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RESUMO - A conservagdo do sémen caprino sob refrigeracdo ou congelacdo baseia-se na reducdo do
metabolismo espermdtico, promovendo a preservagdo do ejaculado por longos periodos, e favorecendo o seu uso
até mesmo na contra-estacio reprodutiva. No entanto, para se realizar esta importante biotécnica é necessdrio o
conhecimento de diversos aspectos como o melhor diluente e crioprotetor a serem utilizados, as taxas de
resfriamento, congelacdo e descongelacdo mais adequadas, quais as interacdes existentes entre as substincias
presentes no plasma seminal com os diluidores a serem utilizados e ainda qual a origem das principais lesoes
ocasionadas pelo frio, tendo em vista sua redugdo. Desta forma, a presente revisdo se propde a apresentar 0s
principios e os protocolos mais usuais de conservacdo do sémen caprino pelo frio, quer seja através do
resfriamento ou mesmo da congelacéo.
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ABSTRACT - Goat semen conservation under chilling or freezing is based on a reduction in sperm metabolism,
promoting the ejaculate preservation for long time and permiting its use even when it is not the seasonal
breeding. However, to perform this important biotechnique is necessary to know various aspects, such as the
better extender and cryoprotectant to be used, the better chilling, freezing and thawing rates, wich interactions
exist with the substances present in the seminal plasma and the extenders and yet the origin of main injuries
caused by cold, in order to reduce the sperm loss after thawing. Thus, this review has the objective to present the
most common principles and protocols to goat semen conservation by cold, either by chilling or by freezing.

Keywords: Chilling, cryopreservation, goat, semen processing.

INTRODUCAO altamente efetiva. Para o s€émen caprino, no entanto,
o primeiro relato de sucesso de sua criopreservagdo

A habilidade do glicerol em proteger as células dos se deu logo em seguida, no ano 1950, produzido por
danos ocasionados pelo frio foi descoberta Polge e Smith (Bezerra, 2009).
acidentalmente (Pegg, 2002). Assim, em 1948, foi
descoberto pelos pesquisadores Smith, Polge e Parks Atualmente, sabe-se que a criopreservacdo do sémen
que o glicerol poderia permitir a sobrevivéncia dos das espécies domésticas é um processo complexo
espermatozoéides de aves durante a congelacdo a uma que envolve o balanco de muitos fatores tendo em
temperatura de — 70°C (Polge et al.,, 1949). De vista a obtencdo de resultados satisfatérios. Para
acordo com Figueiredo (2008), vdrias especulagdes garantir o sucesso da criopreservagdo € necessario
surgiram sobre como se deu essa descoberta. ter o conhecimento nio somente do diluente e do
Atualmente, estd claro que um engano ao etiquetar crioprotetor apropriado, das taxas de diluicdo,
uma garrafa de solucdo em um refrigerador permitiu resfriamento ou descongelagdo, mas também o
que o s€men de ave fosse congelado em uma mistura conhecimento da prépria fisiologia espermdtica da
de glicerol, albumina e dgua, ao invés da solugdo espécie, que ¢é essencial para a recuperagdo
planejada, contendo frutose. Os resultados da espermdtica maxima apds a descongelacdo, e,
experiéncia mostraram que a solugdo de frutose foi conseqiientemente, para a obtengdo de altas taxas de
ineficaz e que a solugdo de glicerol, ao contrério, foi fertilidade (Purdy, 2006).

* Autor para correspondéncia. E-mail: silvestrebrilhante @hotmail.com.
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Ha vérias formas de utilizagdo do sémen caprino
para a inseminagdo artificial, tendo em vista que o
mesmo pode ser usado a fresco (puro ou diluido),
resfriado ou criopreservado. O sémen fresco e o
resfriado apresentam fertilidade mais elevada, mas
de uso restrito ao periodo de atividade sexual dos
machos, haja vista ser uma espécie que, em
determinadas regides, apresenta estacionalidade
reprodutiva em virtude do fotoperiodo. Ja o sémen
criopreservado pode ser mantido por um longo
periodo armazenado em nitrogénio liquido (N,),
apresentando maior aplicabilidade (Traldi, 2006).

Tendo em vista a complexidade do processo de
conservacdo do sémen caprino pelo frio, o presente
trabalho se propde a apresentar um levantamento
geral acerca dos principais aspectos ligados a
conservacdo do sémen caprino sob congelagdo ou
refrigeracao.

PARTICULARIDADES DO SEMEN CAPRINO

Sabe-se que o sémen caprino  apresenta
particularidades que o diferenciam do de outras
espécies, sendo a mais importante a sintese e
secrecdo de enzimas pelas glandulas bulbo uretrais
liberadas no plasma seminal (Simplicio & Machado,
1989). Segundo Iritani & Nishikawa (1961), essas
enzimas possuem atividade fosfolipase e hidrolisam
a lecitina presente na gema de ovo em lisolecitinas e

dcidos  graxos, altamente tdoxicos para o0s
espermatozdides. Sendo a lecitina o fosfolipide mais
abundante nas membranas plasmdticas dos

espermatozdides e também presente na gema de ovo,
a composi¢do enzimatica do s€émen do bode e dos
diluidores assume grande importdncia no processo
de conservagdo do sémen, congelado ou resfriado
(Simplicio & Machado, 1989). No caso dos
diluidores a base de leite, uma fracdo protéica,
também oriunda da glindula bulbo uretral,
denominada SBUIII, hidrolisa os seus triglicerideos,
resultando na producio de dcidos graxos téxicos aos
espermatozéides de caprinos, como o dcido oléico,
capazes de inibir sua motilidade (Corteel et al.,
1983; Leboeuf et al., 2000). O efeito SBUIII pode
ser direto sobre os fosfolipides da membrana dos
espermatozéides ou indireto, pela producdo de
derivados toxicos dos lipides do leite.

DANOS OCASIONADOS PELO
RESFRIAMENTO DO SEMEN

Envolvendo toda a célula espermdtica, existe a
membrana plasmatica que € composta por uma dupla
camada de lipideos, proteinas e carboidratos. As
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membranas espermdticas sdo as estruturas mais
afetadas pelo choque térmico (Amann & Graham,
1993). Os danos causados pelo estresse térmico sdo
decorrentes de danos estruturais diretos, como a
ruptura das membranas ou, indiretos, por alteragdes
das funcdes celulares (Squires et al., 1999).

Em geral, quando os espermatozdides mamiferos sdo
submetidos a temperaturas inferiores a 5°C, ocorre o
choque térmico pelo frio, definido como uma
criodestruicdo que causa perda irreversivel da
motilidade e redug@o significativa da atividade
respiratéria e da glicdlise (De Leeuw et al., 1991;
Parks & Lynch, 1992). O choque térmico acarreta
desequilibrio i6nico (aumento do Ca**, Na* e Zn"*
intracelulares e perda de fons K™ e Mg'"), com
conseqiiente reducdo da motilidade espermatica. Isso
porque durante o resfriamento, esse desbalango
provoca lesdes na membrana com mudanga na sua
permeabilidade (Watson, 1996). O choque térmico
pelo frio causa lesdes, especialmente no acrossomo,
com desprendimento e perda do conteudo
enzimadtico. Dessa forma, qualquer dano ocorrido no
acrossomo pode inibir a capacidade fecundante do
espermatozéide (Woelders, 1990).

J4 durante o processo de congelagdo, os
espermatozdides sdo expostos a vdrios fatores
estressantes: transi¢cdo de fase dos fosfolipideos da
membrana, estresse osmotico e toxico pela adicdo e
remogdo de crioprotetores, desidratacio, aumento da
concentracdo dos solutos e formagio e dissolugio de
cristais de gelo (Bortolozzo et al., 2008).

Duas hipéteses sdo utilizadas para explicar as
injirias as células espermadticas decorrentes da
congelagdo, dependendo da taxa de congelacdo do
sistema: a formagdo de gelo intracelular a taxas
rapidas de congelacdo, e, o “efeito solucdo” a taxas
lentas de congelacdo (Mazur, 1970). Quando a taxa
de congelagdo € rdpida, a dgua intracelular congela e
forma cristais de gelo, tidos como letais para a
célula. Por outro lado, quando a taxa de congelagdo
¢ lenta os cristais de gelo se formam na solugdo
extracelular primeiro, o que gera um aumento na
concentracdo de eletrdlitos da fragdo ndo congelada.
O aumento na concentragao induz,
conseqiientemente, desidratacdo celular através de
uma diferenca de pressio osmética. Se a
desidratacdo € severa, toxicidade ou injtria celular
pode ser induzida devido a alta concentragdo de
eletrolitos, o que é denominado de “efeito solucdo”
(Fahy, 1980). Sabe-se que a formagdo de cristais
intracelulares ¢é letal e consiste no principal
mecanismo de danos envolvido quando usadas taxas
rdpidas de congelagdo (Toner et al., 1993), mas, a
injdria pelo “efeito solu¢do” ndo estd completamente
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compreendida (Han & Bischolf, 2004). Porém, tanto
o gradiente osmoético extracelular quanto a formagao
de cristais de gelo intracelulares causam alteragdes
na organiza¢do das membranas bem como na fung@o
das organelas (Mazur, 1984).

DILUENTES PARA USO NO SEMEN
CAPRINO

Os diluentes sdo utilizados com o intuito de proteger
os espermatozdides dos efeitos criticos da
congelacdo. Um bom diluente se caracteriza pela
auséncia de toxicidade a célula espermatica; pela
osmolaridade adequada, onde o espermatozdide
caprino prefere meios hipertonicos entre 425 e 525
mOsm; poder nutritivo e tampdo eficaz; pelos
estabilizadores de membrana; pelo pH (potencial
hidrogenidnico) em torno da neutralidade (para
caprinos entre 6 e 8), que favorece a sobrevivéncia
espermatica e, por ultimo, por ser de facil preparo e
baixo custo (Concannon & Batista, 1989; Purdy,
2006).

Segundo Gibbons (2002), é imprescindivel na
composicdo de um diluente usado para a congelagdo
do sémen caprino uma substancia tampdo como o
Tris, sais como o citrato de so6dio, um ou mais
acucares (glicose, frutose, lactose, rafinose ou
trealose), crioprotetores penetrantes (glicerol,
etilenoglicol ou dimetilsulfoxido) e ndo-penetrantes
(leite ou gema de ovo) além de antibidticos, sendo a
penicilina e a estreptomicina os mais utilizados.

Um dos diluentes mais utilizados para s€émen caprino
€ o Tris, 4cido citrico, frutose, gema de ovo e
glicerol (Neves et al., 2008). O Tris (Tris-
hidroximetil-aminometano - H,NC(CH,0OH);) é uma
substancia  solivel em  dgua,  disponivel
comercialmente em um alto grau de pureza na forma
de cristais. Ele permanece estivel em temperatura
ambiente por diversos meses, atuando como tampdo
ionico bipolar em pH entre 7,0 e 9,0 (McPhail &
Goodman, 1984).

De acordo com Purdy (2006), além do Tris,
diluentes a base de leite em pd desnatado também
sdo muito utilizados, entretanto o primeiro confere
os melhores resultados de motilidade apds a
descongelacdo (Deka & Rao, 1987). Isso porque, tal
como ja relatado anteriormente, o sémen caprino
apresenta particularidades que limitam o uso
excerbado de diluentes ricos em fosfolipideos, como
aqueles a base de leite ou mesmo com altas
propor¢des de gema de ovo. Diante deste problema,
buscou-se um meio diluente pobre em fosfolipideos,
sendo entdo desenvolvida a dgua de coco em pé
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(ACP®), uma substincia nutritiva mas pobre em
fosfolipideos, como uma alternativa vidvel para a
dilui¢do do sémen caprino (Neves et al., 2008).

CRIOPROTETORES PARA USO NO SEMEN
CAPRINO

No intuito de reduzir as crioinjdrias, vdrias
substancias foram utilizadas como crioprotetores,
que sdo componentes normalmente ndo encontrados
nas células vivas (Fuller, 2004; Purdy, 2006). De
acordo com Amann (1999), os crioprotetores se
classificam como penetrantes ou nao-penetrantes.
Um crioprotetor ndo-penetrante, niao consegue
atravessar a membrana plasmdtica e age
extracelularmente. Assim, ele pode atuar como um
soluto e reduzir a temperatura de congelagdo do
meio. J4 os crioprotetores penetrantes, sdo
permedveis a membrana plasmdtica e agem intra e
extracelularmente. Como sdo soldveis, causam a
desidratacdo do espermatozéide devido ao fluxo de
dgua osmoticamente direcionado. Apds curtos
periodos de tempo, o crioprotetor e a dgua se
equilibram, resultando em iguais concentragdes extra
e intracelulares.

Muitos  crioprotetores  penetrantes  (glicerol,
dimetilsulféxido, dimetilformarmida, etilenoglicol,
propilenoglicol) e suas combinagdes tém sido
testadas para o sémen caprino, todavia, o
crioprotetor  penetrante  mais  freqiientemente
utilizado continua sendo o glicerol (Purdy, 2006;
Bezerra, 2009). A adicdo do glicerol pode ser
realizada em 1, 2 ou 3 passos a temperatura de 37°C
ou de 5°C, sendo que a concentragdo final de uma
substdncia crioprotetora € determinada pela
toxicidade da prépria substancia quimica utilizada
(Purdy, 2006). Assim, os crioprotetores podem
apresentar niveis de toxicidade dependentes de sua
concentracdo e da durag@o da exposi¢do das células
a estes agentes, o que denota a importancia da
identificagdo da concentracdo ideal que balanceie a
toxicidade e a 6tima crioprotecdo (Fuller, 2004).

SEMEN CAPRINO CONSERVADO SOB
REFRIGERACAO

A temperatura corporal, o metabolismo espermético
¢ alto e, a cada 10°C de sua queda, este se reduz em
cerca de 50%. Quando os espermatozéides sdo
mantidos a 5°C, apenas 10% de seu metabolismo é
necessario para sua sobrevivéncia quando
comparado a preservacdo a 38°C. Desta forma, a
refrigeracdo reduz o catabolismo espermatico, o que
€ necessdrio para a preservagdo do ejaculado por
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longos periodos (Squires et al., 1999). Dessa forma,
a reducdo da temperatura diminui reversivelmente a
atividade metabdlica do espermatozodide,
possibilitando assim a sua armazenagem (England,
1993).

Segundo Gongalves et al. (2001) e Medeiros et al.
(1994), o sémen caprino pode ser conservado sob
refrigeracdo a 4°C podendo ser utilizado em um
curto espaco de tempo, tendo sua viabilidade
méxima de 48hs. Este tipo de sémen apresenta a
vantagem de possuir uma fertilidade mais elevada
com o uso da IA em relagdo ao sémen congelado
(Traldi, 1994). Siqueira et al. (2009) inseminaram
fémeas da raga Toggenburg com sémen diluido em
Tris-frutose-gema de ovo a 2,5%, envasado em
palhetas de 0,25, com 150x 10° espermatozéides/mL
e resfriado a 5°C durante 12 e 24h. Os autores nado
observaram diferenca  significativa entre os
tratamentos e obtiveram uma taxa de concepgido de
66,14% para as fémeas inseminadas com sé€men
resfriado por 12h, e de 62,5% para aquelas
inseminadas com sémen resfriado por 24h,
concluindo que a utilizagcdo do s€men resfriado a 5°C
em até 24h seria uma opc¢do vidvel e facilitadora do
transporte a longas distancias.

O resfriamento do sémen ocorre de maneira
progressiva em geladeira, onde permanece por 45
minutos dentro de um tubo inserido em béquer ou
um copo de vidro contendo 4gua até atingir a
temperatura de 4°C. Para a inseminag¢do com sémen
resfriado a dilui¢do pode ser realizada com uma
parte de s€émen para nove partes do diluente; isto €,
para 1,5ml de s€men, adiciona-se 13,5ml do
diluente, quantidade suficiente para inseminar 30
fémeas; j4 que se utiliza 0,5ml da solugdo por
inseminagdo. (Gongalves et al., 2001).

SEMEN CAPRINO CONSERVADO SOB
CONGELACAO

Segundo Ribeiro (1997) com o uso da I.LA com
sémen congelado, o ndmero de fémeas por
reprodutor é superior sendo dificil de ser
determinado, onde uma tnica ejaculacdo pode
produzir de 10 até 40 doses de sémen dependendo da
quantidade do mesmo e quantidade de
espermatozdéides utilizados por dose. O processo de
criopreservacdo de sémen, além de possibilitar sua
utiliza¢@o por periodos mais longos de tempo, reduz
custos com a aquisi¢do e transporte de reprodutores
e favorece rdpida difus@o de material genético entre
regides, paises e continentes (Castelo et al., 2008).

S23

De acordo com Bezerra (2009) no processamento
para a congelacdo do s€men caprino, o sémen fresco
deve ser diluido em Tris-gema de ovo a temperatura
ambiente (32°C), avaliadas quanto a sua motilidade
progressiva (para verificar o efeito da diluicdo sobre
a qualidade do sémen) e posteriormente
acondicionado em caixa isotérmica de poliestireno
expandido durante o periodo de 40min, visando
alcancar uma temperatura de 15°C. Alcancada esta
temperatura, o sémen ¢ entdo transferido para o
refrigerador por mais 30 min para que a temperatura
caia para 5°C . Apés a refrigeracdo, o s€émen o sémen
é submetido a uma segunda dilui¢do com Tris-gema
acrescido de glicerol a uma concentracdo final de
6% e avaliado quanto a motilidade progressiva mais
uma vez (para verificar o efeito do crioprotetor sobre
a qualidade do sémen). Essa dilui¢do final resulta
em uma concentracio espermatica de 150 x 10°
espermatozéides/mL.

O sémen refrigerado pode ser envasado em palhetas
plasticas de 0,5 e 0,25 mL. Maxwell et al. (1995)
afirmaram que um método de envase adequado é
aquele que permite a identificagdo de cada dose de
sémen e ainda, um melhor armazenamento no botijdo
de nitrogénio liquido (N,), ocupando menor espago.
Bezerra (2009), avaliaram a influéncia do volume
das palhetas de 0,25 e 0,5mL sobre a qualidade do
sémen caprino descongelado e concluiram que o
envase nesta Ultima promove maiores resultados de
motilidade progressiva apds a descongelagdo, sendo
esta portanto a mais recomendada para o envase do
sémen nesta espécie.

Para a congelagdo propriamente dita Sundararaman
& Edwin (2008) recomendam que as palhetas sejam
dispostas horizontalmente em uma rampa de
congelacdo a uma altura de 5 cm do nivel de
nitrogénio liquido (N2), alcangando temperatura
aproximada de - 70 °C pela exposi¢do ao vapor.
Finalmente, as palhetas sdo armazenadas em N, até o
dia da descongelacio.

Bezerra (2009) inseminou cabras S.R.D. do Semi-
arido potiguar com sé€men congelado diluido em
Tris-frutose-gema de ovo a 2,5% acrescido de 6% de
glicerol. Antes da inseminacdo as cabras tiveram o
estro sincronizado através do uso de esponjas
vaginais contendo acetato de medroxiprogesterona.
Uma taxa de concepcao de 42,7% foi observada.

DESCONGELACAO

Para ser utilizado, o s€men criopreservado deve ser
submetido ao processo de descongelagdo.
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Tradicionalmente, o sémen caprino envasado em
palhetas é descongelado a 37 °C durante 12 a 30 s
(Cabrera et al., 2005; Purdy, 2006). Bezerra (2009)
nao observaram diferencas entre a descongelacdo do
sémen caprino realizada a 37 °C/1 min. e a 55 °C/7 s.
Entretanto, deve-se observar que durante o uso de
taxas rapidas de descongelacdo com temperaturas
mais altas, o tempo torna-se um ponto critico, visto
que se excedido, pode resultar em altas taxas de
mortalidade espermadtica. Assim, a descongelag@o do
sémen a 37°C é mais recomenddvel sob condicdes
praticas de inseminacdo artificial, pois o risco de
superaquecimento € menor.

CONSIDERACOES FINAIS

Apesar das tentativas de aperfeicoamento dos
protocolos de resfriamento e congelagdo do s€émen
caprino, atualmente, a inseminagdo artificial nesta
espécie com sémen fresco tem se tornado uma
técnica freqiiente comparativamente ao sémen
congelado. Isso porque, como em outras espécies
domésticas, o processo de congelacio reduz a
viabilidade do sémen caprino, e, a taxa de
nascimentos apds IA com sé€men congelado varia
entre 30 e 70% (Ritar & Salamon, 1983; Leboeuf et
al., 2003; Dorado et al., 2007), enquanto que para o
sémen fresco ou resfriado esses valores sobem para
60 a 80% (Ritar & Salamon, 1983; Roca et al., 1997,
Paulenz et al., 2005). No entanto, vdirios estudos
sobre o processamento, congelacdo e descongelagdo
de espermatozdides caprinos vém sendo conduzidos
visando a redugdo das crioinjurias. E, assim, com o
conhecimento mais aprofundado sobre a fisiologia
da espécie e do processamento seminal, o uso do
s€men caprino congelado e resfriado se tornard cada
vez mais freqiiente, haja vista os seus beneficios para
a conservagdo deste tipo de germoplasma.
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