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RESUMO

Criopreservacdo de espermatozdides equinos comparando duas curvas de
congelamento combinadas com diluentes comerciais: uma analise laboratorial.
Palavras-chave: sémen, eqlino, criopreservacao, espermatozoide, fertilidade
RESUMO

Durante o processo de criopreservacdo de sémen, 0s espermatozéides sofrem
alguns danos que resultam na diminuicdo da fertilidade deste. O presente estudo foi
realizado a fim de avaliar o efeito da utilizacdo, combinada de duas curvas de
congelamento com dois diluentes comerciais sobre a criopreservacao de sémen equino.
Foram analisados 20 ejaculados. As amostras foram avaliadas, pela motilidade
progressiva e total do sémen pds-descongelamento e pela integridade e funcionalidade
da membrana dos espermatozéides. A combinacdo entre curva automatizada e Botu-
Crio® apresentou as maiores médias, nas analises de motilidade total (55,53%) e
progressiva (17,25%), apés o descongelamento. O diluente Botu-Crio® ,isoladamente,
apresentou também os melhores resultados quando foram realizadas as andlises de

integridade (CFDA/PI) e funcionalidade de membrana pelo teste hiposmotico.



ABSTRACT
Cryopreservation of equine spermatozoa comparing different freezing rates
combined with comercial extenders: laboratorial analysis
Key-words: semen, equine, cryopreservation, sperm cell, fertility
ABSTRACT

During semen cryopreservation, sperm cells were submitted to some deleterious
events leading to membrane damage which result in fertility decrease. This study was
designed to compare the effects of two freezing techniques (conventional and
automated), their freezing rates and the use of two commercial extenders as
cryoprotectants (FR-5° and Botu-Crio®) on the total and progressive motility, integrity
and functionality of spermatic membranes during the cryopreservation of equine semen.
Twenty ejaculates were analyzed. The total and progressive motility of fresh and post-
thawing semen samples were evaluated by the patterns assays. The function of
plasmatic membrane was measured by the hipoosmotic swelling test. The integrity of
plasmatic membrane was evaluated using CFDA/PI fluorescent probes. There were
significant differences between the two freezing techniques and/or between
cryoprotectants for all assessed parameters. The combined used between Botu-Crio®
and automated curves showed better results in total and progressive post-thawing
motility. The extender Botu-Crio®, alone, showed better results in order to preserve the

membrane integrity and function.
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INTRODUCAO

A criopreservagdo de sémen eqlino € de fundamental importancia. Possibilita a
preservacao de material genético, através da constituicdo de bancos de sémen e auxilia
na promog¢édo do melhoramento da espécie, ja que determinadas caracteristicas genéticas
ou funcionais podem ser agregadas ao rebanho equino através da re-introducao,
manutencdo ou sugestdo de exclusdo de sémen de um determinado animal, que
transmita caracteristicas indesejaveis aos seus produtos. Permite a utilizacdo do
reprodutor em éguas que estejam localizadas em regiGes distantes deste, viabilizando a
inseminacao artificial com sémen congelado; promovendo o aquecimento ou abertura de
novos mercados; uma vez que 0 uso sémen equino congelado para inseminacéo artificial
é aceito por poucas Associacdes de racas de equinos até 0 momento. Ainda viabiliza a
racionalizacdo do uso de garanhdes nas estacfes de monta; facilita o controle de
doengas sexualmente transmissiveis; assim como, proporciona um maior
aproveitamento de animais de grande valor econdmico e zootécnico. Paralelamente,
promove um incremento no dominio das técnicas de criopreservacdo de sémen eqiino e
também na eficiéncia das biotécnicas relacionadas com a reproducdo da espécie.

Com a utilizacdo dos protocolos de criopreservacdo de sémen eqlino,
disponiveis no momento, os indices de fertilidade obtidos ainda sdo baixos, quando
comparado aos resultados da utilizacdo de sémen fresco ou resfriado (MARSHBURN,
1992; SAMPER; MORRIS, 1998; WATSON, 2000), o que dificulta a utilizacdo de
amostras de sémen congelado em larga escala (AMANN; PICKETT, 1987;
ALVARENGA; LEAO, 2002; HENRY et al., 2002).

Com o intuito de otimizar a taxa de congelamento-descongelamento, diminuir o
dano celular e aumentar a eficicia da técnica, varias pesquisas analisando diferentes
métodos de criopreservacdo de sémen equino vém sendo realizadas, tais como a
utilizacdo de novos crioprotetores; a combinacdo de diferentes crioprotetores
classicamente utilizados; a utilizagdo de diferentes curvas de congelamento
automatizadas ou nédo, assim como a criopreservacdo com diferentes concentracdes de
espermatozdides por dose. Apesar dos estudos mencionados acima, as taxas de
fertilidade de sémen equino congelado-descongelado ainda sdo muito reduzidas,
desencorajando a adogdo desta técnica. Entretanto, um aumento significativo no uso de

sémen equino congelado vem sendo visto nos ultimos cinco anos. Esse aumento se deve



ao fato de que muitas Associagdes de criadores estdo aceitando e registrando produtos
oriundos de inseminacéo artificial com sémen congelado (MOORE et al., 2006).

O presente estudo teve como objetivos avaliar o efeito da criopreservacdo de
sémen eqliino, comparando duas técnicas: a técnica de criopreservacdo convencional em
caixa de isopor, onde as palhetas sdo congeladas sob vapor de nitrogénio liquido
(MARTIN et al., 1979), utilizada a campo com uma curva automatizada realizada em
um congelador programavel descrita por Spreckels (1994), cada qual com uma curva de
inducdo de decréscimo de temperatura especifico. Além das diferentes técnicas foram
utilizados dois tipos diferentes de diluentes comerciais de sémen (Extender FR-5® e
Botu-Crio®) combinados com as técnicas de congelamento, a fim de avaliar a influéncia
das diferentes curvas de congelamento e diferentes diluentes sobre a motilidade
espermatica total, motilidade espermatica progressiva e integridade e funcionalidade das
membranas espermaticas. Para realizar tais analises, as amostras de sémen
descongeladas foram submetidas as andlises padrdo de motilidade total e progressiva
bem como as técnicas de coloracdo com corantes fluorescentes diacetato de
carboxifluoresceina (CFDA) e o iodeto de propidio (PI) e ao teste hiposmético (HOST).

O presente estudo teve como objetivo:

1) Avaliar e comparar o efeito da criopreservagdo de sémen equino utilizando as
técnica de criopreservacdo convencional e a técnica com auxilio de um congelador
programével; com diferentes diluentes comerciais sobre as caracteristicas fisicas e

quimicas do sémen.



2 REVISAO GERAL DA LITERATURA

2.1 O Espermatozoide

A ultra-estrutura do espermatozdide eqlino € similar aos espermatozoides das
outras espécies de mamiferos domésticos (BARTH; OKO, 1989). O espermatozoide é
formado por trés regides altamente especializadas: a cabeca que acomoda o DNA da
célula, estrutura vital durante a interacdo espermatozéide odcito; a peca intermediaria,
envolvida na producdo de energia por acomodar as mitocondrias e o flagelo, que esta
envolvido com a motilidade espermatica (EDDY,1988). Essas trés regides sdo
recobertas pela membrana plasmatica (AMANN; GRAHAM, 1993).

Toda a caracteristica estrutural especializada do espermatozoide esta voltada
para a sua atividade funcional Unica, ou seja, assegurar a liberacdo do material genético
contido no nucleo do espermatozdide para o odcito, onde a unido dos prondcleos
masculino e feminino ocorre, produzindo o zigoto (EDDY; O’ BRIEN, 1994). Desta
forma, a funcdo principal da cabeca do espermatozdide é a liberacdo de uma serie
hapldide de cromossomos pra o 0d0cito; enquanto, a do flagelo é promover motilidade a
célula para permitir sua passagem pelo trato reprodutivo feminino e a penetracéo atraves
da zona peldcida do o6cito (MORTIMER, 1997).

2.2 Membrana Plasmética

A membrana plasmatica é formada por duas camadas lipidicas, contendo
moléculas de fosfolipidios polares, distribuidos assimétricamente, de propriedades
anfipéticas, todas orientadas de maneira que a porc¢ao hidrofébica fique direcionada para
o0 centro da membrana e a porcdo hidrofilica para a superficie da membrana.Os
principais lipideos presentes nesta estrutura celular sdo fosfolipideos como, colina,
serina, glicerol e inositol, glicoesfingolipideos e esterdides.As células espermaticas na
espécie eqlina possuem uma composi¢cdo incomum de organizacdo de lipideos na
membrana plasmatica. Esta é repleta de fosfolipideos poliinsaturados que podem

compensar perdas de colesterol. Os fosfolipideos poliinsaturados sé@o mais flexiveis que



o0s saturados e podem, portanto, manter a dindmica caracteristica de bicamada lipidica
desta membrana (FLESCH; GADELLA, 2000).

A temperatura corpérea, a membrana plasmatica apresenta-se na forma de um

mosaico fluido onde as proteinas estdo livres para moverem-se entre os fosfolipideos
bilaterais, uma vez que a propria funcdo requer que as proteinas estejam aptas para
moverem-se dentro da membrana (JASKO, 1994), o que a torna uma estrutura
extremamente dindamica (GADELLA et al., 2001).
Os principais fatores que afetam esta fluidez sdo a composicdo relativa entre
fosfolipideos e colesterol e a temperatura a qual a membrana € exposta
(HAMMERSTEDT et al., 1990). A manutencdo do estado liquido dos lipideos e das
proteinas da membrana permite a movimentacdo livre dos componentes, 0 que garante
suas interaces (HAMMERSTEDT et al., 1990; FLESCH; GADELLA, 2000); ou seja,
lipideo-lipideo, lipideo-proteina. Essas interacdes sdo a base para ordenar os dominios
na membrana, resultando na compartimentalizacdo da membrana plasmatica; e a
manutencdo desses dominios € essencial para a funcionalidade espermatica (PARKS;
GRAHAM, 1992).

A membrana plasméatica dos espermatozdides de mamiferos tem uma
pronunciada organizacdo de dominios com muitos antigenos glicoprotéicos (WOLFE et
al., 1998), sendo subdividida em dominios regionais bem delineados que diferem em
funcdo e composicdo. Na cabeca do espermatozoide, a membrana plasmatica possui
dois dominios maiores: regido acrossomal e regido poés-acrossomal. Na regido
acrossomal a membrana plasmatica pode ser subdividida em segmento marginal
(apical), segmento principal (acrossomal) e segmento equatorial. Os segmentos
marginal e principal, juntos, sdo denominados de capa acrossomal. A membrana
plasmatica do flagelo é separada em dominio da peca intermediaria, que cobre a bainha
mitocondrial, e dominio da cauda posterior, que cobre as pecas principal e terminal da
cauda (EDDY; O’BRIEN,1994).

2.3 Principios da Criopreservacao

Durante o processo de criopreservacdo, o sémen deve ser resfriado da

temperatura corpérea a temperatura ambiente (37° a 20° C), 0 que parece nao ocasionar



danos aos espermatozoides quando estes se encontram diluidos em meio adequado
(KEITH, 1998). O estresse inicial se da quando o espermatozdide passa da temperatura
corporal para 5°C (SQUIRES et al., 1999). Isto se da devido a fase de transi¢do da
membrana plasmatica, do estado liquido cristalino para o estado de gel (GRAHAM,
1996; MEDEIRQOS, 2002). Este efeito pode ser minimizado pelo controle da taxa de
resfriamento entre as temperaturas de 19° a 8° C, pela adicdo de lipideos (gema de ovo)
ou lipoproteina (leite) ao diluente (GRAHAM, 1996), além do uso de curvas de
resfriamento lentas. Se o resfriamento for feito de maneira inadequada, as células
sofrem um fendmeno conhecido como choque térmico, o qual induz danos irreversiveis
aos espermatozdides, que se caracterizam por alteragfes nos padrdes normais de
motilidade (movimento circular ou retrogrado), perda rapida de motilidade, danos do
metabolismo, da membrana plasmatica e do acrossoma (GRAHAM, 1996; SQUIRES,
1999).

Durante o processo de congelamento, a suspensdo de espermatozdides atinge
temperaturas abaixo do ponto de congelamento do meio (super resfriamento), antes que
haja a formacéo de cristais. Quando os cristais de gelo comegam a se formar, ocorre um
aumento na temperatura que € necessario para a cristalizacdo, o que pode vir a ser
deletério para o espermatozoide, sendo minimizado pelo uso de curvas adequadas de
congelamento (SQUIRES, 1999). A temperaturas em torno de 5°C a agua intra e
extracelular permanece super resfriada e ndo cristaliza. Entre —-5° a —10°C comegam a se
formar cristais de gelo no meio extracelular que permanece super resfriado, ocorre troca
de &4gua para manter o equilibrio entre o0 meio extracelular e o intracelular ocasionando a
desidratacdo celular. Neste ponto, a curva de congelamento deve ser lenta para evitar o
congelamento da &gua intracelular e rapida o suficiente para evitar o contato da célula
desidratada com o meio hiperosmotico. Uma desidratacdo severa promove desnaturacéo
das macromoléculas e encolhimento excessivo da célula até ocorrer um colapso da
membrana (MEDEIRQS, 2002).

A perda de dgua e a desidratacdo sdo eventos desejaveis, pois reduzem a
probabilidade de se formarem grandes canais de gelo dentro da célula que causariam

danos as estruturas internas e/ou a membrana plasmatica (SQUIRES, 1999).



2.4 Danos a Célula Espermatica Inerentes a Criopreservacao

Os danos causados ao espermatozoide durante o processo de criopreservacao
podem resultar na reducdo da propor¢cdo de espermatozéides viadveis, assim como na
capacidade funcional destes (GRAHAM,1996; SQUIRES,1999; WATSON, 2000;
MEDEIROS, 2002). As lesdes ocasionadas pelo processo de congelamento tém sido
atribuidas as mudancas de temperatura, formacgéo de cristais de gelo, danos oxidativos,
alteracGes na membrana do espermatozéide e em seu DNA, toxicidade do crioprotetores
e ao estresse osmatico (WATSON, 2000). A célula espermatica é sensivel ao estresse
osmotico associado a adicdo e remocao de crioprotetores, assim como as alteragdes na
concentracédo de soluto durante o congelamento (WATSON, 2000).

Os efeitos deletérios dos crioprotetores estdo relacionados a diversos fatores,
dentre os quais, 0 aumento da permeabilidade da membrana plasmatica, a inducdo da
fusdo da mesma, além da inibicdo da atividade enzimatica (FAHY, 1996). Sua
toxicidade pode resultar em desnaturacdo de proteinas e as alteracdes das interagdes da
actina (FAHY, 1990). O glicerol, crioprotetor amplamente utilizado, induz mudancas
nos eventos citoplasmaticos por aumentar a viscosidade ao penetrar a célula
espermatica, causa alteracdes na polimerizacdo da tubulina, na associacdo dos
microtubulos, no balanco bioenergético além de atuar diretamente de modo prejudicial
na membrana plasméatica, no glicocalix e nas proteinas de superficie celular
(HAMMERSTEDT; GRAHAM, 1992).

Devido a permeabilidade da maioria dos agentes crioprotetores ser inferior a da
agua, ocorre um influxo de agua o qual resulta no aumento do volume celular (BALL;
VO, 2001). A exposicdo das células a uma solucdo hiperosmética é responsavel pela
remocao da agua intracelular e como conseqiiéncia ocorre o encolhimento celular e o
influxo de ions. No entanto, o descongelamento proporciona o efeito inverso; ocorre 0
influxo de agua, que pode acarretar a ruptura da membrana (HOLT, 2000). O
espermatozéide dos mamiferos comporta-se como um osmdmetro linear, ocorrendo
morte celular caso haja entumescimento ou encolhimento do mesmo, quando submetido
a niveis superiores da tolerancia osmatica espécie-especifica. As lesbes da membrana
plasméatica podem também estar relacionadas de maneira secundaria ao rapido
movimento da agua através desta (BALL; VO, 2001).



2.5 Curvas de Congelamento

Normalmente os protocolos de criopreservacdo de sémen utilizam curvas de
congelamento que vé@o desde 10 a 100°C por minuto, obtendo-se boas taxas de
sobrevivéncia pos criopreservacdo (AGCA; CRITSER, 2002). O congelamento em
aparelho automatizado foi inicialmente descrito por Almquist e Wiggins (1973),
posteriormente Landa e Almquist (1979) aprofundaram os estudos da técnica, ndo
encontrando nenhum efeito negativo da criopreservacdo de grande nimero de palhetas
no aparelho de congelamento automatizado, sobre a motilidade pos-descongelamento
em sémen bovino.

Por outro lado, uma das questdes importantes relacionadas com a eficiéncia das
técnicas de criopreservacdo € a velocidade de reducdo da temperatura durante o
congelamento. Este topico tem sido uma das etapas mais importantes no processo de
criopreservacao, visto que o grau de lesBes celulares depende da curva de resfriamento
(WATSON, 1995). A sobrevivéncia dos espermatozdides ao congelamento é reduzida
se a taxa de resfriamento usada fica abaixo da temperatura considerada étima. A regido
da curva de resfriamento na qual os espermatozdides equinos parecem ser mais
sensiveis é entre 20° e 8°C (MORAN, 1992). Se as células resfriam muito rapidamente a
agua intracelular congela produzindo cristais de gelo intracelulares, que danificam as
membranas (MOORE, 2006). Entretanto se os espermatozoides sdo resfriados muito
vagarosamente uma desidratacédo celular excessiva ocorre, causando danos irreversiveis

aos compartimentos celulares (MOORE, 2006).

2.6 Crioprotetores

Os crioprotetores devem ser adicionados ao meio para que haja uma protegéo do
espermatozéide durante a criopreservacdo e o descongelamento (GRAHAM, 1996;
SQUIRES et. al., 1999;ARRUDA, 2000). Sdo importantes para evitar a formacdo de
gelo intracelular (MEDEIROS, 2002). Estes componentes sdo classificados como
penetrantes e ndo penetrantes ou intra e extracelulares (GRAHAM, 1996; ARRUDA,



2000). Altas concentracdes de crioprotetores sdo deletérias aos espermatozoides devido

a sua toxicidade e podem resultar na reducao da fertilidade apds a inseminacao artificial.

2.6.1 Mecanismo de Acdo dos Crioprotetores

O modo pelo qual os crioprotetores atuam nao se encontra totalmente elucidado.
Acredita-se que reduzam o ponto de congelamento da solucdo, que é determinado como
a temperatura em que ocorre a formacao dos primeiros cristais de gelo puro.

A estrutura molecular é um parametro importante para determinar a eficiéncia
dos crioprotetores, uma vez que possuem afinidade pela &gua, o que é devido a presenca
de grupamentos amina e hidroxila em sua composic¢do. Tais grupamentos favorecem a
formacéo de pontes de hidrogénio com as moléculas de agua (BAUDOT, et al., 2002).
Estas ligacOes alteram a orientacdo das moléculas de dgua dos cristais de gelo, criando
um ambiente menos prejudicial as células (DALIMATA, 1997).

Apesar de imprescindiveis para a sobrevivéncia dos espermatozoides no
processo de congelamento, os crioprotetores possuem efeitos tdxicos para o
espermatozdide, tornando algumas substancias utilizadas na criopreservacao de outros
tipos celulares improprias para a celula espermatica (WATSON, 2000). Em altas
concentragfes podem resultar na redugdo da fertilidade devido a toxicidade, que pode
ser ocasionada pela lesdo celular, por danos osmoticos e caso se encontrem em altas
concentraces, interferir nas interacdes entre o espermatozoide e o trato reprodutivo da
fémea (GRAHAM, 1996).

2.6.1.1 Crioprotetores N@o Penetrantes

Incluem-se nesta categoria os agucares (lactose, frutose, rafinose ou trealose) e
os polimeros sintéticos (metil celulose). Os criprotetores ndo penetrantes protegem as
células basicamente através de efeitos osmoticos. Em suspensdo em um meio

hiperténico, as células perdem seu conteldo de agua, o que diminui a possibilidade de



formacgdo de cristais dentro da célula. Estes componentes agem como solutos ou
coloides, ndo servindo como solventes (GRAHAM, 1996).

Algumas substancias, dentre as quais os lipideos, proteinas e macromoléculas,
sdo eficientes na protecdo da célula espermatica durante o processo de congelamento
sem que para isso necessitem penetrar no espermatozoide, sdo estes a gema de ovo,
leite, alguns agucares e a albumina sérica bovina (KEITH, 1998). A gema de ovo é
rotineiramente utilizada nos diluentes para criopreservacdo de sémen de mamiferos com
0 intuito de proteger contra o choque térmico (MOUSSA et al., 2002). Acredita-se que
sua acao seja devida a presenca de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), que aderem
a membrana celular durante o processo de criopreservacao, preservando a membrana do
espermatozéide (MOUSSA et al., 2002), atuando na superficie da membrana
plasmatica, restaurando a perda de fosfolipideos e aparentemente induzindo a uma
alteracdo transitéria de sua composi¢cdo, conseqlientemente prevenindo a ruptura da
membrana plasmatica (FARSTAD, 1996).

Os fosfolipideos que compdem a fracdo LDL da gema de ovo protegem o
sémen especificamente durante o processo de resfriamento a 5°C. O uso de
fosfatidilserina purificada tem demonstrado proteger as células espermaticas de bodes e
touros contra o choque térmico. Lipossomas que compdem o colesterol e a
fosfatidilserina protegem o espermatozoide de bovinos e garanhdes dos danos do
processo de congelamento possivelmente por prevenir das alteracfes deletérias durante
a criopreservacao (WILHELM et al., 1996). A prevencao conferida pelos lipideos com
relacdo ao choque térmico parece estar relacionada a quelagdo do fon Ca™ do meio,
evitando sua entrada no espermatozdide. E possivel que os lipossomas interajam com o
calcio e outros componentes do meio de congelamento que afetem a tonicidade ou a
fracdo da agua nao congelada durante a criopreservacao (WILHELM et al., 1996).

Os acucares atuam atraves da pressdo osmotica na desidratacdo celular,
reduzindo a agua passivel de ser congelada no interior da célula de modo a reduzir o
dano causado pela cristalizacdo de gelo (AISEN, 2002). Além de atuarem como
crioprotetores, 0s agucares sdo substrato energético para o espermatozoide durante a
incubacdo (YILDIZ et al., 2000), conferem protecdo a membrana plasmatica durante o
congelamento e o descongelamento, através de interacdes diretas com a membrana, as
quais envolvem ligacdes de hidrogénio dos grupos hidroxil dos aglcares com 0s grupos
fosfatos, localizados na cabeca dos fosfolipidios. Por restaurarem o percentual de agua

ao redor dos grupos das cabecas dos fosfolipidios, os agtcares podem prevenir 0os danos



causados pela desidratacdo extrema. Geralmente, os dissacarideos, sacarose e trealose,
sdo mais efetivos em estabilizar a bicamada do que os monossacarideos (DE LEEUW,
1993), mantendo sua capacidade de transporte de calcio, inibicdo da fusdo de
membranas e manutengdo de lipideos numa fase fluida na auséncia de &gua
(ANCHORDOGUY et al., 1987; CROWE et al., 1987).

Alguns aminoacidos como a glutamina, histidina e glicina betaina tém sido
utilizados na criopreservacdo de sémen de ovinos, garanhdes e humanos (KUNDU et
al., 2001). O uso de L-glutamina a 80mM acrescido ao diluente INRA82 e glicerol
melhorou significativamente a motilidade do sémen de jumento apds descongelamento,
ndo havendo diferenca significativa no grupo controle. Os grupos contendo 160mM e
240mM de glutamina tiveram seus valores significativamente mais baixos (TRIMECHE
et al., 1996).

2.6.1.2 Crioprotetores Penetrantes

S&o substancias que atuam tanto no meio intra como extracelular. Os mais
comumente utilizados sdo o glicerol, o etilenoglicol, 0 DMSO e as amidas (KEITH,
1998). Watson (1979) sugere que estas substancias atuem através de propriedade
coligativa com a &gua, ou seja, reduzindo seu ponto de congelamento. Uma solugdo que
contém glicerol, por exemplo, dispord de mais dgua ndo congelada do que outra sem o
glicerol, aumentando o volume dos canais de solventes ndo congelados, reduzindo a
concentracdo de sais das porgdes ndo congeladas. Portanto, atuam tanto como solvente
guanto como soluto.

A descoberta da agdo do glicerol foi de grande importancia na criopreservacéo
de sémen, pois até entdo este evento ndo era possivel (KEITH, 1998; HOLT, 2000) e
ainda é o agente mais utilizado nas espécies mamiferas domésticas (FARSTAD, 1996).
O glicerol penetra na membrana celular através da difusdo passiva, permanecendo na
membrana e no citoplasma (PARKS; GRAHAM, 1992), reduz o estresse osmotico
através da reposicdo de &gua necessaria para manutencdo do volume celular, das
interacbes com ions e macromoléculas, assim como pela reducdo do ponto de
congelamento da agua (MEDEIROS et al., 2002).



O uso do glicerol na criopreservacdo do sémen equino pode estar relacionado a
baixa motilidade pds-descongelamento e reducdo da fertilidade (GOMES et al., 2002).
O efeito toxico do glicerol tem sido relatado por muitos autores (FAHY, 1986;
WATSON, 1995; AGCA,; CRITSER, 2002) e sua toxicidade parece causar desnaturagao
das proteinas, alteracdo nas interacdes de actina, além de ocasionar mudancas nos
eventos citoplasmaticos devido ao aumento da viscosidade pelo glicerol intracelular,
modificacbes na polimerizacdo da tubulina, na associacdo de microtdbulos, atuacdo
direta na membrana plasmatica, alteragdes no glicocélix e nas proteinas da superficie
celular (ALVARENGA et al.,2000 a).

A concentracdo de glicerol ideal para a sobrevivéncia do espermatozodide é
espéecie dependente, e varia de acordo com a curva de congelamento, de outros
componentes do diluente e ainda do método de envase. Em bovinos, varia entre 7 a 9%,
nos caprinos, de 3 a 4%, em cdes varia de 2 a 10% e em humanos € congelado com 5 a
10 % (FARSTAD, 1996). Em eqlinos, existem grandes variacGes nas concentracdes de
glicerol utilizadas, mas se considera necessario 0 uso de um percentual inferior ao
utilizado para bovinos (KEITH, 1998). Em estudo comparativo do glicerol e outros
crioprotetores, dentre eles etileno glicol, dimetil formamida e dimetil sufoxido,
utilizando 10 ejaculados de 10 garanh@es, constatou-se a equivaléncia no uso dos
crioprotetores, com excecdo do dimetil sufoxido, que determinou resultado inferior
(ALVARENGA et al., 2000b). Outro estudo comparativo entre etilenoglicol e glicerol
demonstrou atuacdo semelhante destes, que quando combinados, possibilitou a redugéo
do teor de glicerol, diminuindo o seu efeito toxico (ALVARENGA et al.,2000 a).

Com relacdo a fertilidade, o uso de sémen equlino criopreservado com
etilenoglicol associado a diluente contendo lactose e gema de ovo, resultou em gestacéo
de trés das cinco éguas do grupo testado (KOTYAGINA, 1963). Foram reportados
indices de 80% de prenhez em éguas inseminadas com sémen congelado tanto com
glicerol, como com etilenoglicol (ROMBE et al., 1965). Estes resultados indicam que o0
etilenoglicol pode ser usado na criopreservagdo do espermatozoide eqiino, uma vez que
néo interfere na sua fertilidade, conforme o referido por Keith (1998).

O dimetilsufoxido € muito usado como crioprotetor, uma vez que penetra
rapidamente na membrana plasmatica. Para que um soluto atue desta maneira, €
necessario que seja soluvel & membrana, assim como em agua. Este crioprotetor tem

como inconveniente a capacidade de causar alteragdes na membrana, as quais danificam



e inviabilizam as células, 0 que torna os crioprotetores penetrantes geralmente toxicos
para as células (WOLFE; BRYANT, 2001).

A dimetilacetamida e o dimetilsuféxido sdo uma alternativa na criopreservacao
de sémen por ndo apresentarem os efeitos tdxicos do glicerol (BLANCO et al., 2000),
sendo estes usados para congelar sémen de peixes, como também o glicerol, metanol e o
propileno glicol (BAUNLY et al., 1999). A dimetilacetamida apresentou resultados
superiores quando comparada ao glicerol ou ao dimetilsuféxido no congelamento de
espermatozéides de aves, obtendo o mesmo resultado para células espermaticas de
trutas, além da fertilidade e da viabilidade serem superiores quando comparadas com o
glicerol e o dimetilsuféxido (KEITH, 1998). Dimetilformamida e metilformamida séo
crioprotetores que vem sendo utilizados com grande sucesso no congelamento de sémen
equino. Seu uso para congelamento de sémen de garanhdes com boa congelabilidade
ndo proporciona aumento da motilidade e sim resultados semelhantes ao glicerol
(KEITH, 1998). No entanto, a utilizacdo desses agentes em garanhBes com baixa
resisténcia ao processo de criopreservacdo, manifestou melhores resultados quando
comparados com o glicerol (GOMES et al., 2002).

O uso combinado de crioprotetores confere maior protecdo em relacdo ao seu
uso isolado (DALIMATA; GRAHAM, 1997). Assim, a associacdo da dimetil
formamida e do glicerol, conforme a composi¢do do meio diluidor MP50, proporcionou
uma melhor protecdo da célula espermatica durante o congelamento, pois além da
obtencdo de excelentes resultados laboratoriais pds-descongelamento determinou
indices de fertilidade superiores aos descritos na literatura. Este diluente combina os
dois agentes citados, e também € enriquecido com acucares e substratos de cultivo
celular, como fontes de macromoléculas, além da presenca de gema de ovo e leite
desnatado, de modo que a associacdo destes componentes, da dimetilformamida e do
glicerol foi extremamente favoravel a protecdo do espermatozoéide equino durante o

processo de congelamento (PAPA et al.,2002).

2.7 Métodos de Avaliacdo do Sémen

As avalia¢Bes in vitro do sémen sdo de grande importancia para a analise das

caracteristicas relacionadas com a capacidade fecundante do espermatozoide, tais como,



a motilidade, a integridade morfoldgica, a funcionalidade e a integridade da membrana
plasmatica.

Johnson et al. (1996) afirmam que o uso de um Unico teste para avaliar o
potencial fecundante do espermatozoéide é ilusorio, ao passo que a combinacgao de varios

testes dara maior seguranca na estimativa da funcéo espermatica.

2.7.1 Motilidade Espermatica

A avaliacdo da motilidade espermatica € um dos principais recursos para avaliar
os efeitos da criopreservacao dos espermatozoides, sendo utilizada em diversos estudos
para se obter comparagdes entre diluentes, métodos de resfriamento e congelamento e
diluicbes utilizadas. Sua observacao € considerada um elemento importante na avaliagao
da funcdo espermatica (KENNEY et al., 1983; VARNER et al., 1988; PICKETT,
1993). A motilidade é um componente indispensavel no mecanismo da fertilizacéo, e
sua perda irreversivel resulta na perda da funcdo celular. Por outro lado, sua
manutengdo ndo implica integridade celular completa (VARNER et al.,1988) e ndo tem
correlacdo absoluta com a fertilidade (PACE; SULLIVAN, 1975; BEDFORD et al.,
1995; KELLER, 1998). Para melhorar a avaliacdo da motilidade, muitos pesquisadores
tém utilizado diluentes de sémen, com taxas de diluigéo de 1:2. Os diluentes de sémen
previnem a aglutinacdo e reduzem a influéncia da concentracdo espermatica e do pH
seminal sobre a avaliacdo subjetiva da motilidade (MATTOS, 1995; KELLER, 1998;
LAGARES et al., 2000).

O objetivo de se avaliar a motilidade espermética é determinar a porcentagem de
espermatozéides que estdo vivos dentro de um ejaculado. A motilidade total é definida
como a porcentagem de espermatozoides que apresentam movimento circular, pendular,
progressivo ou em serpentina.

Para se obter uma avaliacdo mais confidvel, avalia-se também a porcentagem de
espermatozéides com motilidade progressiva, pois estes estdo relacionados com altos
indices de fertilidade (PICKET; VOSS, 1972). Entende-se por motilidade progressiva a
porcentagem de células que estdo se movimentando ativamente para frente. Incluem-se,
também, os espermatozoides com movimentos circulares amplos, devido a alta
incidéncia de implantagdes abaxiais do colo (BIELANSKI; KACZMARSKI, 1979). O

numero de espermatozdides com motilidade progressiva, além de se constituir de



criterio de avaliacdo do potencial de fertilidade de um garanhdo (KENNEY et al.,
1983), também é utilizado para determinar a dose inseminante e maximizar a eficiéncia
reprodutiva de garanhdes em programas de inseminacdo artificial (PICKET; VOSS,
1972).

2.7.2 Funcionalidade da Membrana-Teste Hiposmotico

O teste hiposmotico (HOST) foi inicialmente utilizado para avaliar a funcéo da
membrana plasmatica e a capacidade de fertilizacdo do espermatozéide humano
(JEYENDRAN et al., 1984), e tem sido utilizado para a avaliacdo espermatica em
muitas espécies, tais como: bovinos, eqliinos e humanos (CORREA; ZAVOS, 1994;
KELLER, 1998; NIE; WENSEL, 2001; CHAN et al., 1988). Geralmente a avaliacéo é
realizada utilizando-se de solucBes hiposmoticas de citrato de sédio e frutose. No
entanto, Lomeo e Giambérsio (1991) realizaram a avaliacdo da funcionalidade da
membrana espermatica em sémen humano, utilizando agua destilada (Water Test).
Lagares et al. (2000) modificaram a técnica, adaptando-a para o uso em sémen equino.

O teste hiposmotico avalia se as membranas espermaticas sdo funcionais. As
membranas bioldgicas sdo responsaveis pela homeostase celular, por meio das trocas
realizadas com o meio externo. A membrana forma uma barreira semipermeavel para
moléculas e serve para manter e modular a composi¢do do meio intracelular. Além
disso, a membrana protege a célula contra as influéncias do ambiente extracelular, tanto
no trato genital masculino, até os espermatozoides serem ejaculados, como no trato
genital feminino até ocorrer a fertilizacdo. Protege também de influéncias néo
fisioldgicas, quando os espermatozoides sdo colocados nos diluentes seminais
(EINARSSON, 1992).

Os espermatozéides integros mantém um equilibrio osmético com o ambiente
em que se encontram.Quando o0s espermatozOides sdo expostos as solucdes
hiposmaticas, aqueles com membrana funcional sofrem aumento de tamanho, no intuito
de estabilizar o equilibrio osmético, produzindo um inchaco tipico na regido da cauda e,
consequentemente, alteracbes na morfologia espermética. Ao sofrerem o choque

osmético, os espermatozoides tendem a promover um dobramento de cauda, indicando



que possuiam membranas integras antes do teste (DREVIUS; ERIKSSON, 1966;
DELL’ AQUA JUNIOR et al.,2002).

2.7.3 Integridade da Membrana

Os testes laboratoriais de analise de sémen buscam a predicao de sua capacidade
fertilizante. Dentre estes testes, as técnicas que utilizam corantes fluorescentes vem
ganhado importancia por sua caracteristica de marcar estruturas especificas das células e
de detectar integridade estrutural ou funcionalidade de forma clara (CELEGHINI,
2005).

Vérias sondas fluorescentes podem ser utilizadas para a avaliacdo da integridade
da membrana plasmatica espermatica, como o brometo de etidio (BILGILI; RENDEN,
1984), corantes supravitais Hoescht 33258 e 33342 (CASEY, et al.,1993; DE LEEUW
et al., 1991; MAXWELL et al.,1997), Diacetato de Carboxifluoresceina (CFDA) e
lodeto de Propidio (Pl) (GARNER et al ,1986, HARRISON; VICKERS, 1990) A
coloracdo de fluorescéncia utilizando o CFDA e o PI, desenvolvida para avaliar a
integridade estrutural dos espermatozoéides, foi baseado na hidrdlise que o CFDA sofre
ao penetrar os espermatozoides. O processo de hidrolise é desencadeado por esterases
ndo especificas dentro da célula, produzindo carboxifluoresceina livre, que é retida
dentro dos espermatozoéides quando a membrana plasmatica estd intacta, produzindo
coloracgéo verde fluorescente. A maioria dos espermatozoides com membranas intactas
acumula carboxifluoresceina em todos os compartimentos celulares. Quando danificada,
a membrana torna-se permedvel ao PI, indicando, através da coloracdo vermelha, a
morte espermética (JOHNSON et al., 1996). Este corante tem afinidade pelo nucleo e
penetra apenas células com membranas lesadas, ligando-se ao DNA (HARRISON;
VICKERS, 1990).

A integridade da membrana plasmaética tem sido avaliada em amostras de sémen
criopreservadas de véarias espécies animais como suinos (ZOU; YANG, 2000), ovinos
(VALCARCEL et al., 1994) e eqiiinos (ZUCCARI, 1998). Os resultados da coloragéo
de fluorescéncia utilizando CFDA e Pl tém sido correlacionados com os resultados de
motilidade das amostras avaliadas (HARKEMA; BOYLE 1992). Esta correlagéo foi
observada em amostras descongeladas de sémen eqiino (SNOECK, 2003;
BUSTAMANTE, 2006), e ovino (VALCARCEL et al., 1994).



3 ARTIGO

Artigo nas normas editoriais para publicacdo na Revista Ciéncia Rural — Universidade
Estadual de Santa Maria.

Aceito em Abril/2008

Criopreservacdo de espermatozdides equinos comparando duas curvas de
congelamento combinadas com diluentes comerciais: uma analise laboratorial.
Cryopreservation of equine spermatozoa comparing different freezing rates
combined with commercial extenders: laboratorial analysis

Paula Barros Terraciano"'V, Ivan Cunha Bustamante-Filho" " , Ludmila do Vale

11 1,1

Miquelito', Tamarini Rodrigues Arlas""", Fabiana Castro "', Rodrigo Costa Mattos'""",
Eduardo Pandolfi Passos', Eneder Rosana Oberst'"", Elizabeth Obino Cirne Lima"'""".
RESUMO

Durante o processo de criopreservacao de sémen, os espermatozéides sofrem alguns
danos que resultam na diminuicdo da fertilidade deste. O presente estudo foi realizado
com o objetivo de avaliar os efeitos da utilizacdo combinada de duas curvas de
congelamento com dois diluentes comerciais (FR-5° e Botu-Crio®) sobre a
criopreservacao de sémen equino. Foram analisados 20 ejaculados de dois garanhdes.
As amostras foram avaliadas por microscopia de contraste de fase e microscopia de
epifluorescéncia, observando-se a motilidade progressiva e total do sémen pos-
descongelamento e a integridade e funcionalidade da membrana dos espermatozoides. A
combinag&o entre curva automatizada e Botu-Crio® apresentou as maiores médias, nas
analises de motilidade total e progressiva, apos o descongelamento. O diluente Botu-
Crio®, isoladamente, preservou também as membranas destes, quando foram realizadas
as andlises de integridade utilizando teste com diacetato de carboxifluoresceina e iodeto
de propidio e funcionalidade de membrana pelo teste hiposmotico.
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ABSTRACT

During semen cryopreservation, sperm cells were submitted to several
deleterious events leading to membrane damage which result in fertility decrease. This
study was designed to compare the effects of two freezing techniques (conventional and
automated), and the use of two commercial extenders as cryoprotectants (FR-5® and
Botu-Crio®) on total and progressive motility, integrity and functionality of spermatic
membranes during the cryopreservation of equine semen. Twenty ejaculates from two
stallions were analyzed. The total and progressive motility of fresh and post-thawing
semen samples were evaluated by patterns assays. Function of plasmatic membrane was
measured by the hipoosmotic swelling test. Integrity of plasmatic membrane was
evaluated using carboxifluorescein diacetate and iodidium propide fluorescent probes.
There were significant differences between the two freezing techniques and/or between
cryoprotectants for all assessed parameters. The combination of Botu-Crio® and
automated curves showed better results on total and progressive post-thawing motility.
The extender Botu-Crio®, alone, showed to better preserve the membrane integrity and
function.

Keywords: semen, equine, cryopreservation, spermatozoon cell, cryoprotectants

INTRODUCAO

A utilizacdo de biotecnologias cada vez mais modernas tem contribuido para o
avanco da reproducao de diversas espécies animais, em especial animais de producéo. O
desenvolvimento de técnicas adequadas para a preservacdo e 0 armazenamento de
sémen possibilita melhor aproveitamento de animais de alto valor zootécnico,
permitindo o uso da genética de animais que ndo possam - temporaria ou
permanentemente — serem utilizados na reproducdo, além de permitir o transporte de
sémen a longas distancias, sendo considerado como o melhor seguro bioldgico de
reprodutores geneticamente superiores. Porém, os indices de fertilidade obtidos com
sémen equino congelado sdo ainda muito inferiores aos obtidos com sémen congelado
de bovinos, por exemplo, (PARKS & GRAHAM, 1992).

Uma das questdes importantes relacionadas com a eficiéncia das técnicas de

criopreservacao € a velocidade de redugdo da temperatura durante o congelamento. O



tipo de curva utilizada no congelamento tem influéncia direta no grau de lesbes
celulares, devido a processos de desidratacdo e formacdo de cristais de gelo
intracelulares (MOORE et al., 2006). Além disso, meios diluentes de sémen sao
utilizados com o objetivo de proteger os espermatozoides contra os efeitos deletérios do
resfriamento a temperaturas criticas. Entretanto, a criopreservacdo de sémen eqiino ndo
é uma tecnologia estabelecida (ALVARENGA et al., 2005). Nos ultimos anos diversas
modificacbes tém sido propostas para a melhoria da técnica como a utilizacdo de
diluentes a base de leite em substituicdo ao ovo (PALMER 1984, VIDAMENT et al.,
2001), e a utilizacdo de amidas no lugar do glicerol (VIDAMENT et al., 2001,
ALVARENGA et al., 2005). O presente trabalho teve como objetivo demonstrar o
efeito de duas diferentes curvas de congelamento combinadas com dois diferentes
diluentes comerciais sobre as caracteristicas funcionais e estruturais dos

espermatozdides eqlinos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados dois garanhGes com fertilidade comprovada com seis e trinta
anos de idade, um da raca Puro Sangue Inglés e um sem raca definida. Ambos os
animais encontravam-se em atividade sexual, com a producdo espermatica estabilizada,
num regime de trés coletas semanais. As amostras de sémen foram coletadas pelo
método de vagina artificial, modelo Hannover, com intervalo médio de coletas de trés
dias, perfazendo um total de 10 coletas por animal. O periodo de coletas estendeu-se de
outubro a dezembro de 2006.

Uma parcela das amostras (1ml) foi reservada para as analises do sémen fresco e
o restante foi processado para o congelamento. Apos a coleta, a fracdo gel foi
desprezada e o sémen foi filtrado em gaze estéril. A seguir as amostras foram avaliadas
em microscopio de contraste de fase (200 x) quanto a motilidade progressiva (MP) e a
motilidade total (MT), 20ul de sémen entre lamina e laminula pré-aquecidas a 37° C,
sobre mesa térmica. A avaliagdo da MP e da MT foi realizada de forma subjetiva, pelo
mesmo observador, conforme definicdo de KENNEY et al. (1983).

Para a analise da integridade fisica da membrana, 400ul de sémen foram
incubados com 3ul de iodeto de propidio (PI) e 2ul de diacetato de carboxifluoresceina
(CFDA), a 37°C por 8 minutos. A amostra foi avaliada por microscopia de
epifluorescéncia, em aumento de 1000 x, sob imersdo. Um total de 100 espermatozoides



por amostra foi avaliado. Foram considerados integros aqueles espermatozéides que
apresentaram coloragédo verde (HARKEMA & BOYLE, 1992).

A integridade funcional da membrana plasmatica foi avaliada por meio do teste
hiposmético. Para tanto, 200 pL de agua destilada foram adicionados a 100uL de sémen
(osmolaridade: 100 mOsmol/kg). As amostras foram incubadas a 37° C por oito
minutos, conforme descrito por LOMEO & GIAMBERSIO (1991), modificado por
LAGARES et al. (2000). Posteriormente, amostras de sémen foram analisadas em
microscopio de contraste de fase em aumento de 400 x. Foram avaliados 100
espermatozéides por amostra e foram considerados integros os espermatozéides que
promoveram um enrolamento da cauda (LOMEO & GIAMBERSIO, 1991).

Paralelamente a realizacdo das andlises das amostras de sémen fresco, cada
ejaculado foi dividido em duas fracfes, que foram diluidas 1:1 (v: v), com os diluentes
de centrifugagdo comerciais FR-1® (Nutricell-Rua Dimas de Toledo Piza, 521, -
Campinas, SP) ou Botu-Sémen® (Biotech Botucatu, Jodo Passos 573, Botucatu-SP) a
temperatura de 37° C. As amostras foram centrifugadas a 650 x g por 10 minutos. Apos
a centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi ressuspendido com os
diluentes estudados. A concentracdo espermatica foi avaliada em camara de Neubauer.
Cada ejaculado coletado foi fracionado em duas aliquotas, que foram diluidas nos dois
diferentes diluentes. Depois, o sémen foi envasado em palhetas de 0,5 ml e
concentracdo de 50x10° milhdes de espermatozéides, submetidas a duas diferentes
técnicas de congelamento.

O diluente FR-5® é composto por leite desnatado e gema de ovo. Ele contém
glicerol como criprotetor e ndo contém amidas em sua formulacdo. O diluente Botu-
Crio® contém actcares, aminoéacidos, gema de ovo, glicerol e metilformamida.

Metade das amostras, diluidas em Botu-Crio® foram submetidas & curva de
congelamento automatizada (A) e a outra metade, a curva de congelamento
convencional, ndo-automatizada (B). Da mesma forma, as palhetas contendo as
amostras diluidas com o FR-5 © foram também congeladas com as duas curvas citadas.

Foram utilizadas duas curvas de congelamento, denominadas A e B. A curva de
congelamento A foi realizada utilizando-se um sistema congelador automatizado
programével, modelo Freeze Control® (CL-8800, Cryologic PTY. LTD; Austréalia). A
curva utilizada seguiu o protocolo descrito a seguir (SPRECKELS, 1994): inicio em 24°
C, reducdo da temperatura até 5° C a 0,3° C/min. De 5° C a -15° C, reducdo de
temperatura de 10° C/min. De -15° C até -100° C, reducdo de temperatura de -



25°C/min. A partir de -100°C, a temperatura foi reduzida em queda livre, com taxa de
decréscimo de aproximadamente 30°C/min. A curva de congelamento B foi realizada
conforme descrito por KNEIRL, S. (1993) em que as palhetas devem ser dispostas
horizontalmente em vapor de nitrogénio liquido, em uma estante posicionada a 3 cm
acima do nivel do nitrogénio, por 20 minutos, e mergulhadas imediatamente no
nitrogénio liquido. Neste sistema, a taxa media de congelamento do sémen € de -
70°C/minuto. Apds o congelamento, as palhetas foram estocadas em botijao criogénico
por pelo menos uma semana antes de serem descongeladas e avaliadas.

As amostras foram descongeladas em banho-maria a 37° C por 30 segundos e
posteriormente foram avaliadas quanto a motilidade total e progressiva, integridade e
funcionalidade da membrana plasmatica, conforme descrito anteriormente para as
amostras de sémen fresco.
Para a andlise estatistica dos resultados obtidos, foi realizada analise de variancia
considerando um delineamento inteiramente casualizado, em um modelo fatorial 2x2,
com interacdo. Como co-variavel foi considerado o valor do sémen fresco da variavel
em estudo. Para comparagdo entre medias, foi utilizado o teste de Tukey, com nivel de
significancia de 5%. Os dados foram analisados pelo programa Minitab - verséo 14.1.

RESULTADOS

As amostras de sémen fresco, sem diluicdo, apresentaram valor médio de
motilidade progressiva de 14,2 % +6,9 e valor médio de motilidade total de 70 % +18,2.
A porcentagem média de integridade de membrana foi 81,9 % +8,9 e a funcionalidade
de membrana apresentou valor médio de 71,5 % +10,1. A motilidade total e a
motilidade progressiva foram significativamente superiores (P<0,05) nas amostras
congeladas com o diluente Botu-Crio®, nas curvas A e B, quando comparadas as
amostras congeladas com o diluente FR-5®. Foi observada interacdo significativa entre
diluente e curva de resfriamento, tanto para MP (P<0,01) quanto para MT (P<0,01)
(Figura 1). As amostras diluidas em Botu-Crio® apresentaram fndices significativamente
superiores de células integras (P<0,05), quando comparadas com os indices obtidos com
o diluente FR-5® independentemente da curva de congelamento utilizada. A curva de
congelamento A apresentou indices significativamente superiores (P<0,05) de células
integras, quando comparada aos indices obtidos com a curva B, independentemente do
diluente utilizado. Ndo houve interacdo entre curva e diluente. (Figura 1). De forma

semelhante, as amostras de sémen eqiino criopreservadas com o diluente Botu-Crio®



foram as que possuiram as melhores taxas de preservacdo de funcionalidade de

membrana plasmatica ap6s o descongelamento (P<0,05) (Figura 1)
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Figura 1 — Valores da média e desvio padrdo da motilidade progressiva, motilidade
total, integridade e funcionalidade da membrana espermatica do sémen criopreservado
com curva automatizada (A) e curva ndo automatizada (B), e os diluentes Botucrio e
FR-5. * e # significam diferenga significativa entre os diluentes (P<0,05); & significa
diferenca significativa entre as curvas de congelamento (P<0,05).



DISCUSSAO

A maior eficiéncia na criopreservacdo de espermatozoides equiinos observada na
curva de congelamento A, nas amostras congeladas com ambos os diluentes, deve-se
provavelmente a uma maior precisdo no controle do decréscimo de temperatura, pois o
sistema de congelamento automatizado preservou de maneira mais eficiente a
motilidade total e progressiva, a integridade e a funcionalidade da membrana
plasmatica dos espermatozdides equinos. Dados semelhantes foram encontrados por
COCHRAN et al. (1984) quando compararam a eficiéncia de um sistema de
congelamento automatizado com um ndo-automatizado.

Os dados encontrados indicam que as amostras congeladas com diluente a base
de amidas resultam na obtengdo de uma melhor motilidade progressiva no sémen, apos
o congelamento, do que quando se utiliza o diluente FR-5®. Além disso, os dados estdo
de acordo com outros autores que analisaram a eficiéncia dos crioprotetores sem a
analise combinada de diluentes com curvas de congelamento (PAPA et al., 2002;
ALVARENGA, 2003).

Os valores médios de motilidade total, verificados na avaliacdo do sémen fresco,
situam-se dentro dos padrdes referidos pela literatura (McKINNON, VOSS, 1993). Os
valores médios de motilidade progressiva foram inferiores aos definidos como normais.
Entre as amostras analisadas, demonstrou-se que o maior indice de motilidade total
ocorreu na interagdo entre a curva de congelamento A e o diluente Botu-Crio®,
indicando que esta combinacdo potencializou a eficiéncia de preservacdo dos
espermatozdides equinos. Os valores encontrados sdo semelhantes aos relatados por
BUSTAMANTE-FILHO (2006) e superiores aos observados por GOMES et al. (2002)
e VIDAMENT et al. (1997). Paralelamente, os indices de motilidade total encontrados,
quando foi utilizado o mesmo diluente combinado com a curva B, foram de 38,7 %
+17,8. Estes dados sdo semelhantes aos referidos por GOMES et al. (2002).

Além disso, a manutencdo dos indices de motilidade progressiva em valores
proximos aos do sémen fresco estdo de acordo com as observagdes de GOMES et al.
(2002) e ALVARENGA et al. (2005). Esses autores relataram que diluentes contendo
amidas em sua formulacdo produzem melhores resultados quanto a preservacao de
sémen de eqlinos que ndo apresentam bons indices ao congelamento com diluentes

contendo altas concentragdes de glicerol.



Os valores médios da motilidade progressiva obtidos com o diluente FR-5% nas
amostras de sémen descongelado foram inferiores aos relatados na literatura
(ALVARENGA et al., 2005, BUSTAMANTE-FILHO, 2006). Alguns autores
consideram que, em algumas ragas e animais, os efeitos deletérios do glicerol se tornam
mais acentuados (GOMES et al., 2002).

Os animais utilizados neste experimento, segundo a classificacdo de BRINSKO
et al. (2000), apresentam menos de 25% de motilidade progressiva, pos-
descongelamento; portanto sdo classificados como animais com sémen de baixa
congelabilidade. Diversos autores tém demonstrado que a utilizacdo de agentes a base
de amidas como crioprotetores pode ser uma alternativa, principalmente para estes
garanhdes (MEDEIROS, 2003; PAPA et al., 2002). O efeito benéfico reportado, com a
utilizacdo de uma combinagdo entre a curva automatizada e um diluente a base de
amidas, pode indicar que esta metodologia poderia vir a ser adotada em amostras de
sémen de animais de alto valor agregado e que apresentem sémen considerado abaixo
dos parametros de alta congelabilidade.

Os valores do teste hiposmdtico para a funcionalidade de membrana
evidenciaram maior eficiéncia na criopreservacao de espermatozoides diluidos com
Botu-Crio®, quando comparados aos resultados das amostras criopreservadas com o
diluente FR-5%. Estes dados demonstram que o diluente Botu-Crio® foi mais eficiente
na preservacdo da funcionalidade da membrana, quando combinado com as duas curvas
de congelamento, corroborando a tendéncia observada nos valores médios de motilidade
progressiva e total.

A curva automatizada e o diluente Botu-Crio®, separadamente, foram
responsaveis pela melhor protecéo das células contra os danos da criopreservagéo, o que
foi constatado pelo menor nimero de células com membranas lesadas, quando
comparados aos resultados encontrados com as amostras em que se utilizou a curva
convencional de congelamento e o crioprotetor. A velocidade de reducdo da temperatura
durante o congelamento é uma das etapas mais importantes no processo de
criopreservacdo, uma vez que variaches nao-desejaveis na curva de resfriamento
aumentam o grau de desafio enfrentado pelos espermatozdides. Este desafio abrange
variagbes osmoticas, danos na membrana plasmatica e lesdes de organelas
comprometendo acrossoma, mitocondrias e DNA, pecas-chave na funcdo espermatica
(MOORE, 2006).



O presente trabalho esta de acordo com os resultados obtidos por MEDEIROS
(2003), que ressaltou uma maior eficiéncia dos diluentes contendo amidas, como a
dimetil-formamida, em relacdo ao glicerol, na manutencdo da integridade da membrana
espermatica. Segundo estes autores, a eficiéncia dos diluentes que contém amidas pode
estar relacionada ao seu menor peso molecular, possibilitando maior penetrabilidade
através das membranas plasmatica e acrossomal, levando consequentemente a um

menor dano osmatico.

CONCLUSOES

Encontrou-se maior eficiéncia na criopreservacdo de sémen eqlino com a
utilizagdo do diluente comercial Botu-Crio®, combinado tanto com o sistema de
congelamento automatizado quanto com o sistema de congelamento convencional. Foi
possivel demonstrar ainda que houve interacao significativa entre o diluente Botu-Crio®
e a curva automatizada, produzindo efeito potencializador. Os resultados encontrados
sugerem que, de uma maneira geral, o sistema de congelamento automatizado causa
menos danos aos espermatozéides, sendo indicada a adocdo de diluentes contendo
amidas como crioprotetor.

Apesar de ainda apresentar baixa eficiéncia, a criopreservacdao de sémen equino
faz-se necessaria devido as exigéncias de mercado. O material criopreservado apresenta
capacidade de armazenamento por longos periodos e viabiliza a criagcdo de bancos de

material genético de animais de destaque e/ou alto valor agregado.
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4 DISCUSSAO GERAL

A eficiéncia das técnicas de criopreservacdo de sémen equino €, atualmente,
reduzida, quando comparada com os resultados de criopreservacao de sémen bovino ou
humano, por exemplo. Aparentemente, os parametros definidos para proteger e
preservar as células, ou espermatozlides parecem ndo Ser 0S mesmos para 0S
espermatozdides eqlinos, uma vez que, quando sdo adotadas as mesmas técnicas e
procedimentos, que produzem resultados positivos para outras espécies, resultam em
doses de sémen com baixa viabilidade em equinos. Esta caracteristica tem reduzido a
aplicacdo da técnica de criopreservacdo de sémen em equinos, devido a sua baixa
eficiéncia. Neste sentido, no presente trabalho foram realizadas analises, a fim de definir
um protocolo para criopreservacdo de sémen equino, que conferisse melhores taxas de
fertilidade as doses de sémen pds-congelamento. Para tanto, foram definidos dois
procedimentos para a inducdo de congelamento, um automatizado e outro nao,
combinados com dois crioprotetores comerciais, um comumnete utilizado e outro novo
no mercado.

A maior eficiéncia na criopreservacao de espermatozdides equinos observada na
curva de congelamento A, nas amostras congeladas com ambos os diluentes, deve-se
provavelmente a uma maior precisdo no controle do decréscimo de temperatura,
existente no método automatizado, que as amostras foram submetidas e que melhor
preservaram a motilidade das células. Moran (1992) e Graham (1996) referem que a
regido da curva de resfriamento na qual os espermatozoides equinos parecem ser mais
sensiveis é entre 20° e 8°C. Além disso, como salientaram Cochran et al. (1984), o
congelamento realizado de forma automatizada oferece a vantagem de possuir controle
automatizado no decréscimo de temperatura, enquanto que no congelamento rapido, em
caixa de isopor, a curva de congelamento pode ser apenas estimada e ndo programada e
controlada de forma precisa.

No presente estudo, os valores médios de motilidade total verificados na
avaliacdo do sémen fresco situam-se dentro dos padrdes referidos pela literatura
(McKINNON; VOSS, 1993). Os valores medios de motilidade progressiva, entretanto,
foram considerados inferiores, quando comparados com os definidos como normais.

Os valores de motilidade total para sémen eqliino descongelado, citados na
literatura, variam entre 15 e 75%. Estes dados se referem a diferentes racas, diluentes,



protocolos de refrigeracdo e congelamento (ANGOLA, 1992; HEITLAND, 1996;
LOOMIS; CLARK, 1998; CROCKET et al., 2001; BLANES, 2005).

Dentre as amostras analisadas, foi possivel demonstrar que, 0 maior indice de
motilidade total (55,53%+12,01) ocorreu na interacdo entre a curva de congelamento A
e 0 diluente Botu-Crio®, indicando que a combinagdo desta curva com o referido
diluente produziu uma acédo sinéergica. Os valores encontrados sdo semelhantes aos
relatados por Snoeck (2003), Baumber et al., (2005), Bustamante (2006), Vidament
(2002) e superiores aos observados por Gomes et al.,(2002), Mercante et al., (1995)
Vidament et al., (1997).

Paralelamente, os indices de motilidade total encontrados, quando utilizou-se o
mesmo diluente combinado com a curva B, foram de 38,75%+17,84. Estes dados séo
semelhantes aos referidos por Gomes et al., (2002), que observaram indice médio de
37% de motilidade total pds-descongelamento, utilizando diluentes a base de diferentes
amidas. Assim, foi possivel demonstrar que a combinacéo da curva de congelamento A
com o diluente Botu-Crio® mostrou ser a melhor combinacdo como protocolo de
criopreservacao, no que tange a motilidade total.

Os baixos indices de motilidade total verificados nas amostras que foram
congeladas com o diluente FR5 combinado com ambas as curvas encontram-se em
concordancia com dados publicados por varios autores (ALVARENGA et al., 2000;
MEDEIROS et al., 2002; PAPA et al., 2002; ROSSI et al., 2003; NEVES NETO,
2004), que observaram motilidade progressiva superior em amostras congeladas com
diluentes a base de amidas, em razdo de sua baixa toxicidade. Vale ressaltar que os
autores mencionados compararam a eficiéncia da utilizacdo de diferentes diluentes
sobre a motilidade progressiva; porém, ndo realizando estudo de combinagdo destes
com diferentes curvas de congelamento.

Entretanto, os valores médios de motilidade total sdo inferiores aos referidos por
Bustamante (2006), que utilizou o mesmo diluente e curva convencional de
criopreservacdo e obteve valores de motilidade total de aproximadamente 25%, no
congelamento de sémen de garanhdes da raga crioula. De acordo com Alvarenga (2003),
a raca do garanhdo pode interferir nos resultados da congelabilidade do sémen, o que,
em parte, poderia explicar essa discordancia entre os valores descritos por diferentes
grupos.

A mesma tendéncia observada na motilidade total foi verificada para os valores

de motilidade progressiva. Quando a motilidade progressiva foi analisada, a interacéo



observada entre o diluente Botu-Crio® e a curva de congelamento A (17,25+7,52)
indica que esta combinacdo foi a melhor na preservacdo desta caracteristica
espermatica. Além disso, o indice é semelhante ao que foi observado no sémen fresco,
evidenciando que ndo ocorreu efeito negativo durante ou apOs o processo de
congelamento. A manutencdo dos indices de motilidade progressiva em valores
proximos aos do sémen fresco estdo de acordo com as observacdes de Gomes et al.
(2002), Alvarenga, (2003) e Alvarenga et al., (2005), que relataram que diluente a base
de amidas produz melhores resultados na preservacdo de sémen de reprodutores
eqliinos, que ndo apresentam bons indices ao congelamento com diluentes contendo
altas concentracdes de glicerol, que, neste caso, seriam Botu-Crio® e FR-5®
respectivamente.

Valores médios, semelhantes aos demonstrados neste trabalho, para motilidade
progressiva (17,25+7,52) foram referidos por Medeiros et al. (2002) em amostras
congeladas com diferentes concentracdes de amidas e/ou glicerol. Alvarenga et al.
(2005) obtiveram indices de motilidade progressiva de 13 a 5%, utilizando diluentes
com diferentes concentracdes de amidas e/ou glicerol, em garanhdes Mangalarga, que
apresentaram um histdrico de resultados insatisfatorios ao congelamento com glicerol.

Os valores médios da motilidade progressiva obtidos com o diluente FR-5% nas
amostras de sémen descongelado, foram inferiores aos relatados na literatura
(SNOECK, 2003; VIDAMENT, 2002; HENRY, 2002; MEDEIROS et al. 2002;
ALVARENGA et al. 2005; BUSTAMANTE, 2006). Inimeros autores consideram que,
em algumas racas e animais, os efeitos deletérios do glicerol se tornam mais acentuados
(COMBES, 2000; SNOECK, 2003, GOMES, 2002; ALVARENGA, 2003;
ALVARENGA, 2005), o que pode ter ocorrido no presente trabalho. Além disso, 0s
valores médios da motilidade progressiva, observados no sémen fresco, considerados
como abaixo da média, podem ter contribuido pra os baixos indices verificados nas
amostras p6s-congelamento.

A dimetilformamida e a metilformamida s&o crioprotetores que vem sendo
utilizados com grande sucesso no congelamento de sémen equino. Porém, seu uso para
congelamento de sémen de garanhdes com boa congelabilidade ndo proporciona
aumento da motilidade e sim resultados semelhantes ao do glicerol quanto a motilidade
do sémen (KEITH, 1998). No entanto, a utilizagdo desses agentes em garanhdes com
baixa resisténcia ao processo de criopreservacdo, produziu melhores resultados quando

comparados com o glicerol (GOMES et al. 2002).



Os garanhdes utilizados neste experimento, segundo a classificacdo de Brinsko
et al. (2000), que apresentam menos de 25% de motilidade progressiva, pos-
descongelamento, sdo classificados como animais com sémen de baixa congelabilidade.
Diversos autores tém demonstrado que a utilizacdo de agentes a base de amidas como
crioprotetores pode ser uma alternativa, principalmente para garanhdes de
principalmente para garanhdes de baixa congelabilidade (ALVARENGA et al., 2000;
KEITH et al., 2000; MEDEIROS et al., 2002; PAPA et al., 2002). O efeito benéfico
reportado neste trabalho, com a utilizacdo de uma combinacéo entre curva programada
em congelador automatizado e um diluente a base de amidas, para os parametros de
motilidade que os garanhdes utilizados apresentaram, pode indicar que, apesar de mais
dispendiosa, essa metodologia poderia vir a ser adotada em animais de alto valor
agregado e que apresentem sémen considerado abaixo dos pardmetros de alta
congelabilidade.

Os resultados descritos no presente trabalho, de motilidade total e progressiva
favoraveis ao diluente Botu-Crio® indicam uma melhor protecdo dos espermatozéides
do que o diluente com alta concentracdo de glicerol, FR-5°. Os resultados indicam
ainda que a combinacdo entre o diluente Botu-Crio® e curva automatizada foi o melhor
protocolo, dentre os testados neste trabalho, para preservar o sémen equino. Trabalhos
anteriormente publicados por diversos autores, em diferentes espécies animais, onde se
utilizou crioprotetores ricos em amidas em comparagdo com o glicerol demonstraram
uma superioridade na criopreservacdo de sémen com diluentes ricos em amidas
(HANADA; NAGASE, 1980; LAKE; RAVIE, 1984; TSELUTIN et al, 1995,
CHALAH et al, 1999). Vérios grupos (ALVARENGA et al., 2000; KEITH et al., 2000;
MEDEIROS et al., 2002; Papa et al.,, 2002), indicando que estes podem ser
crioprotetores alternativos, principalmente para garanhdes cujo sémen apresente baixa

congelabilidade em diluentes ricos em glicerol.

Os resultados encontrados, quando o teste hiposmoético foi aplicado as amostras,
evidenciaram maior eficiéncia na criopreservacdo de espermatozéides que haviam sido
diluidos com Botu-Crio® (22,63%+11,87), quando comparados aos resultados das
amostras criopreservadas com o diluente FR-5% (13,88%z5,14). Estes dados
demonstram que o diluente Botu-Crio® foi mais efetivo na preservacdo da

funcionalidade da membrana, quando combinado com as duas curvas de congelamento.



A auséncia de variacdo entre as curvas de congelamento indica que a composic¢ao do
diluente utilizado interfere de forma mais determinante na funcionalidade da membrana
do que o tipo de congelamento utilizado, visto que os métodos de congelamento que ndo
interferiram significativamente nos resultados. Esses resultados corroboram a tendéncia
observada nos valores médios de motilidade progressiva e total, favoraveis ao diluente
Botu-Crio®. Diferentes protocolos para o teste hiposmético e suas interpretacdes tém
sido utilizados, tornando dificil a comparacdo dos resultados obtidos. Este fato pode
explicar a grande variabilidade encontrada na resposta de motilidade versus a
porcentagem de espermatozoides reativos ao teste hiposmotico, descrito por diferentes
autores, conforme referido por Snoeck, (2003). De acordo com Neild et al., (2000),
embora ndo exista uma correlacdo entre a taxa de prenhez e os resultados obtidos com o
teste hiposmotico, este mostrou uma tendéncia de correlagdo com o nimero de servi¢os
por prenhez. Vérios autores salientam ainda que o teste hiposmético deva ser utilizado
em conjunto as avaliacdes de rotina da qualidade de sémen (NEILD et al., 2000; NEILD
et al., 2000).

Os valores médios do teste hiposmotico obtidos foram superiores aos observados
na motilidade progressiva, o que esta de acordo com os resultados descritos na literatura
(NEILD et al., 1999; NEILD et al., 2000; LAGARES et al.,2001). Entretanto, outros
grupos (PAPA et al., 2001; DELL’AQUA Jdnior et al. 2002; SNOECK, 2003)
relataram que os valores para integridade funcional da membrana foram inferiores aos
valores observados para motilidade total e progressiva. Ainda, outros autores
consideram que ndo ha diferencas entre os valores médios destes parametros
(BUSTAMANTE, 2006).

Ainda, a integridade da membrana plasmatica é um requisito essencial para que
os espermatozdides sejam considerados aptos a fecundar um od6cito (HARRISON;
VICKERS, 1990). No presente estudo, foi observada maior eficiéncia (p<0,05) no
congelamento do sémen em curva automatizada, com uma média de 50,10% de
espermatozéides com membranas integras contra 46,83%, observados na curva
convencional. Vale ressaltar que, diferentemente dos resultados encontrados para a
variavel motilidade, ndo houve interacdo entre diluente e curva de congelamento. Neste
sentido, ainda observamos que os resultados relatados no momento mostraram-se
superiores aos encontrados por Bustamante (2006), Snoeck (2003), com sémen eqiino e
Valcéarcel et al., (1994) em trabalhos realizados com sémen ovino. Ademais o0s



resultados encontrados por nosso grupo discordam da tendéncia relatada pelos autores
mencionados, que observaram grande reducdo na integridade de membranas poés-
descongelamento, embora os indices de motilidade permanecam elevados.

Segundo Taresson et al., (1977), os processos de congelamento e
descongelamento afetam de 40 a 50% das celulas. Podemos observar que os valores
apresentados no presente trabalho sdo semelhantes ao citado por Taresson et al., (1977),
onde os melhores resultados encontrados na manutencdo da integridade das membranas
esperméticas foram o congelamento com o diluente Botu-Crio®, com média de 57,53%
de espermatozdides com membrana integra pos-descongelamento, significativamente
superior (p<0,05) a 39,40%, verificada nas amostras congeladas com o diluente FR-5°.

A curva automatizada e o diluente Botu-Crio®, separadamente, foram
responsaveis pela melhor protecéo das células contra os danos da criopreservagéo, o que
foi constatado pelo menor nimero de células com membranas lesadas, quando
comparados aos resultados encontrados com as amostras onde utilizou-se a curva
convencional de congelamento e o crioprotetor FR-5°.

A diferenca observada entre as duas curvas de congelamento indica que a curva
automatizada foi mais efetiva, proporcionando menor indice de lesdes e preservando a
integridade da membrana. Esta tendéncia ndo foi observada no teste hiposmotico, no
qual as diferentes curvas testadas produziram resultados similares. Estes resultados
sugerem que a integridade estrutural da membrana foi mais afetada pelas variacdes da
curva de congelamento.

Os resultados apresentados no momento, de amostras de sémen equino
congelado com diluente rico em amidas ndo condizem com os relatados por Gonzélez
(2002), que, criopreservando sémen bovino em curvas de congelamento convencional e
automatizada constatou respectivamente apenas 4,65% e 5,17% de espermatozéides
com membranas integras ap0s descongelamento.

Em concordancia com nossos resultados, Medeiros et al., (2003) e Keith (1998),
ressaltaram uma maior eficiéncia dos diluentes ricos em amidas, como a dimetil-
formamida, em relacdo ao glicerol, na manutencdo da integridade da membrana
espermatica. Segundo estes autores, a eficiéncia dos diluentes ricos em amidas pode
estar relacionada ao seu menor peso molecular, que Ihes confere maior penetrabilidade
através das membranas plasmatica e acrossomal. Os diluentes que utilizam amidas tém
sido utilizados com sucesso no congelamento de sémen de outras espécies tais como:
gansos (LUKASZEWICZ, 2002), coelhos (HAMADA; NAGASE, 1980).



Desta forma, podemos concluir que, quando a motilidade progressiva e
motilidade total foram analisadas, encontramos maior eficiéncia na criopreservagédo de
sémen eqiiino quando utilizamos o diluente comercial, Botu-Crio®, rico em amidas,
combinado tanto com o sistema de congelamento automatizado quanto com o sistema
de congelamento convencional. Foi possivel demonstrar ainda que houve interacdo
significativa entre o diluente Botu-Crio® e a curva automatizada produzindo efeito
sinérgico.

Entretanto, quando foram analisadas a funcionalidade e a integridade das
membranas dos espermatozoides eqlinos submetidos aos diferentes sistemas
combinados de criopreservacdo, demonstramos que ndo houve interacdo entre a
combinacéo dos diferentes sistemas de congelamento com os diferentes diluentes.

Isoladamente, quando o diluente Botu-Crio® foi utilizado, este promoveu maior
protecdo de membranas espermaéticas, enquanto que nao houve diferencas, sobre a
funcionalidade de membrana, quando as amostras de sémen equino foram congeladas
pelo método automatizado ou ndo. Mas, quando a integridade das membranas dos
espermatozéides foi avaliada, estas se encontravam mais preservadas, quando as
amostras haviam sido congeladas pelo método automatizado. Conseqlientemente, 0s
resultados encontrados sugerem que, de uma maneira geral, o sistema de congelamento
automatizado causa menos danos aos espermatozoides. E, quando possivel, devido ao
custo mais elevado (aproximadamente 4x), é indicada a adogdo de diluentes ricos em
amidas, como o Botu-Crio® .

Apesar de ainda apresentar baixa eficiéncia a criopreservacdo de sémen eqlino
faz-se necessaria devido as exigéncias de mercado. O material criopreservado apresenta
grande durabilidade e viabiliza a criagdo de bancos de material genético de animais de
destaque e/ou alto valor agregado.

Mais estudos devem ser realizados a fim de incrementar as técnicas de
criopreservacao e aumentar sua eficiéncia, com o intuito de aumentar a longevidade das
amostras e minimizar perdas durante o processo de criopreservagdo disponibilizando

material de maior qualidade ao mercado.
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