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RESUM O - O congelamento do sémen de bodes dasragas Al pina e Saanen submetidos ao manejo de fotoperiodo artificial
foi avaliado por meio dos testes de termorresisténcia (TTR), hiposmético (HOST) e de integridade do acrossoma. Foram
utilizados oito machos caprinos (quatro da raga Alpina e quatro da raga Saanen) de duas idades diferentes (jovens e adultos).
A qualidade do sémen durante as etapas do congelamento foi superior em bodes jovens de ambas asragas. Avaliadapelo TTR,
amotilidade do sémen fresco apresentou longevidade pos-descongel amento. Osresultados de motilidade espermética, obtidos
imediatamente apos o descongelamento, tiveram reflexos positivos sobre o TTR, indicando que os sémens que apresentaram
maior motilidade pos-coleta (86,2% vs 79,3%) e pos-descongel amento (37,7% vs 32,0%) tiveram maior longevidade seminal.
Osresultados do HOST, tanto para o sémen fresco quanto para o congelado, ndo diferiram entre racas e idades. Houve reducéo
na porcentagem de espermatozdides integros apds o congelamento e descongelamento do sémen dos animais da raga Alpina
e dos adultos Saanen. Houve redugao superior a 14% nos valores do HOST para o sémen congelado em relagdo aos valores
observados para o sémen fresco (38,0 vs 52,0%, respectivamente). A motilidade espermatica progressiva mostrou maior
sensibilidade a criopreservagao que a integridade da membrana espermética, indicando que a motilidade espermatica é mais
afetada pelo processo de congelamento que a membrana plasmaética. A integridade do acrossoma nao foi influenciada pelo
descongelamento. Os indices de danos acrossomais (edema, desprendimento parcial e até perdatotal de acrossoma) mostraram-se
dentro do padréo aceitavel (44,5%), tanto no pés-descongelamento como apés o término do TTR.
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Use of complementary tests to evaluate the freezing ability of semen from
goats under artificial photoperiod exposure

ABSTRACT- Thefreezing ability of semen from Al pine and Saanen goatssubmittedto an artificial photoperiod exposure
were evaluated by thethermo-resistance (TTR) and hypoosmotic (HOST) testsand integrity of the acrosome using eight male
goats, four of each breed and two age groups (young and adults). The quality of semen during the freezing process was superior
for the young animal s of both breeds. Spermatic motility immediately after thawing showed a positive effect on TTR; animals
with higher motility after collection (86.2% vs 79.3%) and after thawing (37.7% vs. 32.0%) had a higher seminal longevity.
Both fresh and frozen semen did not differ between breeds and ages by the HOST test. There was a 14% decrease (P<0.05)
inHOST valuesfor frozen semen compared the fresh semen (38.0vs. 52.0%, respectively). The spermatic progressive mobility
was more sensible to cryopreservation than the integrity of the spermatic membrane, indicating that spermatic mobility is
more affected by the frozen process than the plasmatic membrane. The level of acrosome damage (edema, partial and total
detachment) was acceptable (44.5%) after thawing and after finishing the TTR.

Key Words: acrosome integrity, freezing, goats, hypoosmotic test, semen, thermo-resistance

Introducgéo (Simplicio & Machado, 1989). Por isso, inlimeras pesquisas

tém sidorealizadasnaareade criopreservagao objetivando

O ejaculado caprino apresenta particul aridades que o estabel ecer protocolos de congelamento que permitam a
diferenciam do sémen de outros ruminantes domésticos obtencéo de sémen com alta viabilidade pés-descongel a-
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mento e, assim, atingir taxasdefertilidademaiselevadasem
rebanhos caprinos.

A pesquisacientificatem contribuido parao desenvol-
vimento dainseminagao artificial (I1A) na espécie caprina,
gerando tecnologias proprias e aplicaveis as condicbes
brasileirasequantificando asdiferengasraciais, estacionais
e individuais relacionadas ao comportamento sexual, aos
aspectosqualitativosequantitativosdo ejaculado eao seu
congelamento, favorecendo a selegdo de bodes doadores
com maior potencial para producéo de doses de sémen
congelado (Machado & Simplicio, 1991).

A estacdodoanointerferenaatividadeespermatogénica
debodes(Delgadilloetal., 1999). AsvariacOes naatividade
espermatogénica sdo influenciadas principal mente pelas
mudancas fotoperiddicas, de modo que o aumento na
duracdo de luz do diareduz a atividade espermatogénica
(Delgadillo et al., 1991), com diminui¢do qualiquantitativa
na producao e fertilidade do sémen, resultando em uma
porcentagem minima de motilidade e vigor dos
espermatozoidesduranteaprimaverae o verao (estagdo de
anestro das cabras).

Delgadillo & Chemineau (1992b) demonstraram que
alteracOes fotoperiddicas entre dois meses de dias longos
(16 horas de luz : 8 horas de escuro) e dois meses de dias
curtos (8 horas de luz : 16 horas de escuro) no periodo de
anestro reprodutivo eliminaram avariagdo sazonal ha qua-
lidade do sémen, com aumento de 54,7% de doses conge-
ladas em relacdo ao grupo controle, no qual a fertilidade
seminal ndo se alterou.

Quanto ao processo de preservacdo de sémen, especial-
mente o congelado, a ocorrénciade danos ultra-estruturais,
bioquimicos e funcionais aos espermatozéides reduz a
motilidade eaviabilidade, impedindo o trénsito espermético
no trato reprodutivo feminino e, consequentemente,
prejudicando a fertilidade (Leboeuf et al., 2000). Estes
danos sdo atribuidos a ruptura da membrana espermatica,
causadapelaformacédo decristaisdegelointracelular, que
ocorre durante o processo de congelamento e desconge-
lamento (Mazur, 1984).

Testes de laboratério podem ser utilizados para anali-
sar aqualidade do sémen apds o descongel amento. O teste
de termorresisténcia (TTR) é utilizado paraavaliar o com-
portamento (motilidadeevigor) dosespermatozdidesquando
incubados a 37°C por determinado tempo e, desta forma,
predizer afertilidade seminal (Barnabeet al., 1981). O teste
hiposmoético (HOST) baseia-se na observacdo de que a
membrana espermatica integra, quando exposta a uma
solugdo hiposmética, permite por osmose a passagem de
agua para o interior da membrana celular até que ocorra o

restabel ecimento do equilibrio osmético entre os fluidos
extraeintracelulares (Jeyendran et al., 1984). A integridade
do acrossoma é de grande importéncia para a fertilizagéo
(DeLeeuw etal., 1991), poispermiteaocorrénciadareacdo
acrossbmica, ativada por condi¢fes locais ou ligacBes
especificas do espermatozéide com a zona pellcida do
ovaocito, com posterior liberacdo de seu contetido enzimatico
(lisossomas).

O objetivo neste estudo foi avaliar o congelamento do
sémen de machos caprinos das ragas Alpina e Saanen de
duasidades diferentes, apds manejo de fotoperiodo artifi-
cial, durante o final do inverno einicio da primavera

M aterial e M étodos

O experimento foi realizado no Setor de Caprinocultura
do Departamento de ZootecniadaUniversidade Federal de
Vigosa, Vigosa, MinasGerais, situadaa2045 20" latitude S
e42°52'40" W Gir, dtitude média de 752,5 m, temperatura
média anual de 20,9°C, indice pluviométrico anual de 1.203
mm3 e clima do tipo Cwa (inverno seco e ver&o chuvoso),
pela classificacdo de Kdeppen (Fonte: CETEC).

O periodo experimental foi dejulho anovembro de 2000,
guando os animais se encontravam no periodo de estac&o
ndo reprodutiva. Foram selecionados como doadores de
sémen oito reprodutores adultos, clinicamente sadios
(quatro machos da raga Alpina e quatro da raga Saanen),
jovens e adultos, com 12,4+ 15e11,0+£0,0,e65,0+0,0e
51,1 + 2,0 meses de idade, respectivamente.

Houvediferenca(P<0,05) entreidadesdentro deragas,
portanto, foi possivel fazer um estudo comparativo entre
grupos isolados sobre as caracteristicas reprodutivas
dependentesdosfatoresracaeidade e de suasinteragoes,
sob osmai svariadosaspectos, relacionadasafertilidadedo
macho caprino fora da estacao reprodutiva. Neste experi-
mento, aidade média dos animaisjovensfoi de 11,7 meses
e, portanto, foram considerados maturos sexual mente.

Os animais foram manejados em baias individuais e
alimentados com dieta constituida de 50% de silagem de
milho, 30% de milho desintegrado com palhae sabugo + 5%
de uréia, e 20% de polpa citrica. O valor nutricional da
alimentagcdofoi del1,47%deEL (mcal), 11,68%dePB, 30,88%
de FDN, 0,53 % de Ca e 0,24% de P. O consumo total
estimadofoi de1,5kgdeMSou 2,9 kg dematérianatural por
animal. O sal mineral e adguaforam fornecidos ad libitum
e o controle sanitario dos animais foi realizado periodica-
mente, conforme o esquema pré-estabel ecido pelo setor.

No periodo de 1° de julho a 30 de agosto de 2000 (60
dias), os animais foram submetidos a tratamento de
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fotoperiodo artificial (Delgadillo & Chemineau, 1992b). Um
timer foi programado para acender as |ampadas mistas
(220 W) nas baias, de 17 as 20 h ede 4 as 7 h, de forma
gue 0s animais permanecessem diariamente 16 horas em
ambiente claro e 8 horas no escuro.

A avaliagdo dascaracteristicasreprodutivasdosmachos
foi iniciada apds o fina do tratamento de fotoperiodo
artificial, sendodivididaemdoisperiodos: periodo 1-inicio
em 31 deagostoefinal em 15desetembro; eperiodo2-inicio
em 16 de setembro e término em 10 de outubro de 2000.

As coletas de sémen foram realizadas trés vezes por
semana, em dias alternados, de 7 as 10 h, pelo método
da vagina artificial com &gua aquecida entre 42 e 44°C.
Utilizou-se como manequim uma fémea em estro induzido
pelaaplicacdode1,0mgdebenzoatodeestradiol (Estrogin®
- Farmavet) no primeiro diae 0,5 mg sempre que afémea se
tornou menos receptiva ao macho.

Foram realizadas 12 coletas de sémen por animal
durante o periodo experimental. Em cada dia de coleta,
foram utilizados dois machos de cada raga em idades
similares, alternando-se a ordem de coleta dos animais
paraevitar o efeito da estimulacéo visual sobre as carac-
teristicas seminais e comportamentais (Price et al., 1985;
Signoret et al., 1990). O ejaculado foi coletado em tubos
graduados, protegidos daluz solar com papel laminado e
acondicionados em isopor.

Ap0s a coleta, 0 sémen foi enviado ao laboratério de
processamento e colocado em banho-maria, a37°C, proce-
dendo-se ao exame fisico do ejaculado (volume, aspecto,
turbilhonamento, vigor e motilidade espermaticaprogres-
siva). Ovolumedo ejaculadofoi verificado por visualizacdo
diretado sémen no tubo de centrifugagraduado eregistra-
doem mililitros (mL) e o turbilhonamento (escalade 0-5) foi
avaliado por meio de observagcdo ao microscopio, em
objetivade 10x, deumagotade sémen sobreumal&minapré-
aquecida em mesa aguecedora a 37°C.

O vigor (escala de 0-5) e a motilidade espermética
progressiva (0-100%) foram avaliados pela observacéo de
uma gota de sémen entre [amina e laminula em objetiva de
40x, como preconizado pelo CBRA (1998). No calculo da
concentrag8o espermética, utilizou-seacamarade Neubauer
com sémen diluido na proporcéo de 20 mL para 4,0 mL de
solucdo de formol-salina tamponada (1:200), segundo
Hancoch (1957). O ndmero total de espermatozéides no
ejaculado foi obtido multiplicando-se o volume de sémen
gjaculado (mL) pela concentracdo espermatica/mL. Apds
osexamesfisicos, osejaculadosforam destinados as etapas
de processamento de congelamento.

Asanormalidadesde cabega, acrossoma, pecainterme-
diariae caudados espermatozéides, bem como apresenca

de gota citoplasmatica proximal ou distal, foram avaliadas
por meio de preparagdo Umida entre lamina e laminula,
utilizando-se microscépio com contraste de fase acoplado
e aumento de 1.000 vezes, contando-se 200 células
esperméticas. O resultado foi expresso em porcentagem de
defeitos maiores, menores e totais (Blom, 1973).

Para a integridade da membrana plasmética, avalia-
ram-setodas as partidas de sémen fresco e congel ado, por
meio doteste Hiposmatico (HOST) utilizando-se 1,0 mL de
uma solugdo com frutose na osmolaridade de 60 mOsm,
acrescida de 0,1 mL de sémen. Esta osmolaridade foi
estabel ecida com base nos resultados obtidos por Kumi-
Diaka (1993) e Bueno (1999) em sémem de cées. Essa
solucdo foi incubada em banho-mariaa 37°C por 1 horae,
apos esse periodo, colocou-se uma amostra entre |amina
e laminula pré-aquecida a 37°C, contando-se 200
espermatozoi des em microscopiade contraste defase com
aumento de 1.000 vezes. As células foram classificadas
guanto apresencgaou ndo de caudafortemente dobradaou
enrolada e somente dobrada ou enrolada (%), que foram
uniformizadas para cauda dobrada. O valor final obtido
foi subtraido do valor encontrado para o total de
espermatozéi descom caudafortementedobradaou enrolada
e somente dobrada ou enrolada (%) do sémen fresco.

Apds o exame fisico do ejaculado, o sémen foi
centrifugado duas vezes, a 200x g (gravidade) durante 10
minutos, utilizando-seasol ugdo delavagem Ringer-L actato
napropor¢dodel (sémen) : 9 (Ringer-L actato), descartando-se
o sobrenadante. Em seguida, opellet foi ressuspendido
com diluente a base de Tris-citrato-gema de ovo sem
glicerol (Roberts, 1986), naproporcdo de1:1, paraavaliacdo
da motilidade progressiva espermética, do vigor
espermati co, por mei o demicroscopiaem aumento de 200x,
e daconcentracdo espermatica, por meio dacontagem em
camara de Neubauer. Depoisdecal cularo niUmero de doses
(100 milhdesdeespermatoz6ides/dose), adicionou-semetade
do diluente (sem glicerol) e, apés a homogeneizacéo,
colocou-se em freezer estabilizado a 4°C, durante 2 horas
(curvaderesfriamento de1,07°C/minnosprimeiros30 minutos
+ 1,5 hora a £C), conforme Barbosa (1999). Ao final do
periodo deresfriamento, foi acrescentadaaoutrametade do
diluentecom 8% deglicerol (Roberts, 1986) resfriado a4°C,
obtendo-sea concentragao final de 4% do crioprotetor.

O sémenfoi envasado em palhetasde 0,5 mL eresfriado
a4°C. As palhetasforam col ocadashorizontal mente sobre
vapor de nitrogénio liquido (5 cm acima da superficie
liquida) durante 15 minutos e, em seguida, foram mergu-
Ihadas em nitrogénio a-196°C.

Asamostras do sémen foram descongel adas a 37°Cpor
50 segundos e avaliadas quanto a motilidade e ao vigor
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espermatico. Todas as partidas, inclusive as que nao apre-
sentaram o minimo de 30% de motilidade e 3% devigor pos-
descongelamento (CBRA, 1998) foram submetidas ao teste
determorresisténcia(TTR), realizado segundo preconizado
pelo CBRA (1998): as partidas de sémen foram descongel a-
das a 37°C e acondicionadas em tuboseppendorf, sendo
cobertas com uma gota de 6leo mineral pré-aquecido e
incubadas a 37°C durante 2 horas. Posteriormente, foram
avaliados a motilidade e o vigor espermatico por meio de
microscopia com contraste de fase acoplado, em aumento
de200e400x, nostemposzero (apdscinco minutos) eacada
hora ap6s o descongel amento.

A avaliagdo de danos acrossomais (edema e despren-
dimento parcial etotal deacrossoma) foi realizadanoinicio
eaofinal do TTR. Paraisso, umaamostrado sémen descon-
gelado (100 mL) foi acondicionada em tubo eppendorf
com solucéo de formol salinatamponado (Hancock, 1957).
Posteriormente, por ocasi&o do exame, confeccionou-se a
preparacdo Umida da amostra de sémen entre lamina e
laminula, procedendo-se a avaliagéo acrossomal por meio
de microscopiacom contraste de fase em aumento de 1.000
vezes e imersdo (Soderquist et al., 1997). O percentual de
anormalidade de acrossoma foi feito sobre a contagem de
200 células esperméticas, computando-se 0s acrossomas
intactos e anormais.

Para as caracteristicas do teste de termoresisténciae
integridade do acrossoma, em que 0 periodo ndo tem
efeito, utilizou-se o delineamento experimental inteira-
mente ao acaso, em esquema fatorial 2x 2 (duas ragas e
duasidades). Asandlisesforam processadas pelo Sistema
deAndlisesEstatisticase Genéticas8.0 (UFV, 1997), segundo
0 modelo:

1937

Yijk= M+ R+ I+ RIj; + gy

em que y;j = observacédo no animal k naidadej daragai;
m=médiageral; R = efeito daragai, i = 1,2; IJ- = efeitoda
idadej,j=1,2; Rl;; = efeito dainteracdoraca” idade; &jk=
erro associado a cada observagaoijk.

As médias das caracteristicas foram testadas pelos
testeFisher (teste F; duascomparages) e Student-Newman-
Keuls (teste SNK; comparag8es multiplas) e processadas
pelo SAS 6.12 (1998) e pelo SAEG 8.0 (1997) a 5% de
probabilidade. Foram realizadas correlagcdes de Pearson
entre os testes in vitro aplicados as amostras de sémen,
processados pelo SAEG 8.0.

Resultados e Discussao

Os aspectos quantitativos e qualitativos do sémen
avaliados ap0s a coleta estao sumarizados na Tabela 1.

Aposaavaliacao fisicae morfol 6gicado gjaculado, os
animais jovens, de ambas as ragas, apresentaram sémen
com volume, concentracdo espermatica total e defeitos
maiores etotaisinferiores (P<0,05) ao dos machos adultos.
Os animais jovens foram superiores aos adultos apenas
quanto ao turbilhonamento (P<0,05). O sémen de animais
adultos daraca Saanen apresentou motilidade progressiva
e vigor inferiores (P<0,05) ao de todos 0s outros grupos.

Koutsouris& Elefeteriou (1990) citaram queanimaisda
raca Saanen sdo maissensivei sasmudancasdaestacdo do
ano e do fotoperiodo que os de outras ragas, 0 que pode
sido reflexo do maior bloqueio no eixo hipotaldmico-
hipofisario-gonadal, levando, conseqiientemente, amenor
producdo de andrégenos e acarretando reducdo na

Tabelal - Caracteristicas seminais de reprodutores das racas Alpina e Saanen apds manejo artificial do fotoperiodo durante o final do

inverno e inicio da primavera

Table 1 - Characteristics of semen from goats of Alpine and Saanen breeds under artificial photoperiodic exposure
Alpina Saanen
Alpine Saanen
Jovens Adultos Jovens Adultos
Young Adult Young Adult
Volume (mL) 0,6+0,3A:2 0,8+0,3AP 0,4+0,28.P 1,140,472
Turbilhonamento (0 — 5) (Mass movement) 4,540,772 3,9+0,68:2 4,5+0,5/ 2 2,6+1,38b
Motilidade (%) (Motility) 87,5+7,5°a 84,8+7,5°a 85,0+7,7A2 73,6+11,98b
Vigor (0 -5) 4,940,372 4,940,372 4,8+0,46 2 4,5+0,78.P
Concentragao total (x10°) (Total concentration) 1,7+1,28:2 2,4+1,5M2 1,340,982 3,0+1,7A2
Defeitos maiores (%) (Major defects) 4,942,682 7,244,202 6,5+5,08:b 17,4+17,5AP
Defeitos menores (%) (Minor defects) 9,7+9,6M 2 12,1+8,7A.a 4,9+4,47 2 10,2+10,6":2
Defeitos totais (Total defects) 14,1+10,88.a 19,3+9,0Ma 11,5+7,58.a 27,8+26,5M2

AB,abMédias seguidas pela mesmas letras na mesma linha néo diferem (P<0,05) pelo teste SNK. Letras minGsculas comparam idade entre racas e letras

mailsculas comparam idade dentro de racga.

ABab Means followed by the same letters in the same row did not differ (P<0.05) by SNK test. Small letters compare age between breeds and capital letters compare age within breeds.
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estimulacao das glandul as sexuais acessorias e na produ-
¢do de plasma seminal e, dessa forma, menor volume do
gjaculado (Delgadillo & Chemineau, 1992a).

A motilidade espermatica progressiva e o vigor
esperméatico nas diferentes etapas de processamento do
sémen nas diferentes ragas e idades estdo sumarizados na
Tabela 2 e as correlacdes de Pearson entre a motilidade
espermatica progressiva e o vigor espermatico durante o
processo de congelamento e descongelamento do sémen
(TTR) estéo apresentadas na Tabela 3. Desde que 0 sémen
descongelado ap6s ainseminagéo sofra similarestipos de
incubagéo no trato genital feminino, a sobrevivéncia dos
espermatozoides incubados in vitro por longa duragdo
pode predizer a habilidade fertilizante do sémen.

Conforme Kumar (2000), a motilidade progressiva é
essencial para afertilidade, pois facilita a passagem pelo
trato genital feminino e torna possivel a penetragéo nas
células do cumuluse na zona peltcida do ovécito. Como
demonstrado na Tabela 2, tantoovigor quanto amotilidade
espermaticaprogressiva, duranteotestedetermoresisténcia
(TTR), apresentaram comportamento semelhante, sendo
altos nas primeiras horas do teste, diminuindo nas horas
intermediérias e, posteriormente, estabilizando em baixos
valores nas horasfinais do teste. McLaughlin et al. (1992)
verificaram que o processo de criopreservagdo diminui a

motilidade média dos espermatozoides em aproximada-
mente 40% sobre osvaloresiniciais, com maior redu¢éo no
sémen de qualidade inferior.

A qualidade do sémendiluido, resfriado e congeladofoi
influenciada pela idade (P<0,05). A motilidade espermética
progressiva do sémen diluido e resfriado foi maior nos
animaisjovens que nos adultos, porém, ndo houve efeito de
raca. O vigor espermatico comportou-se de modo idéntico.
Osanimaisjovensapresentarammel hor vigor (P<0,05) queos
adultos, mas ndo houve efeito de raga, provavelmente pelo
fato de os animais jovens apresentarem melhor motilidade
desde 0o momento da coleta (Tabela 1) e, também, por causa
da correlagéo da motilidade espermatica progressiva pos-
coletacomamotilidadeduranteo processo decongelamento
e descongelamento (Tabela4) (Barnabe et al., 1981).

De modo geral, durante todo o processo de conge-
lamento edescongel amento, o padréo derespostafoi similar,
com motilidade e vigor maiores nos animais jovens que
nos adultos, sem efeito de raca. A menor motilidade pos-
descongel amento paraosanimai sadultospode ser atribuida
ao volume seminal, que teve correlagcdo negativa
(r = - 0,27; P<0,05) com o congelamento do sémen
(motilidade avaliada no TTR apds o descongelamento).

O sémen de animais jovens daraga Al pina apresentou
mel hor congelamento, atribuido amai or motilidadeeaovigor

Tabela 2 - Motilidade espermatica progressiva e vigor espermatico durante os processos de congelamento e descongelamento (TTR)

do sémen de animais das racas Alpina e Saanen

Table 2 - Spermatic progressive motility and vigor during the freezing and thawing process (TTR) of semen from goats of Alpine and Saanen breeds
Alpina Saanen
Alpine Saanen

Jovens Adultos Jovens Adultos

Young Adult Young Adult
Mot. sémen diluido (%) (Motility) 83,0+11,1A 77,2+17,08 83,5+7,0" 69,6+17,4B
Vigor (0 —5) 4,75+0,447 4,4+0,68 4,6+0,5° 4,2+0,78
Mot. sémen resfriado (%) (Cooled semen motility) 76,8+14,8" 69,7+16,65 79,249, 74 56,1+18,38
Vigor (0-5) 4,5+0,6" 4,1+0,78 4,4+0, 77 3,7+0,88
0:00 h (0:00 a.m.)
Motilidade (%) (Motility) 43,4+11,9* 31,9+14,00 37,1+15,48 26,9+10,78
Vigor (0 - 5) 3,8+0,4° 2,8+0,77 3,2+0,88 2,8+0,4B
0:05 h (0:05 a.m.)
Motilidade (%) (Motility) 39,4+11,2°A 30,9+13,9" 35,9+15,68 24,2+10,18
Vigor (0 - 5) 3,3+0,58 2,6+0,58 3,0+0,85 2,6+0,58
1:00 h (1:00 a.m.)
Motilidade (%) (Motility) 36,9+10,0°2 30,0+12,48.2 30,6+14,9°b 20,7+10,73P
Vigor (0 —5) 2,9+0,7 2,6+0,5 2,6+0,9 2,4+0,5
2:00 h (2:00 a.m.)
Motilidade (%) (Motility) 32,2+¢11,4A.2 25,0+£10,58:2 24,8+15,5A:b 18,9+10,58:b
Vigor (0 —5) 2,7+0,7A:2 2,3+0,6A:2 2,1+0,98:b 2,1+0,88:b

AB Médias seguidas pela mesma letra na mesma linha, dentro de cada raga, ndo diferem a 5% de probabilidade pelo teste F.
ab Médias seguidas pela mesma letra na mesma linha, dentro da mesma idade entre raga, ndo diferem a 5% de probabilidade pelo teste F.
AB  Means followed by the same letters in the same row within each group of breed did not differ by F test at 5% of probability.

ab  Means followed by the same letters in the same row within age and between breed did not differ by F test at 5% of probabiity.
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Tabela 3 - Correlagdes de Pearson entre a motilidade espermatica progressiva e o vigor espermatico durante os processos de

congelamento e descongelamento do sémen (TTR)

Table 3 - Pearson correlation estimates between spermatic progressive motility and vigor during freezing and thawing (TTR) of semen
Parametro r* P <
Aspect

Mote vs MOt. gamen diluido (diluted semen) 0,64 0,0005
M OtC vs Mot. Sémen resfriado(cooled semen) 0,55 0,0004
Mot VS TTR i otitidade 0:00 h(motility 0:00 am) 0,30 0,0035
Mot VS TTR v otilidade 0:05 h(motility 0:05 am.) 0,36 0,0024
Mote VS TTR yotilidade 1:00 h(motitity 1:00a.m) 0,38 0,0041
Mot VS TTR y oiilidade 2:00 h (motility 2:00 am) 0,45 0,0087
Mot on 11RVS TTR yotilidade 0:05 h(motility 0:05 am) 0,94 0,0000
Mot o, 77RVS TTR yotilidade 1:00 h(motiity 1:00 am) 0,89 0,0000
Mot g, rrrVS TTR 0,77 0,0000

Motilidade 2:00 h(motility 2:00 a.m.)

Significativo (P<0,05); Mot~ motilidade do sémen avaliado apés coleta; Mot , ;g — motilidade do sémen avaliado logo apds o descongelamento no TTR

Significant (P<0.05); Mot. — semen motility after collection; Mot o, 15

espermatico durante todo o periodo experimental.
Ressalta-se que todos os animais produziram ejaculados
aptos a serem utilizados em programas de inseminagéo arti-
ficial. De forma semelhante ao encontrado neste estudo,
Ferrari et a. (1998) encontraram 38,2% para a motilidade do
sémen congel ado edescongel ado emdiluenteabasedeTris.

Houve correlagbes médias entre a motilidade do
sémen avaliado ap6s a coleta com a motilidade avaliada
durante os processos de congelamento e descongela-
mento, quando avaliadas no TTR, corroborando os
resultados obtidos p or Corteel (1981), citado por Maia&
Vieira (1992). A correlagdo foi maior no sémen diluido e
diminuiu durante o resfriamento, o0 que eraesperado, pois
o resfriamento e 0 congelamento s&o utilizados com o
objetivo dereduzir o metabolismo eamotilidadedo sémen.
Apébsodescongelamento, observou-se quedadacorrela-
¢do entre amotilidade a coleta e a motilidade no TTR no
tempo zero. Com o passar do tempo, esta correlagédo teve
aumento pequeno e progressivo, indicando que os
gjaculados que mantiveram maior motilidade no final do
TTRforamaquelesquetiveram altamotilidadeespermética
imediatamente apds a col eta. Por outrolado, aaltacorrela-
¢ado entre amotilidade do sémen logo apés o descongel a-
mento (0 h) com ashoras seguintestevereflexospositivos
sobre o TTR, comprovando que esta primeira observagéo
(0 h) é suficiente para predizer alongevidade seminal.

Os valores médios para o HOST do sémen fresco e
congelado de bodes jovens e adultos das ragas Alpinae
Saanen encontram-se na Tabela 4.

Os resultados do HOST, tanto para o sémen fresco
guanto parao congelado, ndo diferiram (P>0,05) entreracas
e idades. Houve reducdo (P<0,05) na porcentagem de
espermatozoides integros apés o congelamento e descon-
gelamento do sémen dosanimaisdaragaAlpina bemcomo
dos adultos Saanen. A similaridade dosresultadosentrea

— semen motility evaluated by TTR after thawing.

porcentagem de caudas enroladas dos sémens fresco e
congelado de animais jovens da raga Saanen pode ser
atribuida a variacado individual (coeficiente de variagéo =
40,7) entre esses sémens. Mesmo assim, verificou-se redu-
¢do naporcentagem de caudas enroladas no sémen conge-
lado, podendo-se afirmar que o congelamento e o des-
congelamento af etaram negativamente a porcentagem de
caudas dobradas.

A criopreservacaéo € um processo estressante a célula
espermaticae provocou reducao superior al4% naintegri-
dade da membrana de espermatozéide avaliada pelo HOST
parao sémen congelado emrelacéo aosval oresobservados
parao teste em sémen fresco. Comparando estesresultados
aos de outras espécies, Kumi-Diaka (1993), utilizando uma
solucao de 60mOsm encontrou 82,6% de caudas dobradas
em sémen fresco de cées e, apds o descongel amento, obteve
valor de 56,7%, que representa reducéo de 25,9% entre o
sémen fresco e o congelado. Também, Neild et al. (1999),
incubando sémen fresco de eqiliinos em solucao de
50 mOsm, obtiveram valores de 46,0% de caudas dobradas
e, apos congelamento e descongelamento, esta porcenta-
gem diminuiu para30,2% de caudas dobradas, umadiferenca
de 15,8% entre o sémen fresco e o congelado. A pequena
reducdo encontrada neste estudo pode ser resultado do
excelente congelamento seminal, normal mente obtido na
espécie caprina, independentemente da influéncia da
temperatura sobre a qualidade da membrana.

Na Tabela 4, verificam-se maiores porcentagens de
caudas dobradas em relagdo as fortemente dobradas,
comprovando que nem todos os espermatozdéides
respondem com a mesma intensidade ao HOST, com
demonstrado por Bueno (1999), que afirmou que os
filamentos do axonema da cauda podem sofrer flex6es em
grausdiferentes, conforme aquantidade de 4guaque entra
na célula, pois foram verificados diferentes tipos de
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Tabela 4 - Valores médios para HOST de sémen fresco e congelado de bodes jovens e adultos das ragas Alpina e Saanen

Table 4 - Host average values for thawed and frozen semen from goats of Alpine and Saanen breeds
Alpina Saanen
Alpine Saanen
Jovens Adultos Jovens Adultos
Young Adult Young Adult
Sémen fresco (Thawed semen)
Cauda dobrada ou enrolada (%) (Curled tail) 39,9+£13,7 43,1+12,3 40,42+14,5 40,1+11,8
Cauda fort. dobrada ou enrolada (%) (Tightly curled tail) 7,5+6,5 14,05+£12,4 11,4+11,2 12,13+£11,2
Total (%) 47,8+16,4~ 57,2+15,6" 51,6+22,5° 51,3507
Sémen congelado (Frozen semen)
Cauda dobrada ou enrolada (%) (Curled tail) 26,4+6,8 31,7+¢11,1 33,6+11,4 26,8+10,7
Cauda fort. dobrada ou enrolada (%) (Tightly curled tail) 9,9+5,6 7,9+6,0 8,1+5,1 6,2+3,9
Total (%) 36,3+10,68 39,8+15,08 41,7+14,5* 33,0+14,38

AB Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna, dentro de cada grupo de idade, ndo diferem a 5% de probabilidade pelo teste F.
AB  Means followed by the same letters in the same column within each group of age did not differ by F test at 5% of probability.

Tabela 5 - Valores médios para anomalias do acrossoma apés o descongelamento e ao final do TTR em sémen descongelado de

reprodutores das ragas Alpina e Saanen

Table 5 - Average values for acrossomal anomalies after thawing and after the end of TTR on semen from goats of Alpine and Saanen breeds
Alpina Saanen
Alpine Saanen
Jovens Adultos Jovens Adultos
Young Adult Young Adult
0:00 h (0:00 a.m.)
Normal 53,0+11,7 57,0+£10,1 55,0+9,3 55,8+6,5
Anormal (Abnormal) 46,1+11,9 43,0+10,1 45,03+9,2 44,2+6,5
2:00 h (2:00 a.m.)
Normal 46,3+9,0 45,2+7,8 47,5+11,7 44,5+7,9
Anormal (Abnormal) 53,7+8,9 54,8+7,8 52,5+11,7 55,5+7,9

enrolamento de cauda, desde pequena curvatura na ponta
da cauda até cauda fortemente dobrada e dobramentos
intermediarios.

Verificaram-se diminuicdes de 10,7 e 17,9% de caudas
dobradas entre o congelamento e o descongelamento do
sémen avaliado por meio do HOST para reprodutores
jovens e adultos, respectivamente. A qualidade seminal
foi sempre superior nos animais jovens, o que pode ser
explicado pel ofato deosani mai sadultosestarem emrepouso
sexual prolongado antes do inicio do experimento, impli-
cando queda da qualidade seminal, enquanto os animais
jovens, dado o comportamento de masturbagdo, tinham
suas reservas seminai s constantemente renovadas.

No sémen fresco, ndo houve correlacéo entre a
motilidade esperméticaprogressivae osvaloresdo HOST.
Porém, Kumi-Diaka (1993) obteve correlagdo de r = 0,94
entre a motilidade do sémen fresco com os valores do
HOST. Neild et al. (1999) encontraram correlagdo de
r = 0,75 entreamotilidade do sémen fresco eo HOST. Para
0 sémen congelado, foi encontradacorrelagdoder =0,53

(motilidade avaliada no TTR a 0 h) comparavel a de
r = 0,57 encontrada por Neild et al. (1999).

Adicionalmente, amaotilidade espermaticaprogressiva
mostrou maior sensibilidade a criopreservagao que ainte-
gridade da membrana, indicando que a motilidade dos
espermatozoides € mais af etada pel o processo de congel a-
mento que a membrana plasmética.

Os valores médios para o percentual de acrossomas
intactos e anormais achados apds o descongelamento e
TTR encontram-se sumarizados na Tabela 5. N&o se verifi-
cou diferenca quanto aos danos acrossomais entre 0s
grupos estudados (P>0,05).

A integridade do acrossoma apresenta alta correlagéo
(r =0,81) com afertilidade (Saacke & White, 1972 citados
por Kumar, 2000). Os acrossomas S0 necessarios para
proteger e liberam o contelido enzimatico no tempo e local
determinados para a fertilizago.

Neste estudo, a integridade do acrossoma néo foi
influenciada pelo descongelamento nem pelo teste de
termorresisténcia. Logo apés o descongel amento do sémen,
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aslesbesdeacrossomaforamaltas(43 a46%). Entretanto,
esses indices de danos acrossomais (edema, desprendi-
mento parcial e até perdatotal de acrossoma) sdo aceité-
veis, tanto no pos-descongel amento como apds o término
do TTR. Em média, os valores encontrados foram de 50%
delesdes acrossomaisde 0 e 2 horas ap6s o descongel a-
mento, enquanto Tasseron et al. (1977), Memon et al.
(1985), Soderquist et al. (1997) obtiveram valoresquede 35
a 40%.

Conclusoes

A qualidade e o congelamento do sémen de animais da
racaAlpinaapostratamento deluz artificial foradaestacao
reprodutivaforam mel horesque do sémen de animais Saanen.
O teste de termorresisténcia mostrou-se Util parapredizer a
longevidade do sémen pds-descongelamento e, portanto,
seu usodevesetornar rotinaem | aboratériosdemani pulagéo
desémen caprino. A motilidadeesperméticafoi maissensivel
aos efeitos del etérios durante o congelamento e desconge-
lamento que a integridade da membrana espermética.
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