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RESUMO - O objetivo neste trabalho foi avaliar os efeitos da dimetil-formamida na criopreservagdo de sémen caprino, por
meio de testes in vitro. As partidas de sémen foram congeladas com os diluidores leite desnatado-gema, associado a diferentes
crioprotetores e concentragdes: 7% de glicerol (T1); 3,5% de glicerol e 3,5% de dimetil-formamida (T2) e 5% de dimetil-
formamida (T3). O sémen foi centrifugado e envasado em palhetas de 0,5 mL, sendo resfriado por 40 minutos, atingindo 5,0°C
e permanecendo nesta temperatura por mais 1 hora e 20 minutos. Os parametros avaliados in vitro foram a motilidade progressiva
e o vigor espermatico, a integridade acrossomica, a integridade da membrana plasmatica (HO) e a reagdo acrossomica. Observou-se
perda de 30,0% da motilidade inicial quando as amostras foram submetidas aos procedimentos de criopreservagdo. A perda de
integridade da membrana plasmatica, avaliada pelo teste hiposmoético (HO) foi de 19%. As lesdes de acrossoma aumentaram em
3% durante o teste de termo-resisténcia (TTR) lento. Nao houve diferenga entre os tratamentos quanto aos aspectos de motilidade
nos tempos de 0,00; 0,05; ¢ 1,00 horas do TTR e vigor em todos os tempos. No tempo de 2,00 horas do TTR, registrou-se diferenga
entre os tratamentos 1 e 2, de modo que a motilidade no tratamento 2 foi superior as demais. Os valores de integridade de membrana
plasmatica, integridade acrossdmica e reagdo acrossOmica pds-descongelamento ndo diferiram entre os tratamentos, indicando

que a dimetil-formamida nio foi superior ao glicerol na manutencdo da qualidade espermatica apds a criopreservagio.
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Use of dimethylformamide associated or not with glycerol for goat semen
cryopreservation

ABSTRACT - The objective of this trial was to evaluate the efficiency of dimethylformamide on cryopreservation of goat
semen using semen physical analyses and complementary tests. Alpine and Saanen bucks from the Dairy Goat Experimental
Station- DZO were used. Semen samples were frozen with a yolk-skimmed milk diluent and cryoprotectors with different
concentrations as follows: 7% glycerol (T1), 3.5% glycerol plus 3.5% dimethylformamide (T2) or 5% dimethylformamide (T3).
Semen was centrifuged, diluted, and bottled in 0.5 mL straws followed by cooling for 40 minutes until reach 5.0°C and kept at
this temperature for additional 80 minutes. Samples were then exposed to liquid nitrogen vapor for 15 minutes and finally frozen.
Thawing was done in a waterbath at 37°C for 50 seconds. The following variables were evaluated in vitro: sperm progressive
motility and vigor, acrosomal integrity and reaction, and plasmatic membrane integrity. The cryopreservation procedures
reduced 30.0% of the initial motility and 19% of plasmatic membrane integrity that was evaluated using the hyposmotic swelling
test (HOST). It was observed an increaseof 3% in acrosomal lesions when samples were submitted to a slow thermoresistance
test (TRT). No significant differences in sperm motility were observed among treatments at 0, 5, and 60 minutes of TRT as
well as in sperm vigor at all TRT times. However, at 120 minutes of TRT a significant difference in sperm motility was found
comparing T1 and T2 while T3 was intermediate. There were no significant differences on plasmatic membrane integrity,
acrosomal integrity, and post-thawing acrossomal reaction across treatments. It can be concluded that dimethylformamide can

be a viable alternative for goat semen cryopreservation used alone or in association with glycerol.
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Introducao € uma atividade cultural. Entretanto, existe grande variacao

nos resultados, principalmente quanto a utilizacdo de

A inseminagdo artificial em caprinos tem sido praticadaem sémen congelado, o que permite questionamento acerca
varios paises, especialmente da Europa, onde a caprinocultura dametodologia aplicada (Andradeetal., 1999).
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No Brasil, a limitada capacidade de investimento da
maioria dos caprinocultores, o pouco conhecimento sobre
a fisiologia da espécie, a insuficiéncia de tecnologias pro-
prias e adequadas para o congelamento, além da desorga-
nizac¢ao nos canais de comercializacdo de sémen sdo con-
siderados os principais fatores limitantes da expansdo da
inseminacdo artificial em caprinos (Andrade et al., 1999).

Desde que os primeiros espermatozoides caprinos foram
congelados por Smith & Polge (1950), inimeras pesquisas
tém sido realizadas visando estabelecer protocolos de
resfriamento e congelamento do sémen caprino. Mascarenhas
(1994) acredita que o futuro da inseminagdo artificial em
caprinos depende do sucesso do congelamento do sémen,
sendo necessarios mais estudos para melhorar os meios ¢ as
técnicas de criopreservagdo dos espermatozoides.

De acordo com Roy (1957), um problema especifico na
preservagdo do sémen caprino esta relacionado ao efeito
deletério do plasma seminal na viabilidade dos
espermatozoides criopreservados com diluentes contendo
gema de ovo e/ou leite desnatado. Uma das explicacdes
seriam a sintese e secre¢des de enzimas pelas glandulas
bulbo-uretrais liberadas no plasma, as quais podem se
associar aos componentes destes diluentes e produzir
componentes toxicos paraa célula espermatica. Esta condigdo
desfavoravel pode ser prevenida por meio da retirada do
plasma seminal durante os procedimentos de criopreser-
vagao (Leboeufetal., 2000).

Além dos fatores inerentes ao ejaculado caprino, o
processo de criopreservagdo de sémen, particularmente no
estado congelado, causa danos ultra-estruturais, bioquimicos
e funcionais aos espermatozoéides, reduzindo-se a motilidade,
aviabilidade e o posterior transporte no trato genital feminino
(Leboeufetal.,2000).

Os crioprotetores sdo fundamentais para a sobrevivén-
cia dos espermatozoides no processo de criopreservagao.
A utilizacao de diversos crioprotetores € suas combinagdes
podem minimizar e controlar os efeitos deletérios na célula
durante os processos de congelamento e descongelamento
(Rossietal.,2003).

O glicerol tem sido o crioprotetor mais utilizado para o
congelamento de sémen caprino (Leboeufetal.,2000). Entre-
tanto, as amidas também tém demonstrado bons potenciais
como agentes crioprotetores, provavelmente por sua menor
toxicidade e seu mais baixo peso molecular (Amann & Pickett,
1987; Graham, 1996; Medeiros etal.,2002).

O objetivo neste trabalho foi avaliar os possiveis bene-
ficios que a dimetil-formamida pode promover como
crioprotetor da célula espermatica caprina.

Material e Métodos

Foram utilizados quatro reprodutores caprinos das ra-
¢as Alpina e Saanen, dos quais foram coletados cinco
ejaculados (20 no total), utilizando-se vagina artificial.
Apos as coletas, foram realizadas as analises fisicas do
sémen (volume, motilidade progressiva espermatica =
0-100%, vigor =0-5 e turbilhonamento = 0-5) e separadas
amostras para avaliagdes da morfologia espermatica, da
integridade funcional da membrana plasmatica (teste
hiposmotico) e da concentragdo espermatica. O plasma
seminal foi retirado por meio de Unica centrifugagao,
durante 10 minutos a 600xg. Ap6s centrifugacdo e descarte
do sobrenadante, cada tubo graduado foi ressuspendido
em uma propor¢ao de 1:2 nos meios de congelamento leite
desnatado-gema com 7% de glicerol (T1), leite desnatado-
gema com 3,5% de glicerol e 3,5% de dimetil-formamida
(T2) e leite desnatado-gema com 5% de dimetil-formamida
(T3). Realizada adiluigdo final, as amostras foram envasadas
em palhetas de 0,5 mL contendo 100 milhdes de
espermatozoides.

O resfriamento foi realizado em uma caixa de isopor,
segundo metodologia descrita por Bueno et al. (2001),
durante 40 minutos, com temperatura inicial de 20°C e final
de 5°C. Apos esse periodo, as amostras foram acondicio-
nadas em geladeira com temperatura interna de 4,5°C, por
1 hora e 20 minutos (periodo de equilibrio).

Apds o resfriamento, as palhetas foram dispostas
sobre uma grade, 5 cm acima da lamina de nitrogénio
liquido, durante 15 minutos. Seqiliencialmente, foram mer-
gulhadas no nitrogénio liquido a -196°C e transferidas
para um botijao criogénico.

Aspartidas foram descongeladas a 37°C por 50 segundos
e acondicionadas em tuboseppendorf. De cada partida foram
retiradas amostras pararealizacao do teste de termo-resistén-
cia lento (TTR), da avaliagdo da integridade funcional da
membrana plasmatica (teste hiposmoético) e acrossomica, além
dareagdo acrossdmica. No teste de termo-resisténcia lento, as
partidas descongeladas foram incubadas a 37°C por duas
horas, de modo que, nos tempos 0, 5, 60 e 120 minutos deste
periodo, foram avaliados a motilidade espermatica progressi-
va e o vigor, por meio de contraste de fase acoplado.

A integridade funcional da membrana plasmatica foi
avaliada pelo teste hiposmotico, utilizando-se 1 mL de
solug@o hiposmética contendo frutose (100mOsmol/kg),
acrescidadel0 uL de sémen de cada partida e incubada por
uma hora em banho-maria.

A avaliagdo dos danos acrossomais foi realizada no
inicio ¢ ao final do TTR.Uma aliquota da amostra desconge-
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lada, em cada um desses momentos, foi acondicionada em
solucdo formol-salina tamponada (Hancoch, 1957) e,
posteriormente, analisada por meio da preparacdo imida.

A reagdo acrossOmica foi avaliada por meio de
esfregagos das partidas descongeladas pela metodologia
de coloragdo adotada por Bryan & Akruk (1977).

Para analise estatistica, as variaveis foram submetidas
aos testes de normalidade (teste de Lilliefors) e
homocedasticidade (teste de Cocrham & Bartlett) e, poste-
riormente, as analises de varidncia (ANOVA), aplicando-se
o teste Duncan a 5% de probabilidade (UFV, 1999) para
aquelas que apresentaram significancia. As variaveis que
ndo atenderam as premissas de normalidade e
homocedasticidade, mesmo apds a transformacao dos dados,
foram submetidas ao teste de Kruskal-Wallis (UFV, 1999).
A determinagfo das relagdes entre as caracteristicas estu-
dadas foi feita pela correlagao de Pearson (UFV, 1999) ¢ a
avaliacdo das médias e do desvio-padrdo, por meio de
estatistica descritiva.

Resultados e Discussao

Todas as partidas descongeladas apresentaram requi-
sitos superiores aos exigidos para sémen descongelado,
quanto aos aspectos de motilidade (>30%) e vigor (>2), de
acordo com as exigéncias do Colégio Brasileiro de Repro-
dug@o Animal (CBRA, 1998).

Um dos fatores que limitam a fertilidade do sémen
criopreservado ¢ o periodo de sobrevivéncia dos
espermatozoides apos o descongelamento, que pode ser
avaliado pelo teste de termo-resisténcia lento. Neste trabalho,
amotilidade espermatica média observada ao final do TTR
foide 14,3% (Tabela 1).

Os resultados do TTR evidenciaram, em geral, queda
linear dos parametros de motilidade espermatica progres-
siva e vigor, ao longo de duas horas de duragéo do teste,
o que também foi observado por Siqueira (2004), ao avaliar
partidas de sémen descongeladas de touros.

A queda damotilidade espermatica observada ao final do
TTR pode ser decorrente da perda dos componentes
intracelulares ou de lesdes estruturais das membranas das
células espermaticas, resultantes tanto do processo de conge-
lamento como de descongelamento. Watson (1995) relata que,
embora o declinio da motilidade espermatica possa ser expli-
cado com base em mudangas no transporte ativo e na
permeabilidade de membrana plasmatica dos espermatozoides,
¢ possivel que alteragdes na energia disponivel ou danos nos
elementos do axonema possam contribuir para esse fendmeno.

Verificou-se perda de 30,0% da motilidade inicial,
inferior a registrada por McLaughlin et al. (1992), que

verificaram que o processo de criopreservagdo diminuiu a
motilidade média dos espermatozoides em torno de 40%,
com maior redugdo no s€émen de pior qualidade. Esse
declinio da motilidade pds-descongelamento era esperado,
pois o processo de criopreservagdo diminui a viabilidade
espermatica e promove danos estruturais ndo correlacionados
diretamente e inicialmente a motilidade (Watson, 1995).

A motilidade espermatica e o vigor pos-descongelamento
ndo diferiram (P>0,05) entre os tratamentos (Tabela 1), con-
trariando as informag¢des de Keith (1998), que, ao avaliar
o glicerol e diferentes amidas (dimetil-formamida) na
criopreservagdo de espermatozodides eqiiinos, encontrou
diferenga significativa na motilidade progressiva
espermatica pos-descongelamento entre os tratamentos.
Segundo essa autora, a motilidade p6s-descongelamento
do sémen criopreservado com glicerol (60,5%) foi superior
aquela com qualquer outro crioprotetor (P<0,05), o que
pode estar associado tanto a diferengas na metodologia
aplicada para a criopreservacao quanto a caracteristicas
intrinsecas do sémen da espécie envolvida.

Ao finaldo TTR, as partidas congeladas com a associagdo
de glicerol e dimetil-formamida apresentaram motilidade
espermatica superior a daquelas congeladas com glicerol
(P<0,05), porém nao diferiram significativamente das parti-
das contendo dimetil-formamida como unico crioprotetor
(P>0,05) (Tabela 1), possivelmente em razdo da boa prote-
¢d0 que a combinagdo de crioprotetores pode oferecer na
criopreservagdo celular em relagcdo ao uso isolado de
crioprotetores (Dalimatia & Graham, 1997).

Zahn et al. (2002) demonstraram melhores resultados
dos parametros espermaticos quando utilizou as amidas e
suas associa¢des com glicerol, em comparagdo a utilizagao
do glicerol como unico crioprotetor. Do mesmo modo,
Rossi et al. (2003) afirmaram que a baixa toxicidade das
amidas e a posterior diminui¢ao das concentragdes de glicerol
podem neutralizar os efeitos deletérios sobre a motilidade e
integridade acrossomica dos espermatozoides eqiiinos
criopreservados.

Os tratamentos ndo diferiram (P>0,05) quanto ao
percentual de células reativas ao hiposmotico, demons-
trando igual eficiéncia dos tratamentos para manutengdo da
integridade celular. Entretanto, houve perda de 19% da
integridade celular, que pode ser atribuida tanto aos danos
de membrana celular apds a criopreservagdo quanto ao
procedimento de centrifugacdo. Adicionalmente, este valor
pode ser considerado baixo se comparado a perda de 30%
relatada por Santos (2003).

Segundo Hossain et al. (1998), citados por Siqueira
(2004), a resposta mediana observada ao teste hiposmotico
apoés a criopreservagdo pode estar relacionada aos danos

© 2006 Sociedade Brasileira de Zootecnia



Silva et al. 455

Tabela 1 - Média e desvio-padrao da motilidade espermatica progressiva e do vigor, durante o TTR, de sémen caprino congelado com
trés diluentes

Table 1 - Mean and standard deviation of spermatic progressive motility and vigour during term resistance test of frozen of goat semen
Variavel Tratamento
Variable Treatment
Tempo de incubagdo (minutos) 1 2 3
Incubation time (minutes) M=£DP M=DP M=DP
0 67,8+15,82 61,1£28,02 53,6+23,12
Motilidade espermatica (0-100%) 5 53,5+£21,7%2 56,6+21,32 42,1+23,58
Spermatic motility (0-100%) 60 32,2422,02 43,3+28,42 34,7+£23,82
120 14,2+3,02 36,9+27,8" 22,1+21,53b
0 3,6+0,42 3,3+0,72 3,2+0,82
Vigor (1-5) 5 3,2+40,42 3,2+0,72 3,0+0,72
Vigour (1-5) 60 2,5+0,62 2,9+0,82 2,6+0,82
120 1,8+0,62 2,5+0,92 2,1+0,92

Médias com letras diferentes sobrescritas na mesma linha diferem entre si (P<0,05) pelo teste Duncan. Tratamento 1 - diluente leite desnatado-gema com
7% de glicerol; Tratamento 2 - diluente leite desnatado-gema com 3,5% de glicerol e 3,5% de dimetil- formamida; Tratamento 3 - diluente leite desnatado-

gema com 5% de dimetil-formamida.

Means with different letters in thesame rowdiffer (P<0.05) by Duncan test. Treatment 1 - yolk skim-milk extender with 7% glycerol; Treatment 2 - yolk-skim milk extender with 3.5% glycerol

and 3.5% dimethylformamide; Treatment 3 - yolk-skim milk extender with5% dimethylformamide.

que a cauda espermatica sofre durante os processos de
congelamento e descongelamento, que diminuem a capaci-
dade do espermatozoide em reagir com o aumento do volume
celular, em resposta a baixa osmolaridade. Além disso, o proprio
meio de congelamento pode induzir o estresse osmatico, o que
resultariaem lesdes da estrutura celular (Correa & Zavos, 1994).

Observou-se correlagdo positiva (0,5) entre motilidade
espermatica progressiva, avaliada durante o TTR, ¢ a
porcentagem de células reativas ao hiposmotico pds-
descongelamento (P<0,01). Damesma forma, Melo (1999)
observou valores médios entre o teste hiposmotico com
amotilidade espermatica.

Os danos acrossomais ndo diferiram entre os diferentes
crioprotetores (P>0,05). Resultados diferentes foram
observados por Medeiros et al. (2003) e Keith (1998), que
ressaltaram a superioridade das amidas, como a dimetil-
formamida, em relagdo ao glicerol na manutengdo da inte-
gridade acrossomica. Segundo esses autores, a eficiéncia
das amidas pode estar relacionada ao seu menor peso
molecular, que lhes confere maior permeabilidade de
membrana plasmatica e acrossomal.

Independentemente do tratamento, o valor médio de
lesdes acrossomicas (8,0%) observadas ao final do TTR foi
inferior aos 22 e 50% relatados por Barbosa et al. (1999) e
Santos (2001), respectivamente, mas proximo da média obser-
vada por Méndez et al. (1994), de 9,2%. Esses valores infe-
riores talvez possam ser explicados pelos menores efeitos do
estresse térmico sofridos pelas partidas e pela boa protecao
que os agentes crioprotetores conferiram a membrana
espermatica.

O processo de descongelamento pode ser tao deletério
quanto o congelamento. Portanto, a metodologia de des-
congelamento influencia a viabilidade dos espermatozoéides

po6s-descongelamento (Pend & Linde-forsberg, 2000).
Soderquistetal. (1997) avaliaram a integridade acrossomal
de espermatozoéides de cordeiros descongelados a 35°C e
registraram média de 67,6% de acrossomas intactos. Neste
estudo, apds o descongelamento a 37°C, foram observa-
dos inicialmente 95% de acrossomas intactos. Estes valo-
res podem ser considerados, uma vez que a motilidade
progressiva, associada aos danos acrossomais, pode ser
um indicador da capacidade fertilizante do sémen (Méndez
etal., 1994).

O teste de reagdo acrossomica indica a populagdo de
células da partida viaveis pararealizagdo deste procedimento
no trato reprodutivo da fémea, além de estar altamente
correlacionado a taxa de fertilidade (Silva, 1998). O indice
médio de rea¢des acrossomicas observadas foi de 24,8%, valor
intermediario aos de 14 ¢ 34% (Silva, 1998) e superior ao de
9,85% (Siqueira, 2004), observados em sémen criopreservados
de touros. Siqueira (2004) nao constatou correlagdo signi-
ficativa entre teste de reagao e fertilidade. Entretanto, nao foi
observada diferenga (P>0,05) entre os tratamentos.

O alto indice de células que ndo reagiram ao teste
demonstra reagdo acrossomica precoce durante a
criopreservagao e pode estar relacionado a dois fatores:
desestabilizagdo prematura da membrana espermatica,
decorrente do processo de criopreservacao (Watson, 1995);
e auséncia de plasma seminal nas amostras criopreservadas,
uma vez que a remoc¢do do plasma seminal torna o
espermatozoide mais susceptivel a fatores que induzem a
reacdo acrossomica precoce (Iborra etal., 2000).

Os maiores valores para motilidade espermatica pos-
descongelamento foram associados a porcentagens superio-
res de células que reagiram ao teste. Resultados semelhantes
foram observados por Barnabé et al. (1981b), que inferiram
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motilidades espermaticas progressivas superiores, associa-
das a maiores percentagens de acrossomas normais. Da
mesma forma, Siqueira (2004) relatou correlagao negativa
parao teste de reag@o acrossdmica e amotilidade espermatica
progressiva pos-descongelamento.

Conclusoes

A utilizacao da dimetil-formamida como crioprotetor
isolado ou associado ao glicerol, em comparagdo a utiliza-
¢do0 unica de glicerol, ndo foi superior na manutengao da
qualidade espermatica apos a criopreservagao.
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