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RESUMO - A criopreservacdo de sémen ¢ uma importante biotécnica reprodutiva, tendo em vista que promove
a conservacido do germoplasma masculino por tempo indeterminado. Tal biotécnica, quando associada a
inseminagdo artificial, representa um mecanismo eficiente para promocgdo e difusdo de material genético de
excelente qualidade. A criopreservacdo do sémen proporciona uma economia para o produtor ao reduzir os
custos com alimentagdo e transporte dos reprodutores, bem como os riscos de transmissdo de doencas
sexualmente transmissiveis. O s€men caprino possui uma particularidade importante a ser considerada para sua
criopreservagdo visto que a interagdo do plasma seminal com a gema de ovo, substdncia amplamente empregada
na composicdo de diluentes, € deletéria ao espermatozdide dessa espécie. Essa revisdo faz um levantamento geral
acerca dos principais aspectos ligados a criopreservacdo do sémen caprino e traz informagdes cientificas
atualizadas sobre o assunto. S@o discutidos as formas de criopreservacdo e descongelagdo mais utilizadas, bem
como os principais diluentes e crioprotetores.
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ABSTRACT - The goat semen cryopreservation is an important reproductive biotechnique that promotes the
conservation of male germplasm indefinitely. This technique, associated to the artificial insemination, represents
an efficient mechanism for promotion and diffusion of the high quality genetic material. Semen cryopreservation
provides an economy for the producer when reducing the costs with feeding and transport of the stud males, as
well as the risks of transmission of sexually transmissible diseases. The goat semen presents an important
characteristic that must be considered for its cryopreservation since that the interaction between seminal plasma
and egg yolk, a substance largely used in semen extenders, is deleterious for the spermatozoa. This revision
makes a general rising concerning the main aspects linked to the cryopreservation of goat semen and updates
scientific information on this subject. The usual freezing and thawing methods are discussed, as well as the main
extenders and cryoprotectants.
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INTRODUCAO favorece rdpida difusdo de material genético entre
regides, paises e continentes; minimiza a
A criopreservagdio do sémen € um processo possibilidade  de  introducdo de  doencas
complexo, onde é importante atentar para diversos transmissiveis via sémen numa regido e /ou pais e a
fatores a fim de obter resultados satisfatérios. Dentre transmissdo e propagacdo de doencas sexualmente
esses fatores, destacam-se a diluicdo, a transmissiveis nos rebanhos (Traldi, 1994).
criopreservacdo, descongelacdo e também a
fisiologia do sémen de cada espécie. O processo de O sémen caprino pode ser usado a fresco (puro ou
criopreservacdo de sémen, além de possibilitar sua diluido), resfriado ou criopreservado. O sémen
utilizagdo por longo periodo, reduz riscos e custos fresco e o resfriado apresentam fertilidade mais
com a aquisicdo e transporte de reprodutores; elevada, mas de uso restrito ao periodo de atividade
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sexual dos machos, haja vista ser uma espécie que,
em determinadas regides, apresenta estacionalidade
reprodutiva em virtude do fotoperiodo. Ji o sémen
criopreservado pode ser mantido por um longo
periodo armazenado em nitrogénio liquido,
apresentando maior aplicabilidade (Traldi, 2006).

O presente trabalho apresenta um levantamento geral
acerca dos principais aspectos ligados a
criopreservag@o do sémen caprino e traz informagdes
cientificas atualizadas sobre o assunto. Desse modo,
sdo tecidas consideragdes sobre o plasma seminal
caprino, os métodos de colheita e avaliacdo de
sémen, em seguida, abordando-se assuntos
relacionados aos diluentes, crioprotetores,
protocolos de criopreservagdo e descongelagao.

PLASMA SEMINAL CAPRINO

Durante vdrios anos, técnicas de preservacdo de
sémen bovino foram adaptadas empiricamente para a
conservacdo do s€men caprino, sem muito sucesso.
Diluentes contendo gema de ovo ou leite foram
usados por décadas para esse propdsito, com sucesso
limitado (Amoah e Gelaye, 1997). Passados alguns
anos, descobriu-se que a diluicdo do sémen caprino
em diluentes contendo gema de ovo ou leite
desnatado pode ser nociva para as células
espermaticas (Iritani e Nishikawa, 1963).

Segundo Roy (1957) e Gibbons (2002), a secre¢do
da glandula bulbo-uretral possui uma enzima
(EYCE) que coagula a gema de ovo. Os mesmos
ainda afirmam que na presenga de célcio, a EYCE,
que € uma fosfolipase A, atua como catalisadora e
hidrolisa a lecitina da gema de ovo em acidos graxos
e lisolecitina. Esta reacdo de hidrolise promove uma
atividade  fusogénica na  membrana  dos
espermatozoéides, induzindo a reagdo acrossdmica e a
descondensac¢do da cromatina.

Uma fracdo glico-protéica do plasma seminal
caprino (SBUIII), também originada das glandulas
bulbo-uretrais, interage com o diluente a base de
leite, provocando inibi¢do da motilidade, ruptura do
acrossoma e morte celular espermdtica. A SBUIII foi
identificada por Nunes (1982) e é responsdvel por
hidrolisar triglicerideos de membrana plasmética e
triglicerideos no leite desnatado, resultando em um
acido graxo, o dcido oléico, que € toxico aos
espermatozéides (Pellicer-Rubio et al., 1997).

Segundo Nunes (1982), o efeito deletério do plasma
seminal se deve a secrecdo de grandes quantidades
de fosfolipase A, durante a fase sexual, agindo sobre
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os fosfolipidios dos diluentes. O mesmo autor,
demonstrou que a congelacdo do sémen caprino
diluido em leite, contendo acima de 10 mg de
fosfolipidios causa a morte de todos os
espermatozoéides.

O método convencional de superar as interagdes
prejudiciais do plasma seminal e as proteinas da
gema de ovo ou do leite é diluir a amostra de s€émen
caprino num diluente tamponado e, entdo, separar o
plasma seminal do esperma através de centrifugacdo
(Purdy, 2006). Segundo este autor, o s€men pode ser
centrifugado a 550-950 x g por 10 a 15 minutos.
Entretanto, Aboagla e Terada (2004a) sugerem a
centrifugagdo do s€men caprino diluido em Tris-
citrato-glucose a 1600 x g, duas vezes, por 30
minutos cada vez.

Em geral, ndo existe consenso no que diz respeito a
necessidade de retirada do plasma seminal. Segundo
o método de Ritar e Salamon (1982), o diluente a
base de Tris, gema de ovo e glicerol deve ser
adicionado ao sémen sem a retirada do plasma
seminal, sendo a propor¢do de gema de ovo e
glicerol de 2 e 4%, respectivamente. Chauhan e
Anand (1990) observaram que a criopreservacdo do
sémen caprino em diluente a base de Tris-gema de
ovo, sem a remog¢do do plasma seminal, produz altas
taxas de fertilidade. Em adi¢do, Azeredo et al (2001)
verificaram que a motilidade dos espermatozéides
sofre aumento quando o plasma seminal estd
presente, e que a porcentagem de espermatozdides
com membranas lesadas aumenta com a retirada do
plasma seminal por centrifugacdo, sendo ainda,
acentuada pela criopreservacdo e descongelacdo.
Dessa forma, esses autores concluem que a remog¢ao
do plasma seminal seria prejudicial para a
criopreservagao de s€men caprino.

Recentemente, foi sugerido que a adicdo do plasma
seminal a amostra de sémen caprino descongelada
poderia reverter a capacitagdo precoce induzida pelo
procedimento de criopreservacdo. Entretanto, tal
adi¢do ndo proporcionou um aumento de fertilidade
apds a inseminagdo artificial com essas amostras
(Abad et al., 2007).

COLHEITA E AVALIACAO DE SEMEN
CAPRINO

A colheita de sémen caprino é usualmente efetuada
por meio de vagina artificial (VA), mas pode-se
também fazer uso de um eletroejaculador, ou pode
ser realizada cirurgicamente com acesso a cauda do
epididimo (Kundu et al., 2002). A eletroejaculagdo é
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um método pouco utilizado para a colheita de s€émen
na espécie caprina. Segundo Lima (2008), este
método fica reservado as situacdes em que o animal
encontra-se impossibilitado de realizar a monta por
um defeito de aprumo adquirido ou outro problema
que o impega de monta.

A VA ¢é um instrumento que simula as condi¢des de
pressdo e temperatura de uma vagina natural. Para a
coleta, é necessario utilizar uma cabra com estro
induzido ou natural como manequim, para que o
macho realize o salto. O manipulador deve desviar o
pénis do animal, segurando pelo prepucio, em
direcio a VA. E de extrema importincia a
manuten¢do do sémen sob a prote¢do da luz solar e
poeira, bem como evitar agitagdes bruscas
(Granados et al., 2006). Segundo Yamashito et al.
(2006), a presenga de albumina sérica bovina (BSA)
nos tubos de coleta, proporcionam uma melhora nos
resultados de motilidade e integridade acrossomal
apos a descongelacio.

Para se obter ejaculados de &tima qualidade e
volume, recomenda-se estabelecer um programa de
coleta semanal de sémen caprino. Este programa
consiste, usualmente, na realizacio de uma coleta
por dia, durante cinco dias, com descanso de 48h,
podendo-se fazer uso de bodes a partir de 7 a 8
meses de idade (Gibbons, 2002). Apds a coleta, o
sémen caprino deve ser avaliado de acordo com
parametros macro e microscépicos. No exame
macroscépico, avalia-se o volume (0,5 a 2,0 mL), a
cor (amarelada a acinzentada) e o aspecto (leitoso a
cremoso). Tais pardmetros podem apresentar
diferencas entre animais e entre ejaculados de um
mesmo animal (Santos et al., 2006).

No que diz respeito as avaliagdes microscopicas, a
concentrag@o espermadtica pode ser determinada com
auxilio de espectrofotometria ou de microscopia,
utilizando-se a cdmara de Neubauer (Santos et al.,
2006). O valor normal da concentragdo espermatica
para caprinos estd em torno de 3 x 10°mL", podendo
variar entre 2,5 x10°mL" a 5,0 x10°mL". Avalia-se
ainda a presenca do turbilhonamento (motilidade
massal), que € o movimento da massa de
espermatozéides no plasma seminal (0 — 5) e a
motilidade individual progressiva (MIP), que
representa o movimento em flecha de cada
espermatozdide individualmente, variando de 0 a 5,
sendo que para a criopreservagdo, deve ser utilizado
somente sémen com valor acima de 3. Deve-se ainda
realizar a confeccdo de esfregagos visando a
avaliacdo da morfologia espermdtica (Nunes et al.,
2002 e Hafez e Hafez, 2004).
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DILUENTES

Os ejaculados da maioria dos animais domésticos
contem mais espermatozdides que o necessdrio para
uma fecundacdo. Diluindo-se o sémen, ele pode ser
utilizado para uma série de inseminacdes. De acordo
com Neves et al., (1983), a elevada concentragcdo
espermdtica determina uma intensa atividade
metabdlica com rdpido acimulo de catabdlitos no
plasma seminal, extremamente prejudicial a célula
espermdtica. A diminuicdo da concentragdo, até
certos limites, resultaria numa maior proporgao
diluente/espermatozédide, o que significa maior
protecdo celular. Elevadas dilui¢des, porém, ndo
levam a uma congelabilidade adequada (Azevedo et
al., 2000). Um pardmetro de eficiéncia a ser
considerado na criopreservagdo do s€men € o
nimero minimo de espermatozdides méveis que
devera conter a dose inseminante, tornando muito
mais efetivo o aproveitamento do ejaculado
(Azevedo et al., 2000).

As principais caracteristicas de um diluente sdo: a
extensdo do volume, a fim de aumentar a quantidade
de doses inseminantes e conseqiientemente o nimero
de animais inseminados; efeito tamponante, ja que os
espermatozdides possuem fraca resisténcia contra
alteracdes de pH; manutencdo da pressdo osmotica,
mantendo o diluente o mais préximo possivel da
pressdo do plasma seminal (285 mOsm), através da
adi¢do de substincias como acucares; substrato
energético, sendo também os acticares que provém
energia para espermatozdides, e por ultimo,
atividade antimicrobiana, que consiste na adicdo de
antibidticos, a fim de reduzir a transmissio de
bactérias patogé€nicas e a carga de bactérias ndo-
patogénicas que contaminam o sémen. Ainda um
diluente  ideal = deve  possuir  substancias
estabilizadoras de membrana e acima de tudo ser de
facil preparo e de baixo custo (Watson, 1979).
Segundo Gibbons (2002), um diluente para ser usado
na criopreservacdo do sémen caprino deve ser
constituido por substancias tampdo, como o Tris e
citrato de sédio; fontes energéticas, como a glicose e
a frutose; crioprotetores externos como a gema de
ovo ou o leite, ou internos, como o glicerol e o
etilenoglicol; bem como os antibidticos, sendo a
penicilina e a estreptomicina os mais utilizados.

(0] Tris (Tris-hidroximetil-aminometano -
H,NC(CH,0H);) € o principal componente bdsico
dos diluentes de sémen caprino utilizados
rotineiramente (Choe et al., 2006; Dorado et al.,
2007ab). Ele é uma substancia solivel em &gua,
disponivel comercialmente em um alto grau de
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pureza na forma de cristais. Ele atua como tampao
idnico bipolar em pH entre 7,0 e 9,0 (McPhail e
Goodman, 1984). Kober (1985 — apud Rodrigues,
1997) reportou que o Tris ndo apenas apresenta
atividade tamponante, mas que também atua na
redugdo do metabolismo da frutose pela célula
espermdtica, contribuindo assim para a preservagdo
de sua energia.

Estudos mostraram que outras substincias podem ser
utilizadas como diluentes para o s€men caprino com
sucesso. Uma delas é a dgua do coco (Cocus
nucifera), uma solugcdo estéril, contendo sais,
proteinas, acucares, vitaminas, minerais, fatores de
crescimento e gorduras neutras, além de indutores da
divisdo celular e eletrdlitos diversos, que lhes
confere densidade e pH compativeis com o plasma
sanguineo, fornecendo, desta forma, os nutrientes
necessarios para manter a sobrevivéncia dos gametas
masculinos criopreservados. O dcido 3-indol-acético
¢ um fitormonio que estimula o crescimento dos
vegetais, o qual foi isolado primeiramente por Nunes
e Combarnous (1995), que descobriram que esta
substancia promove incremento na motilidade do
espermatozéide. Em estudo realizado por Campos
(1999) para verificar a viabilidade deste diluente
para a congelacgio do sémen caprino, ficou
constatado que a dgua de coco criopreservada a -
196°C comportou-se como 6timo diluidor do sémen
caprino, possibilitando seu uso em regides onde
inexista o coqueiro, bem como facilitando o
armazenamento, conservacdo e transporte desta
solugdo.

E também conhecida a atua¢io do leite como um
diluente para o sémen caprino (Betini et al., 1998). O
leitet ¢ um liquido orginico com importante
propriedade bioldgica para a conservagdo dos
espermatozdides por possuir certa capacidade
tampa@o, acdo bactericida, viscosidade adequada para
manutengdo dos espermatozéides no meio liquido, e
abundancia de carboidratos que seriam utilizados
pelos espermatozdides na produgdo de energia.
Sabe-se que duas substancias responsaveis por esta
caracteristica sfio: a lactose, que age como elemento
energético, e a caseina que € uma substancia capaz
de potencializar a atividade cinética dos
espermatozéides (Cunha, 2002). Souza et al. (2006)
citam o uso de um diluente a base de leite em pd
desnatado para a congela¢do do s€men de caprinos,
mas recomendam a adicdo do antibidtico
gentamicina na concentracio de 13,3 mg/mL,
visando controlar a contaminagdo bacteriana nas
amostras. Recentemente, Dorado et al. (2007a)
demonstraram que amostras de sémen caprino
congeladas nesse diluente promovem taxas de
gestacdo superiores aquelas obtidas com o Tris.
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Aboagla e Terada (2003) demonstraram o uso de um
diluente a base de Trealose e gema de ovo para a
criopreservacao do sémen de caprinos e verificaram,
ap6s descongelacdo, motilidade espermadtica de 73%
e motilidade progressiva de 57%, enquanto os
resultados para Tris-citrato-gema ficaram em 59% e
46%. Porém, maiores estudos sao ainda necessarios
com este diluente.

CRIOPROTETORES

A criopreservacdo do sémen altera as caracteristicas
das membranas dos espermatozdides, interferindo na
sua capacidade fertilizante. Durante as fases de
congelacdo e descongelacdo, ocorrem flutuagdes no
volume celular, que contribuem para o dano celular
quando os limites de tolerancia das membranas sdo
ultrapassados. (Becker-Silva, 2004). Os
espermatoz6ides submetidos a essa técnica, sofrem
injdrias e morte, devido a formacdo de cristais de
gelo no seu interior. Este fendmeno fisico ocorre
quando rdpidas taxas de resfriamento sdo usadas.
Além disso, ocorre o desenvolvimento de regides
com elevada concentracdo de soluto, que desidratam
a célula quando taxas lentas de resfriamento sdo
usadas (Azevedo et al. 2000).

Com o intuito de reduzir os danos causados as
células durante o processo de criopreservacao,
diversas substancias foram estudadas e mostraram-se
dteis como agentes crioprotetores. Os crioprotetores
mais utilizados nos diluentes de sémen sdo
macromoléculas, como a caseina do leite, as
proteinas da gema de ovo e o glicerol (Evans e
Maxwell, 1987). Conforme Gil et al., (2003), o uso
de aditivos de origem animal como gema de ovo e
leite na diluicdo pode implicar em riscos sanitdrios,
ndo apenas pela inclusdio de  agentes
microbiolégicos, mas também por contaminantes que
podem comprometer a qualidade do produto.

Os agentes crioprotetores podem ser classificados
em ndo penetrantes, que aumentam a osmolaridade
do meio extracelular, e sdo responsdveis pela
passagem da dgua do interior da célula espermadtica
para o meio extracelular, impedindo assim, a
formacdo de cristais de gelo em seu interior durante
a criopreservacdo; e em agentes crioprotetores
penetrantes, os quais sdo substincias ou farmacos
que diminuem as lesdes de origem quimica ou
mecénica que a criopreservagdo causa sobre a célula.
As caracteristicas fisico-quimicas ideais que eles
devem possuir sdo: baixo peso molecular; alta
solubilidade em meio aquoso e baixa toxicidade
celular (Gonzalez, 2004).
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A gema de ovo de galinha protege a membrana
plasmdtica da célula espermdtica, restaurando
fosfolipidios perdidos durante o choque térmico
oriundo da mudanga de temperatura que ocorre
durante o resfriamento do sémen (Hammerstedt et
al., 1990). Acredita-se que essa prote¢do possa ser
devido a presenga de uma lipoproteina chamada
fosfatidilcolina. Durante o choque térmico, as
lipoproteinas interagem com a estrutura lipidica da
membrana plasmatica das células espermdticas e
propiciam a protecio. A gema de ovo previne
também a liberacdo da enzima hialuronidase pela
célula espermdtica (Foulkes, 1977). Visto que a
mesma também tem capacidade de tampdo, sua
quantidade no meio varia de acordo com a
capacidade tamponante dos outros componentes do
diluente. De acordo com Aboagla e Terada (2004b),
a adicdo de gema de ovo aos diluentes para o s€émen
caprino significativamente aumenta a proporcio de
espermatozdides moéveis recuperados apds a
descongelagdo. Estes mesmos autores citam que a
combinagdo de gema de ovo e glicerol promove
injiria ao acrossoma, mas quando usados
separadamente nio hd tamanha injuria.

Aboagla e Terada (2004a) sugerem que a adi¢do de
dodecil-sulfato de so6dio (SDS) aumenta a
solubilizagdo das substincias contidas na gema de
ovo, fazendo com que elas se tornem mais acessiveis
aos espermatozoéides, melhorando a congelabilidade
do sémen caprino. Segundo Bittencourt (2006), a
adicdo do Equex STM, que possui o SDS como
substancia ativa, ao diluente promove uma melhoria
na viabilidade espermética pés-descongelacio.

O glicerol é quimicamente considerado um dlcool,
sendo o principal crioprotetor utilizado para
espermatozdides. Seu efeito se relaciona a sua
capacidade de ligacdo com a dgua e a baixa
dissociagdo com sais. Estas propriedades sdo
favorecidas por sua capacidade de atravessar
facilmente a membrana celular, mantendo a
osmolaridade interna e externa (Gonzalez, 2004). O
glicerol interage com as cabegas polares dos
fosfolipidios da membrana, baixando a temperatura
de transi¢do de fase dos lipidios da membrana e
diminuindo a adesdo entre as células (Kundu et al.,
2000). Este efeito crioprotetor do glicerol parece se
estabelecer em menos de cinco minutos apds sua
adi¢do (Becker-Silva, 2004).

Apesar de seus efeitos protetores, em determinadas
situacdes, o glicerol pode ser téxico a célula
espermatica, sendo importante determinar sua
concentragdo ideal em cada diluente, para que ele
possa proporcionar um efeito benéfico ao sémen.

71

Tanto o glicerol, como o dimetil-sulf6xido e o
etileno glicol, sdo utilizados em concentragdo
variando de um a 8%, sendo que os melhores
resultados t€m sido obtidos quando da utilizacdo do
glicerol a 6% (Tuli e Holtz, 1994; Singh et al,,
1995).

Bittencourt et al. (2004) estudaram o efeito do
etilenoglicol como crioprotetor para o sémen
caprino, mas observaram que seus efeitos téxicos
comprometem a qualidade do sémen apds a
descongelagdo. Ja Silva et al. (2006) demonstraram
que a dimetilformamida isolada ou associada ao
glicerol, ndo traz beneficios para a criopreservagao
de sémen caprino. A associacdo do glicerol com o
dimetilsulféxido ja foi também estudada, tendo
apresentado resultados positivos na criopreservagao
do sémen desses animais (Kundu et al., 2001).
Kundu et al., (2002) reportaram a associacio de um
polimero dextran ao glicerol e ao dimetil-sulféxido e
observaram um incremento na motilidade do s€émen
caprino epididimdrio apds a criopreservagao.

CRIOPRESERVACAO

A criopreserva¢do mantém a vida fértil do sémen por
um periodo indefinido a temperatura de -196°C em
nitrogénio liquido, entretanto grande proporgdo de
espermatozéides ndo consegue sobreviver ao
processo de congelacdo e descongelacdo (Noakes et
al., 2001). A velocidade de congelagdo € responsavel
pela cristalizagdo e vitrificacdio da &4gua intra-
espermatica. Se hd uma congelacdo mais lenta, a
cristalizacdo da dgua livre extra-espermdtica da
origem a uma exosmose e desidrata a célula
espermadtica. A congelacdo rdpida evita esta
desidratagdo dos espermatozodides e,
conseqilentemente, promove menos danos a célula.
(Azevedo et al.,2000).

E bem conhecido que o resfriamento rapido do
sémen dos ungulados, entre 30 a 0 °C induz um
estresse letal para algumas células, sendo este
proporcional a taxa de resfriamento, ao intervalo de
temperatura e ao limite de temperatura. Esse
processo € conhecido como choque térmico, que
afeta variavelmente as espécies (Watson, 2000).
Desta forma, uma taxa de resfriamento adequada é
necessaria para prevenir danos estruturais,
bioquimicos e biofisicos a membrana. Rovay et al.
(2006) mostraram uma maior eficiéncia de um
resfriamento ndo linear antes da congelacdo,
apresentando motilidade total e percentagem de
células vivas maior que quando submetido ao
resfriamento linear.
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Para criopreservacdo ¢ importante a diluicdo do
ejaculado através de diluente adicionado de
crioprotetores. Segundo Purdy (2006), a taxa de
dilui¢do do sémen caprino pode variar entre 1:1 a
1:23 (sémen : diluente), sendo passivel de utilizagdo
de uma dose prética de 1:9 quando ndo se dispde de
meios para determinar, com eficdcia, a concentragdo
pos-diluicio  de  aproximadamente  200x 10°
espermatozéides/mL (Nunes, 2002). O autor citado
anteriormente exemplifica que, para um ejaculado de
1,5 mL, pode-se adicionar 13,5mL de diluente,
resultando em 15 mL de sémen diluido, suficiente
para inseminar 30 fémeas, usando-se palhetas de
0,5mL. Barbas et al. (2006) utilizaram uma
concentragdo de 200x10° espermatozéides/mL, mas
com palhetas de 0.25 mL, o que resulta numa
concentragdo de 50x10° espermatozoéides/palheta.

O glicerol, embora seja crioprotetor, possui efeitos
toxicos aos espermatozdides que se manifestam em
temperaturas superiores a 20°C (Watson, 1979).
Assim, a diluigdo do sé€men caprino pode ser
realizada em duas etapas, sendo realizada uma
primeira diluicdo com a fragdo de diluente sem
glicerol na propor¢do de uma parte de sémen para
4,5 partes de diluente (Neves et al., 2008). A
dilui¢do deve ser realizada logo depois da coleta do
sémen, sendo que o ejaculado e o diluente devem ser
mantidos em banho-maria a 37° por 5 minutos para
garantir que os dois possuam a mesma temperatura.
A diluig@o € feita fluindo lentamente o diluente para
o tubo contendo o sé€men e depois a mistura é
retornada para o tubo do diluente. Apds a dilui¢do
inicial, o sémen deve ser resfriado em geladeira por
45 minutos dentro de um recipiente contendo 4gua,
até atingir 12° C, sendo levado, em seguida, a um
freezer para que atinja a marca de 4°C. Nessa
temperatura € realizada a glicerolizacdo, com a
fracdo do diluente que contém glicerol, em trés
etapas, que constam da adic@o, a cada 5 minutos, de
uma aliquota do diluente, fazendo com que o volume
dobre e que a primeira dilui¢do seja reduzida pela
metade (Neves et al., 2008).

A cada acréscimo de quaisquer substincias, ha
necessidade de permitir um tempo de equilibrio entre
as substancias, sendo que este tempo € considerado o
tempo total em que os espermatozdides sdo mantidos
em contato com o glicerol e todos os demais
componentes do diluente, previamente a congelacdo.
Durante esse periodo, ocorre o equilibrio osmético
entre o meio intracelular espermadtico e extracelular.
Segundo Bittencourt et al. (2006), ha uma maior
eficiéncia do tempo de estabilizagdo de 2 horas
quando comparado a uma.
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Para o envasamento do sémen, utilizam-se palhetas
plasticas de 0,5 ou 0,25 mL. O procedimento de
envase € simples, podendo ser feito de maneira
manual ou utilizando-se uma seladora elétrica. As
doses devem ser identificadas com dados do animal
e do dia de processamento (Neves et al., 2008).
Azevedo et al., (2000) relatam que o envase em
palhetas de 0,25 ml promove maiores danos as
células espermdticas que nas palhetas médias de 0,5
ml. Segundo Gibbons (2002), o processo de
inseminacdo artificial laparoscdpica (IAL) permite
que a concentracdo espermdtica nas palhetas seja
diminuida pela metade (50x10° sptz), quando
comparada a inseminagdo artificial cervical (IAC),
sendo que as porcentagens de pari¢do variaram, em
seus estudos, entre 40 a 46% (para IAC) e entre 45 e
60% (para IAL).

Apés serem mantidas a 4°C, as amostras ji
envasadas devem entrar em contato com o vapor do
nitrogénio liquido por 20min, a um altura de 6 cm da
lamina de nitrogénio e s6 entdo efetua-se a
congelacdo e armazenamento em nitrogénio liquido
a 196°C negativos. Segundo a metodologia adotada
por Becker-Silva (2004), apds as amostras atingirem
4°C, elas sdo deixadas em contato com o vapor do
nitrogénio liquido por apenas 9 min a 2 cm da
lamina para em seguida serem mergulhadas no N,.

DESCONGELACAO

O processo de descongelacdo das amostras de s€men
¢ determinado pelo método de congelagdo usado, por
exemplo, amostras peletizadas sdo descongeladas em
um tubo seco a 37°C, enquanto as amostras nas
palhetas podem ser descongeladas de diversas
maneiras (Evans e Maxwell, 1987). Em bovinos, o
procedimento usual de descongelacdo é mergulhar as
palhetas em dgua a 35°C por 20 a 30s quando se
utiliza de palhetas de 0,25mL ou 40 a 60s para
palhetas de 0,5mL, sendo que apés a descongelagio,
o ideal € utilizar a dose de s€men num méaximo de 15
min (Ball e Peters, 2006).

Ja nos caprinos, tradicionalmente, a descongelacdo a
37°C por 12-30s obtém resultados superiores que
quando descongelados a 5°C por 2 min (Purdy,
2006). Ao se comparar a descongelacdo a 70°C por
7s com o processo a 37°C por 2 min e 40°C por 20s,
o primeiro proporciona melhor motilidade
progressiva espermadtica e integridade da membrana
plasmatica (Tuli et al., 1991). Azerédo et al., (2001)
observaram que amostras descongeladas a 70°C por
S5s apresentaram taxas de membranas intactas mais
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altas quando comparadas aquelas descongeladas a
35°C por 12s.

CONSIDERACOES FINAIS

O Brasil possui 12,6 milhdes de cabecas de

caprinos e estd colocado como o décimo
primeiro produtor mundial (FAO, 2000). O
efetivo de caprinos da regido Nordeste
representa  93,15% do rebanho nacional
(ARA(JJO, 2002), o que faz da caprinocultura
uma importante alternativa para o
desenvolvimento social e econdmico dessa

regido. Entretanto, o emprego de biotécnicas
reprodutivas, como a tecnologia de sémen e a
inseminacdo artificial, que quando corretamente
usadas  contribuem  fortemente para o
melhoramento genético do rebanho, tem sido
subutilizado, principalmente na Zona Semi-
Arida da regido nordestina.

Os caprinos sdo animais que proporcionam uma
rentabilidade elevada ao produtor e ainda sdo fonte
de produtos de elevado valor biolégico. E
importante a realizacdo de estudos visando a
maximizacdo do potencial reprodutivo desses
animais. A criopreservagdo proporciona uma
estocagem do sémen de animais de alto valor por
tempo indeterminado, maximizando assim o poder
reprodutivo do macho e permitindo seu uso mesmo
apo6s a morte do animal. Além disso, reduz os custos
com criagdo de reprodutores, tendo em vista que se
pode adquirir sémen congelado com qualidade
comprovada.

Ao que foi exposto no texto, verificou-se a
importdncia da utilizacdo de protocolos de
criopreservacdo eficientes para que sejam obtidos
resultados satisfatérios quando o sémen vir a ser
utilizado em inseminagdes artificiais. Apesar de ser
um assunto largamente discutido, a criopreservagao
do sémen caprino é um assunto em freqiiente
evolucdo, principalmente, com a realizacdo de
pesquisas com o intuito de melhorar a longevidade
espermatica pds-descongelacdo, a qual € conhecida
por ser muito baixa, resultante de alteracdes oriundas
do processamento das amostras (Abad et al., 2007).
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