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EFEITO DOS PROCESSOS DE CENTRIFUGACAO, DILUICAO E
DESCONGELACAO SOBRE A QUALIDADE DO SEMEN DE CATETOS (Tayassu
tajacu, Linnaeus, 1758)

CASTELO, T. S. Efeito dos processos de centrifugacio, diluicao e descongelacio sobre a
qualidade do sémen de catetos (Tayassu tajacu, Linnaeus, 1758). 2010. 100f. Dissertacio
(Mestrado em Ciéncia Animal: Producdo e Reprodugdo Animal) — Universidade Federal
Rural do Semi-arido (UFERSA), Mossor6-RN, 2010.

RESUMO - Avaliou-se o efeito da centrifugacdo e da utilizacdo de diluentes a base
Tris suplementados com diferentes agtcares além de diferentes taxas de descongelacdo sobre
os padrdes cinemdticos de motilidade e outras caracteristicas do sémen congelado-
descongelado de catetos em cativeiro. O s€émen de 13 catetos foi coletado por eletroejaculacio
e avaliados subjetivamente e através de andlise computadorizada (CASA) para motilidade,
vigor. Outras caracteristicas como viabilidade espermatica, integridade da membrana e
morfologia dos espermatozdides também foram avaliadas. O sémen foi dividido em quatro
aliquotas: duas foram submetidas a centrifugacdo e em seguida diluidas, uma em tris
acrescido de frutose e a outra em tris acrescido de glicose, as outras duas forma
imediatamente diluidas da mesma forma. Gema de ovo (20%) e glicerol (6%) foram
adicionados para todos os grupos. As amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e
descongeladas usando duas taxas de descongelagcdo (37°C/1min e 55°C/7s). Os resultados
demonstraram uma reducdo na motilidade total imediatamente apds a diluigdo em ambos
diluentes para as amostras centrifugadas, bem como em alguns pardmetros cinematicos como
BCF, LIN e STR além do aumento no nimero de alteracdes morfoldgicas totais e secundarias
independente do acticar utilizado (P<0,05), tendo em vista ndo ter apresentado diferencas
entre os diluentes suplementados com frutose ou glicose em nenhum momento (P> 0,05).
Além disso, nenhuma interacfo entre a suplementacdo de acticar e as taxas de descongelacio
foi observada para qualquer parametro seminal avaliado (P> 0,05). Em conclusdo, ndo é
necessdrio centrifugar o ejaculado de catetos antes dos procedimentos de congelacdo e
descongelagdo, para os quais pode-se utilizar um diluente a base de Tris suplementado tanto
com frutose ou glicose, bem como utilizando taxas de descongelacdo diferentes (37°C/1min e
55°C/7s).

Palavras-Chave: sémen cateto (Tayassu tajacu), criopreservagio, centrifugacio, diluentes,
actcares, taxa de descongelacio



EFFECT OF THE PROCEDURES FOR CENTRIFUGATION, DILUTION AND
CRYOPRESERVATION ON THE QUALITY OF THE SEMEN OF COLLARED
PECCARY (Tayassu tajacu, Linnaes, 1758)

CASTELQ, T.S. Effect of the procedures for centrifugation, dilution and thawing on the
quality of the semen of collared peccary (Tayassu tajacu, linnaes, 1758). 2010. 100p.
Thesis (Master’s degree In Animal Science: Animal Production and Reproduction) -
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6-RN, 2010.

ABSTRACT: We evaluated the effect of centrifugation and the use of Tris-based
extender supplemented with different sugars as well as different rates of thawing on the
kinematic pattern of motility and other characteristics of frozen-thawed semen from captive
collared peccaries. Semen from 13 collared were collected by electroejaculation and evaluated
subjectively for motility, vigor and by computer analysis (CASA). Other features such as
sperm viability, membrane integrity and morphology of spermatozoa were also evaluated.
Semen was divided into four portions: two were subjected to centrifugation and then diluted
in a tris plus fructose and the other in tris supplemented with glucose, the other two forms
were immediately diluted in the same way. Egg yolk (20%) and glycerol (6%) were added to
all groups. The samples were frozen in liquid nitrogen and thawed using two thawing rates
(37°C/1min and 55°C/7s). The results showed a reduction in total motility immediately after
the dilution using both extenders and interference in some kinematic parameters such as BCF,
LIN and STR for the samples centrifuged, , in addition, an increase in the number of total and
secondary morphological defects were observed in centrifuged samples, independent to the
sugar used (P <0.05). No significant differences among the extenders supplemented with
fructose or glucose were verified at any time (P> 0.05). Furthermore, no interaction between
the supplementation of sugar and thawing rates were observed for any semen parameter
evaluated (P> 0.05). In conclusion, it is not necessary to centrifuge the semen from collared
prior to the procedure of freezing and thawing, which can be achieved through a Tris-based
extender supplemented with either fructose or glucose, as well as using different thawing rates
(37°C/1min and 55°C/7s).

Keywords: semen, collared peccary (Tayassu tajacu), cryopreservation, centrifugation,
extenders, sugars, thawing rate.
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1 CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1.1 SITUACAO E DESAFIO

Os “porcos do mato” pertencem a ordem Artiodactila, a sub-ordem Suiforme e a
familia Tayassuidae. S@o conhecidos popularmente como cateto, caititu, taititu, javalina,
pecari, pecari-de-coleira ou porco-do-mato. 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 (7. tajacu), habita as regides desérticas, as
estepes dridas e as florestas baixas (CAVALCANTE-FILHO, 1996).

O cateto € um animal agressivo, pelo instinto de defesa, porém o desmatamento e a
caca predatéria tornaram-se ameacas concretas para espécie. Em alguns lugares, a populacio
do animal ja diminuiu drasticamente. Diante do quadro de ameaga do cateto, surge a
preocupacio da criacdo do animal em cativeiro com o intuito de diminuir a caca predatdria e
também fornecer uma fonte alternativa de proteina para populacdo. A criacdo legalizada de
animais silvestres vem ganhando cada vez mais for¢a no Brasil IBAMA, 1997). A criacdo do
cateto € uma alternativa em termos da producdo de uma carne com grande aceitagdo devido
ao seu paladar suave e aos baixos niveis de colesterol (NOGUEIRA FILHO et al., 1999).
Esta criagdo permite, ainda, uma produgdo de peles de boa qualidade, com grande demanda
no mercado internacional para a fabricacdo de artigos de luxo como calgados finos, luvas e
casacos (DEUTSCH; PUGLIA, 1988; BODMER et al., 1997). Além disso, pode promover a
preservacdo e gerenciamento da biodiversidade local (ALBUQUERQUE, 2007). Ainda, a
producdo de catetos pode se tornar uma solu¢do para o aproveitamento das dreas
improdutivas de propriedades rurais, uma vez que se trata de uma espécie ja adaptada as
condicdes geogrificas da regido do semi-drido nordestino (NOGUEIRA FILHO et al., 1999).

O sucesso dessa nova atividade econdmica, no entanto, implica em um bom
conhecimento da biologia da espécie em cativeiro, inclusive de seu comportamento e
reproducdo. Para a aplicagio bem sucedida da reproducdo assistida € necessario
conhecimento prévio sobre a fisiologia reprodutiva da espécie de interesse, como as

caracteristicas normais do ejaculado. Além disso, o estudo da coleta, avaliacdo e preservacio
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do s€men torna-se essencial a programas de reproducio no intuito de torni-lo mais eficiente
(MORATO et al., 1998).

Intensa investigacdo é necessaria para o desenvolvimento de métodos de preservacdo
confidveis em animais selvagens. Essa investigac@o precisa ter énfase nas variagdes espécies
especificas encontradas na fisiologia celular dos espermatozédides, bem como sobre as
transformagdes especificas que gametas sofrem durante a refrigeracdo, congelacdo e
descongelagao (FICKEL et al., 2007). No entanto, os protocolos de congelacdo de
espermatozéides envolvendo o uso de diluentes, a escolha dos agucares, processo de
refrigeracdo e aquecimento t€ém como seu principal objetivo manter a motilidade espermatica
e viabilidade normal, através da prevencdo da formagdo de cristais de gelo intracelular letal
reduzindo danos ao acrossoma e a membrana plasmatica durante a criopreservacdo (HU et al.,
2009).

Outro ponto que pode influenciar a qualidade seminal ap6s a criopreservagdo € o
processo de centrifugacdo onde ja foi descrito efeitos diferentes em diferentes espécies, ou
seja, existe bastante controvérsia. Ainda, o sémen criopreservado apresenta uma reducdo
significativa da viabilidade ap6s a descongelacdo, procedimento este que pode provocar danos
ultra-estruturais, bioquimicos e funcionais aos espermatozdides (SALAMON; MAXWELL,
1995). Portanto, varios estudos tém sido conduzidos a fim de determinar a taxa ideal para a
descongelagdo do sémen de diferentes animais, como varrdo (ERIKSSON; RODRIGUEZ-
MARTINEZ, 2000), carneiro (PAULENZ et al, 2004) e cdes (NOTHLING;
SHUTTLEWORTH, 2005).

Desta forma, sendo o cateto uma espécie silvestre onde pouco se sabe sobre a
fisiologia do seu s€men, faz-se necessario estudos sobre os agucares adicionados ao diluente
na criopreservacdo, bem como a influéncia do processo de centrifugacdo e a taxa de
descongelagdo ideal a fim de obter uma melhor recuperagdo de espermatozéides vidveis apds

a congelacdo e descongelacio.
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1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 ASPECTOS GERAIS DOS CATETOS

Sao semelhantes ao porco doméstico e ao javali (BODMER et al, 1997; COSTA et al,
2005). Porém, esta espécie se separou da familia Suidae hid dezenas de milhdes de anos
(BENIRSHCHKE, 1974). Portanto, apesar de serem semelhantes aos suinos domésticos e ao
javali, os catetos ndo sdo porcos, diferindo dos mesmos em alguns aspectos, como por
exemplo, presenca de pré-estdmagos (CAVALCANTE FILHO, 1996), vesicula biliar ausente,
membros pélvicos contendo trés digitos e pela presenca de uma glandula de cheiro na regido
dorsal préxima a cauda, cuja secrecdo tem odor forte e coloragdo esbranquicada (SOWLS,
1984), tendo, certamente, um grande papel no reconhecimento individual e movimento do
bando, porqué freqiientemente esfregam o focinho nas glandulas de seus congéneres
(WALLACH; BOEVER, 1983).

Eles possuem orelhas e olhos pequenos, nariz em forma de tromba, cauda muito curta,
corpo coberto por pélos grosseiros, membros proporcionalmente delgados, em contraste com
0 corpo robusto, e dentes caninos superiores relativamente pequenos, pontudos cortantes e
dirigidos para baixo (ORR, 1986). Entre a visdo, o olfato e a audi¢do, a visdo é o sentido
menos desenvolvido no cateto. O olfato é o mais desenvolvido e é usado para encontrar raizes
e bulbos a uma profundidade superior a 0,5 m (SIMPSON, 1984).

Os catetos podem ser encontrados do Arizona, nos Estados Unidos, a Argentina,
podendo utilizar variados habitats, incluindo florestas timidas, xeréfilas e desertos (MAYER ;
WETZEL, 1987; EISENBERG ; REDFORD, 1999). Os grupos destas espécies podem variar
de 5 a 50 individuos (CASTELLANOS, 1983; 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, bem como em cativeiro, nas regides tropicais, estes animais tem
uma atividade predominantemente diurna (CASTELLANOS, 1983; TABER et al., 1993;
JUDAS; HENRY, 1999). Os individuos desta espécie sdo, em sua maioria, herbivoros e

alimentam-se basicamente de fruta dos cactos, raizes, tubérculos, fungos e folhas, mas
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ocasionalmente comem serpentes e outros pequenos vertebrados (NOWAK; PARADISO,

1983).

1.2.2 ASPECTOS REPRODUTIVOS DOS CATETOS

Apesar de pertencerem a uma familia separada daquela a qual pertencem os suinos
domésticos (Sus scrofa), devido a similaridades gerais com esta espécie, muitas informacdes a
respeito do comportamento e fisiologia reprodutivos destes dltimos t€m sido extrapoladas aos
catetos (WISLOCKI; DEMPESEY, 1931; MAYOR et al., 2006).

Do ponto de vista anatdmico, os catetos possuem a bolsa escrotal localizada entre a
regido inguinal e perineal, a qual apresenta alguns pélos finos e curtos. 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, sendo ambos os testiculos simétricos. A maturidade sexual nos machos é
atingida aos 11 meses e a das fémeas entre 8 e 14 meses. Durante a cépula, o cortejamento é
iniciado pela fémea. (BELLATONI, 1991).

Com relagdo aos aspectos reprodutivos dos machos dessa espécie, de acordo com
Costa et al., (2009) o cateto apresenta peso testicular médio de 23,7 £ 1,8 g e as células de
Leyding ocupam 12,8 + 1,8% do parénquima testicular. O ciclo espermatogénico e o processo
inteiro da espermatogénese (com base em 4,5 ciclos) apresentam duracio de cerca de 12,3 +
0,2 e 55,1 £ 0,7 dias, respectivamente. A producdo didria de espermatozdides por grama de
testiculo em catetos é de aproximadamente 23,4 + 2 x 10°, que é semelhante a de suinos
domésticos e selvagens (COSTA et al., 2009).

A eletroejaculacdo é considerada o método de elei¢do para obten¢do de sémen,
especialmente para animais silvestres, ja que permite o manuseio do animal vivo (MORALIS et
al., 2002). E utilizada ndo s6 para avaliagdo androlégica, mas principalmente para obtencio de
sémen para estudos de conservagdo e inseminagdo artificial em animais silvestres, eliminando
o contato fisico necessario no momento da cépula ou coleta por vagina artificial e reduzindo
risco da equipe executora do procedimento e de transmissdo de doencas (PLATZ; SEAGER,
1978; TEBET et al., 2000).

Em catetos, ja foram realizadas com sucesso coletas de s€émen por eletroejaculagio

usando-se diferentes protocolos anestésicos como a associagdo da tiletamina-zolazepam
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(COSTA; PAULA, 2005) e o uso do anestésico propofol, tendo este apresentado maior
eficiéncia para obtencdo de espermatozodides vidveis que o protocolo citado anteriormente. No
protocolo de maior sucesso, as coletas foram conduzidas utilizando-se um eletroejaculador
(Eletrojet®, Eletrovet, Sdo Paulo, Brasil), conectado a uma fonte de 12 V, utilizando um
protocolo de estimulacdo continua crescente, iniciando-se com 20 V, seguidos de um
acréscimo de 10 V, até que fossem atingidos 120 V, quando os estimulos eram mantidos até
serem completados cinco minutos desde o inicio do procedimento (SOUSA et al., 2009).

De acordo com Hellgren et al.(1989), foram identificadas trés fracdes existentes no
ejaculado de catetos. A primeira fracdo é limpida, a segunda considerada rica em
espermatozoides e a terceira e ultima € a fracdo gel. Estudos mostram a presenga da fracéo gel
em uma pequena parte dos ejaculados obtidos por eletroejaculagdo. Assim, Costa e Paula
(2005) sugerem que pelo processo de eletroejaculacdo pode existir ejaculagdo incompleta em
catetos. Isso pode ser confirmado tendo em vista que durante a copula natural sdo eliminados
grandes volumes de sémen (45 a 80 mL), este associado a grande quantidade da fragdo gel.

No tocante a morfometria espermdatica do cateto, este apresentou cabeca com 6 um de
comprimento, 4 pm de largura, peca intermedidria e cauda medindo 11,17 £ 1,7 um e 26,56 +
1,99 um de comprimento, respectivamente (SOUSA, 2008).

De acordo com Sousa et al. (2009), o ejaculado desta espécie obtido por
eletroejaculcdo apresenta volume médio de 2,8 mL, com concentragio de 67,7 x
106espermatozoides /mL, possui motilidade de 75,4% com 81,1% de espermatozoides vivos,

81% de células morfologicamente normais e 77% de acrossoma integros.

1.2.3 AVALIACAO SEMINAL

Uma vez coletado o s€men, o mesmo deve ter sua qualidade avaliada com base em
parametros macroscOpicos, como aparéncia e volume, e pardmetros microscopicos como
motilidade, concentragdo, morfologia e viabilidade espermadtica entre outros (ZAMBELLI ;
CUNTO, 2006). Segundo Derivaux (1980), a avaliacdo da motilidade espermética é definida
como o percentual de espermatozdides mdveis em uma amostra e sua intensidade de
movimento. A avaliagdo da motilidade deve ser realizada imediatamente apds a coleta ou

descongelagdo do sémen através da microscopia éptica. Posteriormente, deve-se avaliar o
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status de motilidade ou vigor espermatico, que é a qualidade da motilidade exibida pelos
espermatozéides méveis (SEAGER; FLETCHER, 1972) esse parametro é expresso em uma
escala que vai de 0 a 5, cujas classificacdes sdo subjetivas variando conforme o autor.

Juntamente como as avaliacdes citadas anteriormente também deve ser realizada a
avaliacdo da funcionalidade da membrana chamado de teste hiposmético (HOST). Este teste
baseia-se na observacdo de que um espermatozéide, com uma membrana celular integra, se
colocado em solugdo hiposmotica, permite a passagem da dgua pela membrana celular até o
restabelecimento do equilibrio osmético entre os fluidos extra e intracelular. Com o influxo da
dgua para o interior da célula, hd uma edemaciagdo celular, com posterior dobramento da
cauda (BITTENCOURT et al., 2005). O HOST tem sido utilizado como protocolo de
avaliacdo da viabilidade funcional da membrana espermatica de diversas espécies: equinos
(ALVES et al., 2004), caninos (DOBRANIC et al., 2005), ruminantes (SANTOS et al., 2006;
SILVA et al., 2006; REVELL ; MRODE, 1994) e suinos (PEREZ-LLANO et al., 2001).

Para avaliagdo das caracteristicas morfoldgicas dos espermatozédides utilizam-se
esfregacos corados ou preparagdes timidas, em microscépio de contraste de fase ou dptico sob
6leo de imersdo (aumento de 1000 x) onde as primeiras 200 células observadas sio
classificadas quanto aos defeitos de forma e estrutura (NEVES et al., 2008; SALVIANO;
SOUZA, 2008). A partir das anormalidades espermaticas, tenta-se relacionar patologia
espermatica e fertilidade (SALVIANOQO; SOUZA, 2008). Blom (1950) procurou dar uma
interpretacdo dindmica ao estudo da morfologia espermatica, dividindo as normalidades em
duas classes: anormalidades primadrias (verificadas durante o processo espermatogénico, sao
intragonadais) e secunddrias (afetam o espermatozéide depois de formado, também
consideradas extragonadais).

A concentragdo espermdtica representa o nimero de espermatozdides por milimetro
cuibico (mm3) ou centimetro cuibico (cm3 = mL). O procedimento mais comum par se obter a
concentragcdo espermadtica consiste na contagem das células através de microscopia dptica no
hemocitdmetro, ou como e mais conhecida: cAmara de Neubauer, utilizando-se uma parte de
sémen para 400 de solucdo formol-salina tamponada, embora também se possa utilizar a
espectrofotometria ou o micro-cell-counter (NEVES et al., 2008; SALVIANO; SOUZA,
2008).

A viabilidade espermdtica estd relacionada com a integridade da membrana

plasmatica, que pode ser avaliada por meio de coloragdes vitais (EVANS; MAXWELL, 1990;
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CHEMINEAU et al., 1991). Dentre os corantes mais utilizados, podem ser citados a eosina-
nigrosina (EVANS; MAXWELL, 1990; CHEMINEAU et al., 1991; BEARDEN; FUqUAY,
1992), azul de tripan (BEARDEN; FUqUAY, 1992) e azul de bromofenol (MEDEIROS,
2004; OLIVEIRA et al., 2009).

Em vérias espécies ainda, podemos citar outros testes para avaliacdo seminal como, o
teste de termorresisténcia (STROM et al., 1997), o teste de capacitagiio e reacdo acrossdmica
in vitro (HEWITT et al., 2001), a andlise ultra estrutural (RODRIGUES -MARTINEZ et al.,
1993) e os testes de incubacdo com odcitos homdlogos ou heterdlogos (MAYENCO-

AGUIRRE ; PEREZ-CORTEZ, 1998; METCALF, 1999; MASTROMONACO et al., 2002).

1.2.4 CENTRIFUGACAO

Muitos estudos tém sido publicados, onde vdrias etapas do processo de
criopreservacdo foram avaliadas, tais como taxas de resfriamento e aquecimento, choque
térmico e o tempo de espera durante o resfriamento, 0s crioprotetores e sua concentragio,
além das formas de envase (BWANGA, 1990; HOLT, 2000; JOHNSON et al, 2000;
WATSON, 2000). No entanto, muito pouca atencdo tem sido dada a etapa de centrifugacgao,
que os espermatozéides sdo submetidos antes de serem congelados.

Em suinos, a centrifugacdo € um passo necessdrio para ser realizada antes da
congelacdo. A centrifugacdo facilita a remogdo do plasma seminal, além de concentrar a
populacdo de espermatozdides para que eles possam ser rediluidos com diluidores de
congelacdo. Pesquisas mostram que na criopreservagdo de s€émen suino, sdo realizados uma
variedade de protocolos de centrifugacdo onde os mais utilizados foram: 300 g por 10 minutos
(PURSEL ; JOHNSON, 1975), 800 g por 10 minutos (WESTENDOREF et al, 1975), 800 g por
15 minutos (PAQUIGNON ; COURQOT, 1976), e 1400 g por 5 minutos (LARSSON et al,
1977). Sendo os dois primeiros a base para protocolos de criopreservacdo de s€émen suino
atualmente em vigor para uso comercial.

A centrifugacdo ¢ uma das técnicas de preparacdo espermdtica mais comum para
programas experimentais e praticos. A criopreservacdo de espermatozéides suinos com os
métodos atuais traz prejuizos visto que reduz muito a quantidade de espermatozoéides vidveis,

geralmente mais de 50% ndo sobrevivem ao processo de congelacdo-descongelacio
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(ALMLID ; HOFMO, 1996). Esta diminui¢do é devida as alteracdes da temperatura e da
manipulacdo de espermatozdides, que ocorre durante a centrifugacdo. A chave para esta
questdo é que a centrifugagcdo causa dois problemas: 1) a perda de espermatozdides devido a
remoc¢do do sobrenadante (KATKOV ; MAZUR, 1998), e 2) os danos fisicos causados a
populacdo de espermatozdides (ALVAREZ et al, 1993).

O resfriamento, armazenamento e transporte de sémen destinado a inseminacdo é
muito importante no manejo reprodutivo de diversas espécies. Vdrios autores relatam que a
sobrevivéncia de espermatozdides e a motilidade do espermatozdide refrigerado aumentam
com a remocdo do plasma seminal, € um nimero de proteinas do plasma seminal foram
identificadas como uma das causas da sobrevivéncia reduzida e perda da motilidade no s€émen
suino (STRZEZEK et al., 1992), bovino (WISHWANATH et al., 1992) caprino (PELLICER-
RUBIO; COMBARNOUS, 1998), e equino (CARVER; BALL, 2002). Estas proteinas fazem
contato com os espermatozdides durante a ejaculacdo, interagem com a membrana dos
espermatozoéides e influenciam em diferentes caracteristicas, incluindo a motilidade (BRAUN
et al., 1994). Os efeitos nocivos do plasma seminal sobre os espermatozéides durante o
armazenamento a frio podem também estar relacionados com a acfo de varias enzimas
(CARVER; BALL, 2002). Em equinos, estes efeitos indesejaveis podem ser reduzidos pela
diluicdo do sémen ou pela remog¢do total ou parcial do plasma seminal (PICKETT et al.,
1975). Serres et al. (2002) observaram em jumentos que a motilidade total, motilidade
progressiva e HOST apresentaram resultados mais elevados para s€émen centrifugado que para
o s€men ndo centrifugado.

Por outro lado, tem sido demonstrado para vdrias espécies como o rato (CARDULLO ;
CONE, 1986), humanos (NG et al, 1990), e camundongo (KATKOV ; MAZUR, 1998) que a
centrifugacdo é um passo potencial nos danos aos espermatozdides durante o processamento
do sémen. Especificamente, isso foi demonstrado quando o pellet centrifugado selecionou
populacdes de espermatozdides humanos causando a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) no pellet, que induziu danos irreversiveis ao espermatozdide e ao
comprometimento de sua capacidade de fertilizagao in virro (AITKEN ; CLARKSON, 1988).

Estudos realizados em eqiiinos obtiveram diferencas significativas entre os
tratamentos utilizando o mesmo tempo de conservacdo durante o resfriamento. A
sobrevivéncia das células espermadticas foi superior com a diluicdo, mas os melhores

resultados foram obtidos para o sémen centrifugado. Apés 72h de armazenamento sob
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refrigeracdo, somente as amostras centrifugadas apresentaram sobrevivéncia superior a 25%.
(MIRO et al., 2009)

Diversos trabalhos avaliando o efeito de diferentes regimes de centrifugacdo foram
descritos para o sémen humano (SHEKARRIZ et al., 1995), equino (REVELL et al., 2002) e
suinos. Carvajal et al.(2004) identificaram que o regime de centrifugacdo tem efeito sobre a
perda de espermatozdides e, portanto, influencia na recuperagdo dos mesmos. Usando menor
forca G e menores tempos de centrifugacdo (800 e 400 g por 3 minutos) obteve-se uma menor
recuperacdo de espermatozdides, por causa de uma formagdo incompleta do pellet e,
conseqiientemente, a perda de células ndo pelletizadas apds a remog¢do do sobrenadante. Em
contraste, o uso de mais forca G e de tempos mais longos de centrifugacido (2400 e 1600 g por
5 minutos) levou a sedimentacdo de uma maior quantidade de espermatozoéides. Além disso, a
porcentagem de espermatozdides recuperados obtidos com este regime permaneceu
praticamente inalterada com o uso maior da forca G e tempo de centrifugacio reduzida (2400
g por 3 minutos). Assim os autores supracitados concluiram que o tempo de centrifugacio é
mais critico que a for¢ca G utilizada, para inducdo de danos ao espermatozoide, assim, o uso da
centrifugacdo por curtos periodos é recomendado no preparo do sémen para técnicas de

reproducio assistida.

1.2.5 DILUENTES

A maioria dos animais domésticos possui mais espermatozdides no ejaculado, do que
0 necessdario para uma posterior fecundagdo. Dessa forma a elevada concentracdo espermdtica
determina uma intensa atividade metabdlica com um conseqiiente actimulo de catabdlitos no
plasma seminal, sendo estes prejudiciais as células espermdticas. Assim a diluicdo reduz a
concentracdo espermatica, promovendo uma maior protecio celular (AZEVEDO et al., 2000;
NEVES et al., 1983).

Os diluentes s@o utilizados com o intuito de proteger os espermatozdides dos efeitos
criticos da criopreservacdo. Um bom diluente se caracteriza pela auséncia de toxicidade a
célula espermadtica; pela isotonicidade, poder nutritivo e tampao eficaz; pelos estabilizadores
de membrana; pelo pH (potencial hidrogenidnico), que favorece a sobrevivéncia espermatica

e, por ultimo, por ser de facil preparo e baixo custo (CONCANNON ; BATISTA, 1989).
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Segundo Gibbons (2002), e imprescindivel na composi¢do de um diluente usado para
congelacdo do s€émen uma substincia tampao como o Tris, sais como o citrato de sédio, um
ou mais acucares (glicose, frutose, lactose, rafinose ou trealose), crioprotetores penetrantes
(glicerol, etilenoglicol ou dimetilsulfoxido) e ndo-penetrantes (leite ou gema de ovo), além de
antibidticos, sendo a penicilina e a estreptomicina os mais utilizados.

Os diluentes mais populares na criopreservacio de s€men suino sdo aqueles a base de
glicose e gema de ovo (POLGE et al., 1970); Tris e gema de ovo (VISSER; SALAMON,
1974; OBANDO et al., 1984), BTS “Beltsville Thawing Solution” (WOELDERS, 1992;
VASCONCELOS et al., 2001; HU et al., 2009) e uma solucao a base de lactose acrescida de
gema de ovo (BURANAAMNUAY et al., 2007; BIANCHI et al., 2008).

1.2.5.1 ACUCARES

Espermatozdides de mamiferos requerem substratos exdgenos para desempenhar uma
variedade de fungdes, por exemplo, para preservar as reservas de energia intracelular, os
componentes celulares, e principalmente, para apoiar a motilidade (YILDIZ et al., 2000).
Nesse contexto, a frutose € bastante utilizada por ser uma importante fonte de energia para os
espermatozoéides do ejaculado, e junto com a glicose, € encontrada no plasma seminal em
muitas espécies de mamiferos (PONGLOWHAPAN et al., 2004).

Segundo Mann (1975) os espermatozéides de mamiferos podem obter energia por dois
caminhos distintos, através da glicélise e do ciclo de Krebs ambos por consumo de
monossacarideos, como a glicose, frutose e manose. Apesar de todas as espécies poderem
usar a maioria dos monossacarideos para obtengcdo de energia, a forma especifica do
metabolismo varia entre as espécies (RIKMENSPOEL; CAPUTO, 1966). Os mecanismos
pelos quais a glicose e a frutose agem sobre a motilidade espermatica podem estar
relacionados com diferentes efeitos que ambos os acucares t€ém sobre o metabolismo
energético global de espermatozéides.

Rigau et al., (2000) ao estudarem os efeitos da glicose e da frutose no metabolismo
energético do sémen canino, observaram que os espermatozdides sdo capazes de usar frutose
e glicose, embora a formacgdo de intermedidrios metabdlicos, como a glicose-6-fosfato e ATP

seja muito diferente entre as duas hexoses. A incubagdo de espermatozdides do cdo com
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frutose induziu um maior aumento nos niveis de glicose 6-fosfato intracelular do que a
incubacdo com glicose. Esse efeito estd relacionado com as diferencas acentuadas na taxa
metabdlica dos dois agtcares.

Sabe-se que os acucares presentes no meio extracelular possuem propriedades
crioprotetoras, porém essa capacidade do acticar sobre a célula espermdtica pode variar de
acordo com a temperatura de armazenamento, peso molecular do agtcar e o tipo de diluente
usado (MOLINA et al., 1994).

De Mercado et al. (2010), utilizaram diferentes acticares em diluidores para
criopreservacdo de s€men suino e observaram que maiores taxas de sobrevivéncia espermética
ap6s a congelacdo e descongelacdo foram alcancadas com o uso de diluidores contendo
rafinose ou lactose, em detrimento do uso de diluidores contendo glicose ou frutose,
indicando que o maior peso molecular dos agicares (lactose) promove uma melhora nos
parametros seminais pés-descongelacio.

Ainda foram encontrados relatos da adi¢do de outras substincias que ndo agucares ao
diluidor com o objetivo de proteger os espermatozéides contra o choque térmico. Assim,
Bailey et al. (2008) demonstraram que a incorporagdo de colesterol através do uso das
ciclodextrinas era um método promissor para aumentar a resisténcia do s€émen suino as baixas
temperaturas. Além disso, outras formas de colesterol e moléculas transportadoras, como
lipoproteinas ou lipossomas, também devem ser consideradas como rotas alternativas
transitérias para aumentar a relag@o colesterol: fosfolipidios da membrana plasmadtica. Ainda a
inclusdo de outras moléculas protetoras, tais como a trealose e antioxidantes, devem também
ser investigada tendo em vista sua capacidade de conservar ou aumentar a funcionalidade dos

espermatozoéides suinos durante criopreservagao.

1.2.6 CRIOPROTETOR

A composicdo da membrana plasmatica do espermatozéide suino difere da membrana
plasmadtica de outros mamiferos, como por exemplo a do touro, que s@o mais resistentes a
congelacdo. Essa diferenca estd relacionada ao tipo de fosfolipidio predominante e a relagio

colesterol/fosfolipidio (PARKS; LYNCH, 1992). As espécies de animais cujos
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espermatozdides possuem maior resisténcia a congelagdo contém uma alta relagdo
colesterol/fosfolipidio na membrana (BUHR et al., 1994; BUHR et al., 2000).

O processo de criopreservagdo promove danos na capacidade funcional dos
espermatozoéides causados pelo choque térmico, o que leva a uma diminui¢cdo da fertilidade
(ALTHOUSE et al., 1998; JOHNSON et al.,, 2000; WATSON, 2000). Outro aspecto
relevante, diz respeito ao estresse osmatico provocado pela adi¢do das solugdes crioprotetoras
que provocam a desidratacdo celular ocasionando altas concentracdes intracelulares de sais
(BALL; VO, 2001). As alteragdes decorrentes do choque térmico e estresse osmotico irdo
promover alteragdes estruturais e funcionais da célula espermatica (PURSEL et al., 1972;
PURSEL ; JOHNSON, 1975; BUHR, 1991; BUHR et al., 1994). Tais altera¢des implicam em
um efeito negativo sobre a motilidade espermatica e sobre trocas metabdlicas através das
membranas celulares, que podem influenciar negativamente os processos de capacitacido
espermadtica e o mecanismo de fertilizagdio (WATSON, 1996; NARDID et al., 1997), ou até
mesmo levar a morte celular (WATSON, 1996).

No intuito de reduzir as crioinjurias, vdrias substancias foram utilizadas como
crioprotetores, que sdo componentes comumente ndo encontrados nas células vivas
(FULLER, 2004). De acordo com Amann (1999), os crioprotetores se classificam como
penetrantes ou nao-penetrantes. Um crioprotetor ndo-penetrante, ndo consegue atravessar a
membrana plasmatica e age extracelularmente. Assim, ele pode atuar como um soluto e
reduzir a temperatura de congelacdo do meio. J4 os crioprotetores penetrantes, sdo capazes de
penetrar na membrana plasmatica e agem intra e extracelularmente. Como sdo solidveis,
causam a desidratacdo do espermatozdide devido ao fluxo de &gua osmoticamente
direcionado. Apds curtos periodos, o crioprotetor e a dgua se equilibram, resultando em iguais
concentracdes extra e intracelulares. Para Ashwood-Smith (1987), a classificacdo dos
crioprotetores se dd em dois grupos: alcoois (etilenoglicol, glicerol, etc.) e amidas, ambos
enquadrados como crioprotetores penetrantes na classificacdo anteriormente citada. Esse
mesmo autor sugeriu ainda que um crioprotetor ideal deve possuir um baixo peso molecular,
boa solubilidade em 4gua e minima toxicidade aos espermatozodides.

O glicerol (CH3H803) é um dlcool que contem trés grupos funcionais hidroxila, que
podem aceitar o hidrogénio da molécula de dgua em seis diferentes sitios de ligacdo. Além
disso, os radicais hidroxila do glicerol podem algumas vezes ligar-se entre si, reduzindo a

z N

probabilidade de ligacdo com as moléculas de dgua, o que € indesejavel devido a alta
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viscosidade da solugdo, responsdvel pela penetragdo mais lenta do crioprotetor na membrana
plasmatica, induzindo estresse osmético (GILMORE et al., 1995; KAROW, 2001). Todavia,
sabe-se que os crioprotetores podem apresentar niveis de toxicidade dependentes de sua
concentragdo e da duracdo da exposicdo das células a estes agentes, o que denota a
importancia da identificacio da concentracdo ideal que balanceie a toxicidade e a Otima
crioprotecdo (FULLER, 2004).

Assim, apesar do glicerol ser o crioprotetor eletivo utilizado para o sémen de
diferentes espécies (ALVARENGA et al., 2005), esta substincia apresenta-se tdxica aos
espermatozdides (HOLT, 2000). Tal toxicidade pode resultar em desnaturagdo protéica,
alteracdo das interacdes da actina e indu¢do de bolhas na membrana (ALVARENGA et al.,
2005). Hammerstedt e Graham (1992) revisaram outros efeitos celulares causados pelo
glicerol, que incluiram alteragdes nos eventos citoplasmdticos pelo aumento da viscosidade
intracelular, alteracdo da polimerizagdo da tubulina, alterag@o da associacdo dos microttibulos,
efeitos no balango bioenergético e alteracdo direta na membrana plasmatica e glicocdlice. A
toxicidade do glicerol € parcialmente induzida pelo estresse osmético, pois o 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 sao
osmoticamente ativos, alterando o conteudo de dgua e causando estresse ao entrar ou sair da
célula (BHUR et al., 2001; KHEIROLOMOOM et al., 2005; SZTEIN et al., 2001). No caso
especifico do espermatozdides suino, estas células utilizam o glicerol como fonte de carbono,
mesmo na presenca de outros substratos como a glicose (OSHEA et al., 1979). O caminho
para a utilizacdo do glicerol ndo é através da glicélise, provavelmente devido a baixa
atividade da quinase do glicerol observada nos espermatozéides (JONES et al., 1992). Em vez
disso, a via ndo-glicolitica de metabolismo do glicerol resulta no acimulo de metabdlitos
téxicos como metilglioxal (RIDDLE ; LORENZ, 1973). Este promove a ativagdo de
fosfolipases e proteases causando danos irreversiveis a célula (RIDDLE E LORENZ, 1973;
JONES et al., 1992).
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1.2.7 CRIOPRESERVACAO E DESCONGELACAO

A criopreservagao do sémen das espécies domésticas € um processo complexo que
envolve a intera¢do entre muitos fatores tendo em vista a obtencdo de resultados satisfatérios.
Para garantir o sucesso no processo de congelacdo é necessdrio ter o conhecimento nio
somente do diluente a ser utilizado, das taxas de dilui¢do, resfriamento ou descongelagcdo, mas
também o conhecimento da prépria fisiologia espermdtica da espécie, que é essencial para
uma maior recuperacdo espermdtica apés a descongelacdo, e, conseqiientemente, para a
obtencdo de altas taxas de fertilidade (PURDY, 2006)

Sendo o suino a espécie doméstica filogeneticamente mais préxima do cateto, torna-se
importante conhecer mais sobre essa espécie. Assim, muitos autores relatam que ha diferencas
na bicamada lipidica da membrana do espermatozdide suino que podem explicar a maior
susceptibilidade do mesmo ao choque pelo resfriamento (WATSON, 1995). Entre as
principais diferencas pode-se citar uma menor porcentagem das moléculas de colesterol
(PAULENZ et al., 1999) e sua distribui¢do de maneira assimétrica na membrana, tendo uma
maior quantidade na monocamada interna do que na monocamada externa (JOHNSON et al.,
2000), uma quantidade menor de fosfatidilcolina e uma quantidade maior de
fosfatidiletanolamina e esfingomielina, além de diferencas na composicio dos acidos graxos
dos fosfolipidios que possuem poucas duplas ligacdes do tipo cis. Estas diferencgas estruturais
ajudam a explicar a alta sensibilidade do espermatozéide suino ao choque pelo frio, que leva a
um aumento da permeabilidade da membrana e conseqiiente perda de citions e enzimas
através da mesma, reducdo da atividade enzimadtica e dos processos de difusdo controlados
pela membrana além das mudancas no movimento lateral de canais (JOHNSON et al., 2000).

A velocidade de congelagéo deve ser -30°C/ minuto e a velocidade de descongelacéo de
1200°C/ minuto (JOHNSON et al., 2000). Outro conceito aceito entre os pesquisadores da
area, diz respeito ao envase, que deve ser efetuado em palhetas de 0,5 ml; pois, os resultados
sdo superiores a pellets ou palhetas maiores (JOHNSON et al., 2000).

Um método de criopreservagdo bastante usado € o descrito por Sellés et al., (2003) onde
logo apds a coleta do sémen € realizada uma dilui¢do inicial, seguida do resfriamento em
caixas isotérmicas de poliestireno por 150 minutos até 15°C, seguido de mais 90 minutos no

refrigerador até atingir 5°C. Nesse momento, as amostras sdo submetidas a uma nova
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dilui¢do, utilizando o volume restante de diluente, porém contendo 6% de glicerol, no intuito
de atingir uma concentracio final de 3% do crioprotetor no diluente. Essas dilui¢des sdo
realizadas objetivando-se atingir uma concentracdo final de 100 x 10° espermatozéides por
mL. A partir desse momento o s€émen € envasado em palhetas de 0,5 mL e exposto ao vapor
do nitrogénio a 3 cm de altura da superficie do nitrogénio liquido, por 20 minutos.
Finalmente, as palhetas sdo acondicionadas em botijdo criobioldgico.

A qualidade do sémen apds criopreservagido € afetada por uma série de fatores,
incluindo o tipo de recipiente no qual o s€men € acondicionamento (BWANGA et al. 1991).
Em geral, os recipientes com uma relagdo maior de superficie-volume, como palhetas de 0,25
mL e 0,5 mL, permite uma maior homogeneidade de temperatura de congelacdo e
descongelagdo em todas as amostras. Assim, o sémen congelado-descongelado em pequenas
embalagens apresenta menos danos do que os congelados em embalagens de maior volume
(ERIKSSON, 2000). No entanto, os recipientes de menor volume contém relativamente
menor quantidade de espermatozéides, geralmente cerca de 250-500 x 10° de
espermatozéides por palheta. Estes ndo sdo suficientes para uma dose Unica usada na
inseminacdo artificial convencional em suinos. Recentemente, um novo recipiente de pldstico
com um tamanho maior (Flatpack; Medical Device & AB, Uppsala, Suécia) foi desenvolvido
(ERIKSSON; RODRIGUEZ - MARTINEZ 2000), o que pode melhorar ligeiramente a
qualidade e a fertilidade in vivo do s€émen congelado e descongelado do varrdo. Contudo,
inseminacdo com grande nimero de espermatozéides por dose, como 5000-6000 x 10°, reduz
o numero de doses inseminantes por ejaculado.

Buranaamnuay et al. (2008), estudando o efeito de diferentes volumes de palhetas,
verificou uma melhora na viabilidade espermédtica e integridade da por¢do apical do
acrossoma (NAR) do sémen congelado descongelado quando envasados em palhetas de 0,5
mL comparado as de 0,25mL. Por outro lado, ndo foi verificada diferenga entre os parametros
motilidade e integridade de membrana.

A taxa de descongelacdo é um importante fator que afeta a qualidade do s€émen
criopreservado (TULI et al., 1991). Tal taxa ideal visa a recuperacdo de uma maior propor¢ao
de espermatozdides sendo varidvel de acordo com a espécie. Segundo Mocé et al. (2003), que
avaliaram as taxas de descongelacdo de 50°C e 70°C ambas durante 10-12 s para o semen de
coelhos, as melhores taxas de fertilidade e prolificidade sdo alcangadas com a descongelacio

a 50°C. Vidament et al. (2001), ao estudarem a motilidade espermadtica do s€émen eqiiino
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descongelado a diversas temperaturas e tempos de descongelagdo (37°C /30s, 50 °C/ 10s, 50
°C/20s, 60°C/ 10s, 75 °C/ 5s, 75°C/10s e 75°C/15s), ndo observaram diferencas entre os
tratamentos, exceto para a descongelacdo a 75 °C/15s, que diferiu dos demais, quando a
motilidade foi zero. Em bovinos, as taxas de descongelacdo de 5 °C/10 min., 20 °C/4 min.,
35° C/4 min., 50 °C/75 s, 65 °C/48 s., 80 °C/37 s e 100 °C/20s foram comparadas, sendo que
as taxas de 20 °C/4 min. e 35 °C/4 min. promoveram as maiores porcentagens de
espermatozoéides moveis e de acrossomas intactos (OLAR et al., 1977).

Virios autores tém investigado o efeito de diferentes processos de descongelacio de
sémen suino acondicionado em palhetas de 5 mL (SALAMON et al., 1973; WESTENDORF
et al., 1975). A maioria das palhetas é descongelada em temperaturas variando de 35-90°C e
tempos que variam de 6-120 s (WESTENDORF et al., 1975; PURSEL ; PARK, 1987;
CORCUERA, 1996; ERIKSSON ; RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2000). Esses estudos tém
foco na avaliacdo da motilidade, morfologia do acrossoma e integridade da membrana para
avaliar a qualidade do s€men. No entanto, outros pardmetros relacionados com a fertilidade
também podem ser influenciados por diferentes processos de descongelacdo. Parametros da
fertilizacdo in vitro tais como monospermia ou polispermia pode fornecer informagdes
adicionais sobre o estado funcional dos espermatozéides (C()RDOVA et al., 2001, 2002;
SELLES et al., 2003).

Um aumento da taxa de descongelagdo tem mostrado reduzir a recristalizagdo do gelo
intracelular, um processo que pode levar a formacdo de maiores e mais estaveis cristais de
gelo que podem danificar as mitocondrias (COURTENS ; PAQUIGNON, 1985; FISER ;
FAIRFULL, 1990). Por outro lado, o aquecimento rdpido pode provocar estresse osmatico
sobre os espermatozoéides por causa do derretimento abrupto da solucdo extracelular, que pode
causar desequilibrio nas taxas de influxo de dgua e saida dos crioprotetores, podendo levar a
edemaciacido e lise das células espermaticas (HAMMERSTEDT et al. 1978; MAZUR, 1984).

A taxa de descongelag¢do tem uma influéncia na viabilidade espermdtica, e estudos
mostram que o aumento da taxa de descongelagdao melhora a motilidade e reduz a quantidade
de alteragdes acrossomicas (PURSEL; JOHNSON, 1975; FISER et al., 1993; ERIKSSON ;
RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2000). Em estudos recentes, Cérdova et al. (2006) encontraram
um aumento na motilidade quando a temperatura foi elevada de 42-50 °C, ambas durante 40s,
esses resultados corroboram com o pensamento acima. Melhoria na motilidade seminal pode

ser atribuida a uma reducgdo da recristalizagdo dos danos celulares. No entanto, esses mesmos
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autores ndo observaram nenhuma altera¢do na crista apical do acrossoma entre as duas taxas
de descongelagdo, isso provavelmente € atribuido a valores préximos entre as duas
temperaturas de descongelagdo testadas.

Nos catetos, ndo ha nenhuma informagdo em relagdo ao consumo de agucar pelos
espermatozodides, nem da interferéncia do processo de centrifugacdo sobre a qualidade do
sémen, bem como, da taxa de descongelacdo ideal. Assim, no intuito de alcangar o uso mais
eficaz do sémen congelado, é importante estudar a influéncia dos fatores supracitados sobre a

qualidade seminal da espécie.
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1.2.8 OBJETIVOS

1.2.8.1 Geral

Estabelecer um protocolo para o processamento do sémen de catetos (Tayassu tajacu,

Linnaeus, 1758) visando a criopreservacao

1.2.8.2 Especificos

Estudar o efeito da centrifugacdo sobre a qualidade do s€men de catetos antes e apds

criopreservagao;

Avaliar o efeito de diluentes a base de Tris suplementados com diferentes agticares

(frutose e glicose) sobre a qualidade do s€men de catetos antes e apds criopreservacao.

Avaliar a intera¢do entre os diluentes a base de tris suplementado com diferentes
acucares e diferentes taxas de descongelacdo (37°C/1 mine 55° C 7s).
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2 CAPITULO 2 - INFLUENCIA DE DILUENTES SUPLEMENTADOS COM
DIFERENTES ACUCARES E DA TAXA DE DESCONGELACAO NA
CRIOPRESERVACAO DO SEMEN DE CATETOS (TAYASSU TAJACU)

2.1 RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da suplementagdo de acticar ao
diluente, e da taxa de descongelacdo sobre a qualidade do sémen congelado-descongelado
obtidos de catetos (Tayassu tajacu). O sémen de 13 catetos machos sexualmente maduros
foram coletados por eletroejaculacdo e avaliados para motilidade, vigor, viabilidade
espermadtica, integridade da membrana e morfologia dos espermatozdides. O sé€men foi
dividido em duas aliquotas: a primeira foi diluida em tris acrescido de frutose e a outra em tris
acrescido de glicose. Gema de ovo (20%) e glicerol (6%) foram adicionados para ambos 0s
grupos. As amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e descongeladas usando duas
taxas de descongelacdo (37 ° C/ 1 min e 55 ° C / 7 s). Os resultados ndo apresentaram
diferencas entre os diluentes suplementados com frutose ou glicose apds dilui¢do, refrigeracio
ou adicdo de glicerol (P> 0,05), e nenhuma interacdo entre a suplementacdo de agucar e as
taxas de descongelacdo foi observada para qualquer pardmetro seminal avaliado (P> 0,05).
Em conclusdo, o s€émen de catetos pode ser congelado em diluente Tris suplementado com
frutose ou glicose e descongelado com diferentes taxas de descongelacdo (37° C/1m ou 55°

C/7s).

Palavras chave: Tayassu tajacu, sémen, criopreservagdo, suplementacio de actcar.
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2.2 INTRODUCAO

Algumas espécies selvagens, dentre elas o cateto (Tayassu tajacu), estdio ameacadas
pela caca predatdria por causa do grande valor internacional de sua carne e pele (BODMER et
al., 1990). Neste contexto, a biotecnologia tem um tremendo potencial como ferramenta que
ajuda na conservagdo de animais selvagens (SILVA et al., 2004). Essas biotécnicas que sdo
rotineiramente usadas nas espécies domésticas nao sdo facilmente adaptadas para vida
selvagem, devido a falta de conhecimento sobre a anatomia, morfologia e mecanismos que
regulam o sucesso reprodutivo de animais silvestres (PUKAZHENTHI; WILDT, 2004).

Mesmo que os catetos sejam vistos como porcos, eles ndo pertencem a familia dos
suideos. Esses animais sao membros da familia Tayassuidae que habitam os desertos, savanas
aridas e florestas dos Estados Unidos a Argentina (ORR, 1986). Atualmente, hd um aumento
no interesse sobre a criagdo legalizada desta espécie, mas praticas de manejo adequadas ainda
ndo foram desenvolvidas para os mesmos (MAYOR et al., 2007). As tecnologias de sémen
para esses animais se restringem ao estabelecimento de protocolos para coleta e avaliagdo de
sémen (HELLGREEN et al.,, 1989; SOUSA et al., 2009) e nenhuma informacio sobre a
criopreservacao estd disponivel.

Uma intensa investigacdo € necessdria para o desenvolvimento de métodos de
preservacdo confidveis em animais selvagens. Essa investigacdo precisa ter €nfase nas
variagOes espécie-especificas encontradas na fisiologia celular dos espermatozdides, bem
como sobre as transformacdes especificas que gametas sofrem durante a refrigeracdo,
congelacdo e descongelacdo (FICKEL et al., 2007). Entre os fatores que so criticos para o
congelamento de uma amostra de s€men, o diluidor também merece consideracdo. Diferentes
diluidores t€m sido utilizados para as espécies de mamiferos, mas um diluidor perfeito ainda
ndo foi encontrado. No entanto, o diluente Tris-base tornaram-se mais universal, e nesse meio
buffering combinado com gema de ovo e glicerol foram amplamente testados para as
diferentes espécies como bovinos (ANDRABI, 2007), canino (SILVA et al., 2002) e suina
(HU et al., 2009).

Além disso, o sémen criopreservado apresenta uma redugdo significativa da
viabilidade apds a descongelagcdo, procedimento este que pode provocar danos ultra-

estruturais, bioquimicos e funcionais aos espermatozéides (SALAMON; MAXWELL, 1995).
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Portanto, varios estudos t€m sido conduzidos a fim de determinar a taxa ideal para a
descongelagdo do sémen de diferentes animais, como o varrdo (ERIKSSON; RODRIGUEZ-
MARTINEZ, 2000), o carneiro (PAULENZ et al, 2004) e os cies (NOTHLING;
SHUTTLEWORTH R, 2005). O objetivo deste trabalho foi estudar a influéncia da taxa de

descongelagdo sobre a criopreservagdo de s€men de catetos usando diluentes a base de Tris.

2.3 MATERIAL E METODOS

2.3.1 Animais

Treze catetos machos sexualmente maduros, com uma média de idade e peso de 40,7 £
1,6 meses e 22,5 + 2,8 kg, respectivamente, foram utilizados. Os animais pertenciam ao
Centro de Multiplicagio de Animais Silvestres da Universidade Federal Rural do Semi-Arido,
localizada no nordeste do Brasil (Mossoré, RN, Brasil, 5 °© 10'S, 37 ° 10'W). O clima é
tipicamente semi-arido com uma temperatura média anual de 27 ° C. Os animais foram
isolados das fémeas 6 meses antes do inicio do estudo e mantidos sob fotoperiodo natural de
12 h. Eles foram mantidos ao ar livre, em grupos de seis animais em piquetes (20 m X 3 m),
com uma area coberta (3 m x 3 m). Os animais foram alimentados com ragéo e frutas. A dgua

era de acesso livre.

2.3.2 Anestesia

Os animais foram mantidos em jejum por 12 h antes do inicio do experimento. Em
seguida, foram contidos fisicamente usando um pucd e anestesiados com propofol (Propovan
®, Cristdlia, Fortaleza, Brasil) com 5 mg/kg em bolus (SOUSA et al., 2009). Quando o animal
apresentou sinais de despertar, 1/4 da respectiva dosagem foi administrada para manter o
animal em um estado anestésico ideal. Durante o procedimento, um cateter foi inserido na

veia cefalica para fluidoterapia (solugcdo salina fisiologica a 0,9%), e os parimetros
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fisiologicos como freqiiéncia de cardiaca e respiratéria, além da temperatura retal foram

monitorados.

2.3.3 Coleta de sémen

Os animais foram mantidos em dectbito lateral, e o s€émen foi coletado usando um
eletroejaculador (Autojac ®, Neovet, Campinas, SP, Brasil), ligado a uma fonte de 12-V. O
ciclo de estimulag@o era composto por 10 estimulos em cada tensdo, a partir de 5 V, seguido
por um aumento de tensdo em sequencia de 1 V até 12 V. Os estimulos foram mantidos por
uma duracdo de 10 min a partir do inicio do procedimento. A sonda do eletroejaculador media
15 centimetros x 1,3 cm, e 12 cm foram inseridos no reto do macho. O sémen foi coletado em

tubos plasticos e imediatamente avaliado.

2.3.4 Avaliacao seminal

O volume do sémen foi mensurado por micropipetas. A cor do sémen foi anotada, e
seu pH foi determinado usando fitas indicadoras de pH (Neutralit ®, da Merck, Bucareste,
Roménia). A motilidade (%) e o vigor espermatico (0-5) foram avaliados imediatamente sob
microscopia de luz a 100x 400x de ampliacdo. Esfregacos de Rosa Bengala foram preparados
com 5ul de s€men para avaliar a morfologia espermadtica e a integridade acrossomal utilizando
microscopia de luz (1000x), sendo contadas 200 células por lamina. Os defeitos morfolégicos
detectados nas células espermadticas foram classificados como primdrios ou secunddrios. A
porcentagem de espermatozdides vivos foi estabelecida através da andlise de uma lamina
corada com azul de bromofenol sob microscopia de luz (400x), sendo realizada a contagem
de 200 células por lamina. Apds avaliagdo inicial, uma aliquota de 10-pL de sémen foi diluida
em solucgdo salina formalizada a 10% (2 mL) e a concentragdo espermatica (espermatozoides
x 10%mL) foi determinada utilizando uma cAmara de contagem de Neubauer. A integridade
funcional da membrana espermadtica foi avaliada por um teste hiposmético utilizando 4dgua
destilada (0 mOsm/L) como soluc¢do hiposmoética (QUINTELA et al., 2004). Uma aliquota de

0,01 mL de sémen foi diluida em 0,09 ml de solu¢@o hiposmoética e mantida em banho Maria
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a 38 °C. Ap6s 45 min, uma aliquota de sémen foi colocada sobre uma lamina de vidro,
coberta por uma laminula, e avaliada por microscopia de contraste de fase (400x), nesse
processo 200 células foram avaliadas. Espermatozdides que apresentaram edamaciacio e

caudas enroladas foram considerados como tendo a membrana espermatica funcional.

2.3.5 Diluentes

Os reagentes utilizados neste estudo foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
E.U.A.). Dois diluentes padronizados para outras espécies foram testados neste estudo. O
primeiro diluente consistiu de 3,028 g de Tris-hidroximetil-aminomethane (Tris), 1,78 g de
dcido citrico monoidratado, e 1,25 g de D-frutose dissolvidas em 100 ml de dgua ultrapura
(Tris-frutose) (HU et al., 2009). O outro diluente consistiu de 2,4 g de Tris, 1,4 g de acido
citrico monoidratado, e 0,8 g de glicose dissolvida em 100 ml de 4gua ultrapura (Tris-glucose)
(ROTA et al., 1997). A osmolaridade dos diluentes foi 295 mOsm / L, e o pH foi 6,6. Vinte

por cento de ambas as solugdes foram, entdo, substituidas por gema de ovo (v / v).

2.3.6 Processamento do sémen

O sémen foi inicialmente diluido em tris-frutose ou tris-glicose acrescido de gema de
ovo (20%) a temperatura ambiente (27 ° C). As amostras foram equilibradas por 240 minutos
até atingir 5 ° C em uma geladeira. Apds o resfriamento do s€men, foi adicionado Tris-gema
de ovo acrescido de 6% de glicerol (também a 5 °C), resultando em uma concentracio final de
3% de glicerol no diluente. A diluicdo final resultou em uma concentra¢do espermdtica de
100 x 10° espermatozéides / ml. As amostras foram acondicionadas em palhetas pldsticas de
0,25 ml, que foram colocados horizontalmente em uma caixa térmica por 20 min, 3 cm acima
do nitrogénio liquido (N;) em contato com o vapor. Finalmente, as palhetas foram

mergulhadas em N, liquido para o armazenamento (SELLES et al., 2003).
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2.3.7 Processos de descongelacao

Depois de uma semana, as amostras congeladas em ambos os diluentes foram
descongeladas em duas taxas de descongelacdo. No primeiro caso, as palhetas foram imersas
em banho-maria a 37°C /Imin. No segundo, as palhetas foram imersas em banho-maria a
55°C/7s, seguido de mais 30 s, a 37 °C. O sémen foi imediatamente avaliado para motilidade ,

vigor, porcentagem de células vivas, morfologia, integridades acrossomal e teste de HOS.

2.3.8 Analise estatistica

Doze repeticdes foram realizadas para cada tratamento. Os resultados foram expressos
como média £ EP. Os dados foram verificados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-
Wilk, e de homecedasticidade pelo teste de Levene usando o procedimento univariado do
Statistical Analysis System (SAS 6.10, SAS Institute Inc., Cary, NC, E.U.A.). Para avaliar o
efeito de diferentes fatores e suas interagdes sobre as varidveis consideradas no estudo, os
dados foram submetidos a andlise de variancia utilizando o procedimento General Linear
Model (GLM). Comparagdes entre os diferentes tratamentos sobre os parametros do sémen
foram analisados pelo teste de Tukey. Para todas as andlises estatisticas, a significancia foi

estabelecida em P<0,05.

2.4. RESULTADOS

2.4.1 Sémen fresco e diluido

Vinte e uma tentativas para a coleta de s€émen foram realizadas em 13 animais, mas

apenas 14 ejaculados foram obtidos, denotando uma eficiéncia de 66% para o processo

eletroejaculatério. Dois destes ejaculados ndo foram utilizados no experimento devido ao
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baixo volume. Os outros doze ejaculados apresentaram cor branca, aspecto aquoso e um
volume de 3,7 + 0,5 ml. Outras caracteristicas do sémen sdo apresentadas na tabela 1.

A adi¢do dos diluentes ndo afetou a motilidade nem o vigor, apesar de uma diminui¢éo
nos valores desses pardmetros ter sido verificada apds a adicdo do glicerol na refrigeracdo
(Tabela 2). Ndo foram verificadas diferencas entre os diluentes suplementados com frutose ou

glicose em seguida a dilui¢do, refrigeracdo ou adi¢do de glicerol (P>0,05).

Tabela 1: Caracteristicas do s€émen fresco de catetos (Tayassu tajacu) coletado por

eletroejaculacio (n=12 ejaculados).

Média + E.P Variacdo

Concentragio espermdtica (x 10°) 506.6 + 58.3 280 — 960
Motilidade espermatica (%) 93.6+1.6 80 - 100
Vigor (0-5) 37+£0.3 2-5
Espermatozoides vivos (%) 92.6+2 79 — 100
Integridade de membrana (%) 66.2 £ 6.1 31-92
Morfologia espermaética

Normal (%) 49.6 +2.8 33-173

Alteracdes primarias (%) 2,1+0.5 1-7

Alteracdes secundarias (%) 48.1+£2.0 93 -100

Alteracdoes totais (%) 504 +2.8 27 - 67

Integridade acrossomal (%) 99.7+0.2 98 — 100
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Tabela 2: Média + E.P da motilidade e vigor do s€émen de cateto(Tayassu tajacu),
fresco, diluido e adicionado de glicerol usando diluente Tris suplementado com frutose

ou glicose (n=12).

Sémen Diluidor Motilidade (%) Vigor (0-5)
Fresco 93.6+1.6" 3.7+0.3°
Diluido Tris-frutose 88.7+2.6" 39+02°
Tris-glicose 90.3+19° 3.7+£03°
Adicdo de glicerol Tris-frutose 60.0 +4.8° 21+02°
Tris-glicose 67.5+53" 22£02°

2> Nla mesma coluna, as médias sem letras sobrescritas iguais diferem estatisticamente (P < 0,05).

2.4.2 Caracteristicas espermaticas pos descongelacao

A Tabela 3 mostra que os procedimentos de congelagcdo-descongelacdo induziram uma
reducdo nos valores de motilidade, vigor, viabilidade espermadtica e integridade da membrana
funcional quando comparados aos valores do sémen fresco (P <0,05), porém a morfologia
espermdtica ndo foi afetada (P> 0,05). Além disso, ndo foi observada interacdo entre a
suplementagdo de agucares e as taxas de descongelacdo do sémen em qualquer parimetro

avaliado P(>0,05).
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Tabela 3: Média + E.P do s€men fresco e congelado (n=12) de catetos (Tayassu tajacu) usando

diluente Tris suplementado com frutose ou glicose e diferentes taxas de descongelacdo.

Sémen Descongelado a 37°C/1 min Descongelado a 55°C/7s

fresco Tris-frutose Tris-glicose Tris-frutose Tris-glicose
Motilidade espermitica (%) 93.6+1.6° 37.9+42 285+5.1° 33.8+3.7° 282435
Vigor (0-5) 3.8+0.3" 23+0.2° 2.4+0.2° 23+0.2° 22+03°
Espermatozoides vivos (%) 92.5+£2.0° 47426 523£5.1° 546 +3.5° 532+5.1°

Integridade de membrana (%)  66.1+6.1*  41.7+53" 384+48° 34.1 4.7 31.3+5.5°

Morfologia espermética

Normal (%) 49.6 £2.8° 48.7£2.7° 46.7 £2.7° 53.0+2.8" 457 £3.0°
Alteragdes primarias (%) 2,1 £0.5° 2.8 +0.4° 3.3+0,4° 2.5+0,5° 2,8 £0,5°
Alteragdes secundarias (%)  48.1 £2.0% 48,3 £2.8" 50.6 £3.1% 443 £3.0° 50.9 +3.1°
Alteragaoes totais (%) 50.4+£2.8" 51.3+£2.7% 53.3+2.7° 47.0+2.8" 54.3+3.0°

Integridade acrossomal (%) 99.7 £0.2* 99.3 £0.2* 99.7 £0.2* 99.4 +£0.3* 99.5+0.2*

% Nla mesma linha, as médias sem letras sobrescritas iguais diferem estatisticamente (P < 0,05).

2.5 DISCUSSAO

Existe uma falta de informacdes acerca dos parametros seminais de catetos. Os
resultados para o s€émen fresco obtidos neste estudo sdo bastante superiores aos obtidos em
estudos anteriores realizados pela nossa equipe (SOUSA et al., 2009). Essa melhoria seria
possivelmente devido a um aumento no tempo do processo eletroejaculatério de apenas 5 min
para 10 min, o que nos permite coletar amostras com maior volume e concentragdo de
espermatozéides.

Apesar dos catetos serem conhecidos por ser muito estressados e que 0 manejo sempre
os ameaca, Costa e Paula (2005) coletou o s€men destes animais através de um protocolo de
eletroejaculacdo que durou 10 minutos e nenhum efeito colateral foi verificado para os
animais. Com base nessa pesquisa, decidimos aumentar o tempo de estimulacio
eletroejaculatoria.

Pela primeira vez, nés demonstramos que o sémen de catetos podem ser
criopreservados utilizando diluidores a base de Tris. E bem sabido que diluentes que contém

Zwitterion como Tris sdo soliveis em dgua, mas impermedveis as membranas bioldgicas e
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também parecem ser mais resistentes as alteracdes no pH durante o resfriamento que em
outros diluentes. Estas caracteristicas permitem que diluentes a base de Tris normalmente
promover uma melhor motilidade espermatica pés-descongelacdo do que outros diluentes na
preservacdo do sémen de diversos mamiferos (RASUL et al., 2000). Especialmente para os
catetos, destacamos que houve uma falta de informag¢des sobre o mecanismo de agdo de
nenhum outro diluidor o que justifica novas pesquisas sobre este assunto.

Diluentes a base de Tris atualmente sdo suplementados tanto com frutose ou glicose. A
frutose é pensada para ser uma importante fonte de energia para os espermatozodides, € junto
com a glicose, ¢ encontrada no plasma seminal em muitas espécies de mamiferos
(PONGLOWHAPAN et al., 2004). Segundo Mann (1975), os espermatozéides de mamiferos
podem obter energia através da glicolise e do ciclo de Krebs por consumo de
monossacarideos, apesar de todas as espécies poder usar a maioria dos monossacarideos, a
forma especifica do metabolismo varia com a espécie (RIKMENSPOEL; CAPUTO, 1966).
Na presente pesquisa, o efeito da suplementagcdo de actcar na criopreservacdo de s€émen de
catetos ndo pdde ser verificada porque o plasma seminal ndo foi retirado das amostras o que
poderia interferir nos resultados.

Uma diminui¢do na qualidade espermatica foi verificada apds a descongelacido para
todos os tratamentos. Na verdade, a qualidade do sémen reduz durante a criopreservacdo em
todo o seu processo, desde a dilui¢do, resfriamento, crioprotecio, congelagcdo, armazenamento
a -196 ° C, até a descongelacdo. Durante a criopreservacdo, o espermatozdide sofre
modificacdes sucessivas e adversas no volume da célula causado por alteracdes osmoticas
durante a adi¢do do glicerol, congelacdo e descongelacio (HAMMERSTEDT et al., 1990).
Além disso, a fluidez e as propriedades funcionais das membranas dos espermatozdides sido
modificadas com a diminui¢@o da temperatura durante as fases de resfriamento e congelacdo,
bem como durante a descongelacdo (BUHR et al., 1989; MAXWELL; JOHNSON, 1997),
reduzindo assim a sua permeabilidade seletiva e capacidade de provocar um grande afluxo de
célcio (ROBERTSON et al.,, 1990; BAILEY et al.,, 2003). A membrana plasmética é o
principal local de lesdo no qual os espermatozdides criopreservados sofrem os principais
danos durante a congelagdo e descongelacdo (PARKS; GRAHAM, 1992), resultando em
perda substancial de espermatozodides vidveis (BAILEY et al., 2003).

Segundo Lahnsteiner, (2000) a taxa de descongelacdo é o pardmetro mais sensivel

durante a criopreservacdo de s€men e deve ser feita em altas temperaturas para evitar a
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recristalizacdo. Os danos do aquecimento ocorrem quando os espermatozéides passam através
da zona critica de -50 a -15°C ou até -5°C. Da mesma forma, os espermatozdides sofrem
estresse osmotico quando o tempo de descongelagdo € insuficiente para a saida do excesso de
crioprotetores das células promovendo lise nas células devido ao derretimento abrupto do gelo
extra-celular que se torna mais diluido (ANDRABI, 2007).

Alguns estudos tém demonstrado que a descongelacdo rapida resulta em melhores
taxas de qualidade pés-descongelacdo, quando comparada com a descongelacdo lenta para o
garanhdo, o carneiro, o touro (WATSON, 1996), o cédo (NOTHLING; SHUTTLEWORTH,
2005) e os suinos (ERIKSSON; RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2000), mas essas declaragdes
ndo foram confirmadas para o s€men de catetos de acordo com nossos resultados. Sabe-se que
ha um patamar na relagéo entre a taxa de descongelacdo e sobrevivéncia de espermatozoides,
indicando que o aumento da temperatura pode ndo melhorar a motilidade espermdtica
(WOELDERS; MALVA, 1998). Provavelmente, ambas as taxas de descongelacdo testadas no
presente estudo pertencem a um mesmo intervalo e ndo poderiam interferir na qualidade do
sémen de catetos.

Apesar de este estudo fornecer informagdes importantes sobre as caracteristicas do
sémen congelado-descongelado de catetos, o s€émen foi somente avaliado subjetivamente.
Atualmente, um sistema de andlise computadorizada do s€émen (CASA) permite a avaliagio
objetiva das diferentes caracteristicas das células espermaticas (por exemplo, movimento e
velocidade) com um elevado grau de precis@o e repetibilidade (SILVA et al., 2006). Portanto,
sugere-se que novos estudos utilizando esta técnica devam ser conduzidos de modo a
promover uma avaliagdo mais objetiva do s€men de catetos.

O cateto € uma das espécies mais cacadas entre os vertebrados terrestres em florestas
neotropicais (PERES, 1996). Em regides semi-aridas da América do Sul, os catetos estdo se
tornando uma espécie adequada para programas de reproducdo em cativeiro, devido a
importancia comercial de sua carne e da pele nas economias locais. Apesar do seu potencial
econémico considerdvel, hd poucos estudos na literatura sobre a tecnologia de sémen dos
catetos e os resultados atuais serdo tteis para os bancos de genoma de recursos e tecnologias
de reproducdo assistida aplicadas em seu manejo. A sistemdtica dos bancos de recursos
genOmicos utilizando sémen criopreservado no zooldgico congelado oferece a oportunidade
de novas estratégias de conservacdo de espécies ameagadas, auxiliando no manejo genético

eficaz de populagdes em cativeiro (JOHNSTON; LACY, 1995). O conceito de manejo
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genético ex situ de pequenas populagdes em cativeiro de espécies ameacadas, como o cateto,
a fim de voltar a introduzi-los para a vida selvagem estd a atrair cada vez mais interesse

(BAINBRIDGE; JABBOUR, 1998).

2.6 CONCLUSOES

Em conclusdo, o sémen de catetos coletado por eletroejaculacdo pode ser congelado
em diluidor Tris suplementado tanto com frutose ou glicose e descongeladas pelas diferentes
taxas de descongelagdo (37 ° C/1m ou 55 C/7s °). Estes resultados serdo tteis para os bancos
de recursos genéticos e tecnologias de reprodugao assistida como ferramentas para aumentar o
manejo de informacdo genética disponiveis para programas de reprodugdo assistida na

espécie.
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3 CAPITULO 3 - EFEITO DA CENTRIFUGACAO E DE DILUENTES A BASE DE
TRIS SOBRE OS PADROES CINEMATICOS DE MOTILIDADE NO SEMEN
CONGELADO-DESCONGELADO DE CATETOS (Tauassu tajacu)

3.1 RESUMO

O objetivo deste estudo € avaliar o efeito da centrifugacdo para remog¢do do plasma
seminal e da suplementacdo de frutose e glicose em diluente Tris sobre os padrdes
cinemdticos de motilidade e outras caracteristicas do sémen congelado-descongelado de
catetos em cativeiro. O sémen de 13 catetos foram coletados por eletroejaculacio e avaliados
para motilidade, vigor, viabilidade espermatica, integridade da membrana e morfologia dos
espermatozoéides. As amostras foram divididas em quatro aliquotas: duas foram mantidas in
nature e as outras duas foram submetidas a centrifugacdo. As amostras de sémen foram
diluidas em dilunete a base de Tris suplementados com frutose ou glicose. Gema de ovo
(20%) e glicerol (3%) foram adicionados para todos as amostras que foram congeladas em
nitrogénio liquido e descongeladas a 37°C/1min. O sémen congelado e descongelado foram
avaliados para os mesmos parametros descritos para o sémen fresco, porem os parametros
cinemaéticos de motilidade foram avaliados por um sistema de andlise computadorizada. Apds
a descongelacdo valores de motilidade total foram em média de 30% para todas as amostras.
O efeito negativo da centrifugacio foi verificado para morfologia espermatica, linearidade,
progressividade e freqii€ncia de batimento cruzado (P<0,05). Entretanto, ndo foram
verificadas diferencas entre os agticares para nenhuma amostra (P>0,05). Em concluséo, nao é
recomendado centrifugar o ejaculado de catetos antes dos procedimentos de congelagdo-
descongelagdo, para o qual pode ser utilizado um diluente a base de Tris suplementado, tanto

com frutose ou glicose.

Palavras-Chave: sémen cateto, criopreservacgdo, centrifugacio, CASA
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3.2 INTRODUCAO

Apesar dos catetos (Tayassu tajacu) serem semelhantes aos porcos doméstico, eles ndo
pertencem a familia siudae. Esses animais sdo membros da familia Tayassuidae e abitam
desertos savanas aridas e florestas desde os Estados Unidos ate a Argentina (ORR, 1986).
Eles estdo constantimente sofrendo ameaca pelo desmatamento e caga predatéria. Por que nos
paises da America latina o comércio da carne e da pele dessa espécie é importante para
economia local, T. tajacu tem sido considerado uma espécie adequada para inclusdo em
programa de criacdo em cativeiro (BODMER, et al., 1997), porem priticas de manejo
apropriada ainda nfo tem sido desenvolvidas para eles. (MAYOR et al., 2007). Tecnologia de
sémen para esses animais sdo restritas para o estabelecimento de protocolos de coleta e
avaliacdo (HELLGREEN et al., 1989; SOUSA et al., 2009) e nenhuma informacéo a respeito
da criopreservagdo foi avaliada.

Os beneficios de um banco de sémen sdo bem reconhecidos (HOLT et al., 2001), e o
sémen criopreservado é uma excelente forma para armazenar valiosos materiais genéticos
(JOHNSON et al., 2000). Uma intensa investigacdo é necessdria para o desenvolvimento de
métodos de preservacio confidveis em animais selvagens. Essa investigacdo precisa ter €nfase
nas variacdes espécie-especificas encontradas na fisiologia celular dos espermatozéides, bem
como sobre as transformacdes especificas que gametas sofrem durante a refrigeragdo,
congelacdo e descongelacdo (FICKEL et al., 2007).

Em suinos, a presenca do plasma seminal durante a criopreservagdo do sémen é
controversa. Pursel et al (1972) relatam que o plasma seminal torna os espermatozdides desta
espécie mais sensiveis ao choque térmico, pdem, Strzezek et al. (1999) descobriram que o
plasma seminal € constituido por alguns antioxidantes que protegem os espermatozdides
contra danos oxidativos durante a conservacdo. Além disso, Matas et al. (2007) concluiram
que o processo de centrifugacdo realizado para a lavagem de s€émen pode promover danos
estruturais irreversiveis aos espermatozoéides.

Espermatozdides de mamiferos requerem substratos exdgenos para uma variedade de
funcdes, por exemplo, para preservar as reservas de energia intracelular, os componentes
celulares, e principalmente, para apoiar a motilidade (YILDIZ et al., 2000). A frutose é

pensada por ser uma importante fonte de energia para os espermatozoéides do ejaculado, e
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junto com a glicose, é encontrada no plasma seminal em muitas espécies de mamiferos
(PONGLOWHAPAN et al., 2004). Frutose e glicose sdo atualmente adicionados a diluentes 4
base de Tris para a criopreservacio de sémen de diferentes espécies de mamiferos (SILVA et
al., 2002; HU et al., 2009). Para catetos, ha uma falta de informagdo sobre o efeito da
suplementagdo de agtcar no diluidor sobre os parametros do s€émen.

Apenas poucos estudos foram realizados a fim de descrever caracteristicas do sémen
de catetos (HELLGREEN et al., 1997, SOUSA et al., 2009), e eles sao limitados a andlises
subjetivas. Hoje em dia, € bem sabido que o desenvolvimento de sistema de analise de sémen
assistida por computador (CASA) tem proporcionado um meio de obter grandes quantidades
de informacgdo objetiva das caracteristicas cineméticas de uma amostra de s€émen (SILVA et
al., 2006). O objetivo deste estudo € avaliar o efeito da centrifugacio para remog¢do do plasma
seminal e da suplementacdo de frutose ou glicose em diluidor Tris sobre os padrdes

cineméticos de motilidade e outras caracteristicas do sémen congelado, descongelado obtidos

a partir de catetos em cativeiro.

3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 Animais experimentais

Treze catetos machos sexualmente maduros, com uma média de idade e peso de 40,7 £
1,6 meses e 22,5 + 2,8 kg, respectivamente, foram utilizados. Os animais pertenciam ao
Centro de Multiplicacdo de Animais Silvestres da Universidade Federal Rural do Semi-Arido,
localizada no nordeste do Brasil (Mossord, RN, Brasil, 5 © 10'S, 37 ° 10'W). O clima é
tipicamente semi-drido com uma temperatura média anual de 27 ° C. Os animais foram
isolados das fémeas 6 meses antes do inicio do estudo e mantidos sob fotoperiodo natural de
12 h. Eles foram mantidos ao ar livre, em grupos de seis animais em piquetes (20m x 3m),
com uma area coberta (3m x 3m). Os animais foram alimentados com racdo e frutas. A dgua

era de acesso livre.
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3.3.2 Anestesia

Os animais foram mantidos em jejum por 12 h antes do inicio do experimento. Em
seguida, foram contidos fisicamente usando um puca e anestesiados com propofol (Propovan
®, Cristalia, Fortaleza, Brasil) com 5 mg/kg em bolus (SOUSA et al., 2009). Quando o animal
apresentou sinais de despertar, 1/4 da respectiva dosagem foi administrada para manter o
animal em um estado anestésico ideal. Durante o procedimento, um cateter foi inserido na
veia cefdlica para fluidoterapia (solugdo salina fisiologica a 0,9%), e os pardmetros
fisiologicos como freqiiéncia cardiaca e respiratdria, além da temperatura retal foram

monitorados.

3.3.3 Coleta de sémen

Os animais foram mantidos em decubito lateral, e o sémen foi coletado usando um
eletroejaculador (Autojac ®, Neovet, Campinas, SP, Brasil), ligado a uma fonte de 12-V. O
ciclo de estimulagdo era composto por 10 estimulos em cada tensdo, a partir de 5 V, seguido
por um aumento de tensdo em seguencia de 1 V até 12 V. Os estimulos foram mantidos por
uma duracdo de 10 min a partir do inicio do procedimento. A sonda do eletroejaculador media
15 cm x 1,3cm, e 12cm desta foram inseridos no reto do macho. O sémen foi coletado em

tubos plasticos e imediatamente avaliado.

3.3.4 Avaliacao seminal

O volume do sémen foi mensurado por micropipetas. A cor do s€men foi anotada, e
seu pH foi determinado usando fitas indicadoras de pH (Neutralit ®, da Merck, Bucareste,
Roménia). A motilidade (%) e o vigor espermadtico (0-5) foram avaliados imediatamente sob
microscopia de luz em aumentos de 100x 400x. Esfregacos de Rosa Bengala foram
preparados com 5 pl de sémen para avaliar a morfologia espermdtica e a integridade
acrossomal utilizando microscopia de luz (1000 x), sendo contadas 200 células por ldmina.
Os defeitos morfolégicos detectados nas células espermadticas foram classificados como

primérios ou secunddrios. A porcentagem de espermatozodides vivos foi estabelecida através
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da anédlise de uma lamina corada com azul de bromofenol sob microscopia de luz (400 x),
sendo realizada a contagem de 200 células por lamina. Apds avaliagdo inicial, uma aliquota
de 10-puL de s€men foi diluida em solugdo salina formolizada a 10% (2 ml) e a concentragio
espermdtica (espermatozoides x 10° ml') foi determinada utilizando uma cAmara de
contagem de Neubauer. A integridade funcional da membrana espermadtica foi avaliada por
um teste hiposmotico utilizando dgua destilada (0 mOsm / 1) como a solugdo hiposmética
(QUINTELA et al.,2004). Uma aliquota de 0,01 mL de sémen foi diluida em 0,09 ml de
solu¢do hiposmética e mantidas em banho-maria a 38°C. Apds 45 min, uma aliquota de
sémen foi colocada sobre uma lamina de vidro, coberta por uma laminula, e avaliada por
microscopia de contraste de fase (400 x), nesse processo 200 células foram avaliadas.
Espermatozdides que apresentaram edamaciacdo e caudas enroladas foram considerados

como tendo a membrana espermadtica funcional.

3.3.5 Diluentes

Os reagentes utilizados neste estudo foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
E.U.A.). O diluente (BTS) foi utilizado para a lavagem de sémen antes da congelagdo. Esta
solugdo consistiu de 37,0 g de glicose, 6 g de citrato de sédio, 1,25 g bicarbonato de sédio,
1,25 g de EDTA, 0,75 g de cloreto de potdssio, 1 g Penicilina G sédica e 1 g de
Dihidrostretomicina em 1 L de dgua ultra pura, (WOELDERS, 1992). Para a criopreservagio,
dois diluentes padronizados para outras espécies, foram testados neste estudo. O primeiro
consiste em 3,028 g de Tris-hidroximetil-aminometano (Tris), 1,78 g de 4cido citrico
monoidratado, e 1,25 g de D-frutose dissolvidas em 100 mL de dgua ultrapura foi utilizado
(HU et al., 2009). O outro diluente era constituido por 2,4 g de Tris, 1,4 g de 4acido citrico
monoidratado, e 0,8 g de glicose dissolvida em 100 mL de dgua ultra pura (ROTA et al.,
1997). A osmolaridade dos diluentes foi 295 mOsm/L, e o pH foi 6,6. Vinte por cento de

ambas as solugdes foram, entdo, substituidas por gema de ovo (v/v).
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3.3.6. Sémen centrifugado e diluicao inicial

Imediatamente apds a coleta e avaliacdo inicial, as amostras de s€émen foram divididas
em quatro aliquotas. Duas aliquotas foram centrifugadas a 3000 rpm/3 min . O sobrenadante
foi descartado e o sedimento diluido em Tris-glicose ou Tris-frutose ambos com 20% de gema
de ovo. As outras duas amostras ndo centrifugadas foram diretamente diluidas em Tris-frutose
ou Tris-glicose acrescidas de gema de ovo na temperatura ambiente (27°C). A motilidade e o

vigor espermético foram avaliados neste momento.

3.3.7 Procedimentos de congelacio e descongelacao

Todas as amostras foram equilibradas por 240 minutos para atingir 5°C em uma
geladeira. Apds o resfriamento, o sémen foi novamente diluido em Tris-gema de ovo
acrescido de 6% de glicerol (também a 5 ° C), resultando em uma concentracao final de 3% de
glicerol no diluente (Tris-frutose ou Tris-glicose). A diluicdo final resultou em uma
concentragio espermética de 100 x10° espermatozéides/mL. A motilidade e o vigor
espermaticos foram avaliados ap6s a adi¢do de glicerol. As amostras foram acondicionadas
em palhetas plasticas de 0,25 mL, que foram colocadas horizontalmente em uma caixa
térmica por 20 min, 3 cm acima do nivel do nitrogénio liquido (N). Finalmente, as palhetas
foram mergulhadas em N, liquido para armazenamento (SELLES et al., 2003)

Depois de um més, as amostras foram transportadas para o Nucleo Integrado de
Biotecnologia da Universidade Estadual do Cearda (NIB-UECE), na cidade de Fortaleza,
Brasil. As amostras foram descongeladas por imersdo das palhetas em banho-maria a 37 ° C
por um min. O s€men foi imediatamente avaliado para motilidade, vigor, porcentagem de

células vivas, morfologia, integridade acrossomal e HOST, como relatado para s€men fresco.
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3.3.8 Analise de sémen assistida por computador

As amostras foram também avaliados pelo CASA, em conformidade com as
recomendacdes de Iguer-Ouada e Verstegen, (2001). As amostras de s€émen (10 pL) foram
colocadas em uma camara de Makler, deixadas em repouso por 1 min, mantidas a 37° C, e
examinadas em um microscépio de contrates de fase com iluminagéo estroboscépica acoplado
a uma camera de video adaptada ao Sperm Class Analyzer ( SCA versdo 3.2.0; Microptic SL,
Barcelona, Espanha). As configuracdes do instrumento foram: temperatura, 37 °C; taxa de
quadros, 25 quadros / seg; contraste minimo, 75; limiar de retiddo, de 45%. Trés campos nao
consecutivos foram randomicamente selecionados. Os parametros analisados foram: nimero
de células contadas, motilidade total (%), motilidade progressiva (%), velocidade média da
trajetéria (VAP; mm/s), velocidade linear progressiva (VSL; mm/s), velocidade curvilinea
(VCL; mm/s), amplitude lateral da cabeca (ALH; mm), freqiiéncia de batimento cruzado
(BCF; Hz), indice de progressdo (STR; %) e indice de linearidade (LIN; %). Ainda a
populacdo total de espermatozdides foi subdividida em quatro categorias: rdpida, com VAP
superior ao limiar do VAP médio; médio, com VAP entre o limiar do VAP baixo e o médio;
lento, com VAP inferior ao limiar do VAP baixo e estitico, a propor¢do de células que nio

estavam se movendo (SILVA et al., 2006).

3.3.9 Analise estatistica

Doze repeticdes foram realizadas para cada tratamento. Os resultados foram expressos
como média + EP. Os dados foram verificados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-
Wilk, e de homecedasticidade pelo teste de Levene usando o procedimento univariado do
Statistical Analysis System (SAS 6.10, SAS Institute Inc., Cary, NC, E.U.A.). Para avaliar o
efeito de diferentes fatores e suas interagdes sobre as varidveis consideradas no estudo, os
dados foram submetidos a andlise de variancia utilizando o procedimento General Linear
Model (GLM). Comparagdo entre os diferentes tratamentos sobre os parametros do sémen

foram analisados pelo teste de Tukey. Para todas as andlises estatisticas, a significancia foi

estabelecidada e P<0,05.
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3.4 RESULTADOS

3.4.1 Sémen fresco e diluido

Quatorze ejaculados foram obtidos de 13 animais, mas dois deles ndo foram usados no
experimento devido ao baixo volume. As medias e erro padrdo das caracteristicas para o
sémen fresco (n = 12 amostras) foi de 3,7 £ 0,5ml de volume, com uma concentragio de 506
+ 583 x 10° espermatozdides/mL, motilidade progressiva 93,6 = 1,6%, 3,7 + 0,3 de vigor,
92,6 + 2% de espermatozdides vivos, 49,6 + 2,8% de células com morfologia normal, e 66,2 +
6,1%, dos espermatozdides com integridade da membrana funcional.

Naio foi verificado o efeito da centrifugacio sobre os pardmetros de motilidade e vigor
imediatamente apds a adicdo dos diluentes suplementados com glicose ou frutose a
temperatura ambiente (Tabela 4). No entanto, apds a glicerolizagdo a 5°C, uma redug@o na
motilidade e vigor foi verificada para todas as amostras (P <0,05), onde o primeiro pardmetro

foi melhor preservado (P <0,05) nas amostras ndo-centrifugadas (tabela 4).

Tabela 4: Média + E.P dos valores de motilidade e vigor antes e apds a adi¢do do crioprotetor
(CRIOP) a (5°C) nas amostras diluidas com Tris glicose (GLI) e Tris frutose (FRUT),
submetidas ou nio ao processo de centrifugacio (CC; SC).

Motilidade Vigor
GLI_SC 88,8 +2,4° 3,8+0,2°
GLI_CC 83,8 +2,4° 3,702
FRUT_SC 88,9 +2,4° 4,1+0,2°
FRUT_CC 84,3 +2.4° 3,6 +0,2°
GLI_SC_CRIOP 66,9 +2,4° 22402
GLI_CC_CRIOP 46,7 £ 2,4° 1,7+0,2°
FRUT_SC_CRIOP 58,7 £24° 2,1+02°
FRUT_CC_CRIOP 42,7 £ 2.4 1,5+0,2°

a,b Z 1 . . " N
*” Na mesma coluna, as médias sem letras sobrescritas iguais diferem (P < 0,05).
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3.4.2 Caracteristicas do sémen pés- descongelacao

De acordo com a tabela 5, ndo houve diferencgas significativas entre os tratamentos
para todas as caracteristicas seminais avaliadas imediatamente apds a descongelagdo, porém
as amostras centrifugadas para ambos os diluentes apresentaram uma maior incidéncia de
alteracdes morfolégicas totais e secunddrias (P <0,05). Com relacdo aos pardmetros
cinemadticos, LIN, STR e BCF foram melhores (P <0,05) preservados nas amostras nao-
centrifugadas para ambos os diluentes (Tabela 6). Além disso, nenhum efeito significativo nos

tratamentos com relacdo as subpopulagdes espermaticas foi verificado (Tabela 7).

Tabela 5: Valores de média + E.P das avalia¢des seminais realizadas imediatamente apds a
descongelacdo para o sémen de -cateto submetido a centrifugacio (CC) ou nido
(SC),congelados com Tris glicose (GLI) e Tris frutose (FRUT).

GLI_CC GLI_SC FRUT_CC FRUT_SC
Motilidade 22,6 +2,3 21,7423 28,8 +2,3 223423
Vigor 2,8+0,2 2,5+0,2 3,1£0,2 2,8+0,2
Vivos 47,3+2,0 40,8 +2,1 47,2420 47,920
Host 37,4 +3,7 44,6 +3,7 43,6 +3,7 42,137
Normais 31,9+3,6 46,2 +3,6° 34,1 +3,6° 47,8 +3,6°
Alteracdes totais 68,1 + 3,6 53,8 +3,6" 65,9 + 3,6 522436
Alt. Primarias 0.8+0,4° 34+04° 1,1+04° 2,7+04°
Alt. Secundarias 67,3+3,7° 50,4 £3,7° 64,8 +3,7° 495+3,7°
Acrossoama 99,7 +0,1 99,0 +0,1 99,4 +0,1 99,0 £ 0,1
ntegro

Acrossoma nao 0,3+0,1 1,0+0,1 0,5+0,1 0,9+0,1
integro

“>'Na mesma linha, as médias sem letras sobrescritas iguais diferem (P < 0,05).
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Tabela 6: Valores de média + E.P dos parametros de motilidade realizado por andlise
computadorizada no sémen de catetos submetido a diferentes tratamentos.

Glicose com Glicose sem Frutose com Frutose sem
centrifugagdo centrifugacdo centrifugacdo centrifugacdo
N° de células contadas 563,1 +123,3 481,8 + 94,4 366,6 + 68,8 541,1 +1159
Motilidade total 342+48 31,5+5,1 37,6 £5,2 352+6,0
Motilidade progressiva 11,6 £23 12,5+ 3,0 14,4+£29 13,6 £2,5
Velocidade progressiva
(VSL) 9,3+0,6 11,3+0,9 9,6 +0,8 10,1 £ 1,1
Velocidade curvilinea
(VCL) 29.8+1,9 33,1+£2,5 32,8+1,5 30,7£2,7
Velocidade media de
rajetéria (VAP) 16,1 £0,9 182+1,2 16,9 +0,9 16,4 + 1,5
Indice de Linearidade 30,5+ 1,0° 33,3+ 1,8 28,9+ 1,5 32,6 +0,9*
Indice de progressao b a b a
(STR) 574 +12 61,7+1,5 559+1,9 61,1 +1,3
Amplitude lateral de
cabeca (ALH) 2,5+0,1 2,6 £0,2 2,6 £0,1 2,4+£0,2
Freq. de batimento de 40205 53407 47+05° 53+0,5

cruzado (BCF)
“>'Na mesma linha, as médias sem letras sobrescritas iguais diferem (P < 0,05).

Tabela 7: Média + E.P das Subpopula¢des espermaticas no s€men congelado-descongelado de
catetos para os diferentes tratamentos.

Categorias de Glicose com Glicose sem Frutose com Frutose sem

espermatozéides centrifugagdo centrifugacdo centrifugagdo centrifugacdo
Velocidade rdpida 6,7+1,5 7,7+2,.2 10,0+2,1 8,0+2,0
Velocidade média 95+1,7 85+1,6 11,0+ 1,8 10,7+14
Velocidade lenta 17,321 152+19 16,6 +1,9 18,3+2,6
Estaticos 66,4 +5,0 68,4 +5,1 62,4+5.2 63,0+5,2

2% Na mesma linha, as médias sem letras sobrescritas iguais diferem (P < 0,05).



72

3.5 DISCUSSAO

O conhecimento da biologia reprodutiva ¢ de suma importancia para otimizar o
desempenho zootécnico dos catetos em cativeiro mas como a informacao sobre estes aspectos
€ inadequado, as praticas de manejo adequadas ainda ndo foram desenvolvidas para esta
espécie (MAYOR et al., 2007). Neste contexto, o desenvolvimento de protocolos para a
criopreservacdo de s€émen pode ser utilizado para minimizar a endogamia e deriva genética

em pequenas populagdes e também preservar a diversidade genética (MADEDDU et al.,
2009) desta espécie.

N6s demonstramos claramente que o processo de centrifugacio reduz a motilidade e
aumenta os defeitos morfoldgicos, antes e apds o congelamento e descongelamento do s€émen
de catetos adultos. Resultados semelhantes também foram encontrados para suinos, em que o
processo de centrifugacdo promove choques mecanicos, mudangas estruturais no acrossoma e
perdas substanciais na motilidade espermatica (MATAS et al.,, 2007). Em ratos
(CARDULLO; CONE, 1986), seres humanos (NG et al, 1990; AGARWAL et al, 1994), e
camundongos (SCHREUDERS et al, 1996), os espermatozdides tém se mostrado muito
sensivel as forcas mecanicas e centrifuga e deve ser manipulado sob condigdes
cuidadosamente definidas para reduzir os danos aos espermatozoides. Por outro lado,
espermatozoéides de eqiiinos (PICKET et al, 1975) e bovinos (CROCKETT et al, 2001), sdo
um pouco menos sensivel a centrifugacdo, o que indica que a especificidade das espécies é
muito importante com relagdo a lesdo espermdticas causada por centrifugacdo. De acordo com
nossos resultados, os espermatozédides de catetos também parecem ser sensiveis ao processo
de centrifugacao.

Em geral, a centrifugac@o é realizada previamente ao processo de congelacdo, a fim de
retirar o plasma seminal. Vdrios autores relatam que a sobrevivéncia e motilidade dos
espermatozéides aumentam com a remocdo do plasma seminal, e uma série de proteinas
plasmaticas foram identificadas como causa de sobrevivéncia reduzida e perda de motilidade
seminal em suinos (STRZEZEK et al.,, 1992), bovinos (WISHWANATH et al., 1992),
caprinos (PELLICER-RUBIO et al., 1998), cavalo e (CARVER; BALL, 2002). Estas
proteinas fazem contato com os espermatozdides durante a ejaculacdo, interagem com a

membrana dos espermatozdides e influenciam caracteristicas diferentes, incluindo a
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motilidade (MIRO et al., 2009). Investigacdes relativas 2 composi¢do do plasma seminal em
catetos devem ser conduzida.

Ao melhor de nosso conhecimento, este estudo apresenta dados originais sobre o efeito
similar da suplementacdo com frutose ou com glicose no diluidor sobre caracteristicas do
sémen de catetos. A avaliacdo deste efeito foi possivel, principalmente apds a remog¢dao do
plasma seminal, pois é sabido que este liquido contém também frutose e glicose, como os
acticares principais em diferentes espécies de mamiferos (PONGLOWHAPAN et al., 2004).
Resultados semelhantes foram relatados para espermatozdides caninos que sdo capazes de
usar frutose e glicose, embora a formagdo de intermedidrios metabdlicos, como a glicose-6-
fosfato e ATP seja muito diferente entre as duas hexoses (RIGAU et al., 2000). Segundo
Mann (1975), os espermatozdides de mamiferos podem obter energia através da glicélise e do
ciclo de Krebs por consumo de monossacarideos, como a glicose, frutose e manose; apesar de
todas as espécies pode usar a maioria dos monossacarideos, a forma especifica do
metabolismo varia com a espécie (RIKMENSPOEL; CAPUTO, 1966). Sabe-se que os
actucares apresentam propriedades crioprotetotas extracelular, mas essa capacidade do agucar
nas células espermadtica pode variar de acordo com a temperatura de armazenamento, do peso
molecular do acticar e do tipo de solucdo utilizada (MOLINA et al., 1994).

Estudos usando diferentes acticares para criopreservacio de s€émen suino informou que
diluidores contendo rafinose e lactose forneceu melhores taxas de sobrevivéncia apés a
congelacdo em diluidores contendo glicose ou frutose, indicando que o agucar lactose com
maior peso molecular melhora os pardmetros seminais pds-descongelacdo (DE MERCADO et
al., 2010). Novos estudos devem também examinar o efeito de outros agtcares sobre os
parametros de sémen de catetos, a fim de melhorar a eficiéncia dos processos de congelacio e
descongelacao.

O CASA tem sido utilizado para avaliar os parametros de motilidade espermética em
varias espécies, incluindo a suina (VIZCARRA; FORD, 2006), mas nenhuma informacdo
sobre seu uso no sémen de catetos esta disponivel. Demonstrou-se pela primeira vez os
padroes de motilidade avaliada objetivamente pelo CASA no sémen descongelado desta
espécie e confirmou-se que a motilidade dos espermatozdides em uma amostra de s€émen de
catetos ndo é uniforme, mas podem ser categorizadas em subpopulacdes distintas. Nossos
resultados também mostraram que os padrdes de motilidade, como LIN, STR e BCF foram

afetados negativamente pelo processo de centrifugacao.
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Segundo Cox et al. (2006), a LIN esta correlacionada com a eficiéncia de migragéo in
vitro do sémen caprino, onde os espermatozdides que apresentam valores de LIN > 50%
apresentaram melhor migracdo. Vdrios autores (MORTIMER, 2000; PENA et al. 2000)
demonstraram que valores elevados para LIN estdo correlacionados a hiperativacdo do
espermatozodide, no entanto, Verstegen et al. (2002) sugeriram que as células com um LIN>
50 a 60%, que foram por muito tempo consideradas como células com hiperatividade em
transicdo, agora acredita-se serem falsas células hiperativadas. No presente estudo, os valores
inferiores a 50% foram encontrados para todos os tratamentos, mas os valores ideais para LIN
do sémen de catetos ainda sdo desconhecidos.

O BCF ¢ um valor util na estimativa das alteracdes microscopicas no padrdao do
batimento flagelar, mas pode ser dificultada pelo nimero de observagdes que podem ser feitas
por segundo no CASA. Se houver mais batidas por segundo do que imagens por segundo,
entdo o BCF sera subestimado (MORTIMER; SWAN, 1999). Além disso, STR fornece a
estimativa da proximidade do caminho da célula em uma linha reta com 100% correspondente
a linearidade ideal (VERSTEGEN et al, 2002). O STR reflete a porcentagem de
espermatozodides progressivos que indica a progressdo dos espermatozéides (VSL). Ambos
VSL e BCF foram demonstrados por afetar diretamente as interacdes entre oS
espermatozdides e ovocitos em cdes (SILVA et al, 2006). Nos catetos, ao nosso
conhecimento, ndo existe ainda nenhum estudo sobre as correlagcdes entre os padrdes de
motilidade e a fecundacio.

A motilidade dos espermatozoéides € o fator mais amplamente usado como indicador
da funcdo espermadtica (LOPES et al., 2009). No presente estudo, os valores para motilidade
espermadtica total do tratamento néo submetido a centrifugacdo variou entre 2,8 e 73,4%, com
média de 35,2 + 6,0% e 31,5 £ 5,1% para Tris-frutose e Tris-glicose, respectivamente. Estes
resultados foram obtidos a partir da utilizacdo de um protocolo de congelacdo-descongelacdo

descrito anteriormente para o sémen suino (SELLES et al., 2003).

Apesar da importancia de nossos resultados, podemos admitir que os protocolos para a
criopreservacdo de s€émen de catetos precisam ser melhorados. Por esta razdo, sugerimos que
mais estudos para avaliar diferentes diluidores e crioprotetores, e também as taxas de
congelacdo e descongelacdo, utilizando outras técnicas para avaliagdo do sémen, tais como
corantes fluorescentes, ensaios de intera¢do espermatozdide-ovécito e testes in vivo sejam

realizados.
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3.6 CONCLUSOES

Em conclusdo, é desaconselhavel centrifugar o ejaculado de catetos antes dos
procedimentos de congelagao-descongelagdo, nos quais pode-se utilizar um diluente a base de

Tris suplementado tanto com frutose ou glicose.
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ANEXO 01 - CARTA DE SUBMISSAO DO ARTIGO “INFLUENCE OF THE THAWING
RATE ON THE CRYOPRESERVATION OF SEMEN FROM COLLARED PECCARIES

(TAYASSU TAJACU) USING TRIS-BASED EXTENDERS” A  REVISTA
THERIOGENOLOGY

Dear Dr. Silva,
Your submission entitled "Influence of the sugar supplementation in the extender and the
thawing rate on the cryopreservation of semen from collared peccaries (Tayassu tajacu)" will

be handled by Co-Editor-in-Chief John P. Kastelic, DVM, PhD.

You may check on the progress of your paper by logging on to the Elsevier Editorial System
as an author.

Thank you for submitting your work to this journal.
Kind regards,

Elsevier Editorial System
Theriogenology.



82
ANEXO 02 - INFLUENCE OF THE THAWING RATE ON THE CRYOPRESERVATION
OF SEMEN FROM COLLARED PECCARIES (TAYASSU TAJACU) USING TRIS-BASED

EXTENDERS

Original do trabalho: Influéncia de diluentes suplementados com diferentes agticares e
taxa de descongelag@o na criopreservacdo do semen de catetos (Tayassu tajacu) Submetido

para publicacdo na Theriogenology.

Influence of the thawing rate on the cryopreservation of semen from collared peccaries

(Tayassu tajacu) using Tris-based extenders

T.S. Castelo, F.S.B. Bezerra, A.L.P. Sousa, M.A.P. Moreira, V.V. Paula, M.F. Oliveira, A.R.

Silva

Departamento de Ciéncias Animais, Universidade Federal Rural do Semi-Arido - UFERSA,

BR 110, Km 47, Costa e Silva, 59625-900, Mossoro”, RN, Brazil

Abstract

The aim of this study was to evaluate the influence of the thawing rate on the quality of
frozen-thawed semen obtained from collared peccaries (Tayassu tajacu) using Tris-based
extenders. Semen from 13 sexually mature collared peccaries males were collected by
electroejaculation and further evaluated for motility, vigor, sperm viability, membrane

integrity and sperm morphology. Semen was divided in two aliquots: the first was diluted in
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Tris-fructose and the other in Tris-glucose. Egg yolk (20%) and glycerol (3%) was added to
both groups. Samples were frozen in liquid nitrogen and thawed using two thawing rates (37
°C /1 min and 55 °C/7 s). No differences were verified between Tris-based extenders after
extension, chilling or glycerol addition (P > 0.05). After thawing at 37 °C, values of 37.9 +
4.2% and 28.5 + 5.1% motile spermatozoa were found for samples extended in Tris-fructose
and Tris-glucose, respectively; also, sperm motility of 33.8 £ 3.7% and 28.2 + 3.5% were
verified for the same extenders after thawing at 55 °C. No interactions between extenders and
thawing rates were observed for any evaluated semen parameter (P > 0.05). In conclusion,
semen from collared peccaries could be frozen in Tris-based extenders and thawed at different

thawing rates (37°C/1m or 55°C/7s).

Keywords: Tayassu tajacu; semen; cryopreservation; extender; thawing rate.

1. Introduction

Some wild species, such as the collared peccaries (Tayassu tajacu), are threatened by
hunting because of the great international value of their melt and pelts [1]. In this context,
biotechnology has a tremendous potential as a tool that helps in the conservation of wild
animals [2]. Biotechniques as artificial insemination and semen conservation that are routine
in domestic species are not easily adapted to the wildlife due to lack of knowledge about
anatomy, morphology and mechanisms that regulate reproductive success in wild animals [3].

Even though the collared peccaries look like pigs, they do not belong to the Suidae
family. Those animals are Tayassuidae members that inhabit deserts, arid savannahs and
forests from the United States to the Argentina [4]. Nowadays, there is an increase in interest

on the legalized breeding of this species, but appropriate management practices have not yet
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been developed for them [5]. Semen technology for those animals is restricted to the
establishment of protocols for collection and evaluation [6,7], and no information regarding
cryopreservation is available.

Intensive research is required for the development of reliable preservation methods in
wild animals. Such research needs to emphasize on species-specific variations in cellular
physiology of spermatozoa as well as the specific transformations that gametes undergo
during chilling, freezing, and thawing [8]. Among the factors that are critical for freezing a
semen sample, the extender also deserves consideration. Different extenders have been used
for mammalian species but a perfect extender has not yet been found. However, the Tris-
based diluents have become more universal, and this buffering medium combined with egg
yolk and glycerol has been tested extensively for different species as bovine [9], canine [10]
and swine [11].

Cryopreserved semen presents a significant reduction in viability after thawing
procedures that can induce ultrastructural, biochemical and functional damage to the
spermatozoa [12]. Therefore, numerous studies have been conducted in order to determine the
ideal thawing rate for the semen from different animals such as boars [13], rams [14] and dogs
[15] We aimed to study the influence of the thawing rate on the cryopreservation of semen

obtained from collared peccaries using Tris-based extenders.
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2. Materials and methods

2.1. Animals

Thirteen sexually mature male collared peccaries with an average age and weight of
40.7 £ 1.6 months and 22.5 + 2.8 kg, respectively, were used. The animals belonged to the
Centre of Multiplication of Wild Animals from Universidade Federal Rural do Semi-Arido,
located in the northeast of Brazil (Mossord, RN, Brazil; 5°10’S, 37°10°W). The climate is
typically semi-arid with an average annual temperature of 27 °C. The animals were isolated
from females 6 months before the commencement of the study and kept under a 12-h natural
photoperiod. They were maintained outdoors in groups of six animals in paddocks (20 m x 30
m) with a covered area of (3 m x 3 m). The animals were fed with sow food and fruits. Water

was freely available.

2.2. Anesthesia

Animals were fasted 12 h before the experiments began. They were then physically
restrained using a hand net and anesthetized using intravenous administration of propofol
(Propovan®, Cristalia, Fortaleza, Brazil) at 5 mg/kg in their bolus [7]. When the animal
showed signs of awakening, 1/4 of the respective dosage was administered to keep the animal
in an anesthetic state. 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.
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2.3. Semen collection

Animals were kept in lateral recumbence, and semen was collected by using an
electroejaculator (Autojac®, Neovet, Campinas, SP, Brazil) connected to a 12-V source. The
stimulatory cycle comprised 10 stimuli in each voltage, starting from 5 V, followed by a
voltage increase in steps of 1 V up to 12 V. Each electrical stimulus lasts 3s with intermittent
breaks of 2s. The stimuli were maintained for a 10-min duration from the beginning of the
procedure. The electroejaculator probe measured 15 cm x 1.3 cm; and 12 cm were inserted
into the rectum of the male. Semen was collected into plastic tubes and immediately

evaluated.

2.4. Semen evaluation

Semen volume was measured by micropipettes. The color of the semen was noted, and
its pH was determined using pH-indicator strips (Neutralit®, Merck, Bucharest, Romania).
Sperm motility (%) and vigor (0-5) were assessed immediately using light microscopy under
100x and 400x magnification. Bengal Rose stained smears were prepared with 5 uL of semen
to evaluate sperm morphology and acrosomal integrity using light microscopy (1000x),
counting 200 cells per slide. Morphologic defects detected in the sperm were classified as
primary or secondary. Percentage of live spermatozoa was established by analyzing a slide
stained with Brome-phenol Blue under light microscopy (400x), counting 200 cells per slide.
Following initial assessment, a 10-uL semen aliquot was diluted in 10% buffered formalin (2
mL) and sperm concentration (sperm X 10° mL™") was determined using a Neubauer counting

chamber. Functional integrity of the sperm membrane was evaluated by a hypo-osmotic



87
swelling (HOS) test using distilled water (0 mOsm/L) as the hypoosmotic solution [16]. A
0.01 ml aliquot of semen was diluted in 0.09 mL hypoosmotic 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.
Spermatozoa presenting swollen coiled tails were considered to have a functional sperm

membrane.

2.5. Extenders

The reagents used in this study were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). Two formulations for Tris-based extender largely standardized for other species were
used in this study. The first formulation consisted of 3.028 g Tris-hydroxymethyl-
aminomethane (Tris), 1.78 g monohydrated citric acid, and 1.25 g D-fructose dissolved in 100
mL ultrapure water (Tris-fructose) [11]. The other one consisted of 2.4 g of Tris, 1.4 g
monohydrated citric acid, and 0.8 g glucose dissolved in 100 mL ultrapure water (Tris-
glucose) [17]. The osmolarity of extenders was 295 mOsm/L and the pH was 6.6. Twenty

percent of both the solutions were then replaced by egg yolk (vol/vol).

2.6. Semen processing

Semen was initially extended in Tris-fructose or Tris-glucose plus egg yolk (20%) at
room temperature (27 °C). Samples were equilibrated for 240 min in order to reach 5 °C in a
refrigerator. After cooling, semen was added to Tris-egg yolk plus 6% glycerol (also at 5 °C),

resulting in a final concentration of 3% glycerol in the extender. Final dilution resulted in a
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sperm concentration of 100 x 10° sperm/ml. Samples were packed into 0.25 ml plastic straws,
which were placed horizontally in an insulated box for 20 min, 3 cm above the liquid nitrogen

(Ny) level. Finally, the straws were plunged into liquid N, for storage [18].

2.7. Thawing procedures

After one week, samples frozen in one or the other extender were thawed at two thawing
rates. In the first case, the straws were immersed in water bath at 37 °C /1 min. In the other
case, straws were immersed in water bath at 55 °C/7 s, followed for further 30 s at 37 °C.
Semen was immediately evaluated for sperm motility and vigor, percentage of live cells,

morphology, acrosomal integrity, and HOS test.

2.8. Statistical analysis

Twelve replicates were performed for each treatment. The results were expressed as
mean * SEM. Data were checked for normality by Shapiro-Wilk test, and for
homoscedasticity by Levene’s test using the univariate procedure of the Statistical Analysis
System (SAS 6.10, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). To evaluate the effect of different
factors (animals, extenders and thawing rates) and their interactions on the variables
considered in the study, data were subjected to the analysis of variance using the General
Linear Model procedure (GLM). Comparison among the different treatments on the semen
parameters were analyzed by Tukey’s test. For all statistical analyses, significance was

established at P < 0.05.
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3. Results

3.1. Fresh and extended semen

Twenty-one attempts for semen collection were conducted in 13 animals, but only 14
ejaculates were obtained, which denotates an efficiency of 66% for the electroejaculatory
procedure. From four individuals, two ejaculates were collected at one month interval. Six
other males ejaculated only in one occasion, and no sample was collected from three males.
Two ejaculates were not used in the experiment because of the low volume. Other twelve
ejaculates were white in color and presented an aqueous aspect and a volume of 3.7 + 0.5 ml.
Other semen characteristics are presented in table 1. A wide range was verified for all the
semen characteristics.

Addition of the extenders does not affect the sperm motility and vigor, although a
decrease in the values for these parameters was verified after chilling and glycerol addition
(Table 2). No differences were verified between extenders supplemented with fructose or

glucose after extension, chilling or glycerol addition (P > 0.05).

3.2. Post-thaw sperm characteristics

Table 3 shows that freezing-thawing procedures induced a decrease in the values for
sperm motility, vigor, live sperms and functional membrane integrity when compared to fresh
values (P < 0.05), but sperm morphology was not affected (P > 0.05). In addition, no
interaction was observed between sugar supplementation and thawing rates for any semen

parameter evaluated (P > 0.05).
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Discussion

There is a lack of information regarding semen parameters for collared peccaries.
Results for fresh semen obtained in this study are a quite better than those reported in a
previous research conducted by our team in which an electroejaculatory protocol that lasts
only 5 min was used [7]. We believe that increasing the time from only 5 to 10 min allows us
to collect samples with larger volume and sperm concentration. Despite collared peccaries are
known to be very stressful and that the management always threats them, Costa and Paula
[19] collected the semen from these animals using an electroejaculation protocol that lasts 10
min and no collateral effect was verified for any animals. Based in that research, we decided
to increase the time for electroejaculatory stimulation.

For the first time, we demonstrate that semen from collared peccaries could be
cryopreserved using Tris-based extenders. It is well known that buffers containing zwitterions
such as Tris are soluble in water but impermeable to biological membranes and also seem to
be more resistant to the changes in pH during cooling procedures than other buffers. These
characteristics provide that Tris-based usually promote better post-thaw sperm motility than
other extenders in the preservation of semen of several mammalians [20]. Particularly for
collared peccaries, we emphasize that there was a lack of information regarding the
mechanism of action of any other extenders which justifies further researches on this subject.

Tris-based extenders are currently supplemented both with fructose or glucose.
Fructose is thought to be a major energy source for ejaculated spermatozoa, and together with
glucose, it is found in seminal plasma in many mammalian species (Ponglowhapan et al.,
2004). According to Mann [21], mammalian spermatozoa can obtain energy through

glycolysis and the Krebs cycle by consumption of monosaccharides; although all species can



91
use most monosaccharides, the specific manner of metabolism varies with species [22]. In
present research, the effect of the sugar supplementation on the semen cryopreservation of
collared peccaries could not be checked because the seminal plasma was not withdrawn from
the samples and it could interfere in the results.

A decrease on sperm quality was verified after thawing for all the treatments. In fact,
semen cryopreservation describes the entire process of dilution, cooling, cryoprotection,
freezing, storage at —196 °C, and thawing. During cryopreservation, sperms undergo
successive and opposite changes in cell volume caused by osmotic changes during glycerol
addition, freezing and thawing [23]. Moreover, the fluidity and functional properties of the
sperm membranes are modified as the temperature decreases during the cooling and freezing
phases as well as during thawing [24,25], thus reducing their selective permeability and
ultimately leading to a major influx of calcium [26,27]. The plasma membrane is the primary
site of injury to cryopreserved spermatozoa and the principal damage occurs during freezing
and thawing [28], resulting in substantial loss of viable spermatozoa [27].

Thawing rate is the most sensitive parameter during semen cryopreservation and
should be made at high temperatures to avoid recrystallization [29]. The warming damage
occurs when the spermatozoa pass through the critical zone of —50 to —15°C or up to —5°C.
Likewise, spermatozoa suffer osmotic stress when the duration of thawing is insufficient for
outflow of excess cryoprotectants from the cell and the spermatozoa swells and lyses as the
medium becomes abruptly diluted by the melting of extracellular ice [9].

Some studies have demonstrated that fast thawing rate results in better post-thaw
quality when compared with slower thawing for stallion, ram, bull [30] dog [15] and boar
[13], but these statements were not confirmed for semen from collared peccaries according to

our results. It is known that there is a plateau in the relation between thawing rate and sperm
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survival, whereas increasing the temperature, sperm motility could not be improved further
[31]. Probably, both thawing rates tested in the present study were into the same range and
could not interfere in the semen quality from collared peccaries.

In spite of this study provides important information regarding frozen-thawed sperm
characteristics of collared peccaries, semen was only subjectively evaluated. Currently,
computer-assisted sperm analysis (CASA) enables objective assessment of various cell
characteristics (e.g., motion and velocity) with a high degree of precision and repeatability
[32]. Therefore, it is suggested that further studies using this technique should be conducted in

order to promote a more objective evaluation of the semen from collared peccaries.

The collared peccary is one of the most hunted species among the terrestrial
vertebrates in neotropical forests [33]. In semi-arid regions of South America, collared
peccary is becoming a suitable species for captive breeding programs due to the importance of
its meat and the pelt trade in local economies. Despite its considerable economic potential,
there are few studies on literature regarding semen technology of collared peccaries and the
present findings will be useful for genome resource banks and assisted reproductive
technologies applied to their management. The systematic banking of genome resources using
cryopreserved sperm in the frozen zoo offers the opportunity to further conservation strategies
of endangered species by assisting in the effective genetic management of captive populations
[34]. The concept of ex situ genetic management of small captive populations of endangered
species, as the collared peccary, with a view to re-introducing them into the wild is attracting

increasing interest [35].

In conclusion, we provide original information on semen cryopreservation of collared
peccaries, demonstrating that semen collected by electroejaculation could be cryopreserved in

Tris-based extenders and thawed at different thawing rates (37°C/1m or 55°C/7s). Further
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studies regarding different extenders, cryoprotectants, and freezing-thawing rates should be

conducted in order to optimize the protocols for semen conservation of this species.
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Table 1

Sperm characteristics in fresh ejaculates of collared peccaries (Tayassu tajacu)

collected by electroejaculation (n=12 ejaculates).

Mean + SEM Range

Sperm concentration (x 10% 506.6 £ 58.3 280 - 960
Sperm motility (%) 93.6+1.6 80 - 100
Vigor (0-5) 37+£0.3 2-5
Live cells (%) 926 £2 79 - 100
Functional membrane integrity (%) 66.2 +6.1 31-92
Sperm morphology

Normal (%) 49.6 +2.8 33-73

Primary defects (%) 2,1 +0.5° 1-7

Secondary defects (%) 48.1+£2.0 93 -100

Total defects (%) 50.4+2.8 27 -67
Acrosomal integrity (%) 99.7+0.2 98 — 100
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Table 2:Mean + SEM for sperm motility and vigor in fresh, extended and glycerol-
added semen from collared peccaries (Tayassu tajacu) using Tris extender

supplemented with fructose or glucose (n=12).

Semen Extender Motility (%) Vigor (0-5)
Fresh 93.6+1.6" 3.7+0.3°
Extended Tris-fructose 88.7+2.6" 39+02°
Tris-glucose 90.3+19° 37+£03°
Glycerol added Tris-fructose 60.0 £4.8° 21+02°
Tris-glucose 67.5+53"° 22£02°

> Within a column, means without a common superscript differ (P<0.05)

Table 3:Mean + SEM for fresh and frozen semen (n=12) from collared peccaries (Tayassu

tajacu) using Tris extender supplemented with fructose or glucose and different thawing rates.

Fresh semen Thawed at 37°C/1 min Thawed at 55°C/7s
Tris-fructose Tris-glucose Tris-fructose Tris-glucose
Sperm motility (%) 93.6+ 1.6" 37.9+42° 28.5+5.1° 33.8+3.7 282435
Vigor (0 - 5) 3.8+0.3 23+0.2° 2.420.2° 23+0.2° 22+03°
Live sperm (%) 92.5 +2.0° 474 +2.6° 523+5.1° 54.6+3.5° 532+5.1°

Functional membrane b b b b
66.1 £6.1* 417 %53 384+48 34.1+4.7 31.3%+5.5

integrity (%)

Sperm morphology
Normal (%) 49.6 £2.8 48.7+2.7 46.7+2.7 53.0+£28 45.7+3.0
Primary defects (%) 2,1+£05° 2.8+0.4" 33+04 25+05 2,8+0,5
Secondary defects (%) 48.1£2.0 48,3 +£2.8 50.6 £3.1 443 +£3.0 509 £3.1
Total defects (%) 50.4+2.38 51.3+2.7 53327 47.0+2.8 543+3.0

Acrosomal integrity 99.7£0.2* 99.3+0.2* 99.7£0.2* 99.4 £0.3" 99.5+0.2"

> Within a row, means without a common superscript differ (P < 0.05).
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ANEXO 03 — DESCRICAO DOS MODELOS ESTATISTICOS UTILIZADOS

A) Modelo estatistico utilizado no experimento do Capitulo 2

Avaliou-se, inicialmente, a condi¢do de normalidade dos dados pelo teste Shapiro-
Wilk, para todas as varidveis em estudo, utilizando-se o procedimento univariate do SAS
(Statistical Analysis System, versdo 6.10). Os dados que ndo apresentaram distribui¢do normal

'X oo A . . ~ 710
sofreram a transformacio (¥ X+ 100), para estabilizar a variancia. Para realiza¢do da anélise

estatistica, utilizou-se um modelo matematico descrito a seguir:

Yij;d:,u + Ac; + Tj+ Ci+ An; + I(ij)+ I(ijl) + Eijkim

Onde: Y;;, = Valor observado das varidveis no i-€simo agtcar, na j-ésima temperatura,
na k-ésima coleta e no L-ésimo animal; 4 = Média Geral; T; = Efeito do i-ésimo tratamento
(i=1; 2); C; = efeito da j-ésima coleta (j=1, 2,); I = efeito da interag@o entre o i-€simo agucar
e a j-ésima temperatura; I = Efeito da interagdo do o i-€simo agucar, j-ésima temperaturae

1-ésimo animal e ¢;; = Erro aleatério associado a cada observagao.

B) Modelo estatistico utilizado no experimento do Capitulo 3

Avaliou-se, inicialmente, a condi¢do de normalidade dos dados pelo teste Shapiro-
Wilk, para todas as varidveis em estudo, utilizando-se o procedimento univariate do SAS
(Statistical Analysis System, versdo 6.10). Os dados que ndo apresentaram distribui¢do

VX + 100

~ 5 ey A . . ~
normal sofreram a transformagao ( ), para estabilizar a variancia. Para realizacdo da

andlise estatistica, utilizou-se um modelo matemaético descrito a seguir:

Yij;d:,u + AC,' + Cej+ COk + Al’l[ + I(ij)+ I(ijl) +8,‘jk1m
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Onde: Yz = Valor observado das varidveis no i-ésimo agucar, na j-ésima
centrifugacdo, na k-ésima coleta e no L-ésimo animal; 4 = Média Geral; T; = Efeito do i-
ésimo tratamento (i=1; 2); C; = efeito da j-€sima centrifugacdo (j=1, 2,); I = efeito da
interagdo entre o i-ésimo agtcar e a j-ésima centrifugacado; I, = Efeito da intera¢do do o i-
ésimo agucar, j-€sima temperaturae 1-ésimo animal e g;u = Erro aleatério associado a cada
observagao.

Os dados foram submetidos a Andlise de Varidncia (ANOVA) por meio do
procedimento “PROC GLM” do SAS (Statistical Analysis System, versdo 6.10) e quando foi
observada diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste “F” (P<0,05), realizou-se o

teste de tukey para comparacdo entre as médias das diferentes varidveis.
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