Efeito da Inclusao

de Colesterol apés
Criopreservacao do
Sémen Caprino sobre a
Fertilidade pelo Teste de
Termorresisténcia

Effect of Inclusion of Cholesterol
after Cryopreservation of Goat
Semen on Fertility by Thermal
Resistance Test

Resumo

Objetivou-se avaliar a fertilidade do sémen descongelado de machos
caprinos tratados com colesterol pelo teste de termorresisténcia
(TTR). Foram utilizados 30 ejaculados de reprodutores caprinos. O
sémen fresco foi dividido em sete aliquotas iguais e centrifugados

a 800 G/10min e o pelete foi ressuspendido com diluente Tris. A
cada tubo, foi adicionada uma concentracao de colesterol carreado
pela ciclodextrina (CCC): O mg; 0,75 mg; 1,5 mg; 3,0 mg; 4,5 mg;
6,0 mg ou 7,5 mg de CCC/120x108 espermatozoides/mL e apds 15
minutos, foram refrigerados a 4 °C/2h, e depois diluidas com Tris-
Gema de ovo-glicerol (2%), envasadas em palhetas de 0,50 mL e
colocadas sob vapor de N, liquido a 5 cm de sua superficie por 20
minutos e estocadas em botijdes criogénicos. O descongelamento
foi feito em banho-maria a 37 °C/30s e 0,50 mL de sémen foram
incubados a 37 °C/3h (0, 60, 120 e 180 minutos) para avaliar a
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motilidade e vigor com microscépio (400 x). A variavel foi avaliada
por ANOVA. A motilidade e vigor foram maiores (P<0,05) nas
amostras tratadas com 0,75 mg de colesterol pelo TTR no periodo
de O min a 120 minutos quando comparado com demais tratamentos
(P<0.05). Adicdo de 0,75 mg de colesterol no sémen a fresco
promoveu melhoria da qualidade espermatica comprovada pelo TTR
realizado por 3 horas.

Palavras-chave: espermatozoide, esteroide, membrana plasmatica.

Introducéao

Existe grande variacdao nos resultados, principalmente quanto a
utilizacdo de sémen congelado, o que permite questionamento acerca
da metodologia aplicada (ANDRADE et al., 1999). Parte dos danos
ocorre por causa das alteracdes na membrana pela mudanca do
estado fluido da membrana para o estado gel quando a temperatura é
reduzida para valores abaixo da fase de transicao (WATSON, 1981).

Uma maneira de evitar os danos é aumentar a fluidez da membrana

a baixas temperaturas pela adicao de colesterol 8 mesma (PURDY;
GRAHAM, 2004). Diversas substancias adicionadas ao sémen a
fresco sao utilizadas com o objetivo de proteger os espermatozoides
contra os efeitos deletérios do resfriamento a temperaturas criticas. A
substancia, atualmente, utilizada em procedimentos de resfriamento
do sémen de bovinos e equinos € a ciclodextrina carreada com
colesterol, oferecendo resultados variados em relacdo a motilidade e
reacao acrossdmica (AMORIM et al., 2009; MOORE et al., 2005).

As caracteristicas espermaticas como a concentracao, motilidade e
morfologia sdo insuficientes para o diagnéstico de fertilidade. O teste
de termorresisténcia (TTR) foi proposto por Dimitropoulos (1967) para
avaliacao da fertilidade potencial de partidas de sémen congelado de
bovino e foi, posteriormente, adaptado para as demais espécies.

O objetivo deste trabalho foi utilizar o teste de termorresisténcia para
avaliar a fertilidade potencial do sémen descongelado de machos
caprinos tratados com colesterol antes do congelamento.
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Material e Métodos

O experimento foi realizado no setor de caprinocultura da
Universidade Federal do Vale do Sao Francisco (Univasf), situada

no municipio de Petrolina, Pernambuco. A metil-B-ciclodextrina foi
carregada com colesterol como descrito por Purdy e Graham (2004).
Utilizou-se sémen de cinco reprodutores caprinos mesticos. Apds a
coleta, o sémen fresco foi diluido em Ringer-Lactato e dividido em
sete aliquotas iguais, centrifugados a 600 G por 10 minutos. Em
seguida, o pelete foi ressuspendido com diluente Tris. A cada um dos
sete tubos, foi adicionada uma concentracao de colesterol carreado
pela ciclodextrina (CCC), sendo considerados os tratamentos T1=0;
T2=0,75; T3=1,5; T4=3,0; T5=4,5; T6=6,00uT7=7,5 mg

de CCC/120x10° espermatozoides/mL. Os espermatozoides foram
expostos a CCC durante 15 minutos e depois foram refrigeradas a 4
°C/2h. Depois, cada amostra foi diluida com Tris-Gema de ovo-glicerol
(2%), envasadas em palhetas de 0,5 mL, colocadas sob vapores

de N, liquido a 5 cm de sua superficie por 20 minutos e depois
mergulhadas no N, liquido e estocadas.

O descongelamento foi feito em banho-maria a 37 °C por 30
segundos. Em seguida, uma aliquota de 0,5 mL de cada tratamento
descongelado foi submetida ao TTR, que consistiu em adicionar a
aliqguota em um frasco de 1,5 mL e incubar em banho-maria a 37
°C, por 3 horas. Em intervalos de 60 minutos, a partir de zero até
180 minutos apés o descongelamento, foram retiradas amostras de
10 uL que, colocadas em lamina e cobertas com laminulas, foram
avaliadas quanto a motilidade (0% a 100%) e vigor (0 a 5) utilizando
microscoépio (400x).

Para a andlise estatistica, as varidveis foram submetidas a anélise
de variancia, aplicando-se o teste SNK a 5% de probabilidade.

As variadveis que ndo atenderam as premissas de normalidade e
homocedasticidade, mesmo apds a transformacao dos dados, foram
submetidas ao teste de Kruskal-Wallis.

Resultados e Discussao

Os valores da motilidade e vigor do sémen observados apés
descongelamento estdo sumarizados nas Tabelas 1 e 2.
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As médias de motilidade para o sémen congelado/descongelado
avaliadas durante o TTR foram 39,19 (tempo = 0), 17,76 (tempo

= 60), 24,48 (tempo = 120) e 8,9% (tempo = 180). A adicao

de 0,75 mg de colesterol no sémen fresco de caprinos antes do
protocolo de congelamento promoveu maiores valores de motilidade
no TTR de O a 120 minutos, quando comparado com os demais
tratamentos (P <0,05) (Tabela 1). Os resultados apresentados nao
corroboram com os de Silva et al. (2006) que, avaliando os efeitos da
dimetil-formamida na criopreservacdo de sémen caprino, observaram
motilidade pelo TTR de 53% a 67% no tempo O minuto, e 14% a
36% no tempo 120 minutos, e similares aos valores encontrados no
tempo O e 180 minutos, respectivamente, por Penitente Filho (2010)
que observou de 40% a 50%, no inicio da incubacao, e 8,44% a
10,63%, no tempo 180 minutos.

Tabela 1. Motilidade (MOT, %) das observacées realizadas O, 60, 120
e 180 minutos.

Tratamentos MOT/tOmin MOT/t60min MOT/t120min MOT/t180min

0 mg 31,502 16,60%° 17,50 11,33%¢
0,75 mg 50,4042 22,504¢ 33,754° 10,9544
1,5 mg 42,75¢P2 17,958¢¢ 25,25¢P 8,458¢
3,0 mg 46,008¢2 18,755¢ 30,008+ 8,508¢
4,5 mg 37,850Ea 18,158¢ 22,00¢pb 9,008
6,0 mg 29,502 13,850 18,75P* 6,150
7,56 mg 36,352 16,50¢° 24,10¢° 7.95¢¢

MOT/tO: motilidade, em porcentagem, no tempo O min do TTR; MOT/t60: motilidade,
em porcentagem, no tempo 60 min do TTR; MOT/t120: motilidade, em porcentagem,
no tempo 120 min do TTR; MOT/t180: motilidade, em porcentagem, no tempo O

min do TTR; MOT/t180: motilidade, em porcentagem, no tempo 180 min do TTR.
ABCMédias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferiram pelo teste SNK
(P<0,05). *cMédias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferiram pelo teste
SNK (P<0,05).
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As médias dos valores do vigor para o sémen descongelado durante
o TTR foram 2,28 (tempo = O min), 2,13 (tempo = 60 min),

1,6 (tempo = 120 min) e 1,3 (tempo = 180 min). O vigor dos
espermatozoides tratados com 0,75 mg de colesterol foi maior,
quando comparado com o grupo de controle do tempo O a 120
minutos (P<0,05) (Tabela 2).

Tabela 2. Vigor (VIG) das observacdes realizadas em 0, 60, 120 e 180
minutos.

Tratamentos VIG/tOmin  VIG/t60min VIG/t120min VIG/t180min

0 mg 2,118 2,00B%= 1,660 1,33%°
0,75 mg 3,004 2,784 2,000 1,445¢
1,5 mg 2,118 2,118 1,678 1,44A0
3,0 mg 2,44482 2,118Ce 1,788 1,44A0
4,5 mg 2,118 2,118 1,228k 1,1148
6,0 mg 1,788 1,660 1,11¢a 1,00%8®
7,5 mg 2,44%82 2,220820 1,894 1,33%¢

VIG/tO: vigor no tempo O min do TTR; VIG/t60: vigor no tempo 60 min do TTR; VIG/
t120: vigor no tempo 120 min do TTR; VIG/t180: vigor no tempo O min do TTR;
VIG/t180: vigor no tempo 180 min do TTR. #8¢Médias seguidas de letras diferentes
na mesma coluna diferiram pelo teste SNK (P<0,05). ***Médias seguidas de letras
diferentes na mesma linha diferiram pelo teste SNK (P <0,05).

Conclusao

A adicao de 0,75 mg de colesterol no sémen antes do congelamento
melhorou a qualidade seminal, quando avaliado pelo TTR realizado por
2 horas.
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