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RESUMO

Visando prolongar a conservagio & o uso seminal, muitos diluentes vém sendo utilizados
&M pequenns MImunantes, como 0F convencionais e os alternativos a base de substancias
vegetais, tendo como fungdes principais a protegio das membranas, a nutricdo e a
manmutengdio da pressio esmotica, bem como a multplicagdio das doses mseminantes. Desta
forms, easte artige tem come obetive levantar os principais diluentes convencionais e
alternativos utilizados na criopreservagio semmal em pequenos ruminantes, a fim de
Mmaximizar seu uso e promover uma melhor qualidade espermatica.
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ABSTRACT

Lookmng to prolong preservation and seminal use, diluent muts are wsed in small nominants,
such as conventional ones and aliernative ones based on vegetas substitions. lending as
main functions o membrane profection, to miricio e manutengio da pressio osmolica,
bem as a multiplicacio You give two insemmants. This way, this article aims 1o rase the
mam convenlonal and alternative diluents wsed m semmal eryopreservation, n small
rununants, m order to maximize its use and promote a better sperm quality.
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INTRODUCAO

05 diluentes semnais tém a fungio de proteger a membrana do espermatozoide
contra o5 danos provocados pelo chogque termico ¢ pelas mjoras causadas durante o
transporte, além de fornecer nulnientes como fonle de energia, ter efeito tamponante,
manter a pressio osmotica (285 mOsm) ¢ aumentar o volume do epculado, a fim de obter
muiltiplas doses insenunantes (VERSTEGEN et al, 20035; AISEN, 2008).

Segumdo Purdy (2006), wm dilvente para ser wsado na conservagao do sémen deve
ter um sistema tampdo, como o fosfato de sodio, citrato de sodio, TRIS (Tns-hidroximetil-
amnometano) ¢ o TES (N-tns (lidroxmmetil) metil 2- ammoetanosulfonco); fontes
energéticas, como a ghcose, a frilose e crioproletores extérnod como a gema de ovo ou o
lene, & crioprotetores mtemoes, como o ghicerol (GLY) ¢ o etikenoghcol (EG)Y O diluente
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deve amda apresentar em sua  constituigdo antibidticos, sendo a Peniciling, a
Estreptomucina ¢ a Gentamicina, os mas utilizados. Além de ser atoxwo para os
espermatozowdes, ele deve ser de baixo custo e preparo facil, balango mmem] apropriado,
combmagdo ajustada de nutrientes, bem como proporcionar a estabalidade dos sistemas
enzimaticos e a miegridade da membrana plasmatica (PICKET e AMANN, 1987).

03 diluentes atuais oferecem uma boa protecio a célula espermatica, entretanto,
com 035 ultimos avangos nas biotécnicas de fecundagdo. tornou-se possivel mferir a baixa
fertilidade do sémen congelado, fundamentalmente a composigio dos diluentes, que podem
favorecer modificagdes na distribuigio e nas caracteristicas dos componentes da membrana
que cobrem o espermatozoide, resultando na sua desestabilizacio. Este tipo de problema,
esta comelacionado a0 aumento de fluidez da bi-camada lipidica da membrana, o que a
torna mas permeavel. favorecendo a entrada de caleio livre no intenior da célula, o gual
por sua vez estimula o processo de capacitagio espermatica (SILVA, 2007).

Desta forma, essa revisio tem como objetivo descrever alguns diluentes seminais
comvencionass (Trns) e altemativos (leite, dgua de covo. kectma de soga), utilicados em
pequenos ruminantes, @ que tem como finalidade a manutengio da qualidade espermatica e
0 aumento do empo de utilicacdo do sémen.

DESENVOLVIMENTO
Diiluentes convenclomals

O Tns (Tos-ldroximetil-aminometano - HINC(CHZOH)3) é o principal
componente baswo dos ddventes widzados rotineiramente {CHOE ef o, 2006, DORATHO
e ol 2007 ab), funcionando como tampdo iGnico bipolar em pH eatre 7.0 & 9.0 (McPHAIL
¢ GOODMAN, 1984). Kober (1985, apud RODRIGUES, 1997) reportou que o Tns nio
apenas apresenta atividade tamponante, mas que tambeém ama na redugdio do metabolismo
da frutose pela celula espermatica, contribuindo assim para a economia de sua energia.
Davis er al {1963) foram os primemos pesquisadores a descrever a utilizagio do 1ampao
TRIS para a conservagio do semen de bovinos.

Foote (1964) adaptou o uso do diluente a base de tampdo TRIS associado ao
Citrato de Sodio pam a préservacio do sémen na éspécie canma. Posteriormente, Maxwell
& Watson (1996) reportaram que na conservagho de sémen caprino, ulilicando um diluente
4 baze de TRIS-Cirate de Sdédio a 3 °C, a capacidade de feptibeacdo im witro dos
espermatosokdes podia ser mantida por 14 dias.

A solucdc tampio, depommada Phosphate Buffered Solution (PBS), possul em
si composiio sais 4 base de cloretos e fosfhtos, adicionados de componentes ensrgéticos
como glicose e piruvato de sodio. Essa solugho foi desenvolvida e ainda & largamente
utilizada, para a manipulacio e cultivo celular. caracterizando-se como uma solugio de
osmolandade 2R0mOsm e pH 7.2 (LIU & o, 1998), portanto, dentro dos padrdes
indicados para a diluxdo do sémen de ovinos (GUIMARAES, 2010) e caprinos
(OLIVEIRA, 2016),

O Acido Citrico (acido 2-hidroxi-1,2,3-propanotricarboxilico) € outra substincia
que entra na composigio de alguns diluentes. Ele possui agio anbioxidante e tem sido
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utilizado como um conservanie natural, sendo tambem confirmada sua atwacio no cicle de
Krebs, importante via da respiragiio celular, que ocorre nas mitocondrmns. Alem disso, em
algumas solugdes, o acido ctreo ¢ capaz de servir como doador de protons, produzindo o
citrato, que ¢ largamente conhecido por atuar na estalmbizacho de pH (SILV A, 2006).

Averédo et of. (2001) relataram qoe na diluigio de sémen oving pode ser utilizado
o dilvente TEIS-gema de ovo, que segundo 05 auwfores. por sua profecdo  &os
espermatozonies, este proporciona aftas taxas de fertilidade pos-descongelacio. Salviano e
Souza (2010), afirmam que na diwigio utibzando TRIS-gema de owvo, devem =zer
adicionados inibideres do crescimento microbiano, fontes nutritivas, fontes estabilizadoras
@ tamponantes para a manutencio das celulas espermaticas, A adicio de frutose, de lactose
¢ da propris gema do ovo, tem a fungdo de nutrir os espermatozoides. F importante
salientar que a gema de ovo também tem propredades termo-protetoras, protegendo a
membrana plasmatica ¢ restaurando os fosfolipidios perdidos durante um possivel chogue
termuco, omuindo da mudanga de temperatura que ocorre durante o resfnamento el do
semen, Acredia-se que essa profecho possa ser devido 4 presenca de wma lipoproteina
chamada fosfatidileoling. Duraste o chogue térmico, @stas lipoprmleinas mferagem com a
estrutura lipidica da membrana plasmatica das células espermiticas e propiciam a protecdo
(BOUCHARD e al, 1990)

Akm de wa protecio a membrana espermatica, a gema de ovo ¢ também
conhecida por servir como uma fonte proteica dentro do diluente (SNATOSs, 2004).
Outras substancias tém sido também utilizadas com esse mesmoe propdsio, Als Come o
Leite Despatado (ROTA er o, 2001) e a Albumina Sérica Bovina (BSA)
(SIRIVAIDIAPONG er of., 2000). Apesar de seus efeitos benéficos, a gema de ovo
apresenta o inconveniente da possibilidade de transmissio de doencas (SILVA o al,
2002). Rodrgues ¢ Rodrigues (1998), realizaram um estudo onde compamram a diluigéo
do semen caprino com TRIS-gema de ovo ¢ TRIS-BSA (0,25%, 0,50% ¢ 1,00%). Apos o
periodo de cnopreservagdio, for observada uma perda de motilidade espermatica em todos
0% grupos: 31.58%, 47.30%, 52.69% e 45.69%, respectivamente, sendo observada wma
diferenga estatistica entre o grupo TRIS-gema de ovo ¢ TRIS-BSA 0,50%.

Em alguns estudos #m sido propostos a adicho de surfactantes, como o Lauril
Sultato de Sodio (OEP) ao diluente a base de gema de ovo, com uma melhoria da
sobrevivéncia, da motilidade espermatica e da manutenciio da integridade das membranas
plasmatica e acrossomal apos a descongelagdo. retletindo em meremento da fertilidade
(AKOURKI &7 ol 2004).

Maia er af (2008), avalisram a adigio do detergente OEP ao diluente TRIS
utilizado para a criopreservacio do sémen de ovinos Os autores observaram que a
motilidade pars 0 =émen diluido em TRIS (0.5% ou 1.0%) com OEP ¢ em TRIS sem OEP,
fol de 65,0%. 69,9% e 34,3%, respectivamente, e que a percentagem de espermatozoides
viavels com membrana plasmatica e acrossomal imtactas foram de 28,8%, 32,3% o 13,8%,
respectivamenie,

Diluentes alternativos

Boeusseaw f af. (1998). ao realicarem andlises microbiolbgicas em dois diluentes
comerciais de congelacio de sémen, acrescidos de gema de ovo ou desta associada ao leite,
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demonstraram que todas as amwstras estudadas, mesmo na presenca de assocmagdes de
antihioticos de largo espectro de agdo (pemicilima, estreptomicmna, lmcomicina,
especlinomicing ou genlamicma, tlosing, lincomicing e especlinomicing ), encontravam-se
com contammadho modemda (10-60 CFU/mL ) de agentes bactenanos ou destes associados
i mveoplasma,

Com mtuite de muninuzar a falta de padronizacio (GIL e of.. 2003), bem como os
rscos de contaminacdo bacteriana {BOUSSEAU er af.. 1998), pelo uso de diluentes a base
de produtos de ongem ammal, e de eventuais problemas provenientes da interagio plasma
seminal e de componentes de diluentes a base de leite ¢ gema de ovo, estudos vém sendo
desepvolvidos com o objetivo de substituir difventes com componentes de origem animal
pelos de origem vegetal (SALGUEIRO er al., 2002).

Alem disso, alpumas espécies, como 08 caprinos, apresentam particularidades que
limitam o uso de diluentes ricos em fosfolipidios (LEBOEUF er al, 2000). Isto se da
devido a uma fracho gheoproteica (SBUIND secretadas pelas glindulas bulbouretras,
anterormente denominada de EYCE (ROY, 1957; NUMES, 1982) e agora denomimadas de
Fosfolipases A, as quais inferagem com diluentes a base de gemn de ovo ou leie,
mdusinde a mbigdo da motilidade espermatica, ruptura do acrossoma e morte celular
esparmatica (PELLICER-RUBID er af, 1997), Em virtude disso, muitos pesquisadores
sugerem que a gens de ove e kite devem ser substituidos por cnoprotetores livres de
fosfolipidios nessa espécie (ROY, 1957

Agua de coco

Inumeras pesguisas vém demonstrando o bom potencml da dgua de coco (Cocus
nreifera) comd dilusnte seminal em virias espécies, A agua de coco @ wma soluciio natural
e esténl. composta de sais, proteinas, fatores de crescimento, aglcares, vitaminas, gorduras
neutras, além de indutores da divisdo celular e eletrolitos diversos, que lhes confere
densidade ¢ pH compativers com o plasma sanguinee fomecendo 03 nutrientes necessaros
para a conservacio de celilas espermaticas (BLUME e MARQUES JIr.. 1954).

Diluentes & base de agua de coco inm matwro tém apresentado resulindos
satisfatorios quando urilizados para a conservacio de espermatoroides de espécies como
ches (CARDOSO er af,, 2003), ovines ( MACHADO ef al,, 2006), caprinos (SALGUEIRO
er al., 2007) e suinos (TONIOLLI e o, 2010). Devido as variagies fisico-quimicas da
agua de coco ¢ a indisponibilidade de frutos em estagios ideais, elaborou-z¢ um meio de
conservaciio 4 base de agua de coco em po (ACP® - ACP Biotecnologia, Foraleza-Ceara,
Brasil), caracterizado pela padronizagio e estabilizacio da agua de coco, por meio de um
processo de desidratacio e subsequente formulagio de mews de conservaciio especilicos
para células ¢ tecados ( SALGUEIRO er ol 2002).

A dpua de coco, araves de expenmenios i vitro € fr vive, exibiu wn eéxcelente
comporamento oo gue 2@ refere oo vigor, motilidade e fertilidade dos espermatosoides
{NUKES, 1985). Ela é um diuente pobre em fosfolipidios, podendo ser utdizada, por
exemphy, na diluigho do sdmen capring, o que permute suprimir 05 processos de lavagem ao
qual € submetido o sémen antes de dilui-ko mos diluenies convencionals, Processo que nio
precisa ser realizado em ovinos, wmaA ves Que NESSA especie, N30 OCOTEm 45 Mesmas
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interagdes maléficas entre o plasma seminal e os fosfolipideos presentes no diluente
(MACHADO, 1991}

Pesqusadores realizaram o fracionamento da agua de coco e observaram uma
molécula pertencente ao grupo das auxinas, o scsdo 3-mndol acetico (IAA), substancw com
agio hormonal estinuladora do crescimento dos vegetais, que aliva o metabohsmo dos
espermatozones aumentande a motilidade e também a taxa de Rrtiidade, além de permuitir
s conservagdo durante periodos mais longos. A presenca do IAA pode variar de acordo
com o estagio de matragio e da especie do coco & consequentemente influr nos
resultados in vitro e in vive do sémen diluido em diferentes composicoes da dgua de coco
{NUNES e SALGUEIRO, 19949,

Meos diluentes a base de ACP® tem demonstrado viabilidade na criopreservagio
seminal de cdes (CARDOSO g al,, 2007), suinos (TONIOLLL & af, 2010) ovinos
{(MACHADO e al, 2006), caprinos (SALGUEIRO er al, 2003) e peixes (VIVEIROS er
al., 2000). Aléem dessas vantagens. 08 meios a base de agua de coco ém proporcionsdo um
desvie da proporcio entre sexos, sendo que, dos produtos nascidos, a mawona é de Emeas
(UCHOA e of |, 2012} Oz autores justificam esses achados baseando-se na lupdtese de que
o5 componentes da dgua de coco contnbuem para uma redugio do tempo de viabilidade
dos espermatosoides Y,

Os meios 4 base de dgua de coco em pd, tomaram-se wina patente brasileira (ACP
Servigos Tecoologieos, Lida, ACP Biolecoologia, Fortaleza, Ceard, Brasil) e tém sido
utilizados para a manutengdo da viabiliade e fertiidade espermitica em diferentes
espacies com resultados satisfatorios (NUNES e SALGUEIRD, 1999) e podem ser uma
alternativa mais segura. Entretanto. para a criopreservagio espermatica com 05 meios a
base de agua de coco reconstituida, @ necessano acrescentar niveis variados de gema de
ove integral (SILVA er @, 2000), sendo entio um fator ainda limitante para a sua
utilizacho, quando se quer substituir os componenies de origem animal, Uma possibilidade
¢ a substituigdo da gema de ovo integral pela LDL. que se adere & membrana celular
duramte o processo de criopreservaciio, essa aderéncin restabelece a perda de fosiolipidios
&, aparentemente, indue uma mudanca temporaria em sua composicho, impedindo assim a
ruptura da membrana plasnuitica (FARSTARD, 1996; MOUSTACAS er al. (2011).

Figueirédo {2006} avaliou a adicho de gema de ovo ds dilventes agua de coco em
pa e i e, @ obsenvou que esta adicio € necessaria para 4 manutengdo da mtegridade e
da qualidade do sémen ovino restriado a 4 °C, por um periodoe de até dois dims. Oliveim ef
al {2009} diluiram e congelaram s#men ovino utilizando dgua de coco em po (ACP-101) e
TRIS (2.5% e 20% de gema de ovo, respectivamente), sendo analisada a morfologia
espermarica por esfregacos corados por eosina-nigrosina (EN) e azul de bromofenal (AB).
Apos 5 mmutes de TTR ndo fon verificada alteracio morfologica nes espermatozoides
avahados. No entanto apos 120 minutos, a maior quantidade de espermatozoides normais
foi observada quando se utilizovw o TRIS-EN e TRISAB em comparagao a0 ACP-EN e
ACP-AB, sendo de 56,73%, 52,88%. 4760 ¢ 49,79, rmespectivamente. Os aulores
conclumam que o meio a base de TRIS promove mawr protegio dos espermatozoides
quanto & cooinpurias, sendo o maor quantidade de gema de ovo presente nesie mewo a
responsivel por esta protechio. Esse fato for confirmade por Cavaleante (2008), quando
avaliando o séimen ovine diluido e o coopreservado em TRIS, e em agua de coco em po
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{ACP=102%, observou que ma mcubacio por wm periodo de 2 horas a 37 °C apds a
descongelagdo o percentual de espermutozowes movers for de 62.8% e 40.3%,
respectivamente,

Em um estudo realizado por Campos (1999), pama venficar a viahihidade do
diluente & base de dgua de coop coopreservado a =196 °C, para a congelacdo do sémen
CAPTIND, CONSTatou-28 que ¢ eSS Comportou como Hima alernativa possibilitando
sell uso em regibes onde inexista o cogueiro, bem como facilitando o armazenamento,
consarvagio e transporte desta soligio,

Nunes ¢ Salguemro (1999), observaram que o sémen de animais da raga Saanen
dilnido em agua de coco e refrigerado a 4 °C, manteve-se viavel durante 4% horas e com
qualidade superor an seémen dos mesmos animails reffigerado em diluente a base de leite
desnatado,

A refngeragio do sémen de caprino a 4 °C, utilizando dilsentes a base de dgun de
coco, tem mostrado bons resultados. Nunes e Silva (1984}, demonstraram que o sémen de
caprings da raca Anglo Nubmana diluide em agua de coce e refrigerado a 4 °C permanecex
vidvel por wm periodo de 1012 horas. Oliveira o of. (1996}, uiilizando dilvente
refrigerado a 4 °C, i base de dgua de coco, alcancaram 50% de fertilidade em cabras
nativas, bem como da raca Saanen, atraves de 1A

Assim em cabras pativas mseminadas com sémen refrigerado da raga Saanen,
dilnide em dgua de coco-gema-gheerol, obieve-se taxas de fertildade de até 54% pama o
semen conservado em refrigeracio durante 24 horas. A adicde de glicerol ac sémen diluido
em agua de coco-gema ndo afeta a cinética dos espermatozoides (FIGUEIREDO er af.
2002).

Leite desnatado

05 diluentes & base de leite despnatado (CORTEEL, 1974) e iris-gema
(SALAMON e RITAR, 1982; SINGH er al., 1995) sic os mais ulibizados na congelacio do
semen de bodes. Segundo Salamon e Maxwell (20000, o leile & wm mew BolGmco,
contendo mumos conponentes favordveis 4 manutencho e conservaghe da viabilidade do
espermatozowle. O sucesso desse diluente tem sido ambuido & sua fragio proteica, que
pode atuar como tampdo, contra muedangas do pH e como agente quelante, contra a
presenga de metais pesados no mein. Cunha (2002), afirma que o leite possui abundincia
de carboidratos que seriam utilizados pelos espermatozoides na produgéo de energia. Sabe-
se gque duas substiincias responsavels por cssas caracteristicas sio: a lactose, que age como
elemento energebico e a casemna que ¢ uma substancia capaz de potencializar a atividade
cmética dos espermatoemides.

Souent of al (2006}, citam o wso de um diluente & base de leile ém po desnatado
para a congelacio do sémen ovino, mas recomendam a adcdo do antbislico genlamucing
na concentracio de 133 mg'ml, wvisande confrolar & contaminacdo baclériana nas
amostras. Dorado er af (2007) demonstraram gue amostras de sémen ovino congeladas
neste diluente promovem taxas de gestacio superiores aqeelas obtidas com o TRIS.
Aboagla e Terada (2003 ), demonsiraram o uso de um dileente & base de Trealose e gema
de ovo, para a cnopreservacdo do sémen de caprinos @ verthicaram apos descongelacio, a
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motilidade espermstica de 73% e a motilidade progressiva de 37%, enquanio os resuliados
pam Trs-citmto-gema ficaram em 59% ¢ 46%. Vale ressaltar que n Trealose ¢ um
substrate energético, que auxXilia na manutengio da pressio osmidtica do diluente, atwando
como cnoprotetor, prolegendo assim a célula contra desidmatacho ¢ processos envolvidos
na criopreservacao de modo geral, porém mawres estudos sio ainda necessarnos com esse
diluente,

Carvalho er @l (2008), estudaram o efento dos difuentes TRIS-Gema (TG), Leite-
Gema (LG) e TRIS-Gema-Lette (TGL) sobre a diluigio e a criopreservagio de sémen
ovino. Foi observado que no diluente TG, os espermatozoides apresentaram motilidade
progressmva (46.5%) superior as células nos diluentes LG (26,1%) e TGL {32,1%), apos a
descongelagio, Os mesmos autores tambem observaram que a percentagem de
espermatodoudes com membrana plasmatica e acrossomal lesadas apos a descongelagio
nio diferiv entre o5 diluentes TG (29.8%), LG (24.3%) e TGL (30, 1%).

O séemen caprno dilmdo em lede e refrgerado a 15 °C mantém sua viabilidade
porate 12 boras do que quande reftigeradoe a 5 °C, Nessa temperatura maes baxa, pode-se
manter wm nivel aceddvel de fertibidade com o sémen conservado por até 48 horas
(EVANS e MAXWELL. 1987). Os testes de determinacio da quabdade de movimento e
de porcentagem de espermatosoides moveis as 2, 4, 6, 8 e 24 horas de incubagho a 15 °C,
mostraram valores mais altos nos espermatozordes conservados em diluente i base de dgua
de coco, do que nos diluidos em leite despatado (NUMES e af., 1994). No método de
Corteel (1987), o leie desnatade com 14% de glicerol é adicionade a 4°C em irés passos,
com intervalo de 10 munutos, resubando em uma concentracio final de gheerol de 7% e
uma concentragic espermatica de 400 a 300 x10° espermatozoides por mL. No método de
Ritar e Salamon (1982), o dilvente a base de TRIS com glicerol @ adwionado a0 sémen
nio-lavado em um passo a 30 °C, sendo a concentragdo final de glicerol ¢ gema de ovo de
4% ¢ 20%, respectivamente, no semen diluido (EVANS e MAXWELL, 1987). A adigdo de
glicerol a 5 °C ndo apresentou vantagens sobre a adicdo a 30°C (TULI e HOLTZ, 1994),

Lecitina de Soja

Em busca de solicionar ou reduzir os danos causados pela presenca de agentes
microbianog, em dilventes de origem animal para congelaciio semunal, aliada a falia de
padronizagio desses aditivos, que podem apresentar grande variagio nas suas composicdes
(GIL e al, 2003b), estimularam o desenvolvimento de diluentes comerciais formulados a
hase de lecitina de sop, como uma alternativa a utibzagio da gema de ovo ¢ do leite
{Biociphos® e Bioexcell®, IMV, L'Aigle, France) ¢ com indices de fertilidade semelhantes
agqueles do sémen de bovinos e ovinos cnopreservados oom o8 mews convencionars (GIL
et al, 2000a; GIL of al, 2003b; FUKUI of al., 2008).

Apesar dos resultados positivos obtidos, com a wlibizacho dos mews d base de
lecitima de zoja, pam a congelagho do sémen ovino ¢ bovino, Bittencourt ef ol (2008a)
enconiraram bamos indices de congelabilidade do sémen de caprinos ao ulilizarem o meto
Bioexcell®. Oz autores relataram taxas de motlidade espermatica de 27% com este
diluente, valor mfersor a0 observado com TRIS gema (47%%) no mesmo irabalbo e mferor
também aos 56% relatados por Gal er gl (2003a), a0 utilizar o mesmo diluente. Contudo, &
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importanie ressaliar as diferencas oa metodologia empregada parm a congelacio do sémen,
uma vez que Gil ef al. (2003a) uhlizaram a metodologia rotinemmente empregada na
Sueci, com a dilugio do sémen em duas etapas, adicionando a fragio do diluénte com
gliceral somente apos o resfnamento do sémen a temperatura de 5 °C, tanto para o diluente
Bivexcell quanto para o lefie-gema de ovo.

No esgudo desepvolvedo por Bitencourt er &f. (200Ba), para todos 05 prupos
expermmentais, for utilizado o método de dilukdo em uma etapa. ja com a concentragio
final de glicerol. Esse fato sugere que melhores resultados com a wtilizagio do Broexcell®
para a congelagio do sémen podem ser obtidos empregando-se a dilui¢io em duas etapas.

No trabalho com ovinos, desenvolvido por Gil e o (2003a), comparando a
eficacia do Bioexcell® em relagio a um diluente convencional a base de leite-gema de ovo,
foram observados indices de fertilidade semelhantes entre as ovelhas insemnadas com o
semen congelado nos diferentes protocolos. Taxas de fertilidade sinulares também foram
observadas por Fubom e al. (2008), apos mseminacio das ovelhas com o sémen congelado
em mein TRIS gema (64%). BSA (58%) e a base de leciting (56%) ( Andromed ™, Minitub,
Tefenbach, Alemanha). Em trabalbo posterior, a mesma equipe |HIWASA of of., 2000,
apos ndueir a superovulagio das ovelhas, obteve bons indices de estruturas fertilicadas
(81%) e taxas de prenhes (72%). por meio de inseminagio laparoscopica em tempo fixo
com sémen congelado com o Andromed®.

Ao comparar a fertilidade do sémen congelado e refrigerado com dois diluentes
comerciais d base de leciting de soja, Khalifa er ol (2013) obtiveram melhores resultados
de fertilidade com o Bioexcell® (77%), em relacio ao Andromed® (66%), com a
mseminagio artificial de mais de 600 ovelbas muliparas nio lactantes. Os autores
observaram a existéncia de interagiio entre o dilvente, a idade do reprodutor e =ua
fertibidade.

Com o uso de sémen de animais jovens (1.5 a 2.5 anos), congelado com
Bicexcell®, obteve-se melhores resultados do que o congelado com Andromed®, Fsse fato
nfio &8 repetiu parn animais mais veélhos (4.5 a 5.5 anos). Ja Akay er ol (2012}, ndo
observaram  diferengas  sigmiwcativas, quanto 08 parimelros espermaticos in vitre
(motilidade, ntegridade da membrana plasmeitica e acrossomal), quando o sémen foi
congelade com Andromed® ou Bicexcell®, Gil er af (2003a) ressaliam que o diluenie a
base de lecitina de soja. sem adimivos de origem animal, pode ser uma alternativa segura
quando o sémen congelado for wtilizado pam a introducio de um novo material genético
em rebanhos diferentes e primcipalmente, em um oulto pais.

Oairos diluenies
Diluentes a base de oleos vegetais

Del Valle ef af. (2013) realizaram wn estudo na tentativa de substiuir & gemsa de
ovo por substratos de origem vegetal no mew diluente. Eles testaram dois oleos vegetais
como fonte de lipidios pare 0 meio de congelagio do sémen ovino, o oleo de coco e o oleo
de palma, em diferentes concentragdes, Entretanto, o semen congelado no dilnente com
20% de gema de ovo proporcionou os melhores resuliados nos testes in virro,
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Diluentes & base de lipaproteing de baixa denyidade

De acordo com alguns trabalbhos, a lipoproteina de baixa densidade (LDL), seria a
molécula que conferiria o eferto crioprotetor & gema de ovo (PACE e GRAHAM, 1974;
QUINN af o, 1980). A LDL ¢ composta por um centro lipidico (tnglicenideos e
colesterol) rodeado por um filme de fosfolipidios e protemas (9% de Lipidios e 10%% de
protemnas) (COOK & MARTIN, 1969). A partir de entiio, miciaram-se os estudos para
extragio dessa fragdo da gema de ovo pam a congelagio do semen de diferentes especies,
tepdo-se como referéncia o trabalho de Moussa ef ol (2002), que padronamm uma
técmca de extracio de alta apheabilidade, elevada eficiéncia e grau de pureza (97%), Esse
mesmo estudo determinon que a concentragdo de LDL no dilvente ideal & de 8%, superior
aos meios a base de lecitina de soja e gema de ovo.

O efedo protetor da LDL & justifieado, pos, com o processo de congelacho, essas
moléculas se rompem roecendo fosfolipidios e colesterol & membrana  plasmatica,
conferindo estabilidade e inibindo as crioinpirias derivadas do procssso, além de ze Ligar a
alpumas proteinas do plasma seminal mibindo sua toxscidade (MOUSSA ef af., 2002). Na
concentragio de §%, alem de melhores indices de motilidade, de mtegridade da membrana
plasmatica e acrossomal, a LDL ainda favorece maior atividade dos antioxidantes
SeMINAiS, em comparagio com oufras concentragies e meios & base de gema de ovo
mtegral (HU er al., 2011}

Trabalkos demonstraram gue a LDL extraida da gema pode ser submetida a
radiagio gama, com o intulto de mmimuizar a carga microbm@na, sem alterar a sua
compozicho (PILLET er al, 20011). Assim. o8 indices de viabilidade espermitica e de
ferubdade 1ém sido supenores ou semelhantes quando a LDL ¢ ubliada em substituigho a
gema de ovo para congelar o sémen de diferentes espécies, Tais como bovmos (MOUSSA
et al, 2002), equnos (PILLET ef af, 2011), suinos (HU er af, 2009) ¢ camnos
(BENCHARIF &t al, 2008) e assim. potencialmente, poderia ser uma alternativa para a
congelagiio do sémen de outras espdowes.

Com este ohjetivo, Mousiacas er af, (20011) trabalbaram com a LDL nas
concentragdes de 8, 12, 16 e 20%. em substiuicho 4 gema de ovo miegral na espécie ovina,
na concentracio de 16%., liofilizada ou ndo. Os autores ndo verificaram diferencas entre o
grupo controle com gema mtegral ¢ o3 grupos com LDL matural, embora a bofilizagdo ndo
tenha proporcionado resuliados estatisticamente supericres e satisfarorios, seu uso oma-se
uma alternativa importante pam a cnopreservagio de sémen ovine, especialmente se a
LDL for submetida a écmicas de esterilizagio, previamente & sua iNCorporagio nos meios
diluentes.

IXluneres o bose de alfvon g sérfoa boving (B54)

Matsuoka et al (2006) relataram que a BSA pode substitur a gema de ovo nas
concentragoes de 10 e 15 mg'ml, uma vez que melhora a motilidade, a miegridade da
membrana e do acrossoma. Eles avalinram diferentes concentracoes de BSA (0; 0.3; 15; 10
e 15%) no mew de conpelacio do sémen ovino, sem gema de ovo. O “men congelado
com 10 e 153% de BSA, apresentou os maiores indices de motilidade espernitica pos-
descongelacio. em relacio aos demais grupos estudados, inchusive quande comparade ao
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meio a base de fmtose com 20% de gema de ovo. Estes resultados estio de acordo com o35
ohservados nos trabalhos de Fukwi ef ol. (2007, 2008), que ao congelirem o semen de
ovinos com 05 mews TRIS-gema de ove (15%) ou BSA (10%0) sem gema de ovi,
obtiveram 1axas de fertilbidade semelhantes (64 e 66%0 com TRIS-genma versus 58 e 65%
com BSA, respeciivamente), nas ffmess insemmadas em lempo fixo. Ja Uvsal ¢ Bucak
(2007, relataram que. a melhor concentragio de BSA & de 20 mp/ml. BEA eliming os
radicais livres gerados por ROS, e. portanto, conservam a integridade da membrana e a
mregndade dos espermatozoides durante o processo de congelagdo e descongelagio,

Esses achados indicam que a BSA pode substituir a gema de ovo nos meios de
congelagio do sémen ovino, sem comprometer os indices de fertiidade. O trabalho de
Gutiérrez e ol (2000) com sémen ovino congelado demonstrou que a adigéo de 10% de
BSA, em mewo contendo 50% de agua de coco ¢ 30% de solugio de citrato de sodo a
2.9%, possibilitou melhores indices de manutengio da viabilidade espermatia pos
descongelagho, quando comparado com mei sem BSA ou com esfe em maiores
concentragdes, entretanto, apesar da uiilieacho de menores percentuais de gema de ove que
o convencional [ 14%).

CONCLUSOES

A obtengio de bons indices de vabilidade semmmal e possivel, desde que a
formulagio do dileente leve em consideragdo as carecterssticas fisiologions do semen do
especie (pH, tolerancia osmdics, composiclo da membrana plasmatica), como tnmbém a
variabilidade individual,

Dnluentes altemativos 4 base de subsiratos de origem vegetal possibilitam um
maior controle sanitario do produto, especialmente quando se pretende introdusr o
material biokgico em diferentes rebanhos dentro do pais ou exporta-lo.

Outro fator mportante ¢ o estabelecimento de mews qumcamente defimdos,
minimizando os riscos da faha de padronizacio da composicho quimica obiida quando s
utiliza a pema de ovo mtegral e o leite desnatado para a coofecclio dos meios de
congelagio, ji que esses podem sofrer variaches importantes de acordo com a origem.
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