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Dez amostras de sémen de dois reprodutores
caprinos, da raca Parda-alpina, colhidas em vagina artifi-
cial, foram submetidas aquatro tratamentos paraavaliagéo
daeficiéncia do etilenoglicol e do glicerol, associados ou
ndo ao EDTA, na criopreservacdo da célula espermatica
caprina. O diluente usado era a base de Tris-gema de ovo
contendo 7% de glicerol (glicerol E glicerol+EDTA) ou 7%
de etilenoglicol (etilenoglicol e etilenoglicol+EDTA), sen-
do que nos grupos glicerol+EDTA e etilenoglicol+EDTA
foi associado ao diluente 0,1% de EDTA. As amostras fo-
ram mantidas por 60 minutos em geladeiraa 4°C, onde en-
t8o era efetuada a congelag@o em nitrogénio (-196°C). A

RESUMO

descongelacdo foi realizada em banho-maria a 37°C por 30

segundos. As médias obtidas para motilidade (%) a
descongelagéo, para os grupos glicerol, glicerol+EDTA,

etilenoglicol, etilenoglicol+EDTA, foram, respectivamente,

51%; 61%; 10% e 12%. Os grupos que utilizaram o glicerol

como crioprotetor obtiveram melhores taxas de motilidade
pds-descongelagdo, principalmente quando foi associado

ao diluidor o EDTA (grupo glicerol+EDTA). Porém, esse
resultado foi comprometido pelosmaioresindicesdealtera-
¢0es patol 6gi cas nos grupos que continham o glicerol.

PALAVRAS-CHAVE: Caprinos, criopreservagdo, sémen, glicerol, etilenoglicol, EDTA.

SUMMARY

FREEZING GOAT SEMEN WITH GLYCEROL AND ETHYLENE GLYCOL ASCRYOPROTECTIVE AGENTS

The objective of this study was to evaluate the
efficiency of the ethylene glycol and of the glycerol,
associated or not to EDTA, in the cryopreservation of the
goat semen. Ten gjaculates of two animals of the Alpine
breeds, were collected and diluted in Tris-yolk containing
7% of glycerol (GLY CEROL and GLY CEROL+EDTA) or 7%
of ethylene-glycol (ETHYLENE-GLYCOL and ETHY LENE-
GLYCOL+EDTA), andinthegroupsGLY CEROL+EDTA and
ETHYLENE-GLYCOL +EDTA was associated 0,1% of
EDTA. The samples were maintained by 60 minutes in
refrigerator to 4°C, and then freezed in nitrogen (-196°C).

The thawing was accomplished in 37°C water bath for 30
seconds. The averages obtained for sperm motilities (%)
pos-thawing, for thegroups GLY CEROL,, GLY CEROL+EDTA,
ETHYLENE-GLYCOL, ETHYLENE-GLYCOL+EDTA were
respectively, 51%; 61%; 10%; 12%. The groups that used
theglycerol asthe crioprotetor obtained better motility rates
pos-thawing, mainly when it was associated to the diluent
the EDTA (group GLICEROL+EDTA). However, that result
was committed by the rates of pathological alterations in
the groups that contained the glycerol.

KEYWORDS: Goats, Cryopreservation, Sémen, Glycerol, Ethylene glycol, EDTA.
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INTRODUCAO

A insaminaco atificid (IA) tem um impor-
tante papel na criacdo de caprinos, especia mente
em sstemas intensvos de producgo, facilitando o
controle reprodutivo e auxiliando na redizacéo de
testes de progénie mai s precisos e em menor espaco
de tempo (LEBOEUF et d., 2000).

A utilizacdo dalA associada a congdlacéo de
sémen tem como principd judtificativa o melhora-
mento genético dos rebanhos, pela habilidade em
produzir um grande nimero de descendentes por
macho e em diferentes lugares ab mesmo tempo
(LEBOEUF ¢t d., 1998). Além disso, criaa possi-
bilidade da mani pulacdo e armazenamento de mate-
rid genético (LEBOEUF et d., 2000).

Agentes crioprotetores sGo essencials para a
criopreservacao de quase todos sistemas 0s biol ogi-
cos (FAHY, 1986), ao serem adicionados ao
diluidores seminais para a sobrevivéncia dos
espermatozdides durante processo de congelacdo e
descongelacdo (AMANN & PICKET, 1987).

Odliceral, um crioprotetor cdular, élargamente
utilizado para a congelacdo de sémen caprino, cuja
concentragdo usada em diferentes estudos varia de
3% a 9%, com melhores resultados entre 4% a 7%
do diluente utilizado (LEBOEUF et d., 2000). O
gliceral tem a funcéo de aumentar o volume de ca
nai s de solventes descongelados e diluir asdtascon-
centragOes de saisdurante o processo deresfriamento
(SQUIRES et d., 1999). Apesar disso, a sua pre-
senca esta relacionada com a queda da fertilidade
do sémen congelado, nos eqiinos, por exemplo
(SQUIRES et ., 1999).

Asim, adgumas substéncias classificadas como
crioprotetoresintrace ularestém sdo utilizadas como
uma aternativa para os diluidores de congdacéo de
sémen, como os crioagentes do grupo dos dcoois—
etanol, etilenoglicol, metanol, polietilenoglicol e
propilenoglicol —easamidas, incluindo aacetamida,
formamida, lactamida e dimetil-sulféxido, dém de
outras (SNOECK, 2003).

Em estudo sobre o etilenoglicol a criopre-
servacao do espermatozdide caprino, SOUZA et dl.
(2002) observaram que o grupo que continha o
glicera a7%foi maiseficaz em preservar amoatilidade

pés-desconge acdo, do que o grupo com etilenoglicol
a 7%, embora ndo houvesse diferenca (p>0,05),
entre os grupos, em relacéo as alteracdes
morfolgicas.

No entanto, MORAES et al. (1995), em ovi-
nos, e MERCANTE et d. (1995), em eqliinos, néo
encontraram diferencas edtatisticas paraasvariavels
motilidade e vigor espermético, respectivamente,
entre os grupos que utilizaram glicerol (5%) e
etilenoglicol (5%) como crioprotetores.

NEVES NETO et a. (1995), utilizando o
mesmo diluidor e as mesmas concentragoes de
etilenoglicol e glicerol, encontraram melhores indi-
ces de éguas prenhes no sémen congelado com
etilenoglicol, 0 que demondra a existéncia de um
crioprotetor aternativo paraacongel acéo de sémen
equino.

Apesar de ser grande o nimero de diluidores
testados para a criopreservacao de sémen caprino,
0s métodos de congelacdo e a maioria desses
diluentes usados s2o provenientes de trabalhos rea
lizados com bovinos, com bons resultados
(LEBOEUF &t d., 2000).

Assim, dadaacarénciade estudos parao de-
senvolvimento de novos e mehores protocolos de
congelacdo de sémen caprino, em que o glicerol éo
Unico crioprotetor universa da cdula espermética
capring, esse estudo se propOs atestar aeficaciado
gliceral (grupo controle) edo etilenoglicol, comoum
crioprotetor dternativo, em associagao, ou néo, ao
EDTA, paraacriopreservacéo do espermatozoide.

MATERIAL E METODOS

Procedeu-se a coleta de dez amostras de s&-
men (10 g aculados), de dois reprodutores caprinos
(cinco de cadaanimal), daraca Parda-apino-PO, e
congelaram-se em torno de 400 doses — 100 para
cada protocolo de processamento (4 grupos). Es-
sas coletas eram redlizadas diariamente, com autili-
zacd0 devaginaartificia com aguaaguecidaa45°C,
tendo como manequim uma fémea em estro detec-
tado por meio de um rufido. A amostra de sémen
era encaminhada imediatamente para o laboratorio
de processamento e colocado em banho-maria, a
temperatura de 37°C, quando seredizavao exame
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fisico do ejaculado (volume, aspecto,
turbilhonamento (0-5), do vigor (0-5) e da
motilidade espermética (%)), tal como preconizado
pelo Colégio Brasileiro de Reproducéo Animd (Ma
nua do CBRA, 1998). No mesmo momento tam-
bém eram retiradas aliquotas para concentragdo
(1:400) e para morfologia espermética, avaiadas
posteriormente por preparacdo Umida em
microscopia de contraste de fase.

O diluente usado eraabase de Trisgemade
ovo (ROBERTS, 1986), contendo 7% de glicerol
(dliceral e glicerol+EDTA) ou 7% de etilenoglicol
(etileno e etleno+tEDTA), e nos grupos
glicerol+EDTA e etileno+EDTA foi associado a0
diluente 0,1% de EDTA. O $émen foi diluido em
duas etapas. Na primeira, depois de retiradas
aliquotas paramotilidade, vigor, concentracéo e pa
tologia, aamodraeradivididaem quatro partesiguas
e pré-diluidas em quatro tubos graduados cada um
contendo 1 mL de cada diluente (glicerol,
glicero+EDTA, etleno, etleno+EDTA) aquecidosem
banho-maria a 37°C, a fim de proteger o sémen
durante a suamanipulagdo. Feito o caculo e proce-
dida a diluicdo fina, o sémen era envasado em
palhetas de 0,25 ml com dose inseminante de 100 x
10° espermatozoides (SANTOS, 2001). Em segui-
da as amodiras eram submetidas a 60 minutos de
equilibrio em geladeira a £C e depois colocadas
em vapor de nitrogénio (N?), a5 cm de dtura da
colunaliguida, por um periodo de 20 minutos, quan-
do entdo efetuavam-se a congelacdo e o
armazenamento em nitrogénio liquido a 196°C ne-
gativos.

As amodtras de sémen foram descongeladas
a 37°C por 30 segundos e avaliadas quanto a
motilidade e a0 vigor espermético, quando as parti-
das que ndo obtiveram os vaores minimos aceita
veis, de 30% demoetilidadee 2 devigor, peo CBRA
(1998), para sémen caprino congelado, foram des-
cartadas. Amodtras com vaoresiguaisou acimados
minimos foram submetidas ao teste de
termorresisténcia (T TR) parao sémen dos caprinos,
também como preconizado pelo CBRA (1998). Para
tanto, 0 sémen descongel ado foi colocado em tubos
Eppendorfsemantido por cinco minutos em banho-
maria a 37°C. Em seguida, efetuou-se a avdiacéo

das variaveis motilidade (%) e vigor (0-5) por meio
de microscopio Gtico, em aumento de 200 vezes.

O ddineamento estatistico foi inteiramente
casuaizado, com os g aculados sendo considerados
repeticoes (n=10) e os protocol 0s de processamento
do sémen (gliceral; glicerol+EDTA,; etilenoglicol e
etilenoglicol+EDTA consderados tratamentos (4).
Para a andlise edtatidtica das caracterigticas avdia
das, foi empregado o pacote estatistico Statitical
Anayss System (SAS) —versdn 5.0 (1996). Paraa
consisténciados dados e aandise descritiva(médias
e desvio-padréo) das caracterigticas de interesse ao
estudo empregou-se 0 PROC MEANS, cujasvaria
veisestudadasforam comparadas por meio do PROC
GLM, utilizando-se o teste de Student — Newman —
Keuls (SNK).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Caracterigticas microscopicas do
sémen descongelado

Na Tabela 1 encontram-se as médias de
motilidade e vigor para 0 sémen fresco e para os
quatro grupos (glicerol, glicerol+EDTA, etileno,
etileno+EDTA), logo apds a descongdacéo; e na
Tabela 2, essas variaveis apés o teste de
termorressténcia (TTR).

Nesse estudo os grupos que continham o
glicerol a7% obtiveram paramoatilidade evigor, logo
apbs a descongelacdo (Tabela 2), respectivamente,
51% e 3,15 (para o grupo gliceral), e 61% e 3,25
(parao grupo glicerol+EDTA). Apdso TTR (Tabea
2), as médias encontradas para motilidade e vigor
foram, respectivamente, 45% e 3 (para 0 grupo
gliceral), e54% e 3,1 parao grupo glicerol+EDTA.
Astaxasde matilidadeevigor (Tabelal e Tabda?2),
obtidas pelos grupos que utilizaram o glicerol como
crioprotetor (gliceral, glicerol+EDTA), foram muito
superiores (p<0,0001) as médias obtidas pelos gru-
pos que utilizaram o etilenoglicol como crioprotetor
(etileno e etileno+EDTA). Esses resultados estdo de
acordo com o estudo redlizado por SILVASELVAM
et a. (2000), que a0 compararem o glicerol e 0
etilenoglicol, nasmesmas concentragdes (5, 7, € 10%),
baseando-se namotilidade e vigor espermético pos-
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descongelacéo, concluiram que o gliceral a7%foi 0
protocolo mais eficaz na crioprotecdo da célula
espermética caprina

Ao avdiarem a utilizacdo do glicerol e do
etilenoglicol, também a 7%, para a congelagéo do
sémen caprino, SOUZA et a. (2002) encontraram
médias paraamotilidade e o0 vigor espermatico pos-
descongelacdo de 53,1% e 3,3, para 0 grupo com
gliceral, €10,7% e 2, parao grupo com etilenoglicol,
seme hante as médias encontradas nesse experimento,
de 51% e 3,15 (Tabela 1), para o grupo glicerol
(gliceral), e de 10% e 1,4 para o grupo etileno
(etilenoglical). Esses resultados, novamente, confir-
mam a superioridade do glicerol em relacdo ao
etilenoglicol, quando testados na mesma concentra:
¢ao, para a criopreservacao de sémen caprino.

No entanto, MORAES et d. (1995), em ovi-
nos, e MERCANTE et d. (1995), em equiinos, ndo
encontraram diferencas edtatisticas paraasvariaveis
motilidade e vigor espermético, respectivamente, en-
tre 0s grupos que utilizaram gliceral e eilenoglicol
Como crioprotetores.

No grupo glicerol+EDTA, que utilizou 0,1%
de EDTA associado ao diluente, foi obtida uma
implementacdo de 10% na motilidade pés-
descongel acéo, quando comparado com o grupo que
néo o utilizou, com dta sgnificancia edtatidica (Ta:
bela1). Isso também foi descrito por DHAMI et d.
(1993), a0 utilizarem 0 EDTA nessamesma concen
tracéo em diluentes para criopreservacdo de sémen
bovino, o que pode ser explicado pela agdo do
EDTA dequdar o cdcio no meio extracdular, dimi-
nuindo seu influxo para 0 meio intraceular no pro-
cesso deresfriamento (WATSON, 1981). 1sso ocor-
re pela concentragéo de cacio intracelular, que au-
menta na propor¢éo em que cai atemperatura, Cujo
acimulointracdlular pode setornar irreversived atem-
peraturas abaixo de 16°C (ROBERTSON &
WATSON, 1986). JA 0 aumento do célcio
intracelular (proveniente do processo de
resfriamento) esta diretamente relacionado com a

perda irreversivel da motilidade espermética, de
modo que aadicdo do EDTA podeinibir o acimulo
desse célcio provocado pelo choque térmico
(KARAGIANNIDIS, 1976).

Ap6so TTR, porém, ndo foi verificada dife-
rencaestatistica, paraavariavel motilidade, entre os
grupos gliceral e glicerol+EDTA (Tabda 2).

Caracterigticas morfol gicas do sémen
descongelado

Apesar da maior motilidade observada para
ogrupoglicerol+EDTA (Tabela3), essegrupo apre-
sentou, significativamente (p<0,0001), maior indice
de dteragtes morfol 6gicas quando comparado com
0 grupo com glicerol, que ndo continha 0 EDTA
(gliceral), como por exemplo percentagem de de-
feitos maiores (DM), com 72,6% para 0 grupo
glicerol+EDTA e 48,1% para o grupo glicerol.

Ficacaracterizado, naTabda3, onimerosig-
nificativamente maior (p<0,0001) de patologias
eperméticas paracsgrupos que utilizaram o glicerol
como crioprotetor. E, apesar das baixas taxas de
motilidade pds-descongelacéo para 0s grupos que
utilizaram o etilenoglicol como crioprotetor
espermético, este foi mais eficaz na protecéo contra
osefeitosdel etérios do processo de criopreservacao.
Pode-se citar como exemplo a percentagem de de-
feitosesperméticostotais (DT) paraosgruposetileno
edileno+tEDTA, queforam, respectivamente, 13,5%
e 19,2%, enquanto que para os grupos glicerol e
glicerol+EDTA esses valores foram de 58% e
83,88%.

Esses resultados sdo diferentes dos rel atados
por SOUZA et d. (2002). Em estudo realizado para
congelacdo do smen cgprino, desutilizaram osmes-
MOS crioprotetores nas mesmas concentragoes que
este experimento, e ndo observaram diferencaesta
tigtica para 0 nimero de ateragbes morfoldgicas,
entre os grupos com gliceral e com etilenoglical.
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TABELA 1. Médias de motilidade e vigor para os
espermatozdides do sémen fresco, e para os quatro trata-
mentos (gliceral, glicerol+EDTA, etileno e etileno+EDTA),
logo apds a descongel agéo.

TABELA 2. Médias de motilidade e vigor para os
espermatozdides dos quatro tratamentos (glicerol,
glicerol+EDTA, etileno e etileno+EDTA), logo apds o teste
de termorresisténcia

Tratamento Motilidade Vigor Tratamento Motilidade Vogor
Sémen fresco 8600+ 316 a 405+016a Glicerol 450+745 a 30£024a
Glicerol 51,00+ 614 ¢ 315+024b Glicerd+EDTA 5M0+11,74a 31+032a
Glicerd+EDTA 61,00+ 843 b 325+026b Etileno 350+747 b 05+1,08b
Etileno 10,00+ 1247d 14 +122 ¢ Etileno+EDTA 50+£1581 b 03+£095b
Etileno+EDTA 12,00+ 1398d 20 £113 ¢

Valores seguidos de | etras minUscul as distintas na coluna diferem
entre si (p<0,0001) pelo teste SNK.

Valores seguidos de letras mindscul as distintas na coluna diferem
entre si (p<0,0001) pelo teste SNK.

TABELA 3.Médias de defeitos maiores (DM), defeitos menores (DME) e defeitostotais (DT) para os espermatozéides do
sémen fresco, e para os quatro tratamentos (glicerol, glicerol+EDTA, etileno e etileno+EDTA).

Tratamento DM DME DT

Sémen fresco 825+ 456a 738+526 ab 1575+73 a
Gliceral 4810+ 16,13 b 12,10+ 3,13b 580 +1836 b
Glicerd+EDTA 72,63+21,38¢C 13,75+ 6,85b 83,88+ 1353c¢C
Etileno 11,25+1,89 a 200+082 a 1350+1,73 a
Etileno+EDTA 1220+559 a 700+374 ab 1920+858 a

Valores seguidos de | etras mindscul as distintas na coluna diferem entre si (p<0,0094) pelo teste SNK.

CONCLUSOES

Neste estudo, a utilizaco do etilenoglicol na
concentracao de 7%, apesar deter preservado me-
Ihor as caracteristicas morfolOgicas e as edtruturas
de membrana do espermatozbide, teve seu resulta
do comprometido, provavelmente pela sua ativida
de toxica sobre o espermatozdide.

O sémen congelado nos melos contendo o
glicerol a 7% apresentou melhores taxas de
motilidade a descongelacdo, porém nesses grupos
foram observados maiores indices de dteracfes pa-
tologicas.

A associacéo do EDTA aos diluidores pro-
moveu uma melhora da taxa de motilidade pos-
desconge acéo, quando comparado com tratamen-
to que ndo o continha, porém esse melhor desem-
penho foi prgudicado pelo maior indice de dtera:
¢Bes morfoldgicas observadas no grupo glice-
rol+EDTA em relacdo ao grupo gliceral.

Sugere-se 0 desenvolvimento de novos estu-
dos utilizando menores concentragdes de etilenoglicol
nos diluentes de congdacdo de sémen caprino, ja
gue a concentraco utilizada neste estudo foi supe-
rior &s relatadas na literatura.

Sugerem-se também novos experimentos com
a utilizacdo de tempos de equilibrio superiores ao
utilizado neste experimento (60 minutos), em que 0
gliceral é usado como crioprotetor celular.
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