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Resumo: 4 inseminagdo artificial em caprinos vem sendo bas-
tante difundida em propriedades com maior nivel tecnolégico;
a criopreservagdo de sémen serve como ferramenta de auxilio,
em que o reprodutor pode aumentar o nitmero de descenden-
tes, além da possibilidade do sémen permanecer armazenado
por grande periodo de tempo. Para o processo de criopreser-
vagdo, o meio diluidor, a taxa de resfriamento e o crioproietor
utilizado possuem papel de fundamental importdincia para a
garantia da qualidade do sémen congelado.
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Introducio
O processo de criopreservacdo seminal é complexo, so-
frendo influéncia de fatores como a diluigio, o descongelamen-
to e a fisiologia do sémen de cada espécie. Esse processo pos-
sibilita a utilizacdo do sémen por um longo periodo, reduzindo
riscos e custos com a aquisi¢io e transporte de reprodutores,
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bem como favorece a rapida difusdo do material genético entre
regides, paises e continentes (CASTILHO, 2008).

Objetivou-se realizar uma revisdo sobre o método de crio-
preservagio de sémen caprino, demonstrando pontos essen-
ciais da criopreservagdo seminal.

Revisio de Literatura

O processo de criopreservagio do sémen altera as caracte-
risticas das membranas dos espermatozoides, interferindo em
sua capacidade fertilizante. Os espermatozoides submetidos a
esse processo sofrem injlrias e morte, em razdo da formacéo
de gelo no interior dele, fendmeno esse que ocorre quando o
resfriamento é feito de forma rapida; em contrapartida, pode
ocorrer o desenvolvimento de regides de elevada concentragédo
de soluto, que desidratam a célula quando o resfriamento ocor-
re de forma lenta. Portanto, uma adequada taxa de resfriamen-
to é necessaria para prevenir danos estruturais, bioquimicos e
biofisicos a membrana (AZEVEDO et al., 2000).

Segundo Machado e Simplicio (1995), o ritmo de refri-
geracio do ‘sémen caprino deve estar entre -0,25 e -0,35 °C/
minuto, até a temperatura de 5 °C ser atingida. O sémen deve
ser resfriado da temperatura corporea (37 °C) a temperatura
ambiente (20 °C), pois o estresse inicial ocorre quando o es-
permatozoide passa da temperatura corporal para 5 °C, por
causa da fase de transicio da membrana plasmatica do estado
liquido cristalino para o de gel (GRAHAM, 1996). Caso o res-
friamento seja feito de maneira inadequada, o espermatozoide
sofre choque térmico, acarretando danos irreversiveis como
alteragdes nos padrdes normais de motilidade, perda rapida da
motilidade, danos no metabolismo da membrana plasmatica e
do acrossoma (GRAHAM, 1996).
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Os crioprotetores podem ser classificados em penetrantes
e ndo penetrantes, em que o primeiro consiste em substincias
ou firmacos que diminuem as lesGes de origem quimica ou
mecanica que a criopreservagio causa 4 célula; os ndos pene-
trantes aumentam a osmolaridade do meio extracelular e s3o
responsavels pela passagem da 4gua do interior da célula es-
permatica para o meio extracelular, impedindo a formacio de
cristais de gelo em seu interior durante a criopreservacgdo. Es-
ses agentes, tanto penetrantes quanto nfo penetrantes, devem
possuir baixo peso molecular, elevada solubilidade em meio
aquoso e baixa toxicidade celular (GONZALEZ, 2004).

A gema de ovo ou o leite desnatado sdo exemplos de crio-
protetores nfdo penetrantes, que protegem as células contra o
choque térmico. Ja o glicerol, dimetilsulféxido (DMSO) e o
etilenoglicol sdo exemplos de crioprotetores penetrantes. Tanto
0 penetrante quanto o n2o penetrante s3o encontrados em di-
luentes de sémen utilizados para o congelamento, juntamente
com uma fonte de energia, que pode ser a glicose ou frutose,
um componente tampdo (citrato de sédio ou hidroximetil ami-
nometano — TRIS) e um antibidtico, como penicilina, estrep-
tomicina ou gentamicina, que previnem o crescimento bacte-
riano (EVANS, MAXWELL, 1987). A taxa de dilui¢do do
sémen caprino varia de 1:1 (sémen: diluente) a 1:23, obtendo
200x106 espermatozoides/mL (NUNES, 2002).

Apos as diluigdes, o sémen deve ser envasado em palhetas
de 0,25 mL, em temperatura ambiente; posteriormente, essas
sdo colocadas em um tubo de ensaio de 20 mL revestido por
um refil de saco plastico, que € alocado em recipiente pléstico,
com capacidade para 240 mL, contendol20 mL de alcool eti-
lico absoluto. Esse recipiente é mantido na posi¢io horizontal
dentro da geladeira, com temperatura interna de 4° a -5° C,
durante 60 min (PENITENTE FILHO, 2010).
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O congelamento pode ser realizado de forma horizontal
ou vertical. Na primeira forma, colocam-se as palhetas sobre
um suporte de ago inox, & altura de 5 cm da lamina de nitro-
génio liquido, acondicionado em uma caixa de isopor, perma-
necendo a essa altura por 14 minutos. Depois, essas palhetas
s30 imersas no nitrogénio liquido para o congelamento final,
sendo em seguida raqueadas, devidamente identificadas e ar-
mazenadas em botijdo com nitrogénio (CASTILHO, 2008). Na
forma vertical, as palhetas sfo dispostas, verticalmente, sobre
uma grade, permanecendo a 5 cm de distdncia da ldmina de
nitrogénio liquido, durante 15 minutos. Apos esse tempo, as
palhetas sio mergulhadas em nitrogénio liquido a -196 °C para
o congelamento final e, em seguida, colocadas em raques e
armazenadas em botijio contendo nitrogénio liquido (PENI-
TENTE FILHO, 2010).

Consideragdes Finais

A escolha do agente crioprotetor deve obedecer aos requi-
sitos exigidos para aumentar a proteco das células esperma-
ticas, garantindo a qualidade do congelamento. O modo pelo
qual o sémen ¢ resfriado precisa estar de acordo com a curva
de congelamento, a fim de evitar maiores danos a membrana
dos espermatozoides. O envase e o armazenamento também
sdo eventos que podem influenciar na qualidade do sémen pos-
descongelamento.
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