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CRIOPRESERVACAO DO SEMEN DE CATETOS (Tayassu tajacu Linnaeus,
1758) EM DILUENTE A BASE DE AGUA DE COCO EM PO (ACP-116C ®)

SILVA, M. A. Criopreservagdo do sémen de catetos (tayassu tajacu,
Linnaeus, 1758) em diluente a base de agua de coco em p6 (ACP). 2011. 119f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal: Producdo e Reproducdo Animal) —
Universidade Federal Rural do Semi-arido (UFERSA), Mossoro-RN, 2011.

RESUMO- Esse estudo teve como objetivo testar o uso da agua de coco em pé (ACP-
116C ®) como diluente na criopreservacao de sémen de catetos, acrescido de diferentes
concentracdes de gema de ovo e glicerol, bem como, buscar elaborar um protocolo de
criopreservacao, testando-se diferentes curvas de congelacdo, volumes de palheta para
armazenamento e temperaturas de descongelacdo. No primeiro experimento, 0s
ejaculados de doze animais foram fracionados em aliquotas que foram diluidas em Tris
acrescido de 10% gema de ovo e 3% de glicerol ou em ACP-116C ® adicionado de
diferentes concentragdes de gema de ovo (10 ou 20%) e glicerol (1,5 e 3%),
acondicionadas em nitrogénio liquido e descongeladas ap6s um més a 37°C por um
minuto, e seus parametros seminais foram posteriormente avaliados para a motilidade
espermatica, vigor, viabilidade, morfologia e integridade da membrana acrossémica e
funcional, onde verificou-se que ACP-116C ® acrescido de 20% gema de ovo e 3% de
glicerol, proporcionou melhores resultados de motilidade e vigor apds a descongelagédo
do que quando comparado com diluente Tris (p <0,05). No segundo experimento,
utilizou-se 0 ACP-116C ® acrescido de 20% gema de ovo e 3% de glicerol como
diluente. Apo6s a diluicdo as amostras foram divididas em duas aliquotas, destinadas a
diferentes curvas de congelacdo, curva lenta (A) e curva rapida (B). As amostras foram
acondicionadas em palhetas de 0,25 e 0,5mL, durante uma semana, e descongeladas a
37°C/1min e 70°C/8s, e avaliadas como no experimento anterior. Ndo foram verificadas
diferencas entre as curvas de congelacdo e volumes de palheta (p> 0,05). Porém, foram
verificadas diferencas entre o volume das palhetas e a taxa de descongelagdo a 70 °C/8s
(p <0,05). Em conclusdo, recomenda-se a criopreservacdo do sémen de cateto em
ACP®-116C, acrescido de 20% de gema de ovo e 3% de glicerol, usando a curva de
congelacdo répida (B) que permite a maximizagdo do tempo durante o processo, 0
armazenamento das amostras em palhetas de 0,25 ou 0,5mL, e descongelacdo a
37°C/60s.

Palavras-Chave: cateto, Tayassu tajacu, criopreservacao, agua de coco em po, curva de
congelacdo, palhetas, descongelagéo.



CRYOPRESERVATION OF SEMEN COLLARED PECCARY (Tayassu tajacu
Linnaeus, 1758) EXTENDER IN POWDERED COCONUT WATER (ACP)

SILVA, M. A. Cryopreservation of semen collared peccary (Tayassu tajacu,
Linnaeus, 1758) extender in powered coconut water (ACP). 2011. 119p. Thesis
(Master’s degree In Animal Science: Animal Production and Reproduction) -
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6-RN, 2011.

ABSTRACT - This study aimed to test the use of powdered coconut water (ACP ®-
116C) based extender in the cryopreservation of semen collared peccary, plus different
concentrations of egg yolk and glycerol, as well as seeking to draw up a protocol of
cryopreservation by testing different freezing curves, volumes straws for storage and
post-thawing temperatures. In the first experiment, ejaculates from twelve animals were
fractionated into aliquots that were diluted in Tris plus 10% egg yolk and 3% glycerol
or ACP-116C ® added different concentrations of egg yolk (10 or 20%) and glycerol
(1.5 and 3%), placed in liquid nitrogen and thawed after a month at 37 ° C for one
minute, and their semen parameters were further evaluated for sperm motility, vigor,
viability, morphology and acrosome membrane integrity and functional, place showed
that ACP-116C ® plus 20% egg yolk and 3% glycerol, showed the best motility and
vigor after thawing than when compared with Tris diluent (p <0.05). In the second
experiment, we used the ACP-116C ® plus 20% egg yolk and 3% glycerol. After
dilution the samples were divided into two aliquots, to different freezing curves
freezing, slow curve (A) and fast curve (B) . The samples were packed in straws of 0.25
and 0.5ml for a week, and thawed at 37°C/ 1 min and 70°C/8s, and evaluated as in the
previous experiment. There were no differences between the curves and volumes straws
post thawing (p> 0.05). However, differences were observed between the volume straws
and the rate of thawing at 70°C/8s (p <0.05). In conclusion, we recommend
cryopreservation of collared peccary semen from ACP ® 116C plus 20% of egg yolk
and 3% glycerol, using the fast curve freezing , which allows maximizing the time
during the process, storage of samples in straws of 0.25 or 0.5 mL, and thawing at
37°C/60s.

Keywords: collared peccary, Tayassu tajacu, cryopreservation, powdered coconut
water, curve freezing, straws, thawing.
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1 CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAI

1.1 INTRODUCAO

O avanco da ocupacdo do ambiente pelo homem ocorre, em graus variaveis,
devido ao aumento populacional e a consequente demanda por recursos naturais
(BAMBERG et al., 1991). Da mesma forma em que se d& este crescimento, também
ocorre a utilizacdo dos recursos naturais, levando a destruicao de inimeros ecossistemas
(BROWN et al., 1994). Entre as varias consequéncias desta acdo, tém-se a perda ou a
fragmentacdo do habitat de inUmeras espécies animais, resultantes de atividades
humanas que, juntamente com a caga predatdria, constituem as maiores ameagas aos
mamiferos terrestres no Brasil (COSTA et al., 2005). Estes fatores tornaram-se ameacas
concretas para varias espécies, como os catetos (Tayassu tajacu).

Nas Ultimas décadas, estudos relacionados a biotecnologia reprodutiva aplicada
a diferentes espécies silvestres tém permitido avancos cientificos significativos,
contribuindo para a conservagdo da biodiversidade (HOLT; PICARD, 1999). Dentre as
diferentes biotécnicas reprodutivas, tem-se destacado a criopreservacdo de sémen que
possibilita um melhor aproveitamento de ejaculados oriundos de um mesmo reprodutor,
bem como, mesmo ap6s a morte do animal, facilita a propagacdo deste material
genético para diferentes regides do planeta (CONCANNON; BATTISTA, 1989).

Para tanto, se faz necessario o emprego de diluentes, que sdo utilizados com o
intuito de proteger os espermatozoides dos efeitos criticos da criopreservacao. A agua
de coco como diluente de sémen tem sido utilizada com frequéncia em granjas
suinicolas da Regido Nordeste do Brasil (TONIOLLI et al., 1998) mostrando efeitos
benéficos evidenciados in vitro sobre as caracteristicas da motilidade espermatica e, in
vivo, sobre os parametros da fertilidade (TONIOLLI et al., 1997). Atua como uma
solugdo esteril, contendo sais, proteinas, agucares, vitaminas, minerais, fatores de
crescimento e gorduras neutras, além de indutores da divisdo celular e eletrolitos
diversos, que lhe confere densidade e pH compativeis com o plasma sanguineo,
fornecendo, desta forma, os nutrientes necessarios para manter a sobrevivéncia dos

gametas masculinos criopreservados.



Com o intuito de reduzir os danos causados as células durante o processo de
criopreservacdo, diversas substancias foram estudadas e mostraram-se Uteis como
agentes crioprotetores, dentre elas a gema de ovo e o glicerol. A gema de ovo de galinha
protege a membrana plasmatica da célula espermatica, restaurando fosfolipidios
perdidos durante o choque térmico oriundo da mudanca de temperatura que ocorre
durante o resfriamento do sémen (HAMMERSTEDT et al., 1990). J& o glicerol interage
com as cabecas polares dos fosfolipidios da membrana, baixando a temperatura de
transicdo de fase dos lipidios da membrana e diminuindo assim, a adesdo entre as
células (KUNDU et al., 2000).

Considerando-se a condicdo de espécie silvestre ameacada de exting¢do, estudos
acerca de parametros reprodutivos dos catetos e uma possivel implantacdo de bancos de
sémen, viriam contribuir ndo apenas para a preservacdo da espécie, mas também na
aquisicdo de conhecimentos acerca do seu uso como uma alternativa a ser explorada na
producdo animal. Dessa forma, justifica-se a realizagdo deste trabalho visa estabelecer
um protocolo de criopreservacdo para 0 sémen de catetos, utilizando-se o diluente a
base de 4gua de coco em p6 (ACP) acrescido de diferentes concentracfes de gema de
ovo e glicerol, como alternativa para o bioprocessamento de sémen especialmente de

animais ameacados de extingéo.



1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 ASPECTOS GERAIS DOS CATETOS (Tayassu tajacu)

O cateto (Tayassu tajacu Linneaus, 1758) (Figura 1) pertence ao reino Animalia,
Filo Chordata, Classe Mammalia, ordem dos Artiodactilos, subordem Suiforme, familia
dos Tayassuideos e género Tayassu. Os catetos podem ser encontrados do Arizona
(Estados Unidos) a Argentina, podendo utilizar variados habitats, incluindo florestas
Umidas, xerdfilas e desertos (EISENBERG ; REDFORD, 1999). No Brasil, ocorrem
duas espécies de taiassuideos: Tayassu tajacu, conhecida como cateto, e Tayassu
pecari, conhecida como queixada. O mais comum e mais amplamente difundido, o
cateto (T. tajacu), habita as regides desérticas, as estepes aridas e as florestas baixas
(FILHO, 2005). Em territorio brasileiro estes animais ocorrem em todos os tipos de
ambientes com relacdes de simpatria com queixadas e com o0 porco-monteiro, Sus
scrofa, no Pantanal mato-grossense (SICURO; OLIVEIRA, 2002)

Figura 1. Cateto (Tayassu tajacu). Fonte: www.corbis.com.br

A familia Tayassuidae é constituida pelos artiodactilos pequenos. Possuem
quatro digitos no membro torécico e trés no membro pélvico, orelhas e olhos pequenos,
nariz em forma de tromba, cauda muito curta, corpo cobertos por pélos grosseiros,

membros proporcionalmente delgados em contraste com o corpo robusto e dentes



caninos superiores relativamente pequenos, pontudos cortantes e dirigidos para baixo
(SICURO; OLIVEIRA, 2002).

Varias caracteristicas anatdmicas os tornam diferentes dos suinos, tais como a
presenca de uma cauda vestigial, a auséncia de vesicula biliar e a presenca de um
estbmago compartimentalizado em estdémago glandular, bolsa gastrica e dois sacos
“cegos” (SOWLS, 1997). Sé&o animais de pequeno porte. Quando adultos, medem de 75
a 100 cm de comprimento e aproximadamente 45 cm de altura, com o peso variando de
14 a 30 kg. Seus pelos séo longos e asperos, geralmente pretos com aneis brancos, o que
confere aos animais uma pelagem acinzentada. Em seu dorso, existe uma crina erétil
composta por pelos que tendem a ser mais escuros; na regido do pescoco, destaca-se
uma faixa de pelos brancos, conferindo um aspecto de colar (SOWLS, 1997). A
pelagem do dorso é constituida por cerdas resistentes e que, possivelmente, funcionam
como elemento de termorregulacdo e protecdo externa, pois evitam lesGes na pele
quando o animal abre espaco entre a vegetagdo (FOWLER; MILLER, 2003). Entre a
visdo, o olfato e a audicdo, a visao é o sentido menos desenvolvido no cateto. Os olhos
sdo pequenos, assim como o campo Visual. O olfato é o mais desenvolvido e é usado
para encontrar raizes e bulbos a uma profundidade superior a 0,5 m (SIMPSON, 1984).
Vivem aproximadamente 15 anos na natureza e em cativeiro até 24 anos. (MENA et al.,
2000). A glandula de cheiro, localizada na regido dorsal, produz uma substancia
oleaginosa de forte odor, que é utilizada em contextos sociais e ndo sociais, como
exemplo, quando é esfregada em arvores e outros objetos para a marcacao territorial. Os
machos geralmente sdo maiores que as fémeas (NOWAK; PARADISO, 1983).

Sdo animais gregarios que vivem em grupos que variam de 5 a 50 individuos
(JUDAS ; HENRY, 1999) e a manada € definida como uma unidade social permanente,
onde todos os individuos movimentam-se, alimentam-se e dormem juntos (SOWLS,
1997). Em ambiente natural e em cativeiro, nas regides tropicais, estes animais teem
uma atividade predominantemente diurna (JUDAS; HENRY, 1999). Byers e Bekoff
(1981) relatam a pouca ocorréncia de interacBes agressivas, demonstrando
comportamento social coeso, amigavel e cooperativo. Em geral, sdo bastante
sedentarios e moram em moitas serradas abrigando-se por vezes em fendas ou troncos
ocos de arvores. S0 em sua maioria onivoros, e consomem principalmente itens de
origem vegetal e complementam sua dieta com pequenos invertebrados (SANTOS et
al., 2000).



Os catetos produzem carne e couro de excelente qualidade, para os quais existe
grande demanda, principalmente internacional (COSTA et al, 2005). A caga predatéria
do cateto tem representado, ao longo dos tempos, uma importante fonte de recurso
alimentar. Atualmente, esses animais estdo sendo criados em cativeiro com objetivos
econbmicos, podendo representar uma importante forma de desenvolvimento
sustentavel (CRUZ et al., 2009). Estdo entre as espécies mais cagadas devido ao
interesse comercial em sua carne e couro (VEIGA et al., 1995). Em raz&o dessa procura,
0 cateto esta classificado no Anexo Il da Convencéo Internacional sobre o Trafico de
Espécies Silvestres (CITES), do qual o Brasil é signatario. Neste anexo, estdo incluidas
espécies que, apesar de ndo estarem em perigo de extincdo, podem chegar a essa
condicdo caso continuem a caca e o comércio de forma descontrolada (DE SOUZA-
MAZUREK et al.,, 2000). Além disso, seis espécies de mamiferos com casco
(ungulados) estdo vulneraveis a extincao no Brasil, do total de espécies, os taiassuideos
(porcos-do-mato, catetos, queixadas) enfrentam situacdo ainda mais grave, com
extincdo em algumas regides e espécies criticamente ameagadas nos biomas Caatinga e
Mata Atlantica (ICMBio, 2011).

Justamente por apresentar rusticidade e potencial de producdo (SANTQOS, 2009),
os catetos podem ser explorados racionalmente através de um plano de manejo que
favoreca a sua sobrevivéncia no seu hébitat natural. Além disso, o desenvolvimento de
novas técnicas de criacdo € uma atividade que serve como diversificacdo e integracao
das atividades agropecuarias, contribuindo para uma melhor exploracdo (NOGUEIRA
FILHO; NOGUEIRA 2000). Assim, viabilizar a abertura dos criatérios comerciais pode
contribuir de forma decisiva na conservacdo ambiental, pois pode ser considerada como
uma estratégia de conservacao da espécie, ameacada pela caca comercial ilegal e pela
destruicdo de seu habitat (SANTOS, 2004a). Além disso, provoca menores danos ao
ambiente e surge como uma solucdo para o aproveitamento das areas improdutivas de
propriedades rurais, uma vez que se trata de uma espécie ja adaptada (NOGUEIRA
FILHO, CUNHA-NOGUEIRA; TAKECHI, 1999).

O manejo produtivo em cativeiro do Tayassu tajacu necessita ser aprimorado
através de pesquisas bésicas relacionadas a sua reproducdo, sanidade, comportamento e
nutricdo (ALBUQUERQUE et al., 2011; VENTURIERI; LE PENDU, 2006). Além
disso, sdo necessarias informacgoes acerca de sua biologia reprodutiva, principalmente
em machos (COSTA; PAULA, 2005; SOUZA et al, 2009; CASTELO et al., 2010).



Na regido semi-arida do Brasil, a Universidade Federal Rural do Semi-Arido -
UFERSA, sediada em Mossord, estado do Rio Grande do Norte, junto ao Centro de
Multiplicacdo de Animais Silvestres (CEMAS), registrado no IBAMA como criadouro
cientifico sob o nimero 1478912, existem, aproximadamente, 200 catetos (Tayassu
tajacu). Atualmente, diversos trabalhos estdo sendo realizados, contribuindo para um
melhor conhecimento da biologia desta espécie, relacionados principalmente a
conservacao da sua biodiversidade.

1.2.2 ASPECTOS REPRODUTIVOS DOS CATETOS

Alguns aspectos reprodutivos fisioldgicos dos catetos machos tem sido
extrapolados a partir dos suinos domésticos (Sus scrofa), devido a similaridades gerais
com esta espécie (MAYOR et al., 2006). Anatomicamente, 0s catetos possuem a bolsa
escrotal localizada entre a regido inguinal e perineal, a qual apresenta alguns pélos finos
e curtos. Seus testiculos encontram-se envoltos por uma fascia espermatica fibrosa,
extremamente resistente, e possuem forma ovalada, com duas margens e duas
extremidades, sendo achatados latero-lateralmente. A margem “livre” dos testiculos
volta-se lateralmente, enquanto a epididimaria mantém relagdes com o epididimo
medialmente (SONNER et al., 2004).

Os testiculos apresentam média de 2,8 cm de largura, 2,6 cm de espessura, 5,4
cm de comprimento e 22,5 cm® de volume e 6tima simetria (Figura. 2). Os machos
atingem a maturidade sexual aos 11 meses e as fémeas entre 8 e 14 meses, sendo a
fémea a iniciante do cortejamento para a cépula (BELLANTONI, 1991). De acordo
com Costa et al., (2009) o cateto apresenta peso testicular médio de 23,7 + 1,8 g e as
células de Leydig ocupam 12,8 + 1,8% do parénquima testicular. Seu ciclo
espermatogénico e 0 processo inteiro da espermatogénese (com base em 4,5 ciclos)
apresentam duragdo de cerca de 12,3 £ 0,2 e 55,1 + 0,7 dias, respectivamente, sendo sua
producdo diaria de espermatozdides por grama de testiculo aproximadamente 23,4 + 2
x 10°, semelhante & de suinos domésticos e selvagens (COSTA et al., 2009).

Em catetos, ja foram realizadas com sucesso, coletas de sémen por
eletroejaculacdo usando-se diferentes protocolos anestésicos como, por exemplo, a
associacao da tiletamina-zolazepam (COSTA; PAULA, 2005) e o uso do anestesico
propofol (SOUZA et al., 2009). De acordo com Souza et al. (2009), o ejaculado desta



espeécie obtido por eletroejaculacdo apresenta volume médio de 2,8 mL, concentracdo de
67,7 x 10° espermatozdides/mL, motilidade de 75,4%, com 81,1% de viabilidade
espermatica, 81% de células morfologicamente normais e 77% de acrossoma integros.
Hellgren et al.(1989), identificou trés fracGes existentes no ejaculado de catetos. A
primeira fracdo é limpida, a segunda considerada rica em espermatozoides e a terceira e
ultima é a fracdo gel. Na andlise morfométrica, o espermatozoOide nesta espécie
apresentou cabeca com 6 um de comprimento, 4 um de largura, peca intermediaria e
cauda medindo, respectivamente, 11,17 = 1,7 um e 26,56 = 1,99 um de comprimento,
(SOUZA, 2009).

Dentre os estudos mais recentes relacionados a reproducdo dos catetos estdo os
de Castelo, et al. (2010). Estes autores foram 0s primeiros a criopreservar 0 sémen desta
espécie, tendo avaliado o efeito da centrifugacdo nas amostras, antes da criopreservacao,
e 0 uso de diferentes aclcares (frutose e glicose) em adicdo ao diluente Tris. Os
resultados mostraram que ambos 0s agucares foram eficientes, demonstrando o sucesso
na criopreservacdo do sémen desta espécie. Quanto ao uso da centrifugacdo, esta é
desaconselhavel, pois afeta a morfologia espermaética, bem como o movimento
espermatico apds a descongelacdo. Ainda, Castelo, et al. (2010), usaram o diluente Tris-
frutose contendo 20% de gema de ovo e 3% de glicerol e apds 7 dias, as amostras
foram descongeladas a 37°C por 1min, e a 55° por 7s. Os resultados obtidos de
motilidade foram, respectivamente, 33,8 + 3,7% e 28,2 + 3,5%. Dessa forma, diante dos
resultados obtidos, surge a possibilidade de testar outros diluentes, bem como diferentes
concentracdes de glicerol e gema de ovo, no intuito de aperfeicoar os protocolos e

melhorar a eficiéncia da criopreservacdo de sémen nesta espécie.

Figura 2. Aspecto do testiculo de catetos (Tayassu tajacu). Fonte: Arquivo pessoal.



1.2.3 CRIOPRESERVACAO DE SEMEN

1.2.3 CRIOPRESERVACAO DE SEMEN

1.2.3.1 DILUENTES

De acordo com Neves et al., (1983), a elevada concentracdo espermaética
determina uma intensa atividade metabdlica com rapido acimulo de catabdlitos no
plasma seminal apds a coleta seminal, que se torna extremamente prejudicial a célula
espermatica. Logo, diminuindo-se a concentracdo ap0s a ejaculacdo, aumenta-se a
proporcdo diluente/espermatozoide, conferindo assim, uma maior protecdo celular.
Desse modo, elevadas dilui¢cGes levam a uma congelabilidade adequada. Porém, deve-se
considerar o nimero minimo de espermatozoides mdveis que devera conter a dose
inseminante, para que se possa ter um maior proveito do ejaculado (AZEVEDO et al.,
2000). E importante ressaltar que o sémen apropriadamente diluido pode ser congelado
por tempo indeterminado, permanecendo potencialmente fecundante quando reaquecido
e utilizado em uma inseminacéo artificial (CONCANNON; BATTISTA, 1989).

A diluicdo do sémen é essencial para 0 sucesso da técnica de criopreservacao,
pois os componentes dos diluentes auxiliam na preservacao da integridade da membrana
plasmatica, que pode sofrer alteragdes devido a mudancas de temperatura (ENGLAND,
1993). Além disso, permite o aumento do volume total do ejaculado, facilitando sua
divisdio em doses inseminantes e proporcionando um meio favoravel para a
sobrevivéncia dos espermatozoides in vitro (DERIVAUX, 1980). Sua composicao
difere segundo a espécie animal de procedéncia e da tecnologia seminal empregada
(HOPKINS; EVANS, 1991).

As principais caracteristicas a serem consideradas de um diluente sdo: a extensao
do volume, a fim de aumentar a quantidade de doses inseminantes e consequentemente
0 ndmero de animais inseminados; efeito tamponante, visto que 0s espermatozdides
possuem fraca resisténcia contra alteragdes de pH; manutencdo da pressdo osmotica;
substrato energético, sendo os acucares fonte de energia para os espermatozoides;

atividade antimicrobiana, que consiste na adi¢do de antibioticos, objetivando reduzir a



transmisséo de bactérias que possam modificar as propriedades ou contaminar o sémen

e que, acima de tudo, sejam de facil preparo e baixo custo (WATSON, 1979).

1.2.3.1.1 Tris

O Tris (Tris-hidroximetil-aminometano - H,NC (CH,OH)3) é uma substancia
facilmente solGvel em &gua, e disponivel comercialmente em um alto grau de pureza na
forma de cristais. Possui a capacidade de permanecer estavel em temperatura ambiente
por diversos meses e ndo inibir os processos enzimaticos (BATES, 1962). Tem
capacidade tamponante, atuando em pH entre 7,0 e 9,0 (McPHAIL; GOODMAN,
1984).

Usualmente, para o preparo do diluente Tris, realiza-se a adicdo de uma hexose,
a frutose (C¢H1.0g), como uma fonte exdgena de substrato energético para o
espermatozéide (ENGLAND, 1993). Rigau et al. (2001) demonstrou que a frutose
parece ser sensivel a atividade da enzima hexoquinase, apresentando assim um efeito

significativo sobre o metabolismo da célula espermatica, quando comparada a glicose.

Outra substancia que participa da composicao do Tris, é o &cido citrico (acido 2-
hidroxi-1,2,3-propanotricarboxilico — C¢HgO7) que atua como antioxidante, bem como
no mecanismo de respiracdo celular, e contribui para a preservacdo da célula
espermatica auxiliando na manutencdo do pH do diluente (SILVA, 2005), serve ainda
como doador de prétons, produzindo o citrato que atua como anti-oxidante, bem como
no mecanismo de respiracdo celular. Sua forma utilizada é a monohidratada (SILVA et
al., 2002).

O Tris ndo apenas apresenta atividade tamponante, mas também atua na reducao
do metabolismo da frutose pela célula espermatica, contribuindo assim para a
preservacao da sua energia (RODRIGUES, 1997). A célula espermaética dos mamiferos
é capaz de obter a energia necessaria para a manutencdo de sua motilidade através da
via glicolitica ou do ciclo de Krebs (RIGAU et al., 2002).

1.2.3.1.2 Agua de coco em p6



A agua de coco é uma solucdo acida, natural e estéril, composta de sais,
proteinas, agUcares, vitaminas, gorduras neutras (NUNES; COMBARMOUS, 1995),
além de indutores da divisao celular e eletrélitos diversos, que conferem densidade e pH
compativeis com o plasma sanguineo, proporcionando assim, 0s nutrientes necessarios
para manter a sobrevivéncia e viabilidade de gametas masculinos e femininos
criopreservados (BLUME; MARQUES Jr., 1994). A &gua de coco contém ainda outros
compostos que mostram atividades semelhantes aquelas das citocininas e que séo
derivados das purinas (difeniluréia), possuindo atividades bioldgicas consideradas
excelentes para as células (NUNES; SALGUEIRO, 1999).

A 4gua de coco tem sido utilizada em biotecnologias da reproducdo animal,
obtendo-se bons resultados com sua utilizagdo na preservacdo do sémen de animais
domeésticos como caprinos (CAMPOS et al., 2003), ovinos (FIGUEIREDO et al., 2001),
suinos (TONIOLLI; MESQUITA, 1990), peixes (CARVALHO, et al., 2002) e caes
(CARDOSO et al. 2006). Para determinar a fracdo da dgua de coco que atua sobre os
espermatozéides, Nunes et al. (1999) isolaram uma molécula pertencente ao grupo das
auxinas, o acido 3-indol-acético (IAA), que ativa o metabolismo dos espermatozoides.
A presenca do IAA pode variar com 0 estagio de maturacdo e a espécie do fruto e
influenciar nos resultados in vitro e in vivo em sémen diluido em &gua de coco
(NUNES; SALGUEIRO, 1999). A introducdo do IAA na composicdo dos diluentes
convencionais do sémen de diferentes espécies conferiu aos espermatozoides um
aumento de motilidade, maior taxa de fertilidade, além de permitir sua conservagdo
durante periodos mais prolongados (NUNES et al., 1999).

Diluentes de sémen a base de agua de coco apresentam como vantagens o baixo
custo, facil preparo, além do fato do coco ser abundante no Nordeste do Brasil.
Entretanto, ha limita¢6es na disponibilidade do fruto em regiGes onde ha a caréncia do
vegetal, e ap6s sua extracdo, a agua de coco apresenta dificuldades quanto a
conservacao por longos periodos, além de variagdes na constituicdo bioquimica da
mesma entre os diferentes frutos (VIEIRA, 2007)

A 4gua de coco sofre mudancas na sua composicao durante o desenvolvimento
do fruto. Fatores como grau de maturacdo, variedade, regido e época do ano de
producdo tém influéncia sobre as suas caracteristicas fisico-quimicas, sendo necessari
uma correcdo da osmolaridade e pH para 0 uso da agua de coco in natura. Para isto,
apos filtrar a 4gua de coco, adiciona-se dgua destilada e uma solugéo de citrato de sddio

a 5%, resultando num diluidor eficiente, com uma relacdo custo/beneficio favoravel aos



programas de inseminacdo artificial no Brasil, sem custos adicionais com diluentes
importados (NUNES; COMBARNOUS, 1995). Desta forma, isso motivou o
desenvolvimento do produto &gua de coco em pdé (ACP), onde os constituintes
nutricionais da agua de coco sdo obtidos em sistema de desidratacdo a alto vacuo. O
produto ACP® se caracteriza por possuir composicdo padronizada, obtida a partir de
frutos oriundos de plantagdes organicas certificadas, além de possuir caracteristicas
bioguimicas similares as da dgua de coco in natura (NUNES, et al. 2005).

A ACP® foi testada inicialmente como diluente de sémen de caprino
(SALGUEIRO et al., 2002) e, mais recentemente, na criopreservacdo de sémen de
diversas espécies de peixes (VIVEIROS et al., 2008; VELASQUEZ-MEDINA, 2008).
Nunes et al., (2005) elaborou um meio de conservacdo a base de agua de coco em po
(ACP®), sendo este um produto genuinamente nordestino. A uniformidade do produto,
obtida mediante rigoroso controle de processamento, em condicdes especificas, leva a
manutencdo dos valores agregados do endosperma liquido do coco (NUNES et al.,
2005). O p6 resultante final, registrado como ACP® (ACP Biotecnologia®, Fortaleza -
Ceard, Brasil), é ajustado quanto ao pH e osmolaridade a cada espécie a ser utilizado,
recebendo uma denominagdo numérica de acordo com a espécie e sua utilizacéo.

O ACP® foi testado com diferentes aplicagfes para o sémen de diversas
espécies, como: em equinos para a refrigeracdo (SAMPAIO-NETO et al., 2002),
diluicdo para inseminacao artificial em caprinos (SALGUEIRO et al., 2002), e ovinos
(BRAZ et al.,, 2003), em peixes (VIEIRA et al., 2007), também em cdes, para
congelagcdo com variagcdes nos protocolos (CARDOSO, 2005; BARBOSA, 2007;
MADEIRA, 2007), e em espermatozoides epididimarios de cutias (Dasyprocta agouti)
(SILVA, etal. 2011).

1.2.3.2 CRIOPROTETORES

O processo de criopreservacdo promove danos na capacidade funcional dos
espermatozoéides causados pelo choque térmico, o que leva a uma diminuicdo da
fertilidade (JOHNSON et al., 2000). Dessa forma, buscando-se reduzir as crioinjdrias,
varias substancias denominadas de crioprotetores tém sido testadas (FULLER, 2004).

Os agentes crioprotetores podem ser classificados em ndo penetrantes, que
aumentam a osmolaridade do meio extracelular, e sdo responsaveis pela passagem da
agua do interior da célula espermética para 0 meio extracelular, impedindo assim, a

formagéo de cristais de gelo em seu interior durante a criopreservagéo, como exemplo,



as proteinas, os acucares e o polivinil pirrolidona (ENGLAND, 1993); e em agentes
crioprotetores penetrantes, os quais sdo substancias ou farmacos que diminuem as
lesbes de origem quimica ou mecénica que a criopreservacdo causa sobre a celula, por
exemplo, o glicerol, o dimetilsulfoxido (DMSO), o etileno-glicol e 0 metanol. As
caracteristicas fisico-quimicas ideais que eles devem possuir sdo: baixo peso molecular;
alta solubilidade em meio aquoso e baixa toxicidade celular (GONZALEZ, 2004). A
utilizacdo de diversos crioprotetores e suas combinagdes podem minimizar e controlar
os efeitos deletérios na célula durante os processos de congelacdo e descongelagédo
(ROSSI et al., 2003).

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;
MAXWELL, 1990). Conforme Gil et al., (2003), o uso de aditivos de origem animal
como gema de ovo e leite na diluicdo pode implicar em riscos sanitarios, ndo apenas
pela inclusdo de agentes microbioldgicos, mas também por contaminantes que podem
comprometer a qualidade do produto.

Outro aspecto relevante diz respeito ao estresse osmotico provocado pela adicédo
das solugdes crioprotetoras que provocam a desidratacdo celular ocasionando altas
concentragdes intracelulares de sais (BALL; VO, 2001), e promovendo alteracdes
estruturais e funcionais na célula espermatica (BUHR et al., 1994). Tais alteracdes
atuam negativamente sobre a motilidade espermatica e sobre trocas metabdlicas através
das membranas celulares, que podem ter um efeito negativo nos processos de
capacitacdo espermatica e no mecanismo de fertilizacdo (NARDID et al., 1997),
levando até mesmo a morte celular (WATSON, 1996). Os niveis de toxicidade
promovidos pelos crioprotetores sdo dependentes de sua concentracdo e da duracdo da
exposicdo das células aos mesmos, o que denota a importancia da identificacdo da
concentracdo ideal, equilibrando a toxicidade e a 6tima crioprote¢do (FULLER, 2004).
Na maioria dos trabalhos, a combinagdo de crioprotetores e diluentes séo diferentes,
sendo muito dificil saber qual é o fator ideal para cada espécie, ja que eles atuam de
forma distinta (MAISSE et al., 1998).



1.2.3.2.1 Glicerol

O glicerol (CH3HgO3) € um alcool polihidrico altamente permeavel, e o
crioprotetor mais empregado na congelacdo de sémen nas diferentes espécies (SILVA et
al., 2003). Esse efeito crioprotetor deve-se a sua capacidade de reduzir as concentragoes
de eletrolitos presentes na fracdo ndo-congelada de sémen; diminuir o ponto de
congelacao devido as propriedades das particulas presentes na sua constitui¢do, as quais
ligam-se facilmente a membrana celular, através de difusdo passiva, sem alterar a
osmolaridade interna e externa do espermatozoide (GONZALEZ, 2004).

E um alcool que contem trés grupos funcionais hidroxila, que podem ligar-se ao
hidrogénio da molécula de agua em seis diferentes sitios de ligacdo. Além disso, 0s
radicais hidroxila do glicerol podem algumas vezes ligar-se entre si, reduzindo a
probabilidade de ligacdo com as moléculas de &gua, o que é indesejavel, pois caso isso
ocorra, havera alta viscosidade da solucdo, que sera responsavel pela penetracdo mais
lenta do crioprotetor na membrana plasmatica, induzindo assim estresse osmotico
(GILMORE et al., 1995; KAROW, 2001). Becker-Silva (2004) constatou que esse
efeito € estabelecido cinco minutos ap6s sua adicdo, fazendo com que haja uma
diminuicdo na temperatura de transicdo dos lipideos da membrana, consequentemente
diminuindo a adesdo entre as células (KUNDU et al., 2000). O glicerol, no entanto,
possui efeitos tdxicos que podem alterar as propriedades fisico-quimicas do
espermatozoide e levar ao rompimento de sua membrana plasmatica, bem como causar
alteracdes no acrossoma (CURRY, 2000; HOLT, 2000), causando uma desnaturagdo
protéica, além da alteracdo nas interacdes da actina e inducdo de bolhas na membrana
(ALVARENGA et al., 2005). Hammerstedt e Graham (1992) revisaram outros efeitos
celulares causados pelo glicerol, que incluiram alteracdes nos eventos citoplasmaticos
pelo aumento da viscosidade intracelular, alteracdo da polimerizacdo da tubulina,
alteracdo da associacdo dos microtibulos, efeitos no balangco bioenergético e alteracdo
direta na membrana plasmatica e glicocalice. Porém, devido aos seus componentes, essa
acao do glicerol depende da concentracdo usada em cada diluente, e em cada espécie,
devido as particularidades no processo de resfriamento, congelacdo e descongelacéo,
além das particularidades seminais (WATSON, 2000).

A toxicidade do glicerol é parcialmente induzida pelo estresse osmético, pois 0

glicerol penetra a membrana plasmatica mais lentamente que outros crioprotetores



(GILMORE et al.,, 1995). Ainda, foi proposto que o glicerol, assim como outros
crioprotetores penetrantes, sdo osmoticamente ativos, alterando o contetdo de agua e
causando estresse ao entrar ou sair da célula (BHUR et al., 2001; KHEIROLOMOOM
etal., 2005; SZTEIN et al., 2001).

Para 0 sémen suino, o glicerol em concentracBes mais elevadas pode ser toxico
para fertilidade (PARKS; GRAHAM, 1992). Estudos realizados por Graham (1996)
comparando a viabilidade po6s-descongelacdo de espermatozoides suinos congelados
com 0, 1, 2 ou 5% de glicerol, mostraram que a motilidade e integridade acrossomal de
espermatozdides diminuiram ao se usar 5% de glicerol. Em catetos, existe apenas uma
referéncia a criopreservacdo de sémen a qual sugere o uso de 3% de glicerol
(CASTELO et al., 2010). Desse modo, faz-se necessario estudar a acdo de outras

concentracdes deste crioprotetor sobre o sémen desta espécie.

1.2.3.2.1.2 Gema de ovo

A gema de ovo de galinha protege a membrana plasmaética do espermatozoide
devido a sua capacidade de restaurar os fosfolipideos perdidos durante o choque térmico
ocorrido durante o resfriamento do sémen (HAMMERSTED et al., 1990). Nesse
momento ocorre uma interacdo entre as lipoproteinas da gema de ovo, chamadas
fosfatidilcolinas, e os lipideos da membrana plasméatica (FARSTAD, 1996). Outro fator
responsavel pela crioprotecdo é a prevencao da liberacdo da enzima hialuronidase,
evitando-se a difusdo do diluente e dificultando assim, a ocorréncia de danos a
membrana e dos componentes protéicos presentes na gema de ovo (SANTQOS, 2004).

A maioria dos diluentes apresenta a gema de ovo como componente basico, ja
que a fosfatidilcolina (lecitina) e lipoproteinas da gema protegem 0s espermatozéides
contra o choque térmico (MIES FILHO et al., 1982). A fraca o ativa da gema de ovo
responsavel por esta protecdo &€ uma lipoproteina de baixa densidade (LDL- Low-
Density Lipoprotein) (WATSON; MARTIN, 1975). Tem sido sugerido que a LDL
pode-se agregar a membrana plasmatica durante o processo de criopreservacao,
evitando a perda de fosfolipidios da membrana e aumentando a tolerancia ao processo
de criopreservacdo (FOOTE, 2003). Entretanto o papel dos componentes lipidicos e

protéicos da LDL ainda néo foi elucidado



A gema de ovo e usualmente utilizada na concentracdo de 20%, mas estudos
laboratoriais revelaram que esta concentracdo dificulta as avaliages metabodlicas
(WALL, et al.,1999). Sendo assim varios trabalhos foram realizados a fim de
desenvolver técnicas com diferentes concentracdes de gema de ovo (inferiores a 20%) e
solugcdes. Em trabalho realizado por Barros, 2010, resfriando sémen suino, foi
observado que a gema de ovo ndo teve acdo sobre a membrana da célula espermética. O
mesmo ocorreu quando Fernandez et al.,(2006) testaram as concentragdes de 0,5 e 20%
de gema de ovo na conservacdo dos espermatozoides provenientes do epididimo de
veados, onde ndo obtiveram diferenca estatistica entre as diferentes concentracdes.
Apesar da gema de ovo ndo interferir nos resultados de vitalidade e morfologia, sua
andlise é dificultada quanto maior for a sua concentracdo. Este dado também foi
observado por Barbosa et al. (2007) ao comparar as concentracfes de 5, 10 e 20% de
gema de ovo adicionada ao diluente agua de coco em p6 (ACP-106) na criopreservagado
do sémen canino, onde as concentragdes de 3, 5 e 7% de gema de ovo adicionadas ao
diluente alternativo ACP-103 podem ser utilizadas como diluente eficiente para o sémen
suino. Em catetos, Castelo et al. (2010) demonstraram ser possivel a criopreservacao de
sémen utilizando a gema de ovo em concentracfes de 20% no diluente Tris. Entretanto,
necessita-se conhecer se uma concentracao inferior a 20% manteria 0 mesmo padréo de

integridade espermatica.

1.2.3.3 CONGELACAO E DESCONGELACAO DE SEMEN

O sémen congelado pode ser mantido em bancos de sémen por prazo
indeterminado, o que possibilita o estabelecimento de programas de melhoramento
genético com a utilizagho de machos selecionados (GODINHO, 2007). A
criopreservacdao do sémen das espécies domésticas € um processo complexo que
envolve a interacdo entre muitos fatores tendo em vista a obtengdo de resultados
satisfatorios. Para garantir o sucesso no processo de congelacdo é necessario ter o
conhecimento ndo somente do diluente a ser utilizado, das taxas de diluicéo,
resfriamento ou descongelagdo, mas também o conhecimento da propria fisiologia
espermatica da espécie, que é essencial para uma maior recuperacao espermatica apos a
descongelacédo, e, consequentemente, para a obtengdo de altas taxas de fertilidade
(PURDY, 2006).



Existem diferentes metodologias para a criopreservacdo de sémen. As razdes
pelas quais um meio diluidor confere maior ou menor protecdo aos espermatozdides
deve-se ao fato de haver diferencas na composicdo da membrana espermatica entre
espeécies, racas ou entre individuos da mesma espécie (HOLT, 2000). Segundo Hunter
(1982), a viabilidade de espermatozdides congelados esta relacionada a fatores como, o
diluente e a concentragdo de células; o agente crioprotetor adequado e sua concentracdo
no meio, o tempo e a temperatura de equilibrio, a natureza da curva de resfriamento, a
natureza da curva de descongelacdo, a utilizacdo de um meio de descongelacédo
especifico e 0 modo de eliminar o agente crioprotetor (dilui¢do ou dialise).

Segundo Hopkins e Evans (1991), a sensibilidade dos espermatozoides as
mudancas de temperatura se deve a acao protetora do plasma seminal e a integridade da
membrana espermatica. Esta Ultima relaciona-se tanto com sua composicdo lipideo-
protéica como de colesterol e fosfolipidios. Alguns diluentes mantém a viabilidade do
sémen a temperatura ambiente, enquanto que outros sao refrigerados entre 4 e 5 °C para
ajudar a controlar o crescimento bacteriano e reduzir a taxa metabdlica das células
espermaticas.

A criopreservacdo do sémen apresenta dificuldades como a formacéo de cristais
de gelo intra- e extracelulares e aumento da concentragdo de solutos (MATEOS-REX;
AGUILLAR, 1996). Foram observadas diferencas com relacdo a congelabilidade e
fertilidade do sémen entre individuos e entre ejaculados de um mesmo individuo
(WATSON, 1981). Logo, a comparacgdo entre 0s métodos e protocolos de congelagéo-
descongelacdo do sémen torna-se dificil, devido aos diferentes parametros envolvidos e
a falta de uniformidade nas metodologias (LEBOEUF et al., 2000).

A criopreservacdo mantém a vida fértil do sémen por um periodo indefinido a
temperatura de -196°C em nitrogénio liquido, entretanto grande proporcdo de
espermatozéides ndo consegue sobreviver ao processo de congelacdo e descongelacdo
(NOAKES et al., 2001). A velocidade de congelacdo é responsavel pela cristalizacdo e
vitrificacdo da agua intraespermatica. Se ha uma congelacdo mais lenta, a cristalizacéo
da agua livre extra-espermatica da origem a uma exosmose e desidrata a célula
espermatica. A congelacdo rapida evita esta desidratacdo dos espermatozoides e,
conseqiientemente, promove menos danos a ceélula (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 Uteis como agentes crioprotetores.



A técnica de criopreservacdo celular pode ser dividida em trés etapas: 1) As
celulas sdo submetidas a uma solugdo crioprotetora (metanol, etilenoglicol, glicerol e
outros) que penetra na célula e substitui a maior quantidade de agua intracelular; 2)
Posteriormente, a célula deve ter sua osmolaridade regulada, ficando isotdnica com o
meio extracelular, o que pode causar efeitos toxicos e impacto osmético nas mesmas; 3)
Finalmente, diminui-se a temperatura passando pelo ponto de congelamento da agua e
da solugéo crioprotetora onde, segundo a curva de criopreservacdo empregada, se
realizard de maneira diferente a formacéo de cristais, 0s quais podem danificar a célula
(LEZCANO, 2001). Existem varios utensilios e equipamentos para congelar as
amostras de sémen, sendo os mais utilizados as geladeiras de isopor, dry shippers,
freezers regulaveis e botijées criogénicos, dentro dos quais sdo introduzidas palhetas
francesas plésticas, cujo volume pode ser de 0.25, 0.5 e 5 mL (MAISSE et al., 1998).

As injurias causadas pela criopreservacdo sdo prejudiciais ao transporte e
sobrevivéncia dos espermatozdides no trato reprodutivo feminino (SALAMON,;
MAXWELL, 1995). Segundo Bailey et al. (2000), a capacitacdo espermatica induzida
pela congelacdo poderia produzir uma populacdo de espermatozdides apds a
descongelacdo com viabilidade curta e ineficiente. Ap6s o processo de preservacao, as
células espermaticas devem apresentar boa motilidade a fim de alcancar o local da
fecundacdo e manter a integridade das membranas espermaticas para efetuar a
penetracdo do ovocito (ROYERE, 1996), ja que qualquer falha inerente a fisiologia
espermatica poderia prejudicar sua capacidade de fertilizacdo do o6cito como também
de suportar o desenvolvimento embrionario (HOLT; LOOK, 2004).

Durante a congelacdo-descongelacdo, os espermatozéides sdao submetidos a
condicdes desfavoraveis como desidratacdo, mudancas da fase de transicdo dos
fosfolipidios da membrana, efeito solucéo e a formacdo de gelo intracelular (PARKS ;
GRAHAM, 1992). A consequéncia imediata destes processos € a ruptura da membrana
plasmatica (WATSON, 2000) devido aos estresses térmico, mecénico, quimico e
osmotico exercidos sobre a célula durante a criopreservacdo (PARKS; GRAHAM,
1992). O acrossoma também pode sofrer mudangas estruturais e degenerativas, como
ruptura da membrana acrossomal (HAFEZ, 1995). Tais danos provocam perda da
integridade da membrana, causando morte celular e modificacbes na habilidade de
responder ao estresse ou manter o volume isotdnico (PETRUNKINA et al., 2004).
Segundo THUNDATTHIL et al. (1999), o processo de criopreservacdo estd associado

com danos a funcdo dos espermatozoides, incluindo inchago e ruptura da célula, perda



da permeabilidade seletiva da membrana e mudanca na sua fluidez, além de reducédo da
motilidade e da viabilidade espermaticas (GRAVANCE et al., 1997).

A criopreservagdo possui como ponto critico, o resfriamento inicial, que vai do
momento em que a amostra € colhida, até atingir 4°C, procedida pela formacédo dos
cristais de gelo (YU et al.,, 2002). A congelacdo se torna bem sucedida, quando se
consegue um equilibrio entre as taxas de resfriamento e congelagdo, juntamente com o
uso de um crioprotetor ideal (BURGUESS et al., 2001). Existem dois métodos de
resfriamento bastante utilizados para esse fim. Em um deles o resfriamento do sémen é
feito através do uso de um recipiente com gelo, evitando-se o contato direto do gelo
com o recipiente onde o sémen esta contido (HAY et al., 1997). No outro, o0 sémen pode
ser colocado em geladeira convencional, acondicionado em recipiente fechado e
mantido a temperatura de 37°C, evitando-se queda brusca de temperatura (LINDE-
FORSBERG, 1991). A adocdo de ambos contribuiu para o estabelecimento de curvas de
congelacgdo ideais adaptadas aos ruminantes (CHEMINEAU et al., 1991), carnivoros
(SILVA et al., 2006) e suinos (SELLES et al., 2003).

A temperatura de descongelacdo utilizada depende diretamente da curva de
criopreservacao. Quando a criopreservacao acontece utilizando-se uma curva moderada,
0 aquecimento devera ser com temperatura moderada. Nesse caso, os cristais de gelo
formados durante a criopreservacdo sofrem o degelo e diluem os solutos do meio
extracelular lentamente e, em seguida, atravessam a membrana reidratando a célula.
Caso 0s espermatozoides sejam aquecidos rapidamente, os cristais de gelo
descongelam-se e a agua penetra a célula rapidamente. Esse movimento e a alteracdo
rapida no volume da célula danificam os espermatozodides (PARKS; GRAHAM, 1992).

Quando os espermatozdides sdo congelados rapidamente, o aquecimento devera
ser muito rapido. Nessa situacdo, os cristais de gelo descongelam e diluem os solutos do
meio extracelular e os microcristais de gelo intracelular degelam. Apds a descongelacao
acontece pouco movimento de dgua por meio da membrana, porque ndo houve tempo
suficiente para ocorrer a desidratacdo dos espermatozoides durante a criopreservacao.
Quando a temperatura de aquecimento é alta, os microcristais de gelo intracelular
descongelam e a temperatura ndo permite que ocorra sua reorganizagdo em cristais
maiores, fendbmeno conhecido como recristalizacdo. A recristalizacdo acontece
preferencialmente quando o sémen é congelado rapidamente e aquecido lentamente
(PARKS; GRAHAM, 1992). A curva de criopreservacdo ideal deve ser suficientemente

lenta, para permitir que os espermatozdides se desidratem e, rapida o bastante, para



evitar que os espermatozoides fiqguem expostos, por muito tempo, as altas concentragdes
de soluto. Segundo Squires et al. (1999), as altas concentracGes de soluto promovem a
desidratacdo celular, levam a deformacdo celular, causam danos estruturais na
membrana, desalojam proteinas de membrana, desnaturam proteinas e separam as
estruturas do citoesqueleto. Todas essas alteracbes podem ser deletérias aos

espermatozdides.

1.2.4 AVALIACAO DE SEMEN

Para ter a certeza da viabilidade do sémen colhido, este deve ser avaliado quanto
a seus parametros macroscépicos, como aspecto e volume, e microscépicos, como
motilidade, vigor, concentracdo, viabilidade, integridade da membrana plasmatica e
acrossdmica. Os parametros macroscopicos sao 0s primeiros a serem avaliados. O
volume deve ser avaliado com auxilio de tubos graduados, ou através de pipetagens,
para uma maior precisdo. Em catetos, Souza et al. (2009) conseguiu uma média de
2,8mL de sémen, porém, Castelo et al. (2010), obteve um volume um pouco superior,
3,7mL, podendo os mesmos servirem de padrdo para futuros trabalhos a serem
realizados com o sémen desta espécie. A cor do sémen pode variar de esbranquicado ao
amarelado, bem como marrom ou vermelho, dependendo de varios fatores como
espécie, concentracao, alimentacdo e estado clinico. Sémen de cor clara, esbranquicado
a amarelado, indica se a amostra contém ou nao espermatozdéides, devendo-se sempre
efetuar a avaliacdo microscépica. Sémen amarelado pode indicar contaminacdo por
urina ou indica a presenca de certas substancias na alimentacdo do animal. Coloragdes
escuras, variando de vermelho a marrom indicam a presenga de sangue fresco ou
digerido, respectivamente (KUSTRITZ, 2007).

1.2.4.1 Motilidade e vigor

Segundo Derivaux (1980), a avaliacdo da motilidade espermética é definida
como o percentual de espermatozoides mdveis em uma amostra e sua intensidade de
movimento. A motilidade e o vigor sdo pardmetros que devem ser avaliados

imediatamente apés a coleta. A motilidade expressa a porcentagem (0-100%) de células



moveis no ejaculado enquanto que o vigor representa a qualidade da motilidade exibida
pelos espermatozoides moéveis (0-5) (ZAMBELLI; CUNTO, 2006). A motilidade pode
ser analisada através do microscopio Optico, fotomicrografia com lapso de tempo,
videomicrografia quadro a quadro, espectrofotometria e analise computadorizada
(HAFEZ; HAFEZ, 2004). Esse parametro ndo serve para avaliar a viabilidade
espermatica, pois espermatozoides imoveis ndo estdo necessariamente mortos. Por
outro lado, espermatozdides com boa motilidade apds a descongelagdo podem ser
incapazes de fertilizar um o0cito caso apresentem danos acrossomais (STROM et al.,
1997).

1.4.2.2 Concentracdo espermatica

A concentragdo espermaética avalia o nimero de espermatozoides por mililitro de
sémen ejaculado, e pode ser calculada com a utilizagdo de camara hematimétrica,
realizando-se uma diluicdo conhecida do sémen e colocando-se 0 mesmo na camara de
neubauer para proceder a contagem (CBRA, 1998), ou através do uso de
espectrofotdbmetros ou colorimetros calibrados a um hemocitdémetro, sendo estes mais
precisos e rapidos (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

1.4.2.3 Teste hiposmético

A membrana plasmatica dos espermatozoOides é uma estrutura que contém
lipidios, proteinas e carboidratos que envolvem todo o espermatozéide, regulando a
entrada de moléculas (VARNER, 2008). As membranas biolégicas sdo responsaveis
pela homeostase celular, por meio das trocas realizadas com o0 meio externo. Formam
uma barreira semipermeavel para moléculas e servem para manter e modular a
composicao do meio intracelular. Além disso, protegem a célula contra as influéncias do
ambiente extracelular, tanto no trato genital masculino até os espermatozoides serem
ejaculados, quanto no trato genital feminino até ocorrer a fertilizacdo. Além disso, as
membranas biologicas também protegem a célula de influéncias ndo fisioldgicas,
quando os espermatozoides sdo colocados nos diluentes seminais (EINARSSON, 1992).

Os espermatozoéides funcionais mantém um equilibrio osmético com o ambiente
em que se encontram. Quando sdo expostos as solugdes hiposmdticas, aqueles com

membrana funcional sofrem aumento de tamanho, no intuito de estabilizar o equilibrio



osmotico, produzindo um inchaco tipico na regido da cauda e, consequentemente,
alterac6es na morfologia espermatica. Os espermatozdides por apresentarem morfologia
singular, ao sofrerem o choque osmotico tendem a promover um dobramento de cauda,
dando, portanto, um indicativo que estavam com membrana integra antes do teste
(DELL’AQUA JUNIOR et al., 2002). Segundo Garner (1997), a fertilizagdo nio podera
ocorrer caso as membranas estejam bioquimicamente inativas, mesmo que estejam
estruturalmente intactas.

O aumento no volume sofrido pelo espermatozdide exposto a condicdes
hiposméticas ocorre com um minimo de aumento na sua area superficial. Assim, apos a
expansdo da membrana plasmatica na sua cauda, os filamentos axiais flexiveis iniciam
um processo de encurvamento ou enrolamento, conferindo uma aparéncia mais esférica
a célula espermatica. Segundo Souza (2003), acredita-se que a membrana plasmatica da
regido da cabeca do espermatozdide tenha 0 mesmo comportamento que a da cauda,
porém ndo é possivel essa observacédo pelo teste hiposmoético.

Segundo DELL’AQUA JUNIOR et al. (2002), o teste hiposmético seria mais
uma ferramenta, de facil execucdo e baixo custo, que proporciona melhores subsidios na
avaliacdo da viabilidade espermatica. Além disso, o teste avalia os espermatozdides
individualmente, e ndo uma populacdo destas células como ocorre na avaliacdo da
motilidade progressiva (NEILD et al., 1999).

1.2.4.4 Viabilidade espermética

A viabilidade espermatica também esta relacionada a integridade da membrana
plasméatica (CHEMINEAU et al., 1991). Esta pode ser avaliada por meio de colora¢des
vitais, onde os espermatozdides que possuem integridade de membrana, ndo sdao corados

“vidveis”) e os que possuem danos na membrana permitem a entrada do corante no
citoplasma (“inviaveis”) (BEARDEN; FUQUAY, 1992). Dentre os corantes utilizados
podemos citar a eosina-nigrosina (BEARDEN; FUQUAY, 1992), azul de tripan,
Giemsa (BEARDEN; FUQUAY, 1992) e azul de bromofenol (MEDEIROS, 2004)
(Figura 3).

A integridade da membrana espermatica € um atributo essencial para a
fertilidade de espermatozdide e, por isso, a analise deste parametro é fundamental para a
predicdo da fertilidade (LUZ et al., 2000).



De modo semelhante, a integridade do acrossoma € pré-requisito basico para
garantir um bom potencial de fertilidade dos espermatozoides, uma vez que o percentual
de espermatozbides que apresentaram reacdo acrossomal possui correlacdo negativa
com a fertilidade (GIL et al., 2003).

Entretanto, a integridade acrossomal nédo reflete necessariamente a integridade
de membrana, sendo importante o uso de testes que combinem ambas as avaliagdes
(HOLT, 2000). E possivel a ocorréncia de lesdes do acrossoma durante congelacio e
descongelacdo, sem que isto interfira na motilidade espermatica (TASSERON et al.,
1977).
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Figura 3. Espermatozdide de cateto corado com azul de bromofenol (. Fonte: Arquivo pessoal.

1.2.4.5 Uso de sondas fluorescentes

A integridade de membrana plasmatica ndo é importante apenas para 0
metabolismo espermatico, mas também para o sucesso da fertilizacdo do od0cito
(SILVA, 2005). Segundo Harkema e Boyle (1992) os resultados da marcacdo de
fluorescéncia utilizando o CFDA e o IP tém sido correlacionados com os resultados de
motilidade das amostras avaliadas. A coloragdo com o diacetato de carboxiflurosceina
(CFDA) e o iodeto de propidio (IP) parece oferecer algumas vantagens sobre a

avaliacdo visual ao microscépio Optico, pois os resultados obtidos na coloragdo séo



menos sujeitos a erros subjetivos e menos dependentes da temperatura e tempo que 0
exame realizado pés-descongelacdo (SNOECK, 2003).

A marcagdo com sondas fluorescentes tem como objetivo avaliar a integridade
estrutural da membrana plasmatica da célula espermatica (SOUZA, 2003). O CFDA é
uma solucdo ndo fluorescente que penetra o ambiente celular e é, rapidamente,
convertida em carboxifluorosceina pelas esterases intracelulares. A carboxifluorosceina
age, por ser uma substéncia fluorescente ndo permeédvel que é mantida no meio
intracelular na presenca de uma membrana plasmatica intacta, apresentando a coloracao
verde. Por outro lado, o Pl tem a capacidade de marcar o DNA de células que estdo
mortas ou tém sua membrana danificada, emitindo fluorescéncia vermelha quando
excitada (PENA et al., 1998). Essas sondas fluorescentes também podem ser utilizadas
para avaliacdo em citdmetro de fluxo (SILVA, 2005)

De acordo com a coloracdo apresentada pelos espermatozoides, consideram-se
trés categorias para a interpretacdo dos achados:

- Integros - espermatozdides com membrana plasmatica integra. Células coradas
pelo CFDA, apresentando-se verde em toda a sua extensdo (Figura 4).

- Lesados - espermatozdides com membrana plasmatica e acrossomal lesadas.
Células coradas pelo IP, apresentando-se vermelha (Figura 4).

- Semi-lesados - espermatozdides com membrana plasmatica lesada e
acrossomal integra. Ceélulas coradas pelo CFDA na regido do acrossoma e nucleo

corado pelo IP, apresentando acrossoma verde e nucleo vermelho (SNOECK, 2003).

Figura 4. : Espermatozoéides de cateto corados com iodeto de propidio (vermelhos) e
carboxifluoresceina (verdes).



1.2.4.6 Avaliacdo da morfologia espermatica

Com relacdo a morfologia espermatica sua avaliacdo pode ser realizada pela
coloracdo do esfregaco de sémen e/ou pela preparacdo Umida em microscépio de
contraste de fase ou de interferéncia onde sdo contadas, no minimo, 200 células e
calculada a porcentagem de defeitos encontrados (CBRA, 1998). Derivaux (1980) relata
que as anormalidades espermaticas podem afetar, isolada ou simultaneamente, as
diferentes regides da cabeca, peca intermediaria e peca principal. As alteracdes de
cabeca sdo relacionadas quanto a forma, dimensdo, duplicacdo e acrossomas, as de peca
intermedidria quanto a sua amplitude, dimensao, duplicacdo, fratura e insercdo e, as
flagelares quanto a tamanho, calibre, enrolamentos (Figura 5), dobraduras e
duplicacdes, além da presenca de gotas citoplasmaticas nos espermatozéides (VIEIRA,
2007).
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Figura 5. Espermatozdide de cateto corado com rosa bengala apresentando defeito
morfoldgico de cauda enrolada (seta). Fote: Sousa, 2010.

Para se avaliar a morfologia espermatica, pode-se fazer uso de diversos corantes:
Eosina-Nigrosina (DOTT; FOSTER, 1972), Spermac (OETTLE, 1993), Rosa de
Bengala (RODRIGUES, 1997), Giemsa (CARDOSO et al., 2003), Hematoxilina-Eosina
(SILVA et al., 2003) e Azul de Bromofenol (MEDEIRQOS, 2004). Oliveira, et al (2009)



comprovou que o corante azul de bromofenol promoveu uma melhor avaliacdo dos
espermatozdides, principalmente no que diz respeito as alteracdes de cabeca, pois corou
menos o fundo da lamina, diminuindo os artefatos, podendo assim, ser indicado na
avaliacdo da integridade acrossémica. Alem disso, Medeiros (2004), demonstrou a
eficiéncia do corante ap0s 0 armazenamento a temperatura ambiente (30°C) por trinta
dias, o que facilita sua utilizacdo em exames androlégicos a campo. Searger (1986)
sugere a classificacdo das alteragdes morfoldgicas espermaticas como primarias,
relacionadas a problemas na espermatogénese, e secundarias, quando os problemas
estdo relacionados a maturacao no epididimo ou devido a errbnea manipulacgéo, seja esta
durante o processamento, resfriamento, congelacdo ou descongelacéo.

Existe correlagcdo entre a morfologia espermatica e a fertilidade, principalmente
quando ocorrem defeitos acrossomais (FOOTE, 2003), Esta correlacdo depende da
qualidade do sémen examinado e da metodologia empregada na avaliacdo
(RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2005). As anormalidades esperméticas podem reduzir a
fertilidade por ndo permitir a chegada do espermatozdide ao local da fecundacao, bem
como, incapacitar a fecundacdo ou o desenvolvimento embrionario inicial
(CHEMINEAU, 2005).



1.2.5 JUSTIFICATIVA

O crescente interesse pela exploracdo biotecnoldgica dos catetos (Tayassu
tajacu), devido seu valor econdémico e ameaga de extingdo, tem aumentado a busca em
aprimorar os trabalhos j& existentes relacionados a sua reproducdo. Recentemente,
Castelo et al., 2010, mostrou ser possivel a criopreservacdo do sémen desta espécie com
o diluente Tris, acrescido de gema de ovo e glicerol, obtendo-se uma motilidade
espermatica de até 30% apds a descongelacdo. A curva de congelacdo empregada por
Sellés et al., 2003 em suinos, que consiste em aproximadamente 5 horas.

Diante disso, busca-se aprimorar essa técnica, testando-se diluentes alternativos,
que fornecam um melhor subsidio nutritivo para a célula espermatica. A Agua de Coco
em PO (ACP) vem sendo usada na criopreservacdo do sémen de diversas espécies,
obtendo-se 6timos resultados apds a descongelacdo das amostras, por ser um produto de
origem vegetal, de facil obtencdo e possuir rico substrato nutritivo. Da mesma forma,
torna-se pratico testar outra formas de criopreservacdo, afim de minimizar o tempo
gasto durante o processo de criopreservacdo. Sendo assim, a presente dissertacdo busca
a realizacdo desse aprimoramento, disponibilizando um bioprocesso que favoreca e
disponibilize uma relacdo custo/beneficio favoravel na implantacdo de bancos de

germoplasma de espécies nativas em vias de extingéo.



1.2.6 HIPOTESES CIENTIFICAS

O diluente a base de &4gua de coco em pé (ACP®) poderia ser utilizado
como uma alternativa para a criopreservacdo do sémen de catetos.

Menores concentracdes de gema de ovo e glicerol seriam mais eficientes
para a criopreservacao do sémen de catetos.

Curvas de congelacdo mais rapidas poderiam ser mais adequadas para a
criopreservacao do sémen de catetos.

Volumes de palheta de 0,25mL ou 0,5mL, bem como temperaturas de
descongelacdo de 37°C/60s ou 70°C/8s, exerceriam alguma influéncia
sobre os paramentros qualitativos do sémen pos-descongelacao.



1.2.7 OBJETIVOS

1.2.7.1 Geral

Estabelecer um protocolo eficiente para a criopreservacao do sémen de catetos
utilizando diluente a base de agua de coco em pé (ACP®).

1.2.7.2 Especificos

Determinar a porcentagem de gema de ovo (10 ou 20%) a ser adicionada ao
diluente ACP para a criopreservacao do sémen de catetos;

Comparar o efeito de diferentes concentracdes de glicerol (1,5 ou 3%) no
diluente ACP® sobre as caracteristicas espermaticas de catetos no sémen apos
procedimentos de congelacdo/descongelaco;

Aperfeicoar os protocolos de criopreservacdo do sémen destes animais, através
da determinacéo da curva ideal de congelacéo do sémen;

Comparar as palhetas plasticas de diferentes volumes (0,25 ou 0,5ml) utilizadas
para o envase do sémen de catetos;

Avaliar qual a melhor temperatura (37°C/1min ou 70°C/8s) a ser utilizada na
descongelacdo do sémen.
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CRIOPRESERVACAO DO SEMEN DE CATETOS (Tayassu tajacu) USANDO
DILUENTE A BASE DE AGUA DE COCO EM PO (ACP-116C ®) ACRESCIDO
DE GEMA DE OVO E GLICEROL EM DIFERENTES CONCENTRACOES

2.1 RESUMO

O presente estudo tem por objetivo avaliar a eficiéncia de um diluente a base de Agua
de Coco em PO (ACP-116C ®), com diferentes concentracbes de gema de ovo e
glicerol, como uma alternativa para a criopreservacdo de sémen catetos. Um total de
doze ejaculados foram obtidos a partir de machos adultos, criados em cativeiro, através
de eletroejaculacdo, e foram avaliados para a motilidade espermatica, vigor,
viabilidade, morfologia e integridade da membrana acrossémica e funcional. Os
ejaculados foram fracionados em aliquotas que foram diluidas em Tris acrescido de
10% gema de ovo e 3% de glicerol ou em ACP-116C ® adicionado de diferentes
concentracdes de gema de ovo (10 ou 20%) e glicerol (1,5 e 3%). As amostras foram
congeladas em nitrogénio liquido, descongeladas ap6s um més a 37 °C por um min, e
avaliadas como relatado para o sémen fresco, e também para a integridade da membrana
dos espermatozoéides utilizando sondas fluorescentes. Observou-se que o processo de
congelacgdo e descongelacdo induziu a diminuicdo da qualidade espermatica, tendo-se 0
sémen fresco como referéncia. Em relagdo a comparacgdo entre os grupos, verificou-se
que ACP-116C ® acrescido de 20% gema de ovo e 3% de glicerol, proporcionou
melhores resultados de motilidade e vigor apds a descongelacdo do que quando
comparado com diluente Tris (p <0,05). No entanto, ndo foram verificadas diferencas
entre os tratamentos em relacdo a outras caracteristicas espermaticas (p> 0,05). Em
conclusdo, o diluente a base de agua de coco, ACP-116C ®, acrescido de 20% gema de
ovo e 3% glicerol pode ser utilizado eficientemente para a criopreservacdo de

espermatozdides de catetos adultos.

Palavras-chave: Tayassu tajacu; sémen; criopreservacao; agua de coco.



2.2 INTRODUCAO

Durante varios anos, o cateto (Tayassu tajacu) tem estado sob constante ameaca
de caca predatoria nos paises da América Latina (BODMER et al., 1997). Como
resultado, esses animais foram recentemente classificados como vulneraveis a extingdo
no Brasil, e sdo considerados como criticamente ameacgados nos biomas Caatinga e
Mata Atlantica (ICMBIo, 2011). Tendo em vista sua atual situacdo, se faz necessaria a
elaboracdo de protocolos para a armazenagem de sémen de cateto, para permitir a
formagéo de bancos de germoplasma e, assim, seu uso em programas de reprodu¢do em
cativeiro. No entanto, dados na literatura sobre a criopreservacao de espermatozoides
nesta espécie ainda sdo escassos, € so o diluente Tris-base tém sido usados para este fim
até agora (CASTELO et al., 2010, a,b).

O uso de diluentes a base de &gua de coco tem sido propostos na busca de
diluentes de sémen alternativos que ndo sejam tdxicos, tenham baixo custo, capacidade
tamponante, seja pratico e eficaz (CARDOSO et al., 2005). A agua de coco € uma
solucdo composta de sais, proteinas, aclcares, vitaminas, gorduras neutras, indutores de
divisdo celular e eletrdlitos diversos, que fornecem os nutrientes necessarios para a
preservacio de células (BLUME; MARQUES, 1994). O dilente Agua de Coco em P6
(ACP ®, ACP Biothecnology, Fortaleza, Brasil), surge como uma alternativa para ser
usado em técnicas aplicadas a biotecnologia do sémen, o que permite seu uso mesmo
em regides onde o fruto Cocus nucifera ndo ocorre naturalmente (CARDOSO et al.,
2007). O ACP ® foi demonstrado ser um diluente eficiente para a conservacdo de
espermatozéides obtidos de varias espécies, como caes (CARDOSO et al., 2007), peixes
(VIVEIROS et al., 2007), varrdes (TONIOLLI et al., 2010), e cutias (SILVA et al.,
2011), no entanto, ndo hd relatos do seu uso em  catetos.

O glicerol é o crioprotetor mais comumente empregado em diferentes espécies
para a criopreservacdo do sémen, incluindo o cateto (CASTELO et al., 2010, a,b). A
concentracdo de glicerol ideal no diluente, representa um equilibrio entre os seus efeitos
toxicos e protetores, pois altas concentracGes podem afetar a capacidade de fertilizagao
dos espermatozoides (ENGLAND, 1993). Além disso, a gema de ovo de galinha foi
adicionada aos diluentes de sémen para proteger a membrana espermatica, restaurando
os fosfolipidios perdidos durante o chogue térmico que ocorre durante o resfriamento
inicial de sémen (HAMMERSTEDT et al., 1990). Devido sua capacidade de



tamponamento, a quantidade de gema de ovo varia de acordo com a capacidade tampéo
dos outros componentes dodiluente (FARSTAD, 1996).

O presente estudo tem por objetivo avaliar a eficiéncia de um diluente a base de
Agua de Coco em P6 (ACP-116C ®) com diferentes concentracdes de gema de ovo e

glicerol, como uma alternativa para a criopreservacao de sémen catetos.



2.3 MATERIAL E METODOS

O comité de ética da Universidade Federal Rural do Semi-Arido - UFERSA
aprovou os protocolos experimentais, bem como os procedimentos de assisténcia
adotado aos animais (Processo n © 23091.0253/114). Os reagentes utilizados no presente
estudo foram obtidos da  Sigma-Aldrich  (St. Louis, MO, EUA).

2.3.1 Animais

Um total de nove catetos machos sexualmente maduros, com 40,7 + 1,6 meses
de idade e 22,5 + 2,8 kg foram utilizados no estudo. Os animais pertenciam ao Centro
de Multiplicagcdo de Animais Silvestres- CEMAS da UFERSA, localizado no Nordeste
do Brasil (Mossord, RN, Brasil, 5° 100 "S, 37 © 100 'W). A regido é sujeita a um clima
semi-arido tipico, com uma temperatura média anual de 27 ° C. Os animais foram
isolados fisicamente das fémeas por um periodo de seis meses antes do inicio do estudo
e foram mantidos sob fotoperiodo natural de 12 h. Posteriormente, foram divididos em
grupos de quatro e cinco animais e mantidos em piquetes ao ar livre (20 mx 3 m), com
uma area coberta (3 m x 3 m). Os animais foram alimentados com uma dieta a base de

sementes e frutas, e a agua foi fornecida ad  libitum.

2.3.2 Anestesia

Os animais foram mantidos em jejum por 12h antes de iniciar 0s experimentos.
Entdo foram contidos fisicamente com o auxilio de um puca, em seguida um cateter
venoso foi introduzido na veia cefalica para a fluidoterapia (0,9% soro fisiol6gico), e
anestesiados com a administracdo intravenosa de propofol (Propovan ®, Cristalia,
Fortaleza, Brasil), dado em bolus (5 mg / kg) (SOUZA et al., 2009). Quando o animal
apresentou sinais de despertar, foram administradas doses adicionais de propofol (cerca
de 1,25 mg / kg), dada para prolongar a anestesia. Durante todo procedimento, seus

parametros fisiol6gicos foram monitorados.



2.3.3 Coleta de sémen

Os animais foram mantidos em decubito lateral, e o sémen foi obtido utilizando
um electroejaculator (Autojac ®, Neovet, Campinas, SP, Brasil) conectado a uma fonte
de 12 V. O ciclo de estimulacédo incluiu 10 estimulos em cada tensédo, a partir de 5V, e
seguido por um aumento de tensdo, de 1 V até 12 V. Cada estimulo elétrico durou 3s,
com intervalos intermitentes de 2s. O ciclo de estimulos foi mantido por um periodo de
10 min a partir do inicio do procedimento. A sonda do electroejaculator media 15 cm de
comprimento e 1,3 cm de didmetro; um comprimento de 12 cm foi inserido no reto
(CASTELO et al.,, 2010, ab). O sémen foi colhido em tubos de plastico e

imediatamente avaliado.

2.3.4. Avaliacao de sémen

S6 foram utilizadas as amostras de sémen com motilidade superior a 80% e
vigor igual ou acima de 4 (CBRA, 1998). O volume de sémen foi medido por
micropipetas, e a cor do sémen foi avaliada. Motilidade (%), vigor (0 -5) foram
avaliados imediatamente pela avaliagdo de uma amostra (S5uL) sob microscopia de luz a
100 e 400x de ampliacdo. Laminas utilizando o corante Azul de Bromofenol
(DERIVAUX, 1980) foram preparadas com 5 pL de sémen para avaliar a viabilidade e
morfologia espermatica e integridade acrossémica em microscopia de luz (1000x), com
contagem de 200 células por l&mina. Os defeitos morfoldgicos detectados foram
classificados como priméarios ou secundarios. Apés a avaliacdo inicial, uma aliquota de
5 puL de sémen foi diluida em formol tamponado a 10% (1 mL) e a concentracdo
espermatica foi determinada utilizando uma camara de Neubauer para contagem. A
integridade funcional da membrana espermatica foi avaliada através do teste
hiposmoético (HOST), usando agua destilada (0 mOsm / L) como a solucdo hiposmética
(MOUSSA et al., 2002). Uma aliquota (0,01 mL) de sémen foi diluido em 0,09 mL de
solucdo hiposmotica e mantida em banho-maria a 38 ° C. Apds 45 min, uma aliquota da
solucéo foi colocada sobre uma Iamina de vidro, coberto por uma laminula, e avaliada
com auxilio de microscopia de contraste de fase (400x), contando 200 células. Os
espermatozéides com caudas enroladas e inchagco foram considerados com membrana

funcional.



2.3.5 Diluentes e procedimentos de congelacgdo e descongelacéo

O diluente Tris-base foi utilizado como grupo controle. Este diluente efoi
composto de 3,028 g Tris-hidroximetil-aminometano, 1,78 g de acido citrico
monohidratado, 1,25 g D-frutose dissolvidas em 100 mL de agua ultrapura (CASTELO
et al., 2010a), com osmolaridade de 295 mOsm/L e pH 6,6. Além disso, 10% gema de
ovo foi adicionada a este diluente.

O ACP ® utilizado no experimento foi registrado como ACP-116C ® para uso
na criopreservacdo do sémen catetos. ACP-116C ® é composto de agua de coco
desidratado e reguladores de pH. Um pacote de ACP-116C ® contém 12 g do produto,
que deve ser diluido com 50 mL de &gua destilada de acordo com a recomendacdo do
fabricante (ACP® Biotecnologia, Fortaleza, Brasil). Apos a reconstituicdo, o pH do
diluente foi de 7,4 com uma osmolaridade de 307 mOsm / kg. Este diluente foi testado
com a adicdo de 10% (grupo ACP10) e 20% (grupo ACP20) de gema de ovo.
As amostras de sémen foram divididas em trés aliquotas imediatamente ap0s a coleta e
avaliacdo inicial. Apds diluicdo em Tris, ACP10 ou ACP20, todas as amostras foram
armazenadas em tubos plasticos, e colocadas no interior de copos plasticos contendo
agua (30 mL) a 27 ° C e equilibrada para 240 min para chegar a 5 ° C no resfriamento.
Subsequente ao resfriamento, a amostra controle foi adicionada em Tris, acrescido de
6% de glicerol (também a 5 ° C), o que resultou em uma concentracdo final de 3% de
glicerol no diluente. As amostras foram divididas em outras duas aliquotas e para tanto
foram adicionadas de 3 e 6% de glicerol, o que resultou em uma concentragéo final de
1,5 e 3% de glicerol. Ap6s a segunda diluicdo, obtivemos quatro grupos: ACP10-1.5,
ACP10-3, ACP20-1.5, e ACP20-3. Para todas as amostras, a diluicdo final resultou em
uma concentracdo espermatica de 100x10° espermatozéides / mL. A motilidade e vigor
foram avaliados imediatamente ap6s a adicdo de glicerol. As amostras foram
acondicionadas em palhetas de 0,25 mL e colocadas horizontalmente em uma caixa
térmica por 20 min, a 3 cm acima do nivel de nitrogénio liquido (N;). Finalmente, as
palhetas foram mergulhadas em N, liquido para armazenamento (-196°C). Depois de
um més, as amostras foram descongeladas por imersdo as palhetas em banho-maria a
37°C por min. O sémen teve todos 0s seus parametros imediatamente avaliados, como
foi relatado para o sémen fresco. Além disso, a integridade da membrana plasmatica foi

avaliada por sondas fluorescentes, como sera descrito adiante.



2.3.6 Avaliacéo da integridade da membrana plasmatica dos espermatozoides apds

a descongelacao

A integridade da membrana plasmética foi avaliada com uma solucdo de
fluorescéncia que continha os fluoréforos 6-diacetato de carboxi-fluoresceina (CFDA) e
iodeto de propidio (PI). Inicialmente, amostras frescas de ejaculado foram utilizadas
para padronizar os protocolos de avaliagdo de sémen de catetos. Uma aliquota de 10uL
de sémen descongelado foi adicionada em 40uL de solucdo fluorescente. Apos 10
minutos, aliquotas das amostras marcadas foram avaliadas por microscopia de
epifluorescéncia (Leica - episcopic Fluorescente Attachment "EFA™ Set lampada
halégena, Suécia). Para cada amostra corada com CFDA/PI, foram contados 200
espermatozdides e classificados como tendo ou ndo um plasmalema intacto com base
emisséo de fluorescéncia. As membranas celulares corados em verde (CFDA) foram
consideradas intactas, enquanto que aquelas marcadas em vermelho (Pl) ou

parcialmente coradas foram consideradas como ndo-intactas (SILVA et al., 2006).

2.3.7 Andlise estatistica

Um total de 12 repeticdes foram realizadas para cada tratamento. Os resultados
foram expressos em média e erro padrdo. Os dados foram verificados quanto a
normalidade pelo teste Shapiro-Wilk, e de homocedasticidade pelo teste de Levene,
utilizando o Statview 5.0 (SAS Institute Inc. Cary, NY, EUA). Os valores expressos em
percentuais foram transformados em arco seno. Comparagdes entre diferentes diluentes
sobre os parametros seminais foram feitas por analise de variancia seguida do teste-t de
Student. O efeito dos diluentes no vigor espermatico foi avaliado pelo teste nédo
paramétrico Mann-Whitney. As diferencas foram consideradas significativas quando
p<0,05.



2.4 RESULTADOS

2.4.1 Sémen fresco e diluido

Foram realizadas um total de vinte tentativas para a coleta do sémen, e estas
foram realizadas em nove animais, dos quais 0 sucesso na ejaculacdo so foi alcancado
em apenas sete animais, obtendo-se dezessete ejaculados (dezessete de vinte - 90% de
sucesso na coleta de um ejaculado). Foram utilizados apenas doze ejaculados, 0s outros
cinco ndo foram utilizados no experimento, devido ao baixo volume, motilidade, ou
vigor. Em relacdo aos ejaculados incluidos no experimento, foram coletados dois
ejaculados de cada um dos trés animais, trés outros ejaculados foram obtidos de apenas
um macho, cada, e trés amostras foram coletadas de um mesmo macho. Os doze
ejaculados utilizados possuiam cor branca e aspecto aguado. As outras caracteristicas do
espermaticas estdo presentes na Tabela 1. Foi observado que em qualquer grupo, a
adicdo dos diluentes ndo provocou declinio na motilidade ou vigor (p> 0,05). O
contrério foi observado ap6s a adi¢do do glicerol, onde houve uma reducéo significativa
(p<0,05) da motilidade e vigor em todas as amostras (Tabela 2).

2.4.2 Caracteristicas espermaticas apos a descongelacao

O precesso de congelacdo e descongelacdo induziu uma diminuicdo nas
caracteristicas espermaticas de todos os tratamentos (Tabela 3). Em relacdo a
comparagao entre os grupos, verificou-se que ACP-116C ® adicionado de 20% gema de
ovo e 3% de glicerol, proporcionou melhores resultados de motilidade e vigor apds a
descongelacdo que as amostras do diluente Tris (p<0,05). No entanto, ndo foram
verificadas diferencas entre os tratamentos em relagdo & outras caracteristicas

espermaticas (p> 0,05).



Tabela 1.

Caracteristicas fisico-quimicas do ejaculado fresco de catetos (Tayassu tajacu)

coletados por eletroejaculacdo. (N = 12 ejaculados).

Média £ DP Variagdo

Volume (mL) 28+0,7 06-75
Concentracao espermatica (x10°) 765 £ 313,7 150 - 4130
Motilidade espermatica (%) 86,7 £2,6 85-95
Vigor (0-5) 4,4+0,3 3-5
Viabilidade espermatica (%) 92,3+1,6 83-100
Teste hiposmético (%) 75,3+2,3 65,0 — 86
Morfologia espermatica

Normal (%) 83,2+272 67 — 92

Defeitos primarios (%) 0,7+0,4 0-3

Defeitos secundarios (%) 16,17+2,4 8-33

Defeitos totais (%) 16,84 + 2,2 8- 33




Tabela 2.

Valores de Média + DP da motilidade espermética e vigor do sémen fresco, diluido e
glicerolizado do semen (n=12) de catetos (Tayassu tajacu) usando diluente a base de Tris
(grupo controle) e agua de coco em p6 (ACP-116C®) adicionado de diferentes concentracoes
de gema de ovo (GE) e glicerol (GL).

Semén Diluente Motilidade (%) Vigor (0-5)
Fresco 86,7 +2,6° 4.4+0,3°
Diluido Tris 75,4 + 3,3 3,7+0,2°
ACP adicionado 10% GE 77,5 + 3 3,7+0,1°
ACP adicionado 20% GE 79,2 +3,8° 3,8+0,2°
Glicerolizado Tris 49,6 + 6,5"¢ 25+23"
ACP adicionado 10% GE 61,7 + 5,4 29+0,3
and 1,5% GL
ACP adicionado 10% GE 54,2 + 6° 31+02°
and 3% GL
ACP adicionado 20% GE 57,9 + 6,6° 3+0,2°
and 1,5% GL
ACP adicionado 20% GE 57,5+ 6,3° 31+03°
and 3% GL

2P.¢ Na mesma coluna, subscritos diferentes correspondem a diferenca estatistica significativa (p < 0,05).



Tabela 3.

Caracteristicas fisico-quimicas pos-descongelacdo do semen de catetos (N=12), diluido em Tris (grupo
controle) ou em &gua de coco em p6 (ACP-116C®) adicionado de diferentes concentracdes de gema de
ovo (GE) e glicerol (GL).

Tris ACP adicionado ACP adicionado ACP adicionado ACP adicionado
10% GE e 1,5%GL  10% GE E 3%GL  20% GE e 1,5%GL  20% GE e 3%GL
Motilidade 30,4+57° 33,4+55® 40,8 +6,9° 44,6 +6,2° 48,3 +6,1°
espermatica (%)
Vigor (0-5) 2,4+0,2° 3,0+£0,2% 29+0,2° 3,0+£0,2° 2,8+0,2°
Viabilidade 36,6 £ 5,6 42,7+4,8 40,4 £5,3 41,714 453+ 4.8
espermatica (%)
Teste hiposmético (%) 50+5,8 50,3+ 6,5 61,17 £5,62 57557 59,9+5,0
Integridade da 34171 30+6,8 333179 33465 25,8+5,0
membrana(%)
Morfologia
espermatica
Normal (%) 64,6 £ 5,4 63,4+6,0 65,84 £5,3 57,5+5,7 64,75+5,6
Defeitos 31+1,1 09+05 6,75 £ 3,93 2,34+£0,8 3,25+0,9
primarios(%)
Defeitos 33,2+56 35,7+6,0 27,34 +5.8 36,969 32,0+5,8
secundarios(%)
Defeitos totais (%) 36,3+5,3 36,6+6,0 34,08 £5,3 30,639 35,25+ 5,6

2P Na mesma coluna, subscritos diferentes correspondem a diferenca estatistica significativa (p < 0,05).



2.5 DISCUSSAO

A conservacao ex-situ da genética de pequenas populacfes de espécies criadas
em cativeiro por estarem ameacadas de extingdo, como o cateto, a fim de re-introduzi-
los na natureza, estd atraindo um crescente interesse (BAINBRIDGE; JABBOUR,
1998). Além disso, o desenvolvimento da biotecnologia de criopreservacdo de sémen
oferece uma oportunidade para maximizar o potencial reprodutivo da espécie,
contribuindo tanto para sua preservacdo, como para o desenvolvimento de estratégias
para a sua producdo em programas de melhoramento em cativeiro. Este segundo lugar é
especialmente interessante, pois os catetos sdo importantes também para a economia das
populacdes da América Latina, devido ao comércio da carne e peles que sdo bem
aceitos no mercado internacional (BODMER et al., 1997).

Na presente pesquisa, observou-se que todas as amostras sofreram uma reducéo
dos pardmetros seminais ap0s sua descongelacdo independentemente do diluente. Na
verdade, sabe-se que 0s espermatozoides sofrem alteracdes sucessivas no volume das
células, devido mudancas osmdticas causadas durante a adi¢do do glicerol, e 0 processo
de congelacdo e descongelacdo (MANN, 1975). Além disso, as propriedades de fluidez
e funcionalidade das membranas espermaticas sdo modificadas, devido a diminuic¢do da
temperatura durante as fases de resfriacdo e congelacdo, bem como durante a
descongelacdo (HOLT, 2000). Isso resulta em uma reducdo da sua permeabilidade
seletiva, o0 que leva a um grande afluxo de calcio (MAXWELL; JOHNSON, 1997). A
membrana plasmatica € o principal local onde ocorre lesdo nos espermatozoides
criopreservados, e os principais danos ocorrem durante a congelacdo e descongelagéo
(BAILEY et al., 2003), resultando em uma perda substancial da viabilidade.

Os resultados obtidos com o diluente Tris-base, apds a descongelacdo foram
semelhantes aos ja relatados na literatura (CASTELO et al., 2010 a, b). No entanto, foi
demonstrado que 0ACP-116C® pode ser eficientemente usado como uma alternativa
para a congelacdo do sémen de catetos. Além disso, o uso de ACP-116C ® acrescido de
20% gema de ovo e 3% de glicerol, promoveu uma preservacdo significativamente
melhor do motilidade e vigor, quando comparado com o Tris. As caracteristicas
bioquimicas do ACP® sdo muito semelhantes aos da Agua de Coco Fresca. Além de
sua rica composicdo (BLUME; MARQUES, 1994), a Agua de Coco também é
composta de arginina, lisina, e altas concentracdes de Na* e K*, que sdo fatores

importantes para a reverter a supressdo da motilidade e longevidade (ALMEIDA,



SOARES, 2002). Aléem disso, foi demonstrado anteriormente que o acido 3-indol-
acético (IAA), um hormdnio vegetal presente na agua de coco, pode aumentar a
conservacao de sémen de suinos (TONIOLLI et al., 1996), que € a espécie doméstica
mais intimamente relacionado com o cateto (CAVALCANTE-FILHO et al., 1998).

Deve-se mencionar que ndo foram encontradas diferencas significativas entre o0s
grupos formados por ACP-116C®, entretanto, melhores resultados qualitativos para
motilidade e vigor, foram obtidos quando 20% gema de ovo acrescido de 3% de glicerol
foram utilizados, diferindo significativamente do diluente Tris-base. Estes resultados
sdo semelhantes aos relatados para suinos domésticos em que os diluentes utilizados
para a criopreservacdo de espermatozéides sdo geralmente acrescido de 20% gema de
ovo (GARCIA et al., 2010; SPENCER et al., 2010). Nenhuma diferenca foi evidenciada
entre os tratamentos em relacdo a outras caracteristicas espermaticas. E relatado que,
altas concentracbes de gema de ovo ndo interferem nos resultados de vitalidade
espermatica e morfologia (WALL; FOOTE et al., 1999).

O glicerol é o crioprotetor principal usado para congelar o sémen obtido de
varias espécies, sendo relatado que concentracfes abaixo de 2% ou acima de 6% séo
deletérias, devido a baixa atividade crioprotetora ou a toxicidade espermatica,
respectivamente (FAHY, 1986). No presente estudo, nenhuma diferenga foi evidenciada
para a ACP-116C® quando concentracdes de 1,5% ou 3% de glicerol foram utilizadas
para 0 sémen de catetos. Resultados semelhantes foram relatados para suinos
domésticos, onde se afirmou que, concentracdes relativamente baixas de glicerol (1-3%)
sd80 necessérias para a maxima sobrevivéncia pds-descongelamento. Isto pode ser
afirmado devido a crenca de que o efeito priméario do glicerol sobre o espermatozéide
suino pode ser extracelular (PAQUIGNON, 1985).

Propbe-se que o glicerol, bem como outros crioprotetores penetrantes, que sao
osmoticamente ativos, alteram o teor de &gua e causam estresse ao entrar ou sair da
célula (BHUR et al., 2001). No caso especifico de sémen de suinos, estas células
utilizam glicerol como fonte de carbono, mesmo na presenca de outros substratos como
a glicose (OSHE et al., 1979). Dessa forma, diluentes adicionados de glicerol e gema de
ovo tem um efeito sinérgico, aumentando a sobrevida pos-descongelamento dos
espermatozodides (PAZ et al., 2011). A maior taxa de sobrevivéncia dos espermatozdides
das amostras congeladas, pode, portanto, ser atribuida a uma reducdo do estresse

osmatico, devido a combinacéo dos crioprotetores adicionados ao diluente.



Em geral, a utilizacdo de aditivos melhora a qualidade do sémen preservado.
Especula-se que o beneficio desta associagdo pode ser atribuida a natureza diferente das
moléculas envolvidas em seu efeito. Sendo que a gema de ovo melhora a viabilidade
espermatica durante o armazenamento (SALOMON; MAXWELL, 2000). A inclusdo de
glicerol nos diluentes, juntamente com a gema de ovo, tem mostrado um efeito
sinérgico de protecdo durante o processo de congelacdo (PACE; GRAHAM, 1974). As
concentracdes de crioprotetores para a congelagdo do sémen, deve ser escolhida de tal
forma que os limites de tolerancia osmética das células ndo sejam excedidos. Tanto a
perda da viabilidade celular devido a exposicdo aos crioprotetores, bem como a
sobrevivéncia celular apds congelacdo e descongelacdo, e o retorno as condigdes
isosmoticas, deve ser levado em consideragdo ao projetar protocolos de criopreservacao
(HOFFMANN et al., 2011).

A presente pesquisa envolve uma tentativa de melhorar o protocolo de
congelagdo de sémen, visando assim a formagdo de um banco de germoplasma para
catetos. Foi demonstrado que o diluente a base de dgua de coco, ACP-116C®, pode ser
eficientemente utilizado para a criopreservacdo de sémen desta espécie. E que a adi¢édo
de 20% de gema de ovo e 3% de glicerol para este diluente é recomendada, a fim de

alcancar melhores resultados para a preservacao do sémen.
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INTERACOES ENTRE AS TAXAS DE CONGELAGCAO E DESCONGELACAO
E TAMANHO DE PALHETA SOBRE A CRIOPRESERVACAO DO SEMEN DE
CATETOS (Tayassu tajacu)

3.1 RESUMO

O presente estudo vem buscar melhores métodos que possam ser aplicados a
criopreservacdo do sémen de catetos (Tayassu tajacu), testando diferentes curvas de
congelacao, volumes de palhetas e temperaturas de descongelacdo. Como diluente foi
utilizado a Agua de Coco em P6 (ACP-116C ®), acrescida de 20% de gema de ovo e
3% de glicerol, nunca usada antes na criopreservacdo do sémen de catetos. Foram
utilizados 12 ejaculados de 8 machos adultos criados em cativeiro, coletados por
eletroejaculacdo, e avaliados quanto a motilidade espermatica, vigor, viabilidade,
morfologia e funcionalidade e integridade da membrana acrossomica. Apés a diluicdo,
as amostras foram divididas em duas aliquotas, destinadas a diferentes curvas de
congelacdo, A, curva lenta,e B, curva rapida. As amostras foram acondicionadas em
palhetas de 0,25 e 0,5mL, durante uma semana, e descongeladas a 37°C/1min e 70°C/8s,
em seguida, avaliadas como relatado para o sémen fresco e também, para a integridade
da membrana dos espermatozdides utilizando sondas fluorescentes. Comparando-se 0s
grupos, ndo houve declinio na motilidade e vigor (p>0,05) ao se adicionar o diluente. O
contrario ocorreu na adicdo de glicerol (p<0,05). O processo de congelacdo e
descongelacdo, provocou a diminuicdo das caracteristicas espermaticas. No entanto, nao
foram verificadas diferencgas entre as curvas de congelacdo e volumes de palheta (p>
0,05). Porém, foram verificadas diferencas entre o volume das palhetas e a taxa de
descongelacdo a 70 °C/8s (p <0,05). Em conclusdo, recomenda-se a criopreservacdo do
sémen de cateto em ACP®-116C, usando a curva de congelacdo descrita por
Chemineau (1991) e Silva (2006), que permite a maximizacdo do tempo durante o
processo, e 0 armazenamento em palhetas de 0,25 ou 0,5mL, e descongelacdo a 37
°C/60s.

Palavras-chave: Tayassu tajacu, criopreservacao, palhetas, descongelacdo, agua de

COCO.



3.2 INTRODUCAO

O conhecimento do comportamento animal e fisiologia dos mamiferos é
extremamente limitado, especialmente no que diz respeito aos parametros reprodutivos
mais bésicos de animais silvestres (WILDT, 2005). Conhecer a biologia reprodutiva do
macho e sua fisiologia, é fundamental para a prevencdo da extincdo de espécies, bem
como melhorar a gestdo de espécies e aumentar a capacidade reprodutiva dos mesmos
em programas de melhoramento natural e artificial (COMIZZOLI et a.l, 2000). A caca
predatoria dos catetos tem representado, ao longo do tempo, uma importante fonte de
recurso alimentar. Eles estdo entre as espécies mais cacadas devido ao interesse
comercial por carne e peles (VEIGA et al., 1995), e atualmente, esses animais estdo
sendo criados em cativeiro com objetivos econdmicos, 0 que pode representar uma
importante forma de desenvolvimento sustentdvel (CRUZ et al., 2009). Além da
preservacdo do habitat, outra medida de conservagdo que vem sendo adotada, é a
criacdo de bancos genéticos (FICKEL et al., 2007).

Recentemente, foi demonstrado que o sémen cateto pode ser criopreservado com
0 uso do diluente Tris-base e descongelado em temperaturas variando de 37 °C a 55 °C
(CASTELO et al.,, 2010). No entanto, as variacbes de temperatura envolvidas na
congelacdo e descongelacdo do sémen reduzem inevitavelmente a proporcdo de
espermatozéides mdveis e causa danos estruturais, bioquimicos e ultra-funcionais
(SALOMON; MAXWEL, 1995). Por isso a importancia de adequar, para o sémen das
diferentes espécies, uma curva de congelacdo ideal, afim de minimizar esses danos,
pois, 0 processo de congelacdo, além de buscar evitar o gasto desnecessario de enérgia
espermatica, visa proteger e nutrir o espermatozéide para que 0 mesmo se mantenha
viavel apos a descongelacéo.

Para manter essa viabilidade, deve-se também considerar o volume da palheta
utilizada e a temperatura de descongelagcdo. O uso de palhetas de grande diametro
proporciona menor taxa de congelagdo, com um ponto de platd mais frio e maior
heterogeneidade dentro da palheta, promovendo um maior percentual de danos nas
células (BWANGA et al., 1990, 1991). Porém, a palheta de 0,25 mL tem uma relagédo
de maior volume do que de superficie, como a de 0,5mL (SENGER, 1980), o que
aumenta a ocorréncia de mudancas pds-descongelacdo dentro da palheta.

A taxa de descongelacdo € fundamental na preservacdo da viabilidade dos

espermatozoéides. Poréem ha uma excassez de dados disponiveis em relacéo as condic¢des



de descongelacdo. Geralmente, as taxas de descongelacdo devem ser elevadas para
evitar a recristalizacdo (LAHNSTEINER, 2000). Quanto maior a relagdo superficie-
volume dos palhetas, havera uma répida dissipacdo de calor latente, que afetard o
processo de descongelacdo usado (BABIAK; GLOGOWSKI, 1998). Além disso, um
procedimento de descongelacdo rapido, demanda alta precisdo sobre o tempo exato da
descongelacdo, ja que a temperatura final dentro de uma palheta pode alcancar um nivel
alto o suficiente para causar efeitos deletérios sobre a viabilidade de espermatozoides,
se ndo for cuidadosamente monitorado (SODERQUIST et al.1997).

Assim, 0 objetivo deste estudo é verificar a acdo de diferentes curvas de
congelagdo, bem como a interagdo entre os diferentes volumes de palhetas e
temperaturas de descongelacdo no processo de congelacdo e descongelagdo, afim de
padronizar essas técnicas e aumentar a viabilidade do sémen de cateto apds o processo

de criopreservacao.



3.3 MATERIAIS E METODOS

O comité de ética da Universidade Federal Rural do Semi-Arido - UFERSA
aprovou os protocolos experimentais, bem como os procedimentos de assisténcia
adotado aos animais (Processo n © 23091.0253/114). Os reagentes utilizados no presente
estudo foram obtidos da  Sigma-Aldrich  (St. Louis, MO, EUA).

3.3.1 Animais

Um total de oito catetos machos sexualmente maduros de, com 40,7 + 1,6 meses
de idade e 22,5 + 2,8 kg foram utilizados no estudo. Os animais pertenciam ao Centro
de Multiplicagcdo de Animais Silvestres- CEMAS da UFERSA, localizado no Nordeste
do Brasil (Mossord, RN, Brasil, 5° 100 "S, 37 © 100 'W). A regido é sujeita a um clima
semi-arido tipico, com uma temperatura media anual de 27 ° C. Os animais foram
isolados das fémeas por um periodo de seis meses antes do inicio do estudo e foram
mantidos sob fotoperiodo natural de 12 h. Posteriormente, foram divididos em grupos
de quatro e cinco animais e mantidos em piquetes ao ar livre (20 mx 3 m), com uma
area coberta de (3m x 3m). Os animais foram alimentados com uma dieta a base de

sementes, frutas e racdo para suinos, e a agua foi fornecida ad libitum.

3.3.2 Anestesia

Os animais foram mantidos em jejum por 12h antes de iniciar 0s experimentos.
Entdo foram contidos fisicamente com o auxilio de um puca e anestesiados com a
administracdo intravenosa de propofol (Propovan ®, Cristalia, Fortaleza, Brasil), dado
em bolus (5 mg / kg) (SOUZA et al., 2009). Quando o animal apresentou sinais de
despertar, foram administradas doses adcionais de propofol (cerca de 1,25 mg / Kkg),
dada para prolongar a anestesia. Durante o procedimento, um cateter venoso foi
introduzido na veia cefalica para a fluidoterapia (0,9% soro fisiol6gico), e os parametros

fisiologicos foram monitorados.



3.3.3 Coleta de sémen

Os animais foram mantidos em decubito lateral, e o sémen foi obtido utilizando
um electroejaculator (Autojac ®, Neovet, Campinas, SP, Brasil) conectado a uma fonte
de 12 V. O ciclo de estimulacédo incluiu 10 estimulos em cada tensédo, a partir de 5V, e
seguido por um aumento de tensdo, de 1 V até 12 V. Cada estimulo elétrico durou 3s,
com intervalos intermitentes de 2s. O ciclo de estimulos foi mantido por um periodo de
10 min a partir do inicio do procedimento. A sonda do electroejaculator media 15 cm de
comprimento e 1,3 cm de didmetro; um comprimento de 12 cm foi inserido no reto
(CASTELO et al.,, 2010, ab). O sémen foi colhido em tubos de plastico e

imediatamente avaliado.

3.3.4 Avaliacdo de sémen

S6 foram utilizadas as amostras de sémen com motilidade superior a 80% e
vigor igual ou acima de 4. O volume de sémen foi medido por micropipetas, e a cor do
sémen foi avaliada. Motilidade, vigor (0 -5) foram avaliados imediatamente pela
avaliagdo de uma amostra (5uL) sob microscopia de luz a 100 e 400x de ampliagdo.
Laminas utilizando o corante Azul de Bromofenol (DERIVAUX, 1980) foram
preparadas com 5 mL de sémen para avaliar a viabilidade e morfologia espermatica e
integridade acrossdmica em microscopia de luz (1000x), com contagem de 200 células
por lamina. Os defeitos morfoldgicos detectados foram classificados como primarios ou
secundarios. Apds a avaliacdo inicial, uma liquota de 5 pL de sémen foi diluida em
formol tamponado a 10% (1 mL) e a concentragdo espermatica foi determinada
utilizando uma camara de Neubauer para contagem. A integridade funcional da
membrana espermatica foi avaliada através do teste hiposmoético (HOST), usando agua
destilada (0 mOsm / L) como a solugdo hiposmoética (MOUSSA et al., 2002). Uma
aliquota (0,01 mL) de sémen foi diluido em 0,09 mL de solucdo hiposmotica e mantida
em banho-maria a 38 °© C. Apo6s 45 min, uma aliquota da solucdo foi colocada sobre
uma lamina de vidro, coberto por uma laminula, e avaliada com auxilio de microscopia
de contraste de fase (400x), contando 200 células. Os espermatozdides com caudas

enroladas e inchago foram considerados com membrana funcional.

3.3.5 Diluentes e procedimentos de congelacdo e descongelacao



O ACP ® utilizado no experimento foi registrado como ACP-116C ® para uso
na criopreservacdo do sémen catetos. ACP-116C ® é composto de agua de coco
desidratado e reguladores de pH. Um frasco de ACP-116C ® contém 12 g do produto,
que deve ser diluido com 50 mL de &gua destilada de acordo com a recomendacdo do
fabricante (ACP®-Biotecnologia, Fortaleza, Brasil). Apds a reconstituicdo, o pH do
diluente foi de 7,4, com uma osmolaridade de 307 mOsm/kg.

As amostras de sémen foram diluidas em ACP®-116C acrescido de 20% de
gema de ovo e dividido em duas aliquotas. A primeira aliquota (controle - A) foi
submetido a um protocolo de congelacdo lento descrito para suinos domeésticos
(SELLES et al. 1991) e usado em catetos (CASTELO et al., 2010). Neste protocolo, a
aliquota foi armazenada em tubo de plastico colocado dentro de copos pléastico com
agua (30 mL) a 27 °C e equilibrada por 240 min para chegar a 5 °C em caixa isotérmica.

A segunda aliquota (B) foi submetida a um protocolo anteriormente utilizado
para ruminantes (CHEMINEAU et al, 1991; SILVA et al, 2006). Onde a amostra foi
armazenada em tubo pléstico, dentro de copo com &gua, armazenada a 15 °C e
equilibrada por 40 min. Além disso, ele foi transferida para uma incubadora biolégica
de oxigénio (Quimis_; Diadema, SP, Brasil) por 30 min para chegara5° C.

Ao alcangar 5 °C, ambas as aliquotas (A e B) foram adicionadas do diluente
contendo de 6% de glicerol (também a 5 °C), o que resultou em uma concentracao final
de glicerol de 3% no meio. Para todas as amostras, a dilui¢do final resultou em uma
concentracdo espermatica de 100 x10° espermatozéides/mL. A motilidade e o vigor
foram avaliados imediatamente apds a adic¢éo de glicerol.

As amostras do mesmo animal, usando ambos os protocolos de congelagéo,
foram divididos e acondicionadas em palhetas de 0,25 e 0,5mL (IMVTechnologies_;
L'Aigle, Franca), colocadas em vapor de nitrogénio, e em seguida mergulhadas em N
para armazenamento. As aliquotas submetidas ao protocolo lento de congelagdo (A)
foram colocadas horizontalmente em uma rampa 3cm acima do nitrogénio liquido,
contida numa caixa térmica por 20 min; as outras aliquotas submetidas ao protocolo de
congelagdo rapida (B) também foram colocadas horizontalmente em uma caixa isolada,
mas por 5 min, a 5 cm acima do nitrogénio liquido. Finalmente, as palhetas foram
mergulhados em N, liquido para armazenamento.

Depois de uma semana, ambas as palhetas, de 0,5 e 0,25mL de cada animal
foram descongeladas em banho-maria, a 37°C/1min, ou a 70 °C/8 s, seguido de mais 30s

a 37°C. O sémen foi imediatamente avaliado, como relatado para o sémen fresco. Além



disso, a integridade da membrana plasmatica foi avaliada por sondas fluorescentes como

sera descrito adiante.

3.3.6 Avaliacdo da integridade da membrana plasmatica dos espermatozdéides ap6s

a descongelacao

A integridade da membrana plasmatica foi avaliada com uma solucdo de
fluorescéncia que continha os fluoréforos 6-diacetato de carboxi-fluoresceina (CFDA) e
iodeto de propidio (PI). Inicialmente, amostras frescas de ejaculado foram utilizadas
para padronizar os protocolos de avaliagdo de s€émen de catetos. Uma aliquota de 10uL
de sémen descongelado foi adicionada em 40uL de solucdo fluorescente. Apos 10
minutos, aliquotas das amostras coradas foram avaliadas por microscopia de
epifluorescéncia (Leica - Episcopic Fluorescente Attachment "EFA" Set lampada
haldgena, Suécia). Para cada amostra corada com CFDA/PI, foram contadas 200
espermatozéides e classificados como tendo ou ndo um plasmalema intacta com base na
cor. As membranas celulares corados em verde (CFDA) foram consideradas intactas,
enquanto que aquelas coradas em vermelho (PI) ou parcialmente coradas foram

consideradas como ndo-intactas (SILVA et al., 2006).

3.3.7 Andlise estatistica

Um total de 12 repeticdes foram realizadas para cada tratamento. Os resultados
foram expressos em media e erro padrdo. Os dados foram verificados quanto a
normalidade pelo teste Shapiro-Wilk, e de homocedasticidade pelo teste de Levene,
utilizando o Statview 5.0 (SAS Institute Inc. Cary, NY, EUA). Os valores expressos em
percentuais foram transformados em arco seno. Comparacgdes entre diferentes diluentes
sobre os parametros seminais foram feitas por analise de variancia seguida do teste-t de
Student. O efeito dos diluentes no vigor espermatico foi avaliado pelo teste néo
paramétrico Mann-Whitney. As diferencas foram consideradas significativas quando
p<0,05.

3.4 RESULTADOS

Um total de 15 tentativas para coleta de sémen foram realizadas em oito animais.

Dos ejaculados, apenas doze foram utilizados, os outros trés ejaculados ndo foram



utilizados no experimento, devido ao baixo volume, motilidade, ou vigor. Em relagéo
aos ejaculados incluidos no experimento, dois foram coletados a partir de um macho,
quatro amostras foram coletadas a partir de outro individuo, e seis animais foram
coletados apenas em uma ocasido. Os doze ejaculados utilizados possuiam cor branca e
aspecto aguado. As demais caracteristicas seminais estdo expressas na Tabela 1.

Foi observado em ambos os grupos, que ndo houve declinio na motilidade e
vigor (p>0,05) ao se adicionar o diluente. O contrério ocorreu na adigdo de glicerol
(p<0,05), com reducao significativa da motilidade evigor em todas as amostras (Tabela
2).

O processo de congelagdo e descongelagdo, provocou a diminuicdo das
caracteristicas espermarticas de todos os tratamentos (Tabela 3). No entanto, ndo foram
verificadas diferencas entre as curvas de congelacdo e volumes de palheta (p> 0,05).
Mas, foram verificadas diferencas entre o volume de palhas e as taxas de descongelacdo
a 70 °C/8s (p <0,05). A avaliacédo da integridade de membrana foi realizada soemnte nas
amostras descongeladas a 37°C, devido a baixa sobrevivéncia espermatica observada

imediatamente apds a descongelacdo das amostras a 70°C.



Tabela 4.

Caracteristicas espermaticas do sémen fresco de catetos (Tayassu tajacu) coletado por
eletroejaculacédo. (n = 12 ejaculados).

Média £ DP Variagéo

Volume (mL) 6,8+1,3 1-14.8
Concentracdo espermatica (x10°) 978,3+118,7 780 — 1680
Motilidade espermatica (%) 91,3+1,9 85-95
Vigor (0-5) 4,7+0,1 4-5
Viabilidade espermatica (%) 89,712 80-94
Integridade funcional da membrana 79,2+34 52-93
(%)
Morfologia espermatica

Normal (%) 7747 44 — 96

Defeitos primarios (%) 15+0,8 00-23

Defeitos secundarios (%) 215+3,8 4,0-56

Defeitos totais (%) 23,0+4,7 4,0-56




Tabela 5.

Média £ DP da motilidade espermética e vigor do semen fresco, diluido e
glicerolizado de cateto (Tayassu tajacu), em diluente ACP-116¢c ® (n=12),
usando procedimento de congelacdo curto e longo.

Sémen Protocolo de Motilidade (%) Vigor (0-5)
congelacéo

Fresco 91,25+ 1,9 4,67 +0,142

Diluido 81,67 3,42 4,17 £0,172

Glicerolizado Lento 63,75 + 3,95 3,0%0,17°
Répido 67,92 + 3,67 3,17+0,2°

% Na mesma coluna, subscritos diferentes correspondem a diferenca estatistica significativa
(p <0,05).






Tabela 6.

Carcteristicas pds-descongelacdo do sémen de catetos (n=12), diluido em agua de coco em p6 (ACP-116c®) submetido a diferentes curvas de congelacdo (A, lenta e B, rapida), volumes
de palheta (0,25 e 0,5ml) e temperaturas de descongelagdo (37°C/60 s e 70°C/3s).

ACP A/0,25ml/37°C  ACP A/0,25ml/70°C  ACP A/0,5ml/37°C  ACP A/0,5mlI/70°C  ACP B/0.25ml/37°C  ACP B/0.25ml/70°C  ACP B/0,5ml/37°C ACP B/0,5ml/70°C

Motilidade espermatica 35,83 + 6,337 0,0+0,0° 38,75 + 6,86%°¢ 9,58 + 4,747 42,08 + 8,08%¢ 0,85 0,249 41,67 + 6,589 20,0 + 8,16*Cd& N
(%)
Vigor (0-5) 2,67 +0,25° 0,0+0,0° 2,5 +0,15%¢¢ 0,92 + 0,4Pc4f 2,75 +0.33%¢ 0.25 +0.25° 2.84 +0.17%bce9 1.42 + 0.430cden
Viabilidade espermatica 42,92 £4.73° 17.0£39° 36.34 £3.73° 2742 £4.11° 35.58 + 5.42° 19.84 £ 4.0° 37.755.6° 34,5+ 567
(%)
Teste hiposmético(%) 29.67 +1.8° 16.5 + 2.53°¢ 26.67 +4.31%¢ 19.25 +3.23° 29.84 +3.58%¢ 19.34 + 6,64 9.34 + 4.21° 0.208 + 0.02°¢
Integridade da 24,25 +6,2° - 31,72+7,8 - 22,75 +4,2° - 15,76 + 3,5% -
membrana(%)
Morfologia espermatica

Normal (%) 53,91 +7,73° 72,67 + 4,59° 60,67 + 7,64 60,0 £ 7,53 58,17 + 8,03 65,75 6,8 64,42 + 5,62 65,84 + 6,43

Defeitos 2,73 +1,822 0,0£0,0° 4,43 +0,85° 1,48 +1,.28 3,19 + 1,548 1,17 £1,12¢ 4,04 + 1,842 0,67 % 2,56
primarios(%)

Defeitos 43,35 +1,03 27,67 + 4,68 35,07 +0,85° 38,52 + 1,6 38,64 + 1,54° 33,08 +1,24° 31,54 + 1,842 32,67 + 2,56
secundarios(%)

Defeitos totais (%) 46,08 +7,73¢ 27,67 + 4,68 39,34 + 7,65 40,0 + 7,53 41,83 + 8,03 34,25 + 6,8 35,58 + 5,622 33,34 + 6,66°

abcdeton Na mesma coluna, subscritos diferentes correspondem a diferenca estatistica significativa (p < 0,05),






3.5 DISCUSSAO

No presente trabalho foi observada uma influéncia da temperatura de
descongelacéo sobre as amostras, ndo havendo diferenca no uso da curva de congelagéo
e do volume da palheta usados para a criopreservagédo. Castelo et al., (2010), testaram
diferentes temperaturas de descongelagdo no sémen de catetos; 37 °C por 1min ou 55
°C por 7s, seguido de um adicional 30s a 37 °C, utilizando Tris-frutose e Tris-glicose
como diluentes, ndo observando diferenga entre as amostras (p>5).

Na presente pesquisa, observou-se que todas as amostras sofreram uma reducéo
nos parametros seminais apds a descongelacdo (p < 0,05). Uma das causas desta
ocorréncia, é que durante a remogdo de um crioprotetor, as células incham, inicialmente,
devido a um influxo de &gua e, lentamente, voltam ao volume normal quando o
crioprotetor e a 4gua saem da célula. As mudangas na osmolalidade da solucdo podem
resultar em uma significativa perda de integridade funcional, tais como a motilidade dos
espermatozdides, ou mesmo a morte celular sem perda de integridade da membrana
plasmatica (HOLT; ABAIGAR; JABBOUR, 1996).

Watson (1995), tem a hipotese de que as mudancas na temperatura que ocorrem
durante a congelacdo e descongelacdo dos espermatozoides, produzem modificacdes na
membrana espermatica, semelhantes as mudancas que ocorrem durante a capacitacao.
Portanto, a composicdo do diluente e 0s crioprotetores utilizados, sdo fatores
importantes para 0 sucesso na criopreservacdo de sémen (SALAMON, MAXWELL,
2000; VERSTEGEN, OCLIN, IGUER-OUADA, 2005). Portanto, o uso de agentes
crioprotetores ¢ essencial para a viabilidade dos espermatozdides apos a descongelacao,
com o intuito de minimizar a formacdo de gelo intracelular e restringir o efeito da

solugéo (GARDE et al., 2008).



Para Travers et al. (2011) para limitar o risco de crio-les&o, trés pontos principais
devem ser definidos em um protocolo de congelacdo: o meio de criopreservagdo em que
as amostras serdo equilibradas antes da congelacdo, que deve conter crioprotetores
penetrantes, para limitar a formagdo de gelo intracelular, e n&o-penetrantes, que
reduzem a formacdo de gelo extracelular; o tempo e temperatura de incubacdo dos
agentes crioprotetores, a baixa concentracdo ndo vai impedir a formacdo de cristais de
gelo, e o excesso serd prejudicial, tanto por um efeito tdxico direto, ou pela desidratagdo
celular excessiva induzida pelas mudancas osmdticas (WOELDERS; CHAVEIRO,
2004 ), e o tipo de protocolo de congelacdo, controlada ou ndo controlada, lenta ou
rapida. A taxa de resfriamento rapido ira limitar o “efeito-solugdo™, mas vai induzir a
formacao de cristais de gelo onde a taxa de resfriacdo mais lenta, ira reduzir a formacéao
de cristais.

Foram testadas diferentes curvas de congelacio (SELLES et al 2003;.
CHEMINEAU et al, 1991, SILVA et al, 2006..), que ndo diferiram em sua aplicagdo. O
efeito da taxa de congelacdo sobre os aspectos bioldgicos foi descrito em detalhes por
Mazur (1970; 1977). Na temperatura sub-zero, taxas de congelacéo lenta resultam em
células para desidratar e compensar a maior concentracao de solutos extracelular devido
a formacdo de gelo. Consequentemente, a concentracdo de soluto intracelular aumenta
levando a choque osmaético (efeito de solucdo). Taxas de congelacdo réapida, no entanto,
resultam em células que ndo tém tempo suficiente para desidratar levando a formacao
de gelo intracelular durante a congelacdo (ANZAR, KROETSCH, BOSWALL, 2011).
Uma tipica relacdo de U invertido existe entre a sobrevivéncia da célula e taxa de
congelacdo (MAZUR et al., 1972). Portanto, uma taxa de congelacdo ideal deve ser
lenta o suficiente para evitar a formacédo de gelo intracelular e rapida o suficiente para

minimizar o chogque osmotico (MAZUR, 1970). A taxa de congelacdo espermatica ideal



varia entre diferentes espécies, ou seja, -50 °C/min a -100°C/min, para touros
(WOELDERS et al., 1997); -15 °C/min até -60°C/min para ovinos (BYRNE et al., 2000;
ANEL et al., 2003), e -30 °C/min até -60°C/min para suinos (FISER; FAIRFULL,
1990).

O procedimento de congelacdo e descongelacdo induzem uma diminui¢do da
viabilidade dos espermatozéides (PURSEL et al., 1978). Tal reducdo pode ser
minimizada por meio da otimizacdo de diferentes etapas envolvidas no processo. Um
aumento na taxa de descongelacdo tem demonstrado reduzir a recristalizagdo de gelo
intracelular, um processo que pode levar a formacdo de cristais de gelo maiores e mais
estaveis que danificam as mitocondrias (COURTENS; PAQUIGNON, 1985; FISER;
FAIRFULL, 1990). Por outro lado, o aquecimento rdpido pode induzir o estresse
osmatico sobre os espermatozoides, devido ao derretimento abrupto da solugdo
extracelular, que pode causar o desequilibrio das taxas de influxo de dgua e saida do
crioprotetor, podendo causar inchago e lise de células (HAMMERSTEDT et al. , 1978;
MAZUR, 1984). Além desses fatores, o padrao de resfriamento e inicio da cristalizacao
do gelo depende das palhetas (JOHNSON et al. 2000), pois a sua configuracdo
geométrica fornece flexibilidade durante esse processo (PACE et al. 1981).

Testamos diferentes volumes de palhetas, 0,25 e 0,5 mL, e ndo foi observada
diferenca entre os parametros das amostras, apos o descongelamento (p> 5). A relacdo
superficie-volume tem implicagdes importantes para o resfriamento, congelacdo e taxas
de descongelagdo (MAXWELL et al. 1995). No entanto, palhetas de 0,25 mL tém maior
relacdo de troca superficie-volume (SENGER et al., 1983), assim, o calor é mais
uniforme e mais rapido durante a congelacdo, em comparacdo com as palhetas de

0,5mL. Porém, palhetas de 0,25 ml s&o mais sensiveis fisicamente ao choque térmico



(STEVENSON et al., 2009). Assim, um cuidado deve ser tomado durante sua remogao
do tanque de nitrogénio liquido e durante o manuseio durante a descongelago.

Estudos anteriores documentaram um aumento pequeno na fertilidade de vacas
utilizando palhetas de 0,25 ml (KROETSCH, 1992; JOHNSON et al, 1995; KAPROTH
et al, 2005). Uma anélise de 15 estudos revelou uma maior probabilidade de
fecundidade (3-4%) utilizando sémen congelado em palhetas de 0,25 ml em comparagéo
com palhetas de 0,5 ml, com uma diferenca real de 0,74% (STEVENSON et al., 2009).
Além disso, palhetas de 0,25 ml sdo mais econémicos com maior capacidade de
armazenamento, em comparacdo as palhetas de 0,5 ml (KROETSCH, 1992;.
JOHNSON et al, 1995). Na cutia (Dasyproscata agouti), Silva et al., 2011 observaram
um efeito negativo da interacdo entre a palheta de 0,5 mL e a descongelacédo a 70 °C/8s
sobre o vigor dos espermatozoides do epididimo. Acredita-se que, quando as palhetas
de 0,50 mL sdo expostas a altas temperaturas, as células sdo submetidas a uma taxa de
degelo ndo homogénea, que pode causar uma ativacdo incompleta do movimento em
algumas células no centro da palha, levando a uma reducdo na vigor espermatico.
Buranaamnuay et al., (2009) considera que em amostras congeladas e descongeladas, a
qualidade do sémen armazedo em palheta de 0,5 mL ndo deve ser melhor do que as de
0,25 mL quando se utiliza 0 mesmo protocolo de congelacgéo e descongelacao.

Em conclusdo, é recomendado que o sémen de cateto criopreservado em ACP®
-116C, pode ser melhor criopreservado usando a curva de congelacdo rapida, que
permite a maximizacdo do tempo durante o processo, e 0 armazenamento em palhetas

de 0,25 ou 0,5mL, para ser descongelado futuramente a temperatura de 37 °C/60s.
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4 PERSPECTIVAS

I. Testar a acdo de outros crioprotetores adicionados a Agua de Coco em P9;

I. Avaliar a acdo de outros marcadores fluorescentes na avaliacdo da integridade e

funcionalidade da membrana plasmatica e acrossomal;

1. Validar o uso da Agua de Coco em P06 na criopreservacio do sémen de outras

espécies silvestres.
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Abstract

The present study is aimed at evaluating the efficiency of a powdered coconut water-
based extender (ACP-116c®) plus different egg-yolk and glycerol concentrations, as an
alternative for the cryopreservation of collared peccary semen. A total of twelve
ejaculates were obtained from captive adult males by electroejaculation, which were
further evaluated for sperm motility, vigor, viability, morphology, and acrosome and
functional membrane integrity. The ejaculates were fractioned in aliquots that were
diluted in Tris plus 10% egg yolk and 3% glycerol or in ACP-116C® plus different
concentrations of egg yolk (10 or 20%) and glycerol (1.5 and 3%). The samples were
frozen in liquid nitrogen, thawed after one month at 37 °C for one min, and evaluated as
reported for fresh semen, and also for sperm membrane integrity using fluorescent
probes. It was observed that the freezing and thawing procedures induced a decrease in
the sperm characteristics when fresh semen was taken as reference. Regarding the
comparison among groups, it was verified that ACP-116C® plus 20% egg yolk and 3%
glycerol provided better results for sperm motility and vigor after thawing than when
compared to Tris extender (P < 0.05). However, no differences were verified among
treatments with regard to the other sperm characteristics (P > 0.05). In conclusion, a
coconut water-based extender, ACP-116C®, plus 20% egg yolk and 3% glycerol can be

efficiently used for the cryopreservation of collared peccaries semen.

Keywords: Tayassu tajacu; Semen; Cryopreservation; Coconut water



1. Introduction

For several years, the collared peccaries (Tayassu tajacu) have been under constant
threat of predatory hunting in Latin American countries [1]. As a result, these animals
have been recently classified as vulnerable to extinction in Brazil, and are in particular
considered as critically threatened in the Caatinga and Atlantic Forest biomes [2]. The
development of protocols for the storage of collared peccary semen would allow the
formation of germplasm banks and thereby its use in captive breeding programs.
Nevertheless, the literature on sperm cryopreservation in this specie is still scarce, and
only Tris-based extenders have been used for this purpose until now [3,4].

The use of coconut water-based extenders has been proposed in the search for
alternative semen extenders that are non-toxic, buffering, low cost, practical and
effective [5]. Coconut water is a solution composed of salts, proteins, sugars, vitamins,
neutral fats, inducers of cell division and various electrolytes, which provides the
nutrients necessary for the preservation of cells [6]. The coconut water extender in
powdered form (ACP®, ACP Biothecnology, Fortaleza, Brazil) thus emerges as an
alternative for use in semen technology, which allows its use even in regions where the
fruit of Cocus nucifera does not occur naturally [7]. The ACP® was demonstrated as an
efficient extender for the conservation of sperm obtained from various species such as
dogs [7], fishes [8], boars [9], and agoutis [10]; however, there is no such report in the
collared peccary specie.

Glycerol is the most common cryoprotectant employed in different species for
semen cryopreservation, including the collared peccary [3,4]. The ideal glycerol

concentration in the extender represents a balance between its toxic and protecting



effects, as high concentrations can also affect the fertilizing capacity of the sperm [11].
In addition, the hen’s egg yolk has been added to the semen extenders for protecting the
sperm membrane, by restoring the phospholipids lost during thermal shock that occurs
during the initial cooling of semen [12]. As it also has a buffering capacity, the amount
of egg yolk in the media varies according to the buffering capacity of the other
components of the extender [13].

The present study is aimed at evaluating the efficiency of a powdered coconut
water-based extender (ACP-116¢®) plus different egg-yolk and glycerol concentrations,

as an alternative for the cryopreservation of collared peccary semen.

2. Materials and methods

The ethics committee of the UFERSA has approved the experimental protocols
as well as the animal care procedures adopted (Process n° 23091.0253/114). The
reagents used in the present study were obtained from Sigma—Aldrich (St. Louis, MO,

USA).

2.1. Animals

A total of nine sexually mature male collared peccaries of age 40.7 £ 1.6 months
and weight 22.5 + 2.8 kg were included in the study. The animals belonged to the
Centre of Multiplication of Wild Animals from UFERSA, located in northeast Brazil
(Mossor6, RN, Brazil; 5° 100” S, 37° 100 W). The region is subject to a typical semi-
arid climate with an average annual temperature of 27 °C. The animals were isolated

from the females for a period of six months prior to the commencement of the study and



were kept under a 12 h natural photoperiod. Subsequently, they were divided into
groups of four and five animals and maintained outdoors in paddocks (20 m x 3 m) with
a covered area of (3 m x 3 m). The animals were fed on a diet of sow food and fruits,

and water was provided ad libitum.

2.2. Anesthesia

The animals were kept in fasting condition for 12 h prior to starting the
experiments. They were then physically restrained using a hand net and anesthetized
using intravenous administration of propofol (Propovan®, Cristalia, Fortaleza, Brazil),
given as a bolus (5 mg/kg) [14]. When the animal showed signs of awakening,
additional propofol (approximately 1.25 mg/kg) was given to prolong the anesthesia.
During the procedure, an indwelling venous catheter was inserted into the cephalic vein
for fluid therapy (0.9% physiological saline solution), and the physiologic parameters

were monitored.

2.3. Semen collection

The animals were kept in lateral recumbency, and semen was collected using an
electroejaculator (Autojac®, Neovet, Campinas, SP, Brazil) connected to a 12 V source.
The stimulatory cycle included 10 stimuli in each voltage, starting from 5 V, and
followed by a voltage increase in steps of 1 V up to 12 V. Each electrical stimulus
lasted for 3 s, with intermittent breaks of 2 s. The stimuli cycle was maintained for a
duration of 10-min from the beginning of the procedure. The electroejaculator probe

measured 15 cm in length and 1.3 cm in diameter; a length of 12 cm was inserted into



the rectum of the male [3,4]. The semen was collected in plastic tubes and immediately

evaluated.

2.4. Semen evaluation

The semen volume was measured by micropipettes, and the color of the semen
was noted. Sperm motility and vigor (0 —5) were assessed immediately by evaluating a
sample (5pL) under light microscopy at 100 and 400x magnification. Brome-phenol
blue-stained smears [15] were prepared with 5 pL of semen for evaluating the sperm
viability and morphology, and acrosome integrity using light microscopy (1000x),
counting 200 cells per slide. The morphologic defects detected in the sperm were
classified as primary or secondary. Following the initial assessment, a 5 pL semen
aliquot was diluted in 10% buffered formalin (1 mL) and the sperm concentration was
determined using a Neubauer counting chamber. The functional integrity of the sperm
membrane was evaluated by a hypo-osmotic swelling (HOST) test, using distilled water
(0 mOsm/L) as the hypo-osmotic solution [16]. An aliquot (0.01 mL) of semen was
diluted in 0.09 mL hypo-osmotic solution and kept in a water bath at 38 °C. After 45
min, an aliquot of semen was placed on a glass slide, covered by a coverslip, and
evaluated by phase-contrast microscopy (400x), counting 200 cells. Sperm with swollen

coiled tails were considered to have a functional membrane.

2.5. Extenders and freezing—thawing procedures

A Tris-based extender was used as a control group. This extender was comprised

of 3.028 g Tris-hydroxymethyl-aminomethane, 1.78 g monohydrated citric acid, and



1.25 g D-fructose dissolved in 100 mL ultrapure water [3]. The extender osmolarity was
295 mOsm/L and the pH was 6.6. Further, 10% egg yolk was added to this extender.

The ACP® used in the experiment was registered as ACP-116¢® for use in the
cryopreservation of the collared peccary semen. ACP-116¢® is composed of dehydrated
coconut water and pH regulators. A vial of ACP-116c® contains 12 g of the product,
which must be diluted with 50 mL of distilled water according to fabricant
recommendation (ACP Biotecnologia, Fortaleza, Brazil). After reconstitution, the
extender pH was 7.4 with an osmolarity of 307 mOsm/kg. This extender was tested with
the addition of 10% (group ACP10) and 20% (group ACP20) egg yolk.

The semen samples were divided into three aliquots immediately after collection
and initial evaluation. After dilution in Tris, ACP10 or ACP 20, all samples were stored
in a water jacket (30 mL) at 27 °C and equilibrated for 240 min to reach 5 °C in a
refrigerator. Subsequent to cooling, the control sample was added to Tris plus 6%
glycerol (also at 5 °C), which resulted in a final concentration of 3% glycerol in the
extender. The test samples were divided in other two aliquots and to both were added 3
and 6% glycerol, which resulted in a final concentration of 1.5 and 3% glycerol. After
second dilution, there were four groups: ACP10-1.5, ACP10-3, ACP20-1.5, and
ACP20-3. For all samples, the final dilution resulted in a sperm concentration of
100x10° sperm/mL. The sperm motility and vigor were evaluated immediately after the
addition of glycerol. The samples were packed into 0.25 mL plastic straws and placed
horizontally in an insulated box for 20 min, at 3 cm above the liquid nitrogen (N) level.
Finally, the straws were plunged into liquid N, for storage. After 1 month, the samples
were thawed by immersing the straws in a water bath at 37 °C per min. The semen was
immediately evaluated, as reported for fresh semen. In addition, sperm plasma

membrane integrity was assessed by fluorescent probes as it will be described further.



2.6. Evaluation of post-thaw sperm plasma membrane integrity

Plasma membrane integrity was assessed with a fluorescent solution containing
fluorophores 6-carboxy- fluorescein diacetate (C-FDA) and propidium iodide (PI).
Initially, fresh ejaculates were used for standardizing the protocols for the evaluation of
collared peccary sperm. One aliquot of 10uL thawed semen was extended in 40uL
fluorescent solution. After ten minutes, slides of the stained samples were evaluated by
epifluorescence microscopy (LEICA — Episcopic Fluorescent Attachment “EFA”
Halogen Lamp Set, Sweden). For each sample stained with CFDA/ PI, 200 sperm cells
were counted and classified as having or not having an intact plasmalemma based on the
color. The cell membranes stained in green (CFDA) were considered intact, while those

stained in red (PI) or partially stained were considered as non- intact [17].

2.7. Statistical analysis

A total of 12 replicates were performed for each treatment. The results were
expressed as mean and standard error. Data were checked for normality by the Shapiro—
Wilk test, and for homoscedasticity by Levene’s test using the Statview 5.0 (SAS
Institute Inc. Cary, NY, USA). The values expressed in percentages were Arcsine
transformed. Comparisons among different extenders on the seminal parameters were
made by the variance analysis followed by the student’s t test. The effect of the
extenders on sperm vigor was evaluated by the nonparametric Mann-Whitney test.

Differences were considered significant when P < 0.05.



3. Results

3.1. Fresh and extended semen

A total of 20 attempts for semen collection were conducted in 9 animals, out of
which successful ejaculation was achieved only in 7 animals, from which 17 ejaculates
were obtained (17 of 20 — 90% success in collecting an ejaculate). From those ejaculates
only twelve were used; the other five ejaculates were not used in the experiment owing
to low volume, motility, or vigor. Regarding the ejaculates included in the experiment,
two ejaculates were collected from each of the 3 animals, three other males ejaculated
only in one occasion, and three samples were collected from one male. The twelve
ejaculates used were white and watery, with an average volume of 2.8 + 0.7 mL. The
other semen characteristics are expressed in Table 1.

It was observed that in any group, addition of the extenders provoked no decline
in the sperm motility and vigor (P > 0.05). Otherwise, glycerol addition significantly (P

< 0.05) reduced the sperm motility and vigor in all the samples (Table 2).

3.2. Post-thaw sperm characteristics

The freezing and thawing procedures induced a decrease in the sperm
characteristics when fresh semen was taken as reference (Table 3). Regarding the
comparison among groups, it was verified that ACP-116¢® plus 20% egg yolk and 3%
glycerol provided better results for sperm motility and vigor after thawing than Tris
extender (P < 0.05). However, no differences were verified among treatments with

regard to the other sperm characteristics (P > 0.05).



4. Discussion

The concept of ex situ genetic management of small captive populations of
endangered species, such as the collared peccary, with a view to re-introduce them into
the wild, is attracting increasing interest [18]. Further, the development in
biotechnology of sperm cryopreservation offers an opportunity to maximize the
reproductive potential of this species, thus contributing both to its preservation as well
as to the development of strategies for its production in captivity breeding programs.
This second goal is especially interesting since collared peccaries are important as well
for the economy of Latin American populations owing to the trade of the meat and pelts
that are well-accepted in the international market [1].

In the present research, it was observed that all the samples suffered a reduction
in semen parameters after thawing regardless of the extender. In fact, it is known that
the sperm undergo successive and opposite changes in cell volume by osmotic changes
caused during glycerol addition, freezing, and thawing [19]. Moreover, the fluidity and
functional properties of the sperm membranes are modified for the temperature
decreases during the cooling and freezing phases, as well as during thawing [20]. This
results in a reduction of their selective permeability, which ultimately leads to a major
influx of calcium [21]. The plasma membrane is the primary site of injury for
cryopreserved sperm and the main damage occurs during freezing and thawing [22],
resulting in a substantial loss of viability.

The results obtained with Tris-based extender after thawing were similar to those

previously reported in the literature [3,4]. However, it was demonstrated that ACP-



116¢® could be efficiently used as an alternative for semen freezing in collared
peccaries. Also, the use of ACP-116¢® plus 20% egg yolk and 3% glycerol promoted a
significantly better preservation of the sperm motility and vigor when compared to Tris.
The biochemical characteristics of the ACP® are very similar to those of fresh coconut
water. In addition to its rich composition [6], coconut water is also comprised of
arginine, lysine, and high concentrations of Na* and K™ which are important factors for
the reversible suppression of sperm motility and longevity in the honey bee [23].
Furthermore, it was previously demonstrated that indole-3-acetic acid (IAA), a vegetal
hormone present in coconut water, could enhance the conservation of sperm of swine
[24], which is a domestic species more closely related to the collared peccary [25].

It should be mentioned that no significant differences were evidenced among
groups formed by ACP-116¢®; however, higher numerical results for sperm motility
and vigor were obtained when 20% egg yolk plus 3% glycerol were used, which were
also significant different from the Tris-based extender. These results are similar to those
reported for domestic swine in which the extenders used for the sperm cryopreservation
are usually added by 20% egg yolk [26,27]. No differences were evidenced among
treatments with regard to other sperm characteristics. It is reported that high egg yolk
concentrations do not interfere with the results of sperm vitality and morphology [28].

Since glycerol is the main cryoprotectant used for freezing the semen obtained
from various species, concentrations below 2% or above 6% are reported to be
deleterious owing to the low cryoprotectant activity or the toxicity to the sperm,
respectively [29]. In the present study, no differences were evidenced for ACP-116c®
when 1.5 or 3% glycerol concentrations were used for collared peccary semen. Similar
results were reported for domestic swine wherein the general view is that relatively low

concentrations of glycerol (1 to 3%) are required for maximum post-thaw survival. This



is stated owing to the belief that the primary cryoprotective effect of glycerol on swine
sperm might be extracellular [30].

It is proposed that glycerol, as well as other penetrating cryoprotectants, are
osmotically active that change the water content and cause stress while entering or
exiting the cell [31]. In the specific case of pig sperm, these cells use glycerol as a
carbon source, even in the presence of other substrates such as glucose [32]. Beside,
extenders with glycerol addition to the egg yolk have a synergic effect, increasing the
post-thaw survival of sperm cells [33]. The greater sperm survival of the samples frozen
in extenders can thus be attributed to a reduction in the osmotic stress, owing to the
combination of cryoprotectants used in the extender.

In general, the use of additives improves the quality of preserved sperm. It is
speculated that the benefit of this association might be attributed to the different nature
of the molecules involved in their effect. Egg yolk addition improves the sperm viability
during storage [34]. Glycerol inclusion to extenders with egg yolk has shown a
synergistic protective effect during cooling and freezing [35]. The cryoprotectant
concentrations for the freezing of semen should be chosen such that the osmotic
tolerance limits of the cells are not exceeded. Both the loss in cell viability due to
exposure to cryoprotectants as well as cell survival after freeze-thaw and return to
isosmotic conditions should be taken into consideration while designing
cryopreservation protocols [36].

The present research involves an attempt to improve the semen freezing
protocols thereby aiming at the formation of a germplasm bank for collared peccaries. It
was demonstrated that a coconut water-based extender, ACP-116¢®, could be efficiently

used for the cryopreservation of semen of this species. The addition of 20% egg yolk



and 3% glycerol to this extender is recommended in order to achieve better results for

the semen preservation.
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Table 1.

Sperm characteristics in fresh ejaculates of collared

collected by electroejaculation. (N = 12 ejaculates).

peccaries (Tayassu tajacu)

Mean + SEM Range

Volume (mL) 28=+0.7 06-75
Sperm concentration (x10°) 765 + 313.7 150 — 4130
Sperm motility (%) 86.7 £ 2.6 50-95
Vigor (0-5) 4.4+0.3 3-5
Sperm viability (%) 923+1.6 83-100
Hyposmotic swelling test (%) 75.3+2.3 65.0 — 86
Sperm morphology

Normal (%) 83.2+2.2 67 — 92

Primary defects (%) 0.7+04 0-3

Secondary defects (%) 16.7+23 8-33

Total defects (%) 6.8+22 8-33
Acrossomal integrity (%) 100+ 0 100 — 100




Table 2.
Mean = SEM values for sperm motility and vigor in fresh, extended and glycerol-added

semen (n=12) from collared peccaries (Tayassu tajacu) using extenders based in Tris
(control group) and powdered coconut water (ACP-116c¢) plus different concentrations
of egg yolk (EY) and glycerol (GLY).

Semen Extender Motility (%) Vigor (0-5)
Fresh 86.7 +2.6° 4.4+0.3°
Extended Tris 75.4 +3.3° 3.7+0.2°
ACP plus 10% EY 775+3° 3.7+0.1°
ACP plus 20% EY 79.2 + 3.8 3.8+0.2°
Glycerol added  Tris 49.6 + 6.5 25+23"
ACP plus 10% EY 61.7 + 5.4° 2.9+0.3°
and 1.5% GLY
ACP plus 10% EY 54.2 + 6° 31+0.2°
and 3% GLY
ACP plus 20% EY 57.9 + 6.6° 3+0.2°
and 1.5% GLY
ACP plus 10% EY 57.5 +6.3° 31+0.3°
and 3% GLY

2P ¢\Within a column, means without a common superscript differ (P < 0.05).



Table 3.
Characteristics of frozen-thawed sperm from collared peccaries (N=12), extended in Tris
(control group) or powdered coconut water (ACP-116¢®) plus different egg yolk (EY) and

glycerol (GLY) concentrations.

Tris ACPplus ACPplus  ACPplus  ACP plus
10% EY 10% EY 20% EY 20% EY
and 1.5% and 3% and 1.5% and 3%
GLY GLY GLY GLY
Sperm Motility (%) 30.4 + 334+ 40.8+6.9" 446+6.2" 483+6.1°
5.7° 5.5%
Vigor (0-5) 24+02° 30+02° 29+02° 30+02° 28%02°
Sperm viability (%) 366+ 42.7+48 404+53 41.7+4 4531438
5.6
Hyposmotic swelling 50+5.8 50.3+6.5 61.17 £ 575+57 59.9+5.0
test (%) 5.62
Sperm membrane 341+ 30+6.8 33.3+79 33465 258%50
integrity (%) 7.1
Sperm morphology
Normal (%) 646+ 634160 6584+53 575157 64. 75+
5.4 5.6
Primary defects 31+11 09+05 6.75+393 234+0.76 3.25+0.9
(%)
Secondary defects 33.2+ 367+£6.0 2734+58 369+69 320+58
(%) 5.6
Total defects (%) 363+ 36.6+6.0 34.08+53 30.6+3.92 3525+56
5.3
Acrossomal integrity 100+ 0 100+0 100+0 99.83 + 100.0£0.0
(%) 0.16

“DWithin a row, means without a common superscript differ (P < 0.05).






