Pesq. Vet. Bras. 33(4):512-516, abril 2013

Comparacao entre duas concentracoes de glicerol para a
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ABSTRACT.- Deco-Souza T., Paula T.A.R,, Costa D.S., Costa E.P, Barros ].B.G., Araujo G.R. &
Carreta-Jr M. 2013. [Comparison between two glycerol concentrations to cryopreser-
vation of semen of mountain lions (Puma concolor).] Comparagdo entre duas concen-
tracdes de glicerol para a criopreservacao de sémen de suguarana (Puma concolor). Pes-
quisa Veterindria Brasileira 33(4):512-516. Setor de Patologia Veterindria, Faculdade de
Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento Gongalves 9090, Porto
Alegre, RS 91540-000, Brazil. E-mail: tarcizio@ufv.br

The development of biotechnologies of reproduction is an important tool for the con-
servation of wild animals threatened with extinction. Assisted reproduction procedures
in mountain lions, however, are scarce, especially those related to sperm cryopreserva-
tion. In this context, this study aimed to evaluate the freezing capacity of semen from adult
mountain lions in captivity through the comparison of two concentrations of glycerol in
the freezing media. Five adult male mountain lions were used, held at the Rehabilitation
Center for Wild Animals of Mato Grosso do Sul (CRAS/MS). Samples were collected by elec-
troejaculation and evaluated for physical appearance, volume, sperm progressive status,
sperm motility, sperm concentration and sperm motility index. Each ejaculate was spliced
into two aliquots and diluted in Tris-citrate-half egg yolk, at final concentrations of 5 and
7.5% glycerol, cooled at a rate of -0.55°C/min and frozen at a rate of -5.8°C/min. Once
thawed, the samples were re-evaluated and tested for thermoresistance and hypoosmotic
swelling. The suggested protocol for cryopreservation and thawing of semen is efficient in
both glycerol concentrations tested, with no difference (p>0.05) between them.

INDEX TERMS: Mountain lion, Puma concolor; electroejaculation, semen, assistedreproduction, spermatic cell.

RESUMO.- O desenvolvimento de biotécnicas de reproducdo
é uma importante ferramenta para a conservagao de animais
silvestres ameacados de extin¢do. Procedimentos de repro-
ducdo assistida em suguarana, no entanto, sdo escassos na
literatura, em especial aqueles relacionados a criopreserva-
cdo de sémen. Neste sentido, o presente trabalho objetivou
avaliar a congelabilidade do sémen de suguaranas adultas
mantidas em cativeiro, por meio da comparacdo entre duas
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concentracgdes de glicerol no meio de congelamento. Foram
usados cinco machos adultos de suguarana, mantidos no
Centro de Reabilitagdo de Animais Silvestres do Mato Grosso
do Sul (CRAS/MS). As amostras foram coletadas por eletro-
ejaculacdo e avaliadas quanto ao seu aspecto fisico, volume,
vigor, motilidade, concentracdo e indice espermadtico. De
cada ejaculado duas aliquotas foram diluidas em meio Tris-
-citrato-gema de ovo, em concentragdes finais de 5 e 7,5%
de glicerol, resfriadas a uma taxa de -0,55°C/min e conge-
ladas a uma taxa de -5,8°C/min. Depois de descongeladas,
as amostras foram reavaliadas e submetidas aos testes de
termorresisténcia e hiposmotico. O protocolo de criopreser-
vacdo e descongelamento de sémen proposto se mostrou
eficiente em ambas as concentracdes de glicerol testadas,
ndo havendo diferenca (p>0,05) entre estas.

TERMOS DE INDEXACAO: Onca parda, Puma concolor, eletroeja-
culagido, reproducdo assistida, sémen, célula espermatica.
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INTRODUCAO

As tecnologias de reproducdo assistida como a criopreserva-
¢do de gametas, a inseminacao artificial, a fertilizacdo in vitro
e a transferéncia de embrides vém sendo cada vez mais apli-
cadas (Swanson et al. 2002, Baudiet al. 2008), e englobam
uma diversidade de areas inter-relacionadas, incluindo bio-
logia de gametas, embriologia, endocrinologia e criobiologia.

Alguns danos causados pela criopreservagdo de game-
tas podem ser evitados ou pelo menos minimizados pela
diluicdo da amostra em meio adequado para criopreserva-
¢do. O crioprotetor usado rotineiramente (glicerol) promo-
ve protecdo as células das consequéncias da cristalizagdo
ao aumentar a fracdo de agua nio congelada no meio ex-
tracelular. Porém sabe-se que ele, em determinadas con-
centracdes e temperaturas, apresenta efeito téxico sobre
o espermatozoide, embora esta toxicidade varie signifi-
cativamente entre as espécies (Fahy 1986, England 1993,
Nelson et al. 1999, Holt 2000, Santos et al. 2003, Pesch &
Bergmann 2006).

Para o uso efetivo das tecnologias de criopreservacao de
gametas nas espécies de felideos o estudo e a propagacido
do conhecimento basico e de novas tecnologias sdo neces-
sarios, pois ha variacoes espécie-especificas que precisam
ser consideradas no desenvolvimento destes protocolos
(Swanson & Brown 2004). A criopreservacdo de gametas
viaveis é fundamental para a criacdo de um banco de reser-
va gendmica e importante para a manuten¢do do potencial
reprodutivo no futuro. Descri¢des de procedimentos de re-
producdo assistida em suguarana, no entanto, sdo escassos
na literatura (Miller et al. 1990), em especial aqueles rela-
cionados a criopreservacdo de sémen. Além disso, também
sdo raros os estudos com sémen de suguarana com as Su-
bespécies encontradas no Brasil (Deco et al. 2010).

Neste sentido, o presente experimento objetivou a ava-
liagdo da congelabilidade do sémen de sucuaranas adultos
mantidos em cativeiro, por meio da comparacgdo de duas
concentracdes de glicerol no meio de congelamento.

MATERIAL E METODOS

Foram usados cinco machos adultos de suguarana (Puma conco-
lor), mantidos em cativeiro no Centro de Reabilitacdo de Animais
Silvestres do Mato Grosso do Sul (CRAS-MS). A presente experi-
mentacio foi submetida e aprovada pela Comissio de Etica do
Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa
(Registro n? 21/2008) e autorizada pelo IBAMA (Proc. n? 14561-
1 de 17.4.2008).

Foi realizada uma coleta em cada animal. Para obtengdo do sé-
men, os animais foram contidos quimicamente pelo uso de dardos
anestésicos e mantidos sob anestesia. Usou-se como protocolo
anestésico a associagdo, via intramuscular, de cloridrato de ceta-
mina (10mg/kg, Dopalen®, Vetbrands, SP, Brasil) e cloridrato de
xilazina (1,2mg/kg, Anasedan®, Vetbrands, SP, Brasil). Os animais
tiveram seus parametros vitais aferidos e avaliados, por um mé-
dico veterinario, durante e apds o procedimento. Doses comple-
mentares da associagdo anestésica foram utilizadas quando ne-
cessario, a critério do Médico veterinario responsavel. Os animais
foram monitorados até que conseguissem manter-se em estacao,
garantindo uma recuperacdo pés-anestésica segura.

Previamente a coleta de sémen, foi feito o esvaziamento da
bexiga com sonda uretral estéril e seringa de 10mL e posterior

lavagem da bexiga com solugdo fisiolégica estéril, a fim de evitar a
contamina¢do da amostra com urina.

0 sémen foi coletado com auxilio de um aparelho de eletro-
ejaculacdo (Eletrogen SA200°®, Santa Lydia/SP, Brasil), equipado
com um transdutor retal de 2,5cm de didmetro com trés eletrodos
longitudinais. Para tal, foram aplicados no maximo 4 séries de 10
estimulos de 16V com intervalos de um minuto entre as séries.
Cada estimulo levou aproximadamente um segundo para ir de 0V
a 16V, permanecendo por dois a trés segundos, seguido por um
retorno abrupto a 0V, sendo o intervalo entre os estimulos de dois
atrés segundos (Deco et al. 2010). Para uma aferi¢cdo mais precisa
do volume do ejaculado, utilizou-se uma micropipeta de volume
ajustavel.

Apbs as coletas, os ejaculados foram analisados quanto aos as-
pectos fisicos (volume e cor). Imediatamente apos esta analise, a
amostra foi pré-diluida com 20uL de meio contendo TRIS-Citrato
(Quadro1l) sem glicerol. Posteriormente, foi avaliado o vigor (em
escala de 0 a 5) e a motilidade espermatica (percentual de esper-
matozoides moveis), sob o aumento de 100x ao microscopio de
luz monocular portatil (Artificial Insemination Handycope®, Free-
domand Challenge, Coréia do Sul). Estes valores foram utilizados
no calculo do indice espermatico (IE = [M+ (Vix 20)] /2, em que M
representa a motilidade e Vi o vigor espermatico) que consiste na
média entre vigor e motilidade espermatica na qual ambos tém a
mesma significancia (Howard et al. 1993).

Para a determinagdo da concentragdo espermatica do ejacula-
do utilizou-se uma ladmina especial, contendo uma ciAmara de 10
mL, fornecida pelo fabricante do microscépio de luz monocular
portatil (Artificial Insemination Handycope®, Freedomand Chal-
lenge, Coréia do Sul). A concentragdo foi aferida por contagem
direta do nimero de espermatozoides presentes no interior da
camara de contagem, sendo a concentragdo final expressa em mi-
lhdes por mL.

Apbs a pré-diluicdo em meio sem glicerol e avaliagio esper-
matica, a amostra de sémen foi dividida em duas aliquotas de vo-
lume igual e cada uma delas foi rediluida em meio contendo 10 e
15% de glicerol, na proporgdo 1:1, de forma a se obter solugdes
finais com 5 e 7,5% de glicerol, respectivamente. As amostras fo-
ram envasadas em palhetas de 0,25mL. Para se obter uma taxa
de resfriamento de -0,55°C/min utilizou-se um recipiente térmico
de poliestireno expandido com volume de 12 L contendo mistura
de 4gua em temperatura ambiente e gelo, ocupando uma altura
de 11cm (Bueno et al. 2001 modificado). As palhetas foram co-
locadas em tubo de ensaio de vidro com tampa rosqueada e este
foi imerso em um frasco de vidro com tampa contendo 600 ml
de 4gua a 37°C. Este conjunto foi colocado no recipiente térmico
onde permaneceu por duas horas (uma hora de resfriamento e
mais uma hora de equilibrio).

Para o congelamento utilizou-se outro recipiente térmico de
poliestireno expandido, sem marca definida, com volume de 12
L contendo nitrogénio liquido a uma altura de aproximadamen-
te trés centimetros. Um artefato de poliestireno expandido, no
formato de uma pequena caixa sem fundo ou tampa, foi utilizado
como boia de forma a manter as palhetas posicionadas horizon-
talmente a uma altura de 10 cm da lamina de nitrogénio liquido e
assim congeladas no vapor do nitrogénio. Desta forma obteve-se
uma taxa de congelamento de -5,8°C/min. Passados 15 minutos
as palhetas foram imersas diretamente no nitrogénio liquido e
depois armazenadas em botijado apropriado, para posterior ava-
liagdo.

Apods uma semana as palhetas foram descongeladas por imer-
sdo em agua a 37°C por 30 segundos. Em seguida o sémen foi
transferido para frascos plasticos de 1,5 mL (Eppendorf), man-
tidos em banho-maria a 37°C. Posteriormente, foram analisados
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o vigor e a motilidade espermatica como descrito para o sémen a
fresco e conduzidos os testes hiposmético e de termorresisténcia.

Uma aliquota de 20pL do sémen descongelado foi adicionada
a 0,5 mL de formol salino tamponado e 200 células foram avalia-
das, ao microscopio de contrate de fase sob o aumento de 1000x,
quanto a proporg¢do de espermatozoides normais e com presen-
¢a de alteragdes morfoldgicas. Para realizagdo do teste hipos-
moético, uma amostra de 20puL de sémen foi incubada a 37°C por
meia hora, em 0,5mL de solucdo de frutose e citrato de s6dio 60
mOsmol/kg (Kumi-Diaka 1993). Em seguida, 200 células foram
observadas em microscopia de luz sob o aumento de 1000 vezes
para contabilizacdo do percentual bruto de espermatozoides re-
ativos ao teste hiposmdtico (espermatozoides com dobramento
ou enrolamento de cauda). O valor bruto de espermatozoides re-
ativos foi corrigido excluindo-se desta populagdo a parcela com
dobramento ou enrolamento de cauda contabilizada no teste de
morfologia espermatica.

Alongevidade espermatica foi estimada pelo teste de termor-
resisténcia. Para tanto, o sémen foi incubado em banho-maria a
37°C por duas horas, sendo que neste periodo o vigor e a motili-
dade espermatica foram avaliados em intervalos de 20 minutos.
Os dados de vigor e motilidade espermatica obtidos durante o
teste de termorresisténcia sdo apresentados na forma de indice
espermatico.

Para a andlise estatistica, a variavel qualitativa “vigor” foi sub-
metida ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. As variaveis
quantitativas foram submetidas aos testes de Normalidade (Lillie-
fors) e Homocedasticidade (Cochran) e quando atenderam as pre-
missas foram submetidos ao teste de comparacgdo de médias de
Ducan, adotando-se o nivel de 5% de probabilidade (SAEG 1999).

RESULTADOS

O procedimento de coleta de sémen, por eletroejaculagao,
foi realizado uma vez em cada animal. Apenas o animal 3
apresentou baixa qualidade espermatica (vigor 1, motili-
dade 10% e concentragio 5x10° espermatozoides/mL) em
relagdo aos demais animais (Quadro 2), portanto a amostra
coletada ndo foi congelada. Os demais ejaculados (Sucua-

Quadro 1. Componentes utilizados no
meio para criopreservacio de sémen de

sucuarana
Componentes Quantidade

TRIS (g) 3,025
Acido citrico (g) 1,70
Frutose (g) 1,25
Gema de ovo % 20
Estreptomicina (mg/L) 1
Agua destilada g.s.p. 100 mL

Quadro 2. Média do volume (mL), concentracio espermatica
(espermatozoides x 10°/ml), motilidade espermatica (%),
vigor e indice espermatico (%) do sémen a fresco de machos
adultos de sucuarana (S) mantidos em cativeiro

Quadro 3. Médias e Desvio Padriao da motilidade espermatica
de sémen fresco e descongelado, em meios com 5,0 e 7,5%
de glicerol, coletados de machos adultos de suguarana (S)

mantidos em cativeiro

S1 S2 S4 S5 Médias + Desvio Padrao
(Coeficiente de Variagao)
Sémen fresco 60 70 90 80 75+1291a*(17,21)

Sémen descongelado, meio 40 45 35 50
com 5% de glicerol

Sémen descongelado, meio
com 7,5% de glicerol

42,50 + 6,45 b* (15,18)

40 40 30 50 40 + 8,16 b* (20,40)

S1 S2 S3 S4 S5 Média

Volume 04 05 04 05 04 0,4
Concentragdo espermatica 180 400 5 60 180 165
Motilidade espermatica 60 70 10 90 80 62
Vigor 3 3 1 4 4 3

Indice espermatico 60 65 15 85 80 61

S1 = Suguarana 1, S2 = Suguarana 2, S3 = Suguarana 3, S4 = Suguarana 4,
S5 = Suguarana 5.
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*Médias com letras diferentes sobrescritas na mesma coluna sdo diferentes
(p<0,05) pelo teste de Ducan. S1 = Sucguarana 1, S2 = Suguarana 2, S4 =
Suguarana 4, S5 = Suguarana 5.

Quadro 4. Médias + Desvio Padrio (Coeficiente de varia¢ido)
do vigor espermatico antes e apds o congelamento, em meios
com 5 e 7,5% de glicerol, de sémen de machos adultos de
sucuarana (S) mantidos em cativeiro

S1 S2 S4 S5 Meédia+ Desvio Padrao
(Coeficiente de Variagao)

3,50+ 0,58 a* (16,50)
2,50 + 0,58 a* (23,09)

Sémen fresco 3 3

Sémen pds-descongelamento 2 3
meio com 5% de glicerol

Sémen pds-descongelamento 2 2 2 3
meio com 7,5% de glicerol

4 4
2 3

2,25 + 0,58 a* (22,22)

* Nao houve diferenga (p>0.05) entre tratamentos, pelo teste ndo paramé-
trico de Kruskal-Wallis.
S1 = Suguarana 1, S2 = Suguarana 2, S4 =- Suguarana 4, S5 = Suguarana 5.

ranas 1, 2, 4 e 5) apresentaram vigor de 3 a 4, motilida-
de espermatica entre 60 e 90%, e concentragdo entre 60
e 400x10° espermatozoides/mL, sendo considerados den-
tro da média para a espécie (Wildt et al. 1988, Miller et al.
1990).

0 sémen das suguaranas apresentou motilidade esper-
matica média de 75%, no sémen fresco e apés o descon-
gelamento a motilidade variou de 35 a 50% nas amostras
diluidas em meio com 5% de glicerol e de 30 a 50% em
meio com 7,5% de glicerol (Quadro 3).

0 vigor espermatico do sémen fresco de suguarana ava-
liado no presente trabalho apresentou valor médio de 3,5 e
nas amostras descongeladas variaram de 2 a 3 nas concen-
tragoes de 5 e 7,5% de glicerol, respectivamente (Quadro
4).

Os indices espermaticos de amostras frescas de sémen
de suguarana apresentaram média de 72,5%, enquanto as
amostras descongeladas apresentaram indices espermati-
cos entre 37,5 e 52,5% no meio com 5% de glicerol e 35 a
55% no meio contendo 7,5% de glicerol (Quadro 5).

Foram observados espermatozoides vivos até 60 minu-
tos apo6s o descongelamento nas amostras das Suguaranas
2 e 5, em ambas as concentracdes de glicerol, a amostra
menos termorresistente foi congelada com 7,5% de glice-
rol, da Suguarana 1 (Quadro 6).

O percentual de espermatozoides que se apresenta-
ram com membrana funcional ap6s o descongelamento, de
acordo com o Teste Hiposmatico, variou de 8% (Suguarana
3 com 7,5% de glicerol) a 52% na amostra da Suguarana 4
congelada em meio com 5% de glicerol (Quadro 7).
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Quadro 5. Médias e Desvio Padrio do indice espermatico
antes e apos o congelamento, em meios com 5 e 7.5% de
glicerol, de sémen de machos adultos de su¢uarana (S)
mantidos em cativeiro

S1 S2 S4 S5 Média+ Desvio Padrio

(Coeficiente de Variagdo)

60 65 85 80
40 52.5 37.5 55

Sémen fresco

Sémen apds o descon-
gelamento, meio com
5% de glicerol

Sémen apos o descon-
gelamento, meio com
7,5% de glicerol

72,50 +11,902* (16,42)
46,25 +8,78b* (18,98)

40 40 35 55 42,50 +8,66b* (20,38)

* Médias com letras diferentes sobrescritas na mesma coluna sio diferentes
(p<0.05) pelo teste de Ducan. S1 = Suguarana 1, S2 = Suguarana 2. 4 =-
Sucguarana 4. S5 = Suguarana 5.

Quadro 6. Médias e Desvio Padrao do indice espermatico do
sémen descongelado e incubado a 37°C, de machos adultos
de sucguarana (S) mantidos em cativeiro

Média + Desvio
Padrao (Coeficiente
de Variagdo)

Tempo de incubaggo S1 S2 S4 S5
e meio avaliado

T Omin 40 52,50 37,50 55 46,25 + 8,78 a*
Meio com 5% de glicerol (18,98)

T Omin 40 40 35 55 42,50 + 8,66 a*
Meio com 7.5% de glicerol (20,38)

T 20min 20 40 20 35 28,75+1031b*
Meio com 5% de glicerol (35,85)

T 20min 17,50 40 17,50 35 27,50+11,73 b*
Meio com 7,5% de glicerol (42,64)

T 40min 12,50 20 15 17,50 16,25+3,23c*
Meio com 5% de glicerol (19,86)

T 40min 0 17501250 15 11,25+7,77c,d*
Meio com 7,5% de glicerol (69,09)

T 60min 0 1250 0 1250 6,25+7,22cd*
Meio com 5% de glicerol (115,47)

T 60min 0 1250 0 12,50 6,25+7,22c¢,d*
Meio com 7,5% de glicerol (115,47)

T 80min 0 0 0 0 0+0,00d*(0)
Meio com 5% de glicerol

T 80min 0 0° 0° O° 0+0,00d*(0)

Meio com 7,5% de glicerol

* Médias com letras diferentes sobrescritas na mesma coluna sdo diferen-
tes (p<0,05) pelo teste de Ducan, S1 = Suguarana 1, S2 = Suguarana 2, S4
= Suguarana 4, S5 = Suguarana 5.

Quadro 7. Média e Desvio Padrio do teste hiposmoético ap6s o
descongelamento, em meios com 5 e 7.5% de glicerol, de sémen
de machos adultos de suguarana (S) mantidos em cativeiro

S1 S2S4S5 Média+ Desvio Padrdo
(Coeficiente de Variagao)

Meio com 5% de glicerol (%)** 21 32 12 52 29,25+ 17,23a*(58,91)
Meio com 7,5% de glicerol (%)** 24 22 8 48 25,50 + 16,60a* (65,11)

* Médias com letras diferentes sobrescritas na mesma coluna sao dife-
rentes (p<0.05) pelo teste de Ducan. ** Percentual de espermatozoides
com cauda enrolada apds teste hiposmdtico reduzido do percentual de
espermatozoides com cauda enrolada patolégica. S1 = Suguarana 1, S2
= Suguarana 2, S4 = Suguarana 4, S5 = Suguarana 5.

Meio avaliado

DISCUSSAO

O glicerol é um crioprotetor extremamente eficiente, cuja
toxidade é influenciada pela concentracio usada, tempera-

tura a qual foi adicionado a amostra e da espécie estudada
(Fahy 1986, England 1993, Nelson et al. 1999, Holt 2000,
Santos et al. 2003, Pesch & Bergmann 2006). Stander-Bree-
dtet al. (2004) testaram o efeito do glicerol e do DMSO nas
concentracdes 4 e 8% para congelamento de sémen em
ledo (Panthera leo), e ndo observaram diferencas signifi-
cantes na motilidade espermatica, apdés o descongelamento
entre os quatro tratamentos. Da mesma forma, a presente
experimentacdo nao observou diferenga (p>0,05), quanto a
motilidade espermatica, entre as amostras congeladas com
5e 7,5% de glicerol.

A motilidade espermatica apds o descongelamento ob-
servada no presente experimento variou de 40 a 42,5%,
representando uma queda média de 33,75% em relagio ao
sémen fresco. Um estudo com humanos observou correla-
¢do entre a motilidade espermatica e a fertilidade. Sémen
fresco apresentando motilidade espermatica >50% no mo-
mento da fertilizacdo apresentou taxas de 75,8% de ferti-
lizagdo enquanto que aqueles com motilidade entre 30 a
49% apresentaram fertilidade de 49,1% e aqueles com mo-
tilidade <20% apresentaram completa falha na fertilizagdo
(Mahadevan & Trounson 1984). Sabidamente o processo
de criopreservacdo provoca danos aos espermatozoides
reduzindo seus parametros de motilidade e vigor e, conse-
quentemente, a capacidade de fertilizagido. Baixos valores
de motilidade espermatica, no entanto, podem ser com-
pensados depositando o sémen mais proximo do local da
fertilizacdo, aumentando assim a taxa de fertilidade (Villa-
verde & Lopes 2007).

O indice espermatico avaliado imediatamente apos o
descongelamento (42,5 a 46,25%) do sémen de suguara-
nas declinou (p<0,05) em relacdo ao sémen fresco (72,5%),
porém ndo houve diferenca (p>0,05). Em estudos com ani-
mais silvestres, em especial os felideos, analises de correla-
¢do da fertilidade com os diversos parametros de avaliagdo
in vitro sdo pouco precisas, dado a reduzida quantidade de
amostras a serem avaliadas, visto a dificuldade de acesso
a esses animais e ao pequeno volume obtido no ejaculado.

A funcionalidade da membrana é essencial para que
ocorra a fertilizacdo sendo, portanto um importante para-
metro seminal que pode ser avaliado pelo teste hiposmoti-
co (HOST). Em humanos, amostras de sémen com valores
baixos para este teste (<50%) formam embrides com baixa
capacidade de implantacdo (Checket al. 1995, Katsoffet al.
2000). Segundo Check et al. (2001), uma possivel explica-
¢do é que a alteragdo na membrana demonstrada no teste
esta relacionada com um fator téxico (possivelmente uma
proteina) presente na membrana plasmatica do esperma-
tozoide que pode ser transferido ao embrido e impedir que
este se implante no ttero. Em garanhdes observou-se cor-
relagdo entre o HOST e a motilidade espermatica e a taxa
de prenhez (Neildet al. 2000). No presente experimento,
ndo houve diferenca para esse teste entre as duas concen-
tragdes de glicerol usadas (p>0,05). Semelhantemente, em
cdes a porcentagem de espermatozoides reativos ao HOST
ndo variou em sémen congelado com 4 e 6% de glicerol
(média de 18,61% para ambas) (Mascarenhas 2008), po-
rém os valores se apresentaram muito abaixo aos encontra-
dos em sucuaranas neste experimento.
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O teste de termorresisténcia avalia a longevidade esper-
matica e é tido como um bom preditor da fertilidade em
varias espécies (England 1993). A longevidade espermati-
ca se mostrou equivalente (p>0,05) para ambas as concen-
tracdes de glicerol utilizadas neste experimento. Ainda de
acordo com este teste, o0 sémen de suguaranas, criopreser-
vado com 5 e 7,5% de glicerol, apresentou indice esperma-
tico médio de 28,75 e 27,5%, respectivamente, valores pro-
ximos aos encontrados em sémen de cdes ap6s 30 minutos
de incubagao (25,89%) (Mascarenhas 2008).

A qualidade espermatica apds o descongelamento é
afetada pelas varias etapas da criopreservacdo, desde o en-
vasamento e concentrag¢ido do crioprotetor utilizado até as
taxas de resfriamento, congelamento e descongelamento. A
influéncia destas etapas se da de forma sinérgica, logo para
se determinar o protocolo de criopreservacdo ideal para
cada espécie faz-se necessaria a andlise conjunta destas
variaveis. No entanto, o avan¢o no conhecimento sobre a
congelabilidade de sémen de espécies ndo domésticas, es-
pecialmente os grandes felideos, esbarra na dificuldade de
obtencdo de amostras significativas, dado a raridade de es-
pécimes e a complexidade no manejo destes animais. Sen-
do assim, dado a grande gama de técnicas a serem testadas
ainda nao se descreveu um protocolo definitivo, porém, de
cada experimentacdo soma-se parametros e procedimen-
tos neste sentido.

CONCLUSOES

O protocolo proposto para coleta de sémen de suguara-
na mantidos em cativeiro mostrou-se eficiente com a ob-
tencao de amostras livres de contaminagdo com urina e em
concentracdo satisfatoria.

Os valores do indice espermatico no teste de termorre-
sisténcia assim como o teste hiposmoético demonstraram
que ambas as concentracgdes de glicerol utilizadas no pre-
sente experimento apresentam potencial de uso eficaz na
criopreservacio de sémen de sucuaranas adultos mantidos
em condi¢cOes de cativeiro, uma vez que apresentaram re-
sultados satisfatorios nos parametros testados.

Ao teste de termorresisténcia, o sémen de suguaranas
apresentou indice espermdtico em patamares considera-
dos viaveis para inseminacdo pelo menos 20 minutos de-
pois de descongelado.
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