémen. Desta forma, estes
autores sugeriram o uso da gentamicina como alternativa para o controle efetivo de microganismos nas amostras
de sémen caprino.

Atualmente tem sido testado o efeito da adi¢do de antioxidantes enzimaticos na viabilidade de amostras
de sémen submetidas ao procedimento de criopreservag¢do (Guerra et al., 2004). No entanto, César (2008),
utilizando diluente Tris-leite, observou que o uso de Catalase (600, 800 ¢ 1000 U/mL) ou Superoxido dismutase
(600 U/mL e 800 U/mL), nao aumentaram a viabilidade de espermatozoides criopreservados de caprinos.

Crioprotetor

De acordo com Evans e Maxwell (1987), na composi¢do do meio diluidor utilizado para congelar
amostras de s€men caprino devem estar presentes um crioprotetor ndo penetrante (gema de ovo ou leite), um
crioprotetor penetrante (glicerol, etilenoglicol ou dimetil sufoxido), um estabilizante (Tris ou teste), um ou mais
acucares (glucose, lactose, rafinose, sacarose ou trealose), sais (citrato de sodio, acido citrico) e antibioticos
(penicilina ou estreptomicina).

Tradicionalmente, a adicdo de glicerol ¢ realizada antes da congelagdo, momento em que 0 mesmo
penetra nas células, visando estabilizar as concentragdes intra e extracelulares. Todavia, alguns autores t€ém
evidenciado que este crioproteror determina alteragdes na estrutura e na integridade bioquimica dos
espermatozoides, acelerando a reagdo acrossomal (Salamon e Maxwell, 2000). Por conseguinte, a sobrevivéncia
da célula apos a descongelacdo ¢ influenciada pelo modo que o glicerol ¢ adicionado ao diluente antes da
congelacdo (Fiser e Fairfull, 1989).

No entanto, Souza et al. (2002) pesquisaram o efeito da adigdo de glicerol e etileno glicol , como
crioprotetores do sémen de caprinos, tendo relatado que o glicerol determina melhor viabilidade dos
espermatozoides, pds-descongelacio.

Temperatura de refrigeracao
Durante o processo de criopreservagdo, a ocorréncia dos danos celulares tem inicio na fase de refrigeragéo

do espermatozoéide, onde a redugdo brusca de temperatura ¢ uma das causas de morte celular (Watson, 1981).
Desta forma, aconselha-se o uso da refrigeragdo lenta, em virtude de possibilitar que a agua saia da célula por
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osmose ¢ impega a formagdo de cristais de gelo, minimizando os danos celulares (Watson, 2000). No entanto, o
estresse ocasionado pelo processo de refrigeragdo ndao impede a ocorréncia de danos a membrana, provavelmente
devido a mudanga da fase dos lipideos e do estado funcional das membranas (Watson, 1981), assim como
também da presenca de outros elementos, principalmente as proteinas (Robertson et al., 1988).

A instabilidade da membrana plasmatica do espermatozoide submetido a variagdes térmicas durante o
processo de criopreservagdo aumenta a permeabilidade desta estrutura, com perda de moléculas e ions
intracelulares ou adsor¢do de componentes do meio diluidor (Barbosa et al., 1999).

A temperatura inicial de congelacdo também € capaz de influenciar as caracteristicas espermaticas pos-
descongelagdo. Desta forma, segundo Bag et al. (2002), a manutengéo dos espermatozdides a temperatura de —
125°C, antes de sua imersdo em nitrogénio liquido, determina efeito significativamente positivo na motilidade e
na velocidade dos espermatozodides criopreservados, bem como na integridade da membrana plasmatica, quando
comparada as temperaturas de —25 ¢ —75°C.

Algumas espécies apresentam maior sensibilidade espermatica a criopreservagdo. Assim, na tentativa de
determinar a interferéncia de diferentes velocidades de congelacdo durante o intervalo de 5 a —25°C, bem como
sua influéncia na fecundagfo in vivo e in vitro do sémen, Byrne et al. (2000) utilizaram dois protocolos de
congelagdo. O método rapido, com decréscimo de 5°C/minuto que apresenta melhor taxa de clivagem e
formagéo de blastocistos a partir de ovocitos maturados e fecundados in vitro; e o método lento, com decréscimo
de 0,5°C/minuto, seguido de I.A. transcervical e intra-uterina por via laparoscopica. Em ambos os grupos, os
indices de fertilidade foram superiores nas fémeas inseminadas com sémen proveniente do processo de
congelacdo rapida.

Danos espermaticos causados pela congelagao

Os danos ultra-estruturais dos espermatozoides ocorridos durante a congelagdo sdo acompanhados por
mudancas bioquimicas ¢ perdas de substincias vitais, como transaminase glutamico oxalacética (TGO),
proteinas e aminoacidos, decréscimo na atividade da fosfatase, aumento na concentra¢do de soédio e diminui¢ao
de potassio, inativagdo de hialuronidase e outras enzimas, perda de prostaglandinas, reducdo da sintese de ATP e
ADP, bem como da atividade proteolitica acrossomal (Salamon ¢ Maxwell, 1995).

De Leeuw et al. (1990) citaram varios fatores que podem influenciar no comportamento das membranas
celulares frente a alteragdes de temperatura e do meio, tendo ressaltado que a elevada concentracdo de proteinas
na membrana pode aumentar a estabilidade da membrana, diminuindo as chances de altera¢cdes induzidas pela
refrigeracao.

A estrutura da membrana espermatica varia de acordo com sua localizagdo, sendo compartimentalizada
de diferentes formas, dependendo da regido espermatica que ela reveste. Cada compartimento exibe propriedades
fisicas e quimicas diferentes (Squires et al., 1999). Desta forma, a membrana plasmatica possui acentuada
organiza¢do de dominio com muitas glicoproteinas antigénicas segregadas nas regides acrossomal, pos-
acrossomal, pecga intermediaria e pega principal (Holt e North, 1984).

Segundo Wolf et al. (1998), a coexisténcia de uma fase de dominio lipidico fluidica e gel na membrana
espermatica, induzida por sua variada localizagdo, podem ser exacerbados durante a refrigeragdo espermatica.
Multiplas variagdes de temperatura determinam alteragdes na estrutura da membrana plasmadtica tornando-a um
mosaico de gel e fases fluidicas, tendo sido sugerido que esteja relacionada a afinidade preferencial a certos
lipidios de glicoproteinas transmembranosas, através do efeito de modula¢do do colesterol ou da presenca de
barreiras intramembranosas que impedem a difusdo livre (Cardullo e Wolfe, 1990).

Além da motilidade, varios parametros da morfologia espermatica sdo afetados pela congelagdo, como
por exemplo o aumento do porcentual de células com acrossoma reagido (Valcarcel et al., 1994). A redugio na
porcentagem de gametas morfologicamente normais tem sido correlacionado com baixa fertilidade de amostras
de sémen congeladas em caprinos (Chandler et al., 1988). No entanto, a analise computadorizada da morfologia
espermatica (ASMA) realizada por Gravance et al. (1997) evidenciou que a congelagdo de espermatozoides
caprinos ndo afeta a morfometria da cabega.

Considerac0es finais
Apesar de bastante estudado, o procedimento de congelacdo de sémen caprino possui ainda alguns
aspectos considerados criticos a viabilidade da célula espermatica, pos-descongelagdo, reduzindo a capacidade
fertilizante deste gameta. Todavia, pesquisas mais especificas da fisiologia espermatica aumentardo o
conhecimento das necessidades destas células durante a congelagdo e possibilitardo o desenvolvimento de
protocolos de congelagdo mais eficientes.
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