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Introducao

A expans&o da inseminagao artificial na espécie caprina € dependente do incremento na eficiéncia da congelacao
do sémen do bode. Em geral, o descarte de ejaculados atinge de 66,7% a 33,7% (Machado & Simplicio 1992), onerando o
custo final do sémen congelado. A variagdo na congelabilidade do sémen hircino & devida a presenca de lecitinases e
lisolecitinases, no plasma seminal do bode (Atreja & Anand 1985). Estas enzimas interagem com a plasmalema do
espermatozéide e com os fosfolipideos dos meios diluidores, danificando a estrutura da membrana e alterando o meio onde
os gametas estdo emiscuidos. Deste modo, a remog&o do plasma seminal, conhecida como lavagem, associada ao uso de
diluidores pobres em fosfolipideos favorece recuperagdo espermatica pés-congelagéo mais elevada e permite alcangar-se
fertilidade mais alta apds a inseminacéo artificial (Corteel 1977). Dentre os tampdes biolégicos, solugdes a base de agua
extraida do coco (Cocos nucifera) vém sendo usada na diluigdo de sémen bovino(Chieffi & Masotti 1959, Norman et al.
1962) e caprino (Venkataswami 1961) para uso “a fresco ou resfriado”. Aparentemente, a baixa concentragéo de
fosfolipideos da agua de coco permitiria 0 seu uso para a congelagdo do sémen do bode, desde que ajustado o nivel do
crioprotetor para a congelagado profunda sob vapores de nitrogénio liquido. O presente ensaio objetivou testar essa
hipotese.

Material e Métodos

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratoério de Tecnologia do Sémen da EMBRAPA-CNPC e contou com
28 ejaculados coletados, por meio de vagina artificial, de tres bodes de ragas leiteiras. Apds a coleta, os ejaculados eram
avaliados guanto ao volume (ml), & concentracao (:10°%mm?®), a motilidade individual progressiva - MIP (%), e ao vigor
(escala de 0 2 5) de acordo com Fonseca et al. (1992). De cada ejaculado, formaram-se duas aliquotas e o sémen foi
lavado ou com solucdo de Krebs Ringer Fosfato - KRF, ou com solugdo a base de agua de coco - SAC (Tabela 1). A
lavagem foi feita por centrifugacdo a 900 rpm, durante 15 minutos, onde a solugdo de lavagem foi adicionada na proporgéo
(v:v) de 2.1 em relac3o 20 sémen. Depois da retirada do sobrenadante, foi procedida uma segunda lavagem, de forma
idéntica 2 pnimeira. Apos a retirada do sobrenadante o sémen era dividido em cinco fragdes para a diluicdo na SAC sob
diferentes niveis de crioprotecdo (G:=3%, Gs=4%, Gs=5%, Gs=6% e G;=7% de glicerol). O volume total de diluente
acrescido ao sémen foi calculado com base no volume do ejaculado, na concentragdo espermatica inicial e na MIP, de
modo gue ao envase as doses inseminantes de 0,5ml continham 200 milhdes de espermatozodides (Fonseca et al. 1992). A
quantidade total do diluidor adicionado foi dividida em duas partes de igual volume. Uma parte sem glicerol e a outra
contendo glicerol, nas concentragdes necessarias para obterem-se, como concentragdes finais, aquelas supra-citadas (6%
para Gs; 8% para Gs e etc). Procedida a diluicdo inicial, a amostra era submetida ao resfriamento, em camara fria, até
atingir +4 ° C. Neste momento, ocorria a adigdo da metade restante do diluidor, contendo glicerol, a qual foi feita em trés
etapas, intervaladas por dez minutos e possuindo igual volume. Apos a adigao da ultima porgao, o sémen foi envasado em
palhetas francesas médias (0,5ml), contendo 200 10° espermatozodides por dose. A palheta era lacrada em alcool
polivinilico solido, colocada em rampa horizontal de congelacao, distando cinco centimetros da coluna liquida do nitrogénio
(N2) liquido. A exposicao aos vapores de N, prolongou-se por oito minutos. Neste momento as palhetas foram submersas
no N e as doses estocadas em botijao criobiologico a - 196 © C.

TABELA 1 - Solugodes utilizadas.

Componente KRF'  Componente SAC'
Cloreto de Soédio a 0,89% 100,0 agua de coco 50,0
Cloreto de Potassio a 1,15% 4,0 agua bidestilada 25,0
Cloreto de Calcio a 1,22% 3,0 Citrato de Sodio a 2,94% 25,0
Fosfato monobasico de Potassio & 2,11% 0,4
Sulfato de Magnésio (x7H20) a 3,82% 1,0
Tampaéo fosfato pH=7,40 12,0
Glicose anidra a 5,34% 4,5

" Em partes (volume) da solucéo.

As avaliacdes do sémen a descongelacao realizaram-se entre 57 e 74 dias pds-processamento. Os parametros
de avaliagdo e as técnicas empregadas estdo descritas em Fonseca et al. (1992). A descongelagéo foi realizada em banho-
maria & +37 °C por 30 segundos. A analise de variancia foi o procedimento estatistico utilizado. Quando necessario,
algumas variaveis foram submetidas a transformacao matematica, objetivando normalizar a populagédo dos dados (Steel &
Torrie 1980).
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Resultados e Discussao

A Tabela 2 mostra o efeito da lavagem com KRF e com SAC sobre a recuperacdo espermaiica pos-congeaEcan

TABELA 2 - Efeito da Solugdo de lavagem sobre a recuperagao esperma-
tica apos descongelagdao do sémen caprino congelado em
solugéo & base de dgua de coco.

Solugéo de lavagem

KRF SAC
MIP' (%) 17,4+ 3,70 95 + 4,09
Vigor? (escala 0 até 5) 127+ 0,16 1,03 + 0,18

.
8 Valor transformado para arcsen;
Valores transformados para a raiz quadrada da soma entre o vigor a
constante 0,5.

Ambas solugées de lavagem foram ineficientes em obter valores médios desejaveis de recuperacdo espermatica
Para Fonseca et al. (1992) a avaliagdo a descongelagédo deve garantir 30% e 2,0 como valores minimos para MIP e vigor
respectivamente. Este padrdo é adotado pelo Ministério da Agricultura e do Abastecimento para fins periciais. Deste
modo, em ambas situagdes, o processo tecnolégico ndo forneceu doses viaveis para uso e comercializagdo. Salienta-se
que Corteel (1977) e Machado & Simplicio (1992) usando KRF para a lavagem e uma solugéo de leite desnatado para a
diluigao obtiveram, respectivamente 51,7% e 33,3% de ejaculados aprovados para uso. Assim, aparentemente o uso do
diluidor & base de agua de coco limitou a sobrevida e a capacidade metabdlica e cinética dos espermatozéides. Nao
obstante, a SAC pode ser utilizada para a lavagem de ejaculados caprinos, desde que utilize-se outra solucdo como
diluente. llustra esta assertiva, o fato de que a MIP e o vigor, imediatamente a lavagem, foram de 82.3% e 3.15.
respectivamente. Em adi¢do, a andlise da morfologia espermatica pés-lavagem, mostrada na Tabela 3, revelou que a
magnitude de danos perpetrados pela SAC néo diferiu daquela da KRF, estando ambas dentro de limites compativeis com
a fertilidade do sémen caprino. Também ficou patente que, o grau de estresse osmotico ndo diferiu (P>0,05) entre as
solugdes empregadas para a lavagem.

TABELA 3 - Efeito da solugéo de lavagem sobre a morfologia espermatica.
Solucéo de lavagem

Defeitos (%)’ Pré-lavagem KRF SAC®
maiores? 333+ 1,86 9,80 +545 10,2 + 4,01™
menores® , 5,00+ 2,16 8,70 £ 7,36 9,50 + 5,01
acrossomiais 0,97 + 0,94 2,30+1,24 1,40 £ 1,08**
terciarios™* 2,62+2,33 7,10 £ 5,71 7,40 +2,53™

" Valores transformados para arcsen;

< Classificagado de Bloom, descrita em Fonseca et al. (1992);

= Classificagado de Mies Filho (1987), descrita em Fonseca et al. (1992)
“ Referentes a danos causados por choque térmico ou osmético;

® ns= nao significativo e ** = significativo com P<0,01.

A acao das diferentes concentragdes de glicerol mostrou-se similar para os tratamentos Gz e G4, bem como para
Gs e Gy. Assim, para fins de analise, os tratamentos experimentais foram grupados em Gy (G3+G4), Gm (Gs) € Gz (Gs+G7)
A tabela 4 mostra o efeito dos diferentes niveis de crioprotegédo sobre a congelabilidade do sémen de caprinos.

Nao houve diferenga estatisticamente significativa (P>0,05) entre os niveis testados. Entretanto, concentracdes
mais baixas de glicerol permitiram recuperacdo espermatica mais alta. Deste modo, é possivel conjecturar que. as
modificagdes osmodinamicas impostas por altas concentragdes de glicerol associadas a inadequada protecao provida peia
pela SAC quando do resfriamento, levaram a um estresse ainda maior sobre os espermatozdides.



TABELA 4 - Efeito dos niveis de crioprotegao sobre a recuperagao espermatica
apdés descongelagdo do sémen caprino congelado em diluidor a
base de agua de coco.

Niveis de crioprotecéo

Gb (baixo) - 3%+4% Gm(médio)5% Gﬂo)- 6%+7%
MIP1 (%) 19,7 £ 3,51 9,77 £ 6,29 10,9 + 4,06
Vigor2 (0-5) 1,38 £ 0,15 0,92 £ 0,27 1,14+ 0,17

-
Valores transformados para arcsen;
Valores transformados para a raiz quadrada da soma entre o vigor a constante 0,5.

Conclusoes

A solugédo a base de agua de coco pode ser empregada para a lavagem do ejaculado caprino. Entretanto seu uso

como diluidor deve ser preterido.
Os danos metabdlicos causados ao espermatozodide durante a fase de resfriamento séo irreversiveis e ndo séo

vicariados por concentragdes mais elevadas do crioprotetor para a congelagéo profunda.
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