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RESUMO: Foram analisadas 139 amostras de sémen congelado, obtidas de quatro touros bubalinos
mesticos Jafarabadi x Murrah, com trés anos de idade, durante os meses de janeiro a novembro de
1990. O sémen foi colhido semanalmente e avaliado microscopicamente, quanto as caracteristicas
fisicas de turbilhonamento, concentracdo, motilidade e vigor. Os ejaculados foram diluidos a fres-
co em combinacdes preparadas com sete diluidores: Lactose-gema, TRIS-I, TRIS-II, TRIS-III, Citrato-
gema, TES-TRIS e Meio de Mem-Eagle. As concentracdes de glicerol (7%), gema de ovo (20%) e
agua destilada (veiculo), foram constantes em todos os diluidores. O Teste de Termo-Resisténcia
(TTR) foi utilizado para a avaliagdo poés-descongelacdo das caracteristicas motilidade e vigor, as
zero e 5 horas de incubacdo. Nao houve diferenca (P > 0,01) das caracteristicas motilidade e vigor
pos-descongelacao entre os diluidores a zero hora, porém houve diferenca (P <0,01) as 5 horas de
incubacdo, entre os diluidores Lactose-gema, TRIS-I e TES-TRIS, sendo que o TES-TRIS superou o
TRIS-I nas duas caracteristicas avaliadas. Com base nos resultados do presente estudo, é possivel
a congelacdo de sémen de bufalos com estes diluidores, sendo que concentra¢des adequadas de
agtcares nas solucdes tampdes, podem melhorar a motilidade pés-descongelacao.

Palavras-chave: bubalino, congelagdo, diluidores, sémen, teste de termo-resisténcia.

EFFECT OF SEVERAL EXTENDERS IN FROZEN-THAWED BUFFALO SEMEN, SUBMITTED TO
THERMO-RESISTENCE TEST

ABSTRACT: Samples of frozen semen (N =139) from four water buffaloes (Jafarabadi and Murrah
crossbred), with three years of age, were collected from January to November of 1990, were used.
Semen was collected weekly and evaluated by microscope for physical characteristics of turbulence;
concentration; motility and vigor. Fresh semen was diluted in solution prepared with seven
extenders: yolk-lactose; TRIS-I; TRIS-II; TRIS-III; yolk-cytrate; TES-TRIS and MEN-Eagle medium.
Concentrations of glycerol (7%); egg-yolk (20%) and distilled water to complete 100ml were constant
for all extenders. The Thermo-Resistance Test (TRT) was used to achieve motility and vigor in
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frozen-thawed semen at zero and five hours of incubation. There was no difference among extenders
(P>0.01) for motility and vigor at zero hour of incubation; but at five hours there were differences
(P<0.01) among semen frozen with yolk-lactose; TRIS-I and TES-TRIS. TES-TRIS showed higher
motility and vigor than the TRIS-I. Based on these results it is possible to freeze-thaw buffalo
semen with these extenders. An appropriate concentration of sugar in the solution could improve

motility of thawed buffalo semen.

Key words: buffalo, freeze-thaw, extenders, semen, thermo-resistance test.

INTRODUCAO

A populagao mundial de bufalos é estimada em
174 milhdes de animais responsaveis pela produ-
¢do anual de 77 milhdes de toneladas de leite. A taxa
de crescimento do rebanho nos altimos dez anos foi
de 9,1% e a producao de leite aumentou 70,6 % nes-
se periodo (FAO, 2005). O Brasil possui aproxima-
damente 3,5 milhdes de animais e tem registrado,
dentro do contexto mundial, uma taxa de crescimen-
to anual superior a 12% nas tltimas décadas (SiLva
et al., 2002).

O interesse que o bufalo doméstico vem desper-
tando no continente Asiatico, Europa e América do
Sul, estad diretamente associado com as vantagens
relativas as caracteristicas de alta fertilidade,
longevidade, eficiéncia na conversdo alimentar e
adaptabilidade a diferentes ecossistemas, que tra-
duzem em exploragdo econdmica rentavel de leite e
carne aos produtores (VALE, 2002). Com a possibili-
dade do uso da inseminagdo artificial aplicada ao
melhoramento genético dos animais de interesse
zootécnico, a avaliacdo e os procedimentos envol-
vidos na tecnologia de sémen, vém despertando in-
teresse econdmico. No entanto, a utilizacdo dos mé-
todos de criopreservagao aplicados ao sémen de
bufalos, requer conhecimento adicional da ultra-es-
trutura das células espermaticas, bem como do me-
canismo de agdo dos diferentes compostos quimi-
cos envolvidos no processo de criopreservacao
(SaNsoNE et al., 2000).

A composicdo do diluidor utilizado na congela-
¢do de sémen de bufalo, constitui-se num dos prin-
cipais fatores que influenciam os resultados (DHAMI
et al., 1994). O contetdo de lipideos, actcares e
aminodcidos dos diluidores, exerce efeito
estabilizador na membrana plasmaética, necessario
para manter a integridade fisioldgica desta mem-
brana apdés a descongelacdo (GOODRICH e
BALDESCHWEILER, 1991; KuMAR et al., 1994Db). Neste

sentido, varios diluidores tém sido testados para me-
lhorar a baixa sobrevivéncia do espermatozéide de
touros bubalinos e para Kumar apud PAMPAPATHI et
al., 1997, ainda nao existe concordancia entre os au-
tores quanto ao melhor diluidor para o processo de
criopreservagdo; visto que, os métodos utilizados
para bovinos ndo apresentam resultados
satisfatérios quando aplicados para sémen bubalino.

Esta bem documentado que durante as diferen-
tes fases do processo de criopreservagdo, os
espermatozdides sofrem danos fisicos no acrossomo
e membrana plasmatica, o que compromete a so-
brevivéncia e o transporte do espermatozéide até o
sitio de fecundacao (Hotrt, 2000). O diluidor e seus
componentes, também afetam a integridade do com-
plexo membrana plasmética/acrossomo durante a
congelagdo. Assim, a escolha de um diluidor, deve
se basear na capacidade deste em manter a fungao
celular durante o processo de congelagao e
descongelacao (BALraMm et al., 1997).

A protecdo contra os danos durante o processo
de congelacdo é conferida principalmente pelo
glicerol e pela gema de ovo (crioprotetores); enquan-
to os acucares, tém a funcdo de fornecer um
substrato com alta fonte de energia apéds a
descongelagdo. O glicerol, considerado o agente
crioprotetor universal na congelacdo de
espermatozdides, penetra no interior do citoplasma
e, devido a propriedades coligativas, modifica a for-
magdo de cristais, reduz o ponto de congelagao
intracelular e consequentemente previne a concen-
tragdo eletrolitica do meio crioprotetor (FABBROCINI
et al., 2000). Também é evidenciado que, a presenca
do glicerol durante a descongelagdo, produz efeito
deletério na fertilidade (Kumar et al., 1994b). Em
combinagdo com o glicerol, a gema de ovo ja estad
incluida na rotina dos protocolos de criopreservacdo
de sémen dos animais domésticos (Hort, 2000). As
evidéncias dos estudos criomicroscépicos em sémen
de carneiro demonstram que a gema de ovo contri-
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bui na protecdo da membrana plasmaética contra o
choque térmico (Horr et al., 1992) e estimula tam-
bém as vias de sinalizacdo do sistema enzimaético
na fecundacao (Kumar et al., 1992).

Além do glicerol e outros crioprotetores pene-
trantes, os agticares ndo permedveis como a rafinose,
sacarose e lactose, tém sido identificados como subs-
tancias que também fornecem crioprotecao as célu-
las espermaticas durante a congelagdo (Hotrt, 2000).
Os agticares de alto peso molecular exercem im-
portante papel crioprotetor na permeabilidade da
membrana celular e manutencdo do balanco
eletrolitico (SANSONE et al., 2000). Os efeitos criopro-
tetores de seis aguicares (glicose, xilose, frutose,
rafinose, sacarose e cheeni) em diferentes concen-
tragdes foram examinados por KuMar et al. (1994a).
Os resultados evidenciaram que, os agticares com-
portam-se independentemente em diferentes tam-
poes e, a concentracdo ideal, é um critério para de-
cidir sobre o papel crioprotetor e possiveis efeitos
na motilidade espermatica apés a descongelagdo.
Existe portanto, uma interacdo entre a composicdo
do diluidor, o papel crioprotetor dos agticares e, a
quantidade de glicerol e de gema de ovo nos dife-
rentes diluidores (PAMPAPATHI et al., 1997).

A principal influéncia na sobrevivéncia
espermética refere-se ao meio crioprotetor e ao sis-
tema tampdo. Os tampodes ion zwitter sao relatados
por produzir boa recuperagdo apds a descongelagao
e manutencdo da motilidade do espermatozoéide
(GraHAM et al. , 1972). Esta superioridade dos tam-
poes zwitter dcido idnico sobre a motilidade
espermatica, em comparacdo aos tampdoes citrato e
fosfato, pode ser explicada pelo fato de que ambos,
tendem a precipitar ou ligar aos cations polivalentes
e participar do processo metabdlico ou agir como
inibidores no sistema. BALraM et al. (1997), avalia-
ram o efeito de alguns tampdes zwitterionicos e
citrato sobre a motilidade, viabilidade e a integri-
dade acrossdmica do espermatozéide de bufalo e
concluiram que os tampdes Tris e Mes sdo mais efi-
cientes em termos de estocagem, bem como na con-
gelacdo quando comparados ao tampado gema-
citrato. Estes resultados confirmam os relatos de
VALE et al. (1991), na regido amazdnica, os quais o
tampao Tris, Tes-leite com 7% de glicerol apresen-
taram excelente resultado na congelacao e fertilida-
de do sémen de bufalo. Estudos mais recentes, tam-
bém corroboram com as afirmagdes anteriores nas
quais os tampdes zwitterénicos, quando titulados
em pH fisiolégico apresentam os melhores resulta-

dos quanto a motilidade espermatica apods a
descongelacao (RasuL et al., 2000).

Considerando as varias intera¢gdes entre os com-
ponentes individuais do processo de criopre-
servacdo, VALE (2002) sugeriu que o processo de
criopreservagdo de espermatozoéides bubalinos deve
ser aprimorado, sendo que sejam adotados critéri-
os de viabilidade espermatica aceitaveis e condizen-
tes com os padrdes normais de fertilidade.

O objetivo deste trabalho, portanto é avaliar pelo
teste de termo-resisténcia, o efeito de diferentes
diluidores na criopreservagdo de espermatozéides
bubalinos .

MATERIAL E METODOS

Um total de 139 amostras de sémen congelado
foram obtidas de 4 touros com 3 anos de idade, das
ragas Jafarabadi e Murrah, no periodo de janeiro a
novembro de 1990. Os animais previamente subme-
tidos a uma avaliagdo clinica-androldgica, foram
condicionados para a colheita de sémen, manejados
em sistema de piquetes individuais com dgua e sal
mineralizado “ad libitum”, alimentados com 30kg
de silagem de milho e 2kg de concentrado/animal/
dia.

O sémen foi colhido semanalmente com vagina
artificial e temperatura interna variando entre 42-
46°C, no periodo da manha. Utilizou-se a técnica de
falsas montas, com o fim de melhorar a qualidade
do ejaculado. Imediatamente apds a colheita, as
amostras foram avaliadas microscopicamente quan-
to ao movimento em massa (turbilhonamento), per-
centagem de elementos moéveis (motilidade), vigor
e concentragdo; segundo as recomendagdes de VALE
et al. (1984).

Os ejaculados com mais de 60% de motilidade
progressiva (0-100), vigor acima de 3,5 (0-5) e con-
centragdo final ajustada para 40 milhées de
espermatozoéides/dose, foram diluidos a fresco em
combinagdes preparadas com 7 diluidores: Lactose-
Gema (LG: 73,0ml de solugdo de lactose a 11%),
TRIS-I (VALE et al., 1991), TRIS-II (80% da solugdo
estoque ), TRIS-III (60% da solucao estoque), Citrato-
Gema (CG: 2,94g de citrato de sédio), TES-TRIS
(VaLeetal.,1991) e Meio de Mem-Eagle (ME: 0,977g
de sais de Eagle e 0,22g de bicarbonato de s6dio).
Todos os diluidores continham 7% de glicerol, 20%
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de gema de ovo, adicionadas 500 U.IL. de penicilina
G-potassica e 500mg de estreptomicina por ml de
diluidor. O pH final foi ajustado para 7,0, com solu-
¢do de NaOH a 10% (Panpit, 1984).

Ap6s a avaliagdo, o sémen foi diluido num total
de 10ml de cada diluidor, em duas etapas: a etapa
inicial consistiu na dilui¢do de 0,2ml de sémen, adi-
cionado de 5,0ml de diluidor sem glicerol a tempe-
ratura ambiente e, apc’)s 2 horas, Completou—se a eta-
pa final adicionando os 5,0ml restantes de diluidor
contendo glicerol a temperatura de 5°C, fracionados
em 1,0ml; 1,5ml e 2,5ml. As amostras foram entdo
envasadas em palhetas francesas de 0,5ml, utilizan-
do-se equipamento automatico (IMV - modelo MRS
1) a temperatura de 5° C e a temperatura ambiente
(da sala) controlada a 20°C. Em seguida, as palhetas
foram colocadas em vapor de nitrogénio liquido a
4cm da superficie (temperatura de aproximadamen-
te -72°C) durante 7 minutos, seguindo a imersao
rapida no nitrogénio liquido a temperatura de -
196°C. Ap6s 5 minutos, o sémen foi transferido para
um botijao de armazenagem, onde permaneceu con-
gelado por 48 horas, para posterior avaliagdo. As
amostras foram descongeladas em banho-maria a
35°C e submetidas ao teste laboratorial de termo re-
sisténcia, para avaliar a eficiéncia dos diluidores,
quanto as caracteristicas de motilidade e vigor as
zero e 5 horas de incubacéao.

As analises estatisticas dos dados foram
efetuadas pela analise de varidncia em delineamen-
to inteiramente ao acaso, usando-se o programa
SANEST (ZoNTa; MACHADO, 1987), considerando-se
os efeitos de més de colheita, touro e diluidores para
as caracteristicas de turbilhonamento, motilidade e
vigor, sendo adotado o nivel de 1% de probabilida-
de para a significAncia dos testes de F para as
variancias e de Tukey para as médias dos diluidores.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Varias abordagens técnicas tém sido desenvol-
vidas nos ultimos anos, de modo a avaliar diferen-
tes aspectos das funcdes morfolégicas e fisioldgicas
do espermatozéide apds a congelacdo e
descongelacdo. O aspecto funcional basicamente
examinado, inclui a integridade da membrana
plasmatica (FABBrROCINI ef al., 1996), andlise das
enzimas envolvidas com a atividade metabdlica
(DraML; Kobagatl, 1990) e o teste de termo-resistén-
cia, utilizado para avaliar a motilidade espermética
apos o processo de criopreservagdo (RIBEIRO et al.,

1991; Osa et al., 1994; VaLE, 1997). Com efeito, ape-
sar dos testes de laboratério indicarem a extensao
dos danos espermaticos causados durante o proces-
so de congelagdo e descongelacdo, os mesmos nao
sdo suficientemente seguros para predizer a fertili-
dade a campo (SANSONE et al., 2000).

No presente estudo, considerando-se que o sé-
men foi congelado pelo método rapido e as concen-
tragdes de glicerol e gema de ovo mantiveram-se
constantes em todos os tratamentos, a variacdao nos
resultados de motilidade apds a descongelacdo e no
TTR poderia ser atribuida ao sistema tampao, tipo
e concentracdo de agticares na composi¢do quimica
dos diluidores. E provével que os efeitos das con-
centracdes mais altas de AMPc nos tampdes
zwiteronicos (RasuL et al., 2000) associadas com o
efeito crioprotetor dos acgticares de alto peso
molecular e a acdo sinérgica da lactose, tenham sido
os responsaveis pelos resultados satisfatérios da
motilidade progressiva apdés a descongelacdo
(SANSONE et al., 2000).

Em um pré-experimento envolvendo sete
diluidores, a andlise geral dos dados da motilidade
ap6s a descongelagdo e do vigor a zero hora, nao
apresentou diferenga (P> 0,01) nas combinagdes pre-
paradas com os diluidores Lactose-gema, TRIS-I,
TRIS-II, TRIS-III, Citrato-gema, TES-TRIS e Meio de
Mem-Eagle. Entretanto, apds cinco horas de incu-
bagdo (TTR), estas mesmas caracteristicas seminais
nos diluidores Lactose-gema, TRIS-I e TES-TRIS,
diferiram (P < 0,01) entre os diluidores TRIS-II, TRIS-
III, Citrato-gema e Meio de Mem-Eagle. Os valores
médios da motilidade progressiva apods a
descongelagdo nas varias combinacdes de
diluidores, neste estudo, estdo em concordancia com
as observagoes de KuMmaRr et. al. (1994a), os quais con-
sideram satisfatéria a motilidade acima de 30%, po-
rém nao foram exeqiiiveis com o TTR nos demais
diluidores, com excegdo do TES-TRIS, Lactose-gema
e TRIS-I.

Os valores médios da motilidade e do vigor ap6s
a descongelagdo a zero hora foram similares (P>
0,01) entre os diluidores Lactose-gema, TRIS-I e TES-
TRIS (Tabela 1). Entretanto, ap6s 5 horas de incuba-
¢do (TTR), a anédlise dos dados revelou diferenca (P<
0,01) da motilidade e do vigor entre os diluidores
TES-TRIS (9,55 + 2,13 e 1,18 £ 0,26), Lactose-gema
(4,28 +1,39€ 0,62 +0,17) e o diluidor TRIS-I (2,14
0,25 e 0,25 + 0,20), respectivamente; mas ndo foi ob-
servado efeito (P> 0,01) entre o diluidor TES-TRIS e
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Tabela 1. Médias e erros-padrido das caracteristicas do sémen de bubalinos com zero e cinco horas de incubacao

(TTR), nos diferentes diluidores utilizados

Diluidor Motilidade (%) Vigor (O a 5)
Zero hora 5 horas Zero hora 5 horas
Gema-Lactose 27,18 + 2,45a 4,28 +1,39a 2,73 +0,19a 0,62+ 0,17a
TRIS-T 34,27 +3,10a 2,14 + 0,25b 3,06 +0,24a 0,25 + 0,20b
TES 35,65+3,80a 9,55+2,13a 3,41 +0,29a 1,18 + 0,26a

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de TUKEY, ao nivel de 1% de

probabilidade.

Lactose-gema (Tabela 1). Os resultados deste estu-
do estao em concordancia com os relatos de BARNABE
et al. (1994) e OBa et al. (1994); os quais descreveram
resultados satisfatérios no TTR apos a descongelagao
de sémen de btfalo, congelado com o diluidor TES-
TRIS.

Segundo KuMar et al. (1994a), os agticares quan-
do presentes ao redor da membrana celular, pare-
cem dar protecdo a célula. Por isso, actcares per-
meédveis como a frutose, manose , glicose e a¢ticares
ndo-permedaveis como a rafinose, sacarose e lactose,
tém sido selecionados para fornecer crioprotegdo as
células espermaticas durante o congelagdo; bem
como agtcares de peso molecular mais alto, como
por exemplo a rafinose, lactose e frutose (Kumar et
al., 1994c). Os melhores resultados obtidos com o
diluidor TES-TRIS, em relacdo aos diluidores
Lactose-gema e TRIS-I, provavelmente, podem ser
devidos a combinagdo de dois actcares, a lactose ja
presente no leite e a frutose, agindo externamente
na membrana celular e sendo preferencialmente
utilizada pelo espermatozéide, por algum substrato
naturalmente presente no plasma seminal (YASEEN
IBrRAHIM, 1975). Entretanto, os dados relativos ao
diluidor Lactose-gema, podem ser explicados pelo
classico mecanismo de agdo da gema de ovo exer-
cendo o papel de revestimento externo na membra-
na celular espermatica, que associada a um agticar
de alto peso molecular e ndo-permeavel, impede a
penetracao do glicerol na célula evitando, desta for-
ma a manifestacdo do efeito deletério de inibicdo
da motilidade (NAGaASE et al., 1964; 1968). Além dis-
so, as lecitinas e as lipoproteinas da gema de ovo
sdo substancias importantes que contribuem na pre-
servacdo das células espermaticas contra o choque
térmico, durante o processo de manipulacdo; assim
explicado pelos baixos indices de congelabilidade
do sémen, correlacionado com o baixo contetido de
fosfolipideos da membrana plasmatica dos

espermatozoides, caracteristica apresentada na es-
pécie bubalina (SANSONE et al., 2000).

A sobrevivéncia espermaética no processo de con-
gelagdo é proporcionada principalmente pelo meio
crioprotetor e o sistema tampao. Assim, GRAHAM et.
al. (1972) relataram que os tampdes ions
zwitteronicos produzem boa recuperacdo da
motilidade dos espermatozéides apds a
descongelacdo, em relacdo aos tampdes convencio-
nais. Os tampdes ions zwitter tém diferentes pro-
priedades de ligacdo aos metais pesados, que sdo
tidos como inibidores da motilidade espermatica.
No presente estudo, o diluidor TES-TRIS mostrou
superioridade na manutengdo da motilidade do
espermatozoéide em relacdo aos diluidores Lactose-
gema e TRIS-I. Estes resultados corroboram com os
resultados obtidos por PaMPAPATHI et. al. (1997), os
quais observaram motilidade espermatica mais alta
com 20% de gema. Contrariamente, BALRAM et al.
(1997) avaliaram o efeito de alguns tampdes ion
zwitter em que o TRIS foi mais eficiente em termos
de congelacdo e estocagem de espermatozoéides,
porém, atribuem a baixa motilidade apresentada nos
demais tampdes zwitteronicos, ao processo de
centrifugagdo dos diluidores, no qual a sedimenta-
¢do da gema de ovo interferiu com a disponibilida-
de deste agente durante o processo de crioprotegdo.
Ha evidéncias também que os altos niveis de ener-
gia disponiveis nos tampdes zwiterénicos, possam
induzir, através da ativagdo das suas vias depen-
dentes, a exaustdo precoce dos espermatozoéides e,
consequentemente, a diminui¢do da motilidade pro-
gressiva pds-descongelagdo (Rasul et al., 2000).

No diluidor TRIS-I, a melhor taxa de recupera-
¢do ap6s a descongelagdo foi obtida com a concen-
tracdo intermediéria de frutose de 1,25%. Similar-
mente, Kumar et. al. (1994c) relataram que a
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motilidade e a viabilidade do sémen de bufalo va-
ria com o tipo e a concentracdo dos agucares pre-
sentes no diluidor. Concentracdes mais altas (2,0%)
nao produziram melhores resultados em compara-
¢do com as mais baixas (1,0%), indicando assim, a
existéncia de alguma acdo sinérgica entre a concen-
tracdo de gema de ovo e os agtcares de alto peso
molecular. Portanto, a exemplo de Kumar et al.
(1994b), os resultados sugerem que a adigdo de acu-
cares em concentracado sinérgica com gema de ovo e
glicerol, pode melhorar significativamente a
motilidade e a viabilidade do sémen de bufalo.

CONCLUSOES

Com base nos resultados do presente estudo é
possivel concluir que a congelagdo de sémen de
bufalo com os diluidores TES-TRIS, Lactose-gema,
TRIS-I apresentou os melhores resultados e as con-
centragdes adequadas dos agticares nos tampdes,
podem melhorar a qualidade pés-descongelamen-
to do sémen de bufalo.

O TTR com 5 horas de incubagdo para o sémen
de buafalo, mostrou ser um periodo muito extenso e
provavelmente interferiu na motilidade espermética
pos-descongelacao.
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