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RESUMO

Os protocolos de congelamento de sémen equino ndo sdo padronizados e com isso 0 sucesso dessa
técnica varia substancialmente. O Experimento 1 teve como objetivo determinar se a substitui¢do
da gema de ovo total pela fracdo de lipoproteinas de baixa densidade do ovo no diluidor exerce
um efeito crioprotetor mais eficaz sobre a célula espermética equina e qual a concentracdo mais
indicada. O Experimento 2 buscou-se avaliar a forma de adi¢do da dimetilformamida nos
diluidores testados no Experimento 1, bem como o efeito da osmolaridade do meio base sobre a
qualidade espermatica ap6s o descongelamento. Para o Experimento 1, os ejaculados de 7
garanh@es foram congelados em duas curvas de congelamento, uma rapida (palhetas mantidas a
3 cm do nivel do nitrogénio liquido, durante 15 minutos) e uma lenta (queda de 0,5°C/min. até
5,0°C, e queda de 20°C/min. até - 120°C, obtida em maquina computadorizada, Modelo TK 2000
— TETAKON — NUTRICELL); utilizando dois crioprotetores, glicerol ou dimetilformamida em
diferentes concentracdes de lipoproteinas de baixa densidade. Foram testados: T1: INRA 82, com
5% de glicerol (controle), T2: INRA 82, com 5% de glicerol e 5% de LBD, T3: INRA 82, com
5% de glicerol e 10% de LBD, T4: INRA 82, com 5% de glicerol e 20% de LBD, T5: INRA 82,
com 5% de dimetilformamida e 5% de LBD, T6: INRA 82, com 5% de dimetilformamida e 10%
de LBD, T7: INRA 82, com 5% de dimetilformamida e 20% de LBD, T8: INRA 82, com 5% de
dimetilformamida (controle). Para o Experimento 2, seis ejaculados foram congelados nos
seguintes diluidores testados: D1: INRA 82, com 20% de LBD a 300mOsmol/L e 5% de DMF;
D2: INRA 82, com 20% de LBD a 400mOsmol/L e 5% de DMF; D3: INRA 82, com 2% de gema
ovo a 300mOsmol/L e 5% de DMF; D4: INRA 82, com 2% de gema ovo a 400mOsmol/L e 5%
de DMF. Nesse caso os 4 diluidores testados foram feitos em duplicata, tendo sido adicionada a
dimetilformamida em fracéo Unica ou fracionada ao longo do tempo. Em ambos experimentos o
descongelamento foi feito a 52°C por 10 segundos, seguidos de imersdo em banho-maria a 37°C
por 30 segundos. Ap6s o descongelamento foram avaliados os pardmetros de motilidade total,
motilidade progressiva e vigor espermatico em microscopia Optica. Foram avaliadas as
integridades funcionais e estruturais dos espermatozoides atraves dos testes hiposmético e de
fluorescéncia respectivamente. Os espermatozoides foram submetidos ao teste de termo
resisténcia. A analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA, com delineamento de blocos
ao acaso, e comparacao entre médias por Teste Tukey. No Experimento 1, as lipoproteinas de
baixa densidade, utilizadas nas concentracdes de 10 e 20% mostraram ser tdo eficientes em
proteger os espermatozéides quanto a gema de ovo integral usada no INRA 82. A curva lenta foi
superior a curva rapida para os parametros motilidade total, motilidade progressiva, vigor
espermatico, teste hiposmotico e teste de termo resisténcia, independente do crioprotetor
utilizado. A dimetilformamida foi superior ao glicerol, nas duas curvas de congelamento, nas
avaliagbes de motilidade total, motilidade progressiva, morfologia espermatica, teste
hiposmotico, nimero de espermatozdides lesados e teste de termo resisténcia. Para 0 Experimento
2, todos os parametros avaliados de viabilidade dos espermatozoides equinos criopreservados,
exceto motilidade, foram aumentados pela adicdo fracionada de dimetilformamida juntamente
com o uso de maior osmolaridade inicial do meio base.

Palavras-chave: equino, criopreservacao, lipoproteina de baixa densidade, dimetilformamida,
osmolaridade

10



ABSTRACT

Equine semen freeze protocols are not standardized and thus the success of this technique varies
substantially. Experiment 1 aimed to determine if the substitution of the total egg yolk for the low
density lipoprotein fraction of the egg in the diluent exerts a more effective cryoprotective effect
on the equine sperm cell and what concentration is indicated. Experiment 2 sought to evaluate the
addition of dimethylformamide in the diluents tested in Experiment 1, as well as the effect of base
media osmolarity on sperm quality after thawing. For Experiment 1, the ejaculates of 7 stallions
were frozen in two freezing curves, one rapid (reeds kept 3 cm from the liquid nitrogen level for
15 minutes) and one slow (falling from 0.5 °© C / min to 5, 00C, and fall of 200C / min up to -
1200C, obtained in computerized machine, Model TK 2000 - TETAKON - NUTRICELL); Using
two cryoprotectants, glycerol or dimethylformamide at different concentrations of low density
lipoproteins. The results of the study were: T1: INRA 82, with 5% glycerol (control), T2: INRA
82, 5% glycerol and 5% LBD, T3: INRA 82, 5% glycerol and 10% LBD, T4: INRA 82, 5%
glycerol and 20% LBD, T5: INRA 82, 5% dimethylformamide and 5% LBD, T6: INRA 82, 5%
dimethylformamide and 10% LBD, T7: INRA 82, 5% dimethylformamide and 20% LBD, T8:
INRA 82, with 5% dimethylformamide (control). For Experiment 2, six ejaculates were frozen in
the following diluents tested: D1: INRA 82, with 20% LBD at 300 mOsmol / L and 5% DMF;
D2: INRA 82, with 20% LBD at 400mOsmol / L and 5% DMF; D3: INRA 82, with 2% egg yolk
at 300 mOsmol / L and 5% DMF; D4: INRA 82, with 2% egg yolk at 400mOsmol / L and 5%
DMF. In this case the 4 diluents tested were made in duplicate, with dimethylformamide being
added in single or fractional fraction over time. In both experiments the thawing was done at 520C
for 10 seconds, followed by immersion in a water bath at 370C for 30 seconds. After thawing, the
parameters of total motility, progressive motility and sperm vigor in light microscopy were
evaluated. Functional and structural integrity of the spermatozoa were evaluated through
hyposmotic and fluorescence tests, respectively. The spermatozoa were submitted to the
endurance test. Statistical analysis was performed using ANOVA, with a randomized block
design, and comparison between means by Tukey Test. In Experiment 1, low-density lipoproteins
used at concentrations of 10 and 20% were shown to be as efficient in protecting the spermatozoa
as in the whole egg yolk used in INRA 82. The slow curve was superior to the rapid curve for the
parameters total motility, progressive motility, spermatic vigor, hyposmotic test and thermo
resistance test, independent of the cryoprotectant used. Dimethylformamide was superior to
glycerol in the two freezing curves, in evaluations of total motility, progressive motility, sperm
morphology, hyposmotic test, number of spermatozoa injured and endurance test. For Experiment
2, all viability parameters of cryopreserved equine spermatozoa except motility were increased
by the fractionated addition of dimethylformamide together with the use of higher initial
osmolarity of the base medium.

Key-words: equine, cryopreservation, low density lipoprotein, dimethylformamide, osmolarity
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1. INTRODUGAO GERAL

Completados cinglienta anos da primeira prenhez obtida pds-inseminac¢éo artificial com sémen
congelado eqliino (Barker & Gandier, 1957), quando espermatozoides recuperados do epididimo
foram congelados em meio diluidor a base de leite contendo 10% de glicerol, os protocolos atuais
de congelamento desenvolvidos para a espécie egiina ndo foram ainda capazes de produzir sémen
congelado que resultasse em taxas de prenhez satisfatorias (Parks & Graham, 1992).

Diversas publicagdes (Amann & Pickett, 1987; Pickett & Amann, 1993; Graham, 1996; Loomis,
2001) relatam as vantagens e desvantagens da utilizagdo do sémen congelado eqiino. Dentre as
diversas vantagens podemos citar: a possibilidade de utilizacdo de garanhdes na reprodugdo
durante os periodos de competicdo ou mesmo se acometidos por doengas, 0 que permite a
utilizacao internacional do garanhdo, e aumenta o uso de reprodutores geneticamente superiores;
facilidade de remessa e armazenamento de sémen nos haras até 0 momento adequado para sua
utilizagdo, aumentando assim o nimero de éguas passiveis de serem inseminadas por determinado
reprodutor; diminuigdo da incidéncia de doengas sexualmente transmissiveis, possibilidade de
utilizacdo do reprodutor zootecnicamente superior mesmo apés sua morte. No entanto, um dado
importante e preocupante € a unanimidade entre estas publica¢fes ao relatarem o baixo indice de
fertilidade como a principal desvantagem da utilizacdo do sémen congelado eqino.

Mas qual a razdo dos baixos indices de fertilidade com o sémen congelado eqliino? Por que,
mesmo com toda a evolugdo tecnoldgica, ndo foi ainda possivel alcangar indices de fertilidade
satisfatdrios para 0 sémen congelado eqllino? Responder essas questfes vem sendo objetivo de
varios pesquisadores e diferentes grupos de pesquisas em varios paises do mundo. Mas antes de
responder essas questdes precisamos ainda responder outras, igualmente importantes, para
encontrarmos respostas a nossas primeiras perguntas, como, por exemplo, quais sdo precisamente
os efeitos do congelamento sobre a fertilidade? Como se comportam as células espermaticas
durante o processo de congelamento? Quais sdo as alteragdes estruturais e funcionais que essas
células sofrem? Como proteger os espermatozoides desses efeitos? Por que ainda ndo foi
encontrado um protocolo de congelamento que atenda especificamente a espécie equina? Para
tentar responder a todas essas questdes, alguns aspectos precisam ser considerados e bem
compreendidos.

Em primeiro lugar, durante os processos de espermatogénese, maturacdo epididimaria e a
maturacdo final provocada pelo contato dos espermatozoides com o plasma seminal, as células
espermaticas passam por diversas modificagdes na sua estrutura biologica e adquirem certos
atributos necessarios para promoverem a fertilizacdo. Segundo Amann & Pickett (1987), para que
um espermatozdide possa fertilizar um ovdcito, ele precisa desenvolver e manter pelo menos
cinco atributos essenciais:

1. Metabolismo para a producéo de energia;

2. Motilidade progressiva;

3. Enzimas, localizadas na cabeca do acrossoma, que sdo essenciais para a penetracdo dos
espermatozoides através das estruturas ao redor do ovdcito;

4. Lipidios distribuidos adequadamente nas membranas plasmatica e acrossomal, para

estabilizacdo dessas estruturas até o processo de fertilizacdo;
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5. Proteinas da membrana plasmatica que sdo essenciais para a sobrevivéncia dos
espermatozoides no trato reprodutivo da fémea.

Em segundo lugar, € preciso compreender como biologicamente 0s processos de congelamento e
descongelamento alteram esses atributos essenciais. Sabemos que, para ocorrer a fertilizacdo, o
espermatozoide deve ser capaz de atravessar 0 cimulus odforos, penetrar a coroa radiata e a zona
pellcida antes de se fundir com o ovécito. Todo esse processo ndo requer somente motilidade e
morfologia espermatica normais, envolve também complicados eventos bioguimicos e
morfologicos (Jeyendran & Zaneveld, 1993). Blottner et al. (2001) citam que a avaliacdo
morfol6gica e a determinacdo da motilidade espermatica pds descongelamento sdo somente
indicacdes da capacidade de fertilizacdo, onde a motilidade espermatica pds descongelamento
apresenta pouca correlacdo com fertilidade, indicando que lesdes subcelulares poderiam afetar ou
interferir na fertilidade sem, no entanto, afetar a motilidade espermatica.

A melhoria na capacidade fecundante do sémen congelado eqliino deve passar obrigatoriamente
pela melhor preservacdo de todas as estruturas espermaticas e, consequentemente, de suas
funcBes. A utilizacdo de agentes crioprotetores tem como fungdo minimizar ou impedir o
desarranjo estrutural das membranas, preservando as fungdes dessas pos-descongelamento. Para
a preservacao de todas essas fungdes deve haver um perfeito equilibrio entre os componentes dos
meios diluidores, evitando ou minimizando as injurias que o0s processos de congelamento e
descongelamento sabidamente provocam nas células espermaticas.

Entre os varios crioprotetores utilizados para o congelamento de sémen equino, o glicerol,
descoberto por Polge e colaboradores em 1949 (Polge et al, 1949) continua sendo um dos mais
utilizados (Amann & Pickett, 1987; Parks & Graham, 1992; Watson, 1995). Com o intuito de
substituir o glicerol e aumentar a fertilidade do sémen congelado equino, diferentes agentes
crioprotetores tém sido intensamente estudados, destacando-se, entre eles, as amidas (Alvarenga
et al., 2000; Vidament et al., 2002; Arruda et al., 2002; Snoeck et al., 2002; Medeiros et al., 2003;
Alvarenga et al., 2004; Alvarenga et al., 2005., Carmo et al., 2005, Juliani & Henry, 2006, Osorio
et al., 2006). No entanto, apesar de toda a tecnologia empregada e dos avangos realmente obtidos,
continua o glicerol, apesar de potencialmente téxico para o espermatozoide eqiiino, sendo, entre
0s agentes crioprotetores, 0 meio permeante mais aceito e utilizado (Demick et al., 1976; Cochran
et al., 1983; Bedford et al., 1994; Jasko, 1994; Watson, 1995).

Buscando melhoria na preservacéo da integridade celular, a associagao de agentes crioprotetores
também tem sido amplamente utilizada por diversos pesquisadores nos meios de congelamento
de sémen eqiino, como por exemplo, a do glicerol a gema de ovo (Klug et al., 1975; Martin et
al., 1979; Tischner, 1979; Cristanelli et al., 1984; Samper et al., 1991), ou ao leite desnhatado (Papa
et al., 2004). Ultimamente, além dessas associagdes, outros crioprotetores como o etilenoglicol,
acetamida, formamida, dimetilformamida e diferentes moléculas como trealose, metilcelulose e
rafinose tém sido incorporadas por diversos pesquisadores (Mercante et al., 1995; Neves Neto et
al., 1995; Alvarenga et al., 2000; Cottorello, 2001; Henry et al., 2002; Juliani et al., 2003;
Alvarenga et al., 2004; Carmo et al., 2005) nas associacdes de crioprotetores.

Dentre os diversos agentes crioprotetores estudados, a dimetilformamida tem-se mostrado como
uma das alternativas com melhor potencial para melhorar a sobrevivéncia da célula espermatica
po6s-descongelamento, em especial para aqueles garanhdes que apresentam baixa congelabilidade
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espermatica (Alvarenga et al., 2000; Squires et al., 2004; Alvarenga et al., 2004; Carmo et al.,
2005; Landim-Alvarenga et al., 2005).

Nos ultimos anos, nosso grupo de pesquisa em criopreservagdo de sémen eqiino tem enfocado a
procura por agentes crioprotetores alternativos, particularmente os agentes permeantes, através
de suas associacBes ou pelo uso puro dos mesmos. Desses estudos, ficou demonstrado existirem
crioprotetores e associacdes de crioprotetores permeantes que podem ser usados como agentes
crioprotetores alternativos para o sémen congelado eqiino (Alvarenga et al., 2000; Cottorelo et
al., 2001; Juliani et al., 2002; Snoeck et al., 2002; Henry et al., 2002; Juliani et al., 2003; Juliani
et al., 2004; Juliani & Henry, 2006; Oso6rio et al., 2006). No entanto, apds quase sessenta anos da
descoberta da capacidade crioprotetora do glicerol (Polge et al., 1949), os agentes e associaces
de agentes crioprotetores testados ainda ndo superaram, na sua totalidade, a capacidade
crioprotetora do glicerol, sendo ainda um vasto campo a ser pesquisado.

Apesar das inimeras modificagdes testadas nos meios diluidores, a melhoria expressa em ganhos
de fertilidade do sémen congelado ainda é discreta, deixando plenamente aberta e atual a
necessidade de se aprimorar em ndo somente os meios diluidores como também as técnicas e 0s
protocolos de congelamento e descongelamento de sémen na espécie equina.

Diversos pesquisadores (Cochran et al., 1984; Graham, 1996; Vidament et al., 1997; Morris et
al., 2000; Nie et al., 2002) relatam que, apesar das inimeras pesquisas, ndo existe ainda um
protocolo ideal de congelamento para a espécie eqliina, uma vez que o0s protocolos de
criopreservagdo atualmente disponiveis ainda mostram grande variabilidade de respostas, seja
entre garanhfes ou mesmo entre ejaculados de um mesmo garanhdo (Aurich et al., 1996;
Vidament et al., 1997; Blottner et al., 2001), sendo que as razfes dessas variagcdes ocorrerem ainda
ndo estdo completamente entendidas. Observam-se também diferengas entre determinadas racas,
ja que algumas apresentam maior numero de garanh@es com espermatozéides resistentes a
criopreservagdo, enquanto outras apresentam ndmero limitado de garanhBes com boa
congelabilidade espermatica.

Nesta linha de questionamentos e pesquisas, outro fator igualmente importante a ser considerado
é a dificuldade de padronizag&o dos critérios de avaliagdo seminal, quer em razdo da diversidade
e complexidade dos atributos a serem avaliados, quer em funcdo da nédo-correlagdo desses
atributos individualmente com o potencial de fertilizagdo. Por esse motivo e aliado a recente
regulamentacdo da utilizacdo do sémen congelado eqliino por parte da maioria das
associacdes de raca, fato que fomentou a pesquisa na criopreservagdo de sémen equino, um
grande numero de cientistas espalhados por todo o mundo tem procurado intensamente
desenvolver novos testes laboratoriais que possam predizer acuradamente a fertilidade do sémen
congelado equino. Entretanto, tais metas tém sido de dificil obtengdo, em funcéo da dificuldade
de avaliar a diversidade de atributos que o espermatozéide deve possuir para fertilizar o ovécito.

Pardmetros convencionais utilizados na avaliacdo espermatica, como o numero total de
espermatozoides, motilidade espermatica total e progressiva, vigor e morfologia espermatica,
tém se mostrado limitados quanto a capacidade de estimar o potencial de fertilidade do sémen.
Um Unico teste tem se mostrado pouco eficaz devido ao fato de os espermatozdides
apresentarem multiplos compartimentos subcelulares e com diferentes fungbes a serem
avaliadas, e ainda, em cada teste e amostra, somente poucos espermatozoOides serem
avaliados. Além dos pardmetros esperméticos convencionais utilizados na avaliacdo do
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sémen, outros testes tém sido desenvolvidos para avaliar a viabilidade espermatica, o estado
acrossomal, o estado mitocondrial, os estagios da capacitacdo espermatica e a integridade do
DNA. Outras técnicas para avaliacdo da estrutura da cromatina foram recentemente
publicadas por Madrid-Burty at al. (2005), nas quais eles avaliaram a estabilidade estrutural
da cromatina pelo tratamento dos espermatozéides com agentes quelantes como o EDTA.
Além disso, devido as altas concentracGes de acidos graxos insaturados, o espermatozdide equino
é particularmente susceptivel a reacdes oxidativas, peroxidagdes lipidicas e também a lesdes de
DNA. Baumber et al. (2003) demonstraram que a criopreservagdo promove reacgao oxidativa e
fragmentacdo de DNA na espécie eqliina, onde a adi¢do de antioxidantes aos meios diluidores
tem sido utilizada como método para diminuir as reacdes de peroxidacdo lipidicas. Infelizmente,
até o presente momento, nenhum teste laboratorial isolado pode predizer o potencial de fertilidade
do sémen congelado.

A utilizagdo de diferentes fluorocromos e a citometria de fluxo vém sendo adotadas em
laboratorios para avaliacdo estrutural de células espermaéticas no intuito de identificar os
fatores que interferem na manutencdo da sua integridade fisica e funcional, ajudando a avaliar
e a entender os danos causados aos espermatozoéides pelo processo de congelamento e
descongelamento. Estes testes com diferentes métodos de coloragdo, onde ndo somente 0s
fluorocromos isolados, como por exemplo, o Hoechst 333258, o iodeto de propidio, 0 SYBR-
14, JC-1 entre tantos outros, mas também a utilizacdo de associagdes de diferentes
fluorocromos, aumentarem a possibilidade de uma analise mais criteriosa da integridade
estrutural dos espermatozoéides. Segundo Arruda (2000), embora a utilizagcdo de sondas
fluorescentes através de microscopia Optica ser um excelente método para avaliagdo da célula
e do acrossomo, o nimero de espermatozoides normalmente examinados por essa analise ndo
excede a 200 espermatozéides, numero este nem sempre significativo para a validacdo da
amostra. A citometria de fluxo surge entdo como uma técnica vantajosa sobre as outras
técnicas classicas para a avaliacdo da viabilidade e integridade espermatica, uma vez que este
sistema automatizado tem a capacidade de examinar 10.000 espermatozo6ides em menos de 2
minutos, permitindo maior exatiddo nos resultados e diminui¢cdo no tempo de preparacao
requerido em outras técnicas fluorescentes. Colenbrander et al. (2003) e Neild et al. (2005)
enfatizaram a necessidade de testar simultaneamente multiplas funcgdes e atributos das células
espermaticas para predizer a fertilidade do sémen eqliino. No entanto, as desvantagens da
técnica de citometria de fluxo sdo muitas, podendo-se citar o elevado custo do equipamento
e a necessidade de mdo-de-obra especifica e altamente qualificada.

Nos ultimos anos, uma maior atencdo tem sido dada a avaliagdo da integridade funcional da
membrana plasmatica dos espermatozoides, considerando a integridade desta membrana
como requisito fundamental no processo de fertilizacdo. Diversos estudos (Melo & Henry,
1999; Meyers, 2005) tem focado nos varios mecanismos de injdrias provocados pelo estresse
osmotico sobre as estruturas lipidicas da membrana plasmatica dos espermatozdides.

Para a avaliacdo dos parametros espermaticos pré e pés-descongelamento, foram escolhidos para
este trabalho, além dos testes convencionais de avaliagdo espermatica, alguns dos varios testes
alternativos existentes. A escolha destes testes de avaliacdo foi baseada tanto nos parametros
espermaticos avaliados como na exequibilidade destes testes em nosso laborat6rio e mesmo no
campo. O teste hiposmotico foi primeiramente reportado por Drevius & Ericksson (1966), e desde
entdo diversos pesquisadores (Jeyendran et al., 1984; Vasquez et al., 1997; Caiza de la Cueva at
al., 1997; Melo & Henry, 1999; Neild et al., 1999, Neild et al., 2000) vém trabalhando,
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aperfeicoando e preconizando seu uso como um dos métodos para avaliacdo da integridade
funcional da membrana plasmatica dos espermatozoides eqliinos criopreservados.

A escolha do teste hiposmotico como um dos parametros de avaliagdo seminal se baseia no fato
de que esse teste tem sido continuamente estudado pelo nosso grupo de pesquisa e rotineiramente
utilizado na avaliacdo espermaética para diferentes espécies de animais domésticos, bem como
para o ser humano, em diversos centros de pesquisa. Este teste, além de simples, acessivel e de
facil execucdo, tem se mostrado confidvel e bastante eficaz para predizer a integridade funcional
da membrana plasmaética dos espermatozoides.

O teste hiposmético avalia predominantemente a funcionalidade da membrana plasmatica da
cauda dos espermatozdides. Baseia-se no transporte de fluidos através da membrana plasmatica
intacta dos espermatozdides sob condi¢fes hiposméticas até que o equilibrio entre os
compartimentos seja alcangado. Em solucéo hiposmatica a célula espermatica se expande devido
ao influxo de fluidos predominantemente na regido da cauda. Com o inchago das membranas, as
fibras da cauda dobram-se e enrolam-se, sendo essas alteragdes facilmente observadas em
microscopio de contrate de fase. Os espermatozodides "inchados” ou “HOS positivo”, chamados
também de espermatozdides reativos ao teste hiposmético, sdo classificados como sendo
espermatozoides com membrana plasmatica funcionalmente intacta (Jeyendran et al., 1992).

A integridade funcional da membrana plasméatica é determinante para os espermatozéides
apresentarem metabolismo e funcionalidade normais, portanto, é esperado que, quanto mais
espermatozoides preservarem esta caracteristica, melhor sera a qualidade do sémen (Nie &
Wenzel, 2001). Segundo Melo & Henry (1999) a habilidade do teste HO de avaliar a integridade
funcional da membrana plasmatica o torna um teste complementar importante na avaliagdo “in
vitro” do sémen criopreservado, uma vez que tanto a congelagdo quanto o resfriamento podem
levar a efeitos deletérios sobre a mesma.

Neild et al. (2000), testando a correlagdo entre a fertilidade e o teste hiposmotico, utilizaram um
protocolo onde uma amostra de sémen in natura era incubada durante 30 minutos a temperatura
de 37°C, diluida em solugdo de lactose a 50 mOsm. Nesse experimento os autores concluiram
que o teste hiposmético ndo apresenta correlacdo com a fertilidade, embora tenha mostrado
tendéncia a correlagcdo com o nimero de servicos por prenhez. Ja Lagares et al. (2000) obtiveram
indice de correlagdo de 0,64 entre a taxa de fertilidade e o teste hiposmotico, avaliado pelo
espermatocrito, para a espécie equina.

Para avaliar a integridade estrutural da membrana plasmatica dos espermatozoides de diferentes
espécies animais, 0 uso de sondas fluorescentes e a citometria de fluxo tém proporcionado aos
pesquisadores uma excelente ferramenta. Garner et al. (1986) descreveram para a espécie bovina
e outras espécies animais o uso de dois fluorocromos, o diacetato de carboxifluoresceina (CFDA)
e o iodeto de propidio (IP). O iodeto de propidio ¢ um corante fluorescente vermelho, que se liga
especificamente ao DNA celular. Sendo o iodeto de propidio um corante impermeavel a
membrana plasmatica intacta, este somente pode penetrar e corar células com lesdes estruturais
na membrana plasmatica, colorindo estas células de vermelho fluorescente. Por sua vez, o
diacetato de carboxifluoresceina é permeavel a membrana plasmatica, sendo de-esterificado no
interior da célula por esterases nao especificas, resultando numa carboxifluoresceina livre,
fluorescente e impermeével 8 membrana plasmatica intacta, que proporciona uma coloracao verde
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fluorescente em toda a célula, ficando contida internamente em todos os compartimentos celulares
do espermatozdide.

Harrison & Vickers (1990) descrevem um protocolo onde adicionam baixa concentracéo de
formaldeido as solucGes de diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) e iodeto de propidio (IP),
para imobilizar as células espermaticas sem causar danos estruturais as mesmas, permitindo a
analise com auxilio do microscopio de fluorescéncia. Espermatozdides vivos sdo imobilizados
com baixa concentracdo de formaldeido. Sob acdo das esterases, as células liberam
carboxifluoresceina livre (impermeéveis as membranas) que acumulam no interior do acrossoma,
mitocOncria e citoplasma. Os espermatozoides integros acumulam carboxifluoresceina em todos
0s seus compartimentos; ja as células que apresentam lesdes na membrana plasmética podem
corar 0 acrossoma ou a mitocondria, ao passo que células com todas as membranas lesadas ndo
sdo coradas. Essas células lesadas, por sua vez, sdo coradas pelo iodeto de propidio, impermeante
a membrana plasmatica integra.

O teste de termo resisténcia (TTR), proposto inicialmente por Dimitropoulos (1967) para
avaliacdo de sémen congelado bovino, tem sido atualmente preconizado para analise do sémen
congelado de diferentes espécies, no qual principalmente, os parametros de motilidade e vigor
espematico sdo avaliados, devido em grande parte a facilidade de avaliagdo destes parametros. O
teste consiste na incubacdo de uma amostra de sémen descongelado em banho-maria, a uma
temperatura e por um tempo pré-determinados, de acordo com a espécie animal, sendo a
motilidade e o vigor espermatico avaliados a cada intervalo de tempo pré-estabelecido.

Segundo Zuccari (1998), na utilizacdo do teste de termo resisténcia para a espécie equina, ocorre
uma variacdo consideravel em relagdo ao tempo de incubagdo das amostras e a temperatura a que
s&o submetidas ao banho-maria.

Como podemos verificar, muitos tém sido os estudos abordando a utilizagdo de crioprotetores
alternativos e associagdes destes, além de novos protocolos para melhorar a congelabilidade e,
consequentemente, a fertilidade do sémen equino congelado. Muito também tem sido pesquisado
no que tange aos testes de avaliacdo espermatica, na validagcdo dos mesmos e na correlacao destes
com a fertilidade do sémen para a espécie eqiina. Os resultados disponiveis na literatura
demonstram que a técnica de congelamento de sémen, particularmente em equinos, tem um
grande espaco a ser percorrido e aprimorado. Existem varios etapas e procedimentos a serem
executados, tanto no processamento, quanto no resfriamento, congelamento e mesmo no
descongelamento, que podem influenciar substancialmente na manutencdo da viabilidade
espermatica pds-descongelamento e consequentemente na melhoria dos indices de fertilidade.

Vista a necessidade atual de aprimorar a técnica de congelamento de sémen equino, o presente
estudo constituiu-se em diferentes experimentos com 0s seguintes objetivos: determinar se a
substituicdo da gema de ovo completa pela fracdo de lipoproteinas de baixa densidade do ovo
exerce um efeito crioprotetor mais eficaz sobre a célula espermética eqiiina; estudar a interacéo
entre os agentes crioprotetores alternativos, verificando o efeito de diferentes osmolaridades dos
meios que poderiam maximizar o efeito crioprotetor do diluidor e direcionando as pesquisas para
diferentes etapas do processamento de sémen, enfocando ainda o aprimoramento de
procedimentos metodoldgicos que, se devidamente ajustados, podem aumentar a viabilidade
espermatica pés-descongelamento e, consequentemente, a fertilidade do sémen congelado dos
equinos.
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2. EXPERIMENTO I

Efeito das lipoproteinas de baixa densidade sobre diferentes crioprotetores
e curvas de congelamento sobre os espermatozdides equinos criopreservados

RESUMO

Este experimento teve como objetivo determinar se a substituicdo da gema de ovo total pela fracéo
de lipoproteinas de baixa densidade do ovo exerce um efeito crioprotetor mais eficaz sobre a
célula espermatica equina e qual seria a concentragdo de lipoproteinas de baixa densidade no meio
diluidor mais indicada para se obter melhor efeito crioprotetor. Um ejaculado de 7 garanhdes foi
congelado em duas curvas de congelamento, uma répida (palhetas mantidas a 3 cm do nivel do
nitrogénio liquido, durante 15 minutos) e uma lenta (queda de 0,5°C/min. até 5,0°C, e queda de
20°C/min. até - 120°C, obtida em maquina computadorizada, Modelo TK 2000 — TETAKON —
NUTRICELL); utilizando dois crioprotetores, glicerol ou dimetilformamida em diferentes
concentracdes de lipoproteinas de baixa densidade. O sémen foi colhido com auxilio de vagina
artificial e, imediatamente separado da por¢éo gel, centrifugado a 400 x G por 12 minutos e
ressuspendido no tratamento em teste. Cada tratamento testado utilizou o meio diluidor base
INRA 82, acrescido da fracdo de lipoproteina de baixa densidade (LBL) e do crioprotetor
proposto: Tratamento 1: INRA 82, com 5% de glicerol (controle), Tratamento 2: INRA 82,
com 5% de glicerol e 5% de LBD, Tratamento 3: INRA 82, com 5% de glicerol e 10% de LBD,
Tratamento 4: INRA 82, com 5% de glicerol e 20% de LBD, Tratamento 5: INRA 82, com 5%
de dimetilformamida e 5% de LBD, Tratamento 6: INRA 82, com 5% de dimetilformamida e
10% de LBD, Tratamento 7: INRA 82, com 5% de dimetilformamida e 20% de LBD,
Tratamento 8: INRA 82, com 5% de dimetilformamida (controle). O descongelamento foi feito
a 52°C por 10 segundos, seguidos de imersdo em banho-maria a 37°C por 30 segundos. Ap6s 0
descongelamento foram avaliados os parametros de motilidade total, motilidade progressiva e
vigor espermatico em microscopia Optica. Foram avaliadas as integridades funcionais e estruturais
dos espermatozOides através dos testes hiposmotico e de fluorescéncia respectivamente. Os
espermatozoides foram submetidos ao teste de termo resisténcia. A analise estatistica foi realizada
utilizando a anélise de variancia considerando o delineamento em blocos casualizados em
esquema fatorial 2 substancias x 4 porcentagens de LBD, considerando os garanhfes como bloco.
As médias obtidas foram analisadas empregando-se o teste de Tukey. As lipoproteinas de baixa
densidade, utilizadas nas concentracdes de 10 e 20% mostraram ser tdo eficientes em proteger 0s
espermatozoides quanto a gema de ovo integral usada no INRA 82. A curva lenta foi superior a
curva rapida para os parametros motilidade total, motilidade progressiva, vigor espermatico, teste
hiposmoético e teste de termo resisténcia, independente do crioprotetor utilizado. A
dimetilformamida foi superior ao glicerol, nas duas curvas de congelamento, nas avaliacGes de
motilidade total, motilidade progressiva, morfologia espermatica, teste hiposmatico, nimero de
espermatozoides lesados e teste de termo resisténcia.

Palavras-chave: sémen, equino, criopreservacao, lipoproteinas.
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ABSTRACT

This experiment aimed to determine if the substitution of the total egg yolk for the low density
lipoprotein fraction of the egg exerts a more effective cryoprotective effect on the equine sperm
cell and what would be the concentration of low density lipoprotein in the diluent medium most
appropriate for Better cryoprotective effect. An ejaculate of 7 stallions was frozen in two freezing
curves, one rapid (reeds kept 3 cm from the liquid nitrogen level for 15 minutes) and one slow
(drop from 0.5 ° C/ min to 5.0 ° C, and fall 20°C / min up to — 120°C, obtained in computerized
machine, Model TK 2000 - TETAKON - NUTRICELL); Using two cryoprotectants, glycerol or
dimethylformamide at different concentrations of low density lipoproteins. The semen was
collected with the aid of an artificial vagina and immediately separated from the gel portion,
centrifuged at 400 x G for 12 minutes and resuspended in the test treatment. Each treatment tested
the INRA 82 base dilution medium plus the low density lipoprotein (LBL) fraction and the
proposed cryoprotectant: Treatment 1: INRA 82, with 5% glycerol (control), Treatment 2: INRA
82, with 5 Glycerol and 5% LBD, Treatment 3: INRA 82, with 5% glycerol and 10% LBD,
Treatment 4: INRA 82, with 5% glycerol and 20% LBD, Treatment 5: INRA 82, with Treatment
5. INRA 82, 5% dimethylformamide and 10% LBD, Treatment 7: INRA 82, 5%
dimethylformamide and 5% LBD, Treatment 6: INRA 82, With 5% dimethylformamide (control).
The thawing was done at 520C for 10 seconds, followed by immersion in a water bath at 370C
for 30 seconds. After thawing, the parameters of total motility, progressive motility and sperm
vigor in light microscopy were evaluated. Functional and structural integrity of the spermatozoa
were evaluated through hyposmotic and fluorescence tests, respectively. The spermatozoa were
submitted to the endurance test. Statistical analysis was performed using the analysis of variance
considering the randomized block design in factorial scheme 2 substances x 4 percentages of
LBD, considering the stallions as a block. The averages obtained were analyzed using the Tukey
test. Low-density lipoproteins used at concentrations of 10 and 20% were shown to be as efficient
in protecting the spermatozoa as in the whole egg yolk used in INRA 82. The slow curve was
superior to the rapid curve for the parameters total motility, progressive motility, Sperm vigor,
hyposmotic test and endurance test, independent of the cryoprotectant used. Dimethylformamide
was superior to glycerol in the two freezing curves, in evaluations of total motility, progressive
motility, sperm morphology, hyposmotic test, number of spermatozoa injured and endurance test.

Keywords: semen, equine, cryopreservation, lipoproteins.

2.1 OBJETIVOS

- Determinar se a substituicdo da gema de ovo completa pela fracdo de lipoproteinas de baixa
densidade do ovo exerce um efeito crioprotetor mais eficaz sobre a célula espermatica eqliina

- Identificar a concentracdo de lipoproteinas de baixa densidade no meio diluidor mais indicada
para se obter melhor efeito crioprotetor.
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2.2 JUSTIFICATIVA

Muitos aspectos da criopreservacdo espermatica ainda permanecem desconhecidos,
principalmente no que diz respeito aos mecanismos criobiolégicos bésicos e ao estresse biofisico
impostos aos espermatozdides durante os processos de congelamento e descongelamento. Os
danos causados aos espermatozoéides durante a criopreservacdo tém sido atribuidos a diversos
fatores, como as mudancas de temperatura, formacdo de cristais de gelo, lesdes oxidativas,
alteracBes nas membranas espermaticas, lesdes de DNA, toxicidade dos crioprotetores e estresse
osmotico (Gao et al., 1993; Watson, 1995, 2000).

A gema do ovo de galinha é utilizada no congelamento de sémen de mamiferos como agente
crioprotetor complementar, em razao da sua capacidade de proteger os espermatozoides contra o
choque térmico. Apesar de ser largamente utilizada, o preciso mecanismo pelo qual a gema de
0Vvo protege 0s espermatozdides durante o processo de congelamento e descongelamento ainda
ndo é totalmente conhecido. Por ter uma composi¢do complexa, ainda ndo foram determinadas
quais as substancias presentes no ovo que exerceriam este efeito crioprotetor. As concentracfes
da gema do ovo utilizadas variam de 2% (Tischner, 1979; Palmer, 1984) a 20% (Martin et al.,
1979; Graham, 1996; Vidament et al., 2001) da composic¢do nos principais diluidores utilizados
na criopreservacdo de sémen eqino.

Ecot et al. (2000), relataram que a concentracdo ideal da gema do ovo dependeria do agente
crioprotetor permeante e de suas concentrac@es utilizadas e também da presenca ou nao de leite
na composicao deste meio diluidor. Segundo Vidament et al. (2001), novas pesquisas precisam
ser conduzidas para se encontrar a concentracéo ideal da gema do ovo que deveria ser adicionada
aos meios diluidores.

Em 1945, Mayer & Lasley isolaram da gema do ovo uma pequena fragao, solivel em solucédo
fosfato, que protegeria melhor os espermatozoides contra o choque térmico, em relacdo a prote¢do
oferecida pela gema de ovo total.

Diversos autores (Kampschmidt et al., 1953; Evans et al., 1968; Evans et al., 1973; Pace &
Graham, 1974; Foulkes, 1977; Polge, 1980; Quinn et al., 1980; Watson, 1981; Demianowicz &
Strzezek, 1996; Moussa et al., 2002; Manjunath & Therien, 2002) propuseram que a fracdo de
baixa densidade da gema, composta principalmente por lipoproteinas de baixa densidade, poderia
ser responsavel pela resisténcia dos espermatozoides ao choque térmico, devido a capacidade de
seus componentes estabilizarem e manter a integridade das membranas celulares. Em estudos
realizados no sémen do varrdo, Demianowicz & Strzezek (1996) relataram maior sobrevivéncia
dos espermatozéides resfriados do varrdo no meio diluidor contendo lipoproteinas de baixa
densidade em substituicdo a gema do ovo total. Trabalhos recentes (Mousa et al., 2002; Amirat et
al., 2004) também relataram melhora na motilidade e habilidade de fertilizar para o sémen
criopreservado de bovinos, quando as lipoproteinas de baixa densidade foram utilizadas em
substituicdo a gema do ovo total.

De acordo com Manjunath et al. (2002), as proteinas do plasma seminal podem ser nocivas a
membrana plasmatica dos espermatozdides; ja as lipoproteinas de baixa densidade da gema do
ovo se ligam de uma forma répida, estavel e especifica as proteinas do plasma seminal, e esta
ligacdo poderia prevenir a membrana plasmética dos espermatozoides dos efeitos nocivos do
plasma seminal.
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Nos ultimos anos a simplificacdo das técnicas para obtencédo das lipoproteinas de baixa densidade
da gema do ovo e a melhora da motilidade espermaética e fertilidade obtida fomentaram o interesse
pelo uso das mesmas nos meios diluidores (Moussa et al., 2002), além de servirem como
indicativo de que as proteinas de baixa densidade obtidas da gema do ovo também deveriam ser
testadas na espécie equina (Juliani et al., 2004).

Diante do exposto, realizou-se este experimento para testar a eficacia das lipoproteinas de baixa
densidade obtidas da gema do ovo em substituicdo a gema de ovo total no congelamento de sémen
equino e se, uma vez comprovada esta hipétese, qual seria a fracdo ideal de lipoproteinas para
substituir a gema de ovo.

2.3 MATERIAL E METODOS

2.3.1. Coleta de sémen:

Foram utilizados sete garanh@es, de duas diferentes racas, sendo quatro da raca Puro Sangue
Lusitano e trés da raca Mangalarga Marchador, com idade variando de trés a quinze anos. Os
garanhes tiveram suas reservas extragonadais equilibradas, por meio de coletas de sémen ou
montas didrias, durante sete dias consecutivos. Apds o equilibrio das reservas extragonadicas, foi
iniciado o congelamento do sémen. A coleta foi realizada utilizando-se vagina artificial (modelo
Hannover) de fundo fechado e, como manequim, uma égua em cio natural ou induzido.

2.3.2. Avaliagdo espermaética pré e pos-descongelamento:

2.3.2.1. Motilidade total e progressiva:

Esses parametros foram avaliados em microscopia éptica, com aumento de 400 vezes, utilizando-
se 5 uL de sémen, colocado entre lamina e laminula, previamente aquecidas a 37°C. A motilidade
progressiva foi determinada pela avaliacdo da porcentagem de células espermaticas que
apresentaram movimento retilineo e movimento circular aberto, pela avaliagcdo de, no minimo,
cinco campos microscopicos. Somente foram utilizados para o congelamento os ejaculados que
apresentaram motilidade espermatica progressiva igual ou acima de 60%, ap6s permanecerem 30
minutos em meio de centrifugacdo. Todo o material utilizado para as avalia¢des foi mantido sobre
placa e platina aquecedoras, a 37°C.

2.3.2.2. Vigor:

O vigor espermético do movimento dos espermatozoides foi classificado numa escala de zero
(ausente) a cinco (maximo).

2.3.2.3. Concentracéo espermatica:

A concentracdo espermaética foi avaliada no sémen in natura e apds centrifugagéo, diluindo-se as
amostras em solucgdo de formol-salina tamponada, na propor¢éo de 1:100. A contagem de células
realizou-se em camara de Neubauer em microscopia 6ptica com aumento de 400 vezes. Nao foram
congelados ejaculados com concentragdo espermatica abaixo de 60 milhdes de espermatozoides
por mL (Jasko, 1994).
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2.3.2.4. Morfologia espermética:

A morfologia espermaética foi avaliada em amostra de sémen fresco e pds-descongelamento, sendo
ambas as amostras preservadas em solucdo de formol-salina tamponada (Barth & Oko, 1989). As
avaliacOes realizaram-se em microscopia de contraste de fase (100 células por amostra) de acordo
com Nie & Wenzel, 2001. S6 foram considerados, para congelamentos, os ejaculados com
incidéncia de anormalidades morfoldgicas menores ou iguais a 30%.

2.3.2.5. Avaliacdo da integridade funcional da membrana plasmatica da cauda dos
espermatozoides:

O teste hiposmético (HO) foi empregado para esta avaliacdo. O teste consistiu na mistura de 100

uL de sémen em 1,0 mL de solucéo de sacarose a 100 mOsmol/L, ambos a 37° C, seguida de
incubagéo em banho-maria a 37° C por 30 minutos. Apos este periodo, as amostras foram fixadas
em 0,5 mL de solucdo de formol salina tamponada, para posterior analise em microscopia de
contraste de fase. Foram avaliadas 100 células por amostra, em microscopia com aumento de
1250 vezes. O indice da integridade da membrana plasmatica da cauda dos espermatozdides foi
calculado de acordo com o protocolo determinado por Melo & Henry (1999), seguindo a seguinte
formula:

HO (%) = (% de alteragdes na regido da cauda apos teste HO) - (% de alteragdes na regido da
cauda dos espermatozodides do s€émen “in natura” antes do teste HO).

2.3.2.6. Avaliacdo da integridade estrutural da membrana plasmatica e acrossomal da cabeca
dos espermatozdides:

Foi realizada seguindo a técnica proposta por Harrison & Vickers (1990), com modificacGes
citadas por Zuccari (1998), na qual dois fluorocromos foram utilizados: o diacetato de
carboxifluoresceina (CFDA) e o iodeto de propidio (IP). Foram avaliadas as membranas
plasméaticas da cabeca e acrossomal, de acordo com a coloragdo apresentada pelos
espermatozoides, sendo consideradas trés categorias de espermatozoides: integros, lesados e
semilesados. A leitura foi realizada em microscopia de epifluorescéncia.

2.3.2.7. Teste de Termo Resisténcia

O protocolo utilizado foi preconizado pela Comissdo de Andrologia do Colégio Brasileiro de
Reproducao animal — CBRA — (Neves & Henry, 1998). O teste consistiu na incubacgéo do sémen
descongelado em banho-maria a 38°C, onde as amostras foram acondicionadas em tubos providos
de tampa, e avaliages das variaveis motilidade total, motilidade progressiva e vigor foram
realizadas a intervalos de trinta minutos, até o tempo maximo de 240 minutos. A avaliagdo da
motilidade e vigor espermatico seguiu o protocolo descrito anteriormente.

2.3.3. Processamento do sémen para o congelamento

2.3.3.1. Avaliacdo pré-centrifugacédo
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Da coleta até a centrifugacdo, o sémen foi mantido diluido em meio INRA 82 (propor¢do 1:1) a
temperatura ambiente, durante 15 minutos. O tempo de 15 minutos foi estabelecido devido a
necessidade de transporte do sémen do local da coleta até o laboratério para inicio da
centrifugacéo.

2.3.3.2. Centrifugacéo

Para centrifugacdo, cada ejaculado foi dividido em oito aliquotas. As aliquotas foram
centrifugadas a 400 x g por 12 minutos (Martin et al., 1979; Cristanelli et al., 1984; Heitland at
al., 1996).

2.3.3.3. Ressuspensao dos espermatozoéides em meio de congelamento

Depois de centrifugado foi retirado o sobrenadante de cada tubo, sendo o precipitado
ressuspendido na proporgéo de 1:2 no meio crioprotetor em teste. Foram avaliadas as motilidades
total e progressiva, 0 vigor e a concentragdo espermatica, seguindo a metodologia descrita
anteriormente. A diluicdo final foi realizada para obter a concentragdo de 100 X 10°
espermatozoides/mL.

2.3.3.4. Envasamento

O sémen foi envasado em palhetas de cloreto polivinilico de 0,5 mL, fechadas com massa de
modelar atoxica de cores diferentes, sendo uma coloracdo da massa atribuida a cada tratamento
proposto.

2.3.3.5. Congelamento

Todos os tratamentos propostos para este experimento foram submetidos a duas curvas de
congelamento:

Curva 1: congelamento direto sobre o vapor de nitrogénio liquido, com as palhetas mantidas a 3
cm do nivel do mesmo, durante 15 minutos e estocando-as, em seguida, em nitrogénio liquido até
a avaliacdo das amostras.

Curva 2: queda de 0,5°C/minuto da temperatura ambiente até 5,0°C, e queda de 20°C/minuto até
— 120°C, obtida em maquina computadorizada®, em seguida as palhetas foram submersas e
estocadas em nitrogénio liquido, até a avaliacdo das amostras.

2.3.4. Descongelamento

O descongelamento das amostras foi realizado submergindo as palhetas em banho-maria a 52°C
durante 10 segundos, seguido de imersédo em banho-maria a 37°C por 30 segundos.

2.3.5. Meios diluidores

1 Modelo TK 2000 — TETAKON — NUTRICELL NUTRIENTES CELULARES LTDA.
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2.3.5.1. Meio de centrifugacao:

As amostras foram centrifugadas utilizando-se 0 meio extensor basico INRA 82, modificado de
Palmer (1984), onde a gema de ovo foi substituida, na mesma proporgéo, pelas lipoproteinas de
baixa densidade extraidas da prépria gema do ovo. (anexo 1)

2.3.5.2. Meio de congelamento:

Foram testados neste experimento oito diferentes tratamentos, utilizando como meio diluidor base
a solucdo INRA 82 modificado (Palmer et al, 1984), descrito na tabela 15A (em anexo). Cada
tratamento utilizou 0 meio diluidor base, acrescido da fracdo de lipoproteina de baixa densidade
(LBD) e do crioprotetor proposto:

- Tratamento 1: meio INRA 82, com 5% de glicerol (controle).

- Tratamento 2: meio INRA 82, com 5% de glicerol e 5% de LBD.

- Tratamento 3: meio INRA 82, com 5% de glicerol e 10% de LBD.

- Tratamento 4: meio INRA 82, com 5% de glicerol e 20% de LBD.

- Tratamento 5: meio INRA 82, com 5% de dimetilformamida e 5% de LBD.

- Tratamento 6: meio INRA 82, com 5% de dimetilformamida e 10% de LBD.

- Tratamento 7: meio INRA 82, com 5% de dimetilformamida e 20% de LBD.

- Tratamento 8: meio INRA 82, com 5% de dimetilformamida (controle).

2.3.5.3. Controle dos meios:

Os meios utilizados foram preparados em parceria com a empresa Nutricell — Nutrientes Celulares
Ltda e previamente testados em laboratdrio quanto a osmolaridade e pH. Para a determinacédo da
osmolaridade utilizou-se também o Laboratdrio de Reproducdo Animal da Escola de Veterinaria
da UFMG, onde as avaliagGes foram realizadas em aparelho de precisdo VAPRO?.

2.3.6. Extracdo das lipoproteinas de baixa densidade

Para a extracdo das lipoproteinas foram utilizados ovos frescos de galinha. ApOs ser
cuidadosamente lavado em agua corrente, 0 ovo era quebrado manualmente, sendo a gema do ovo
separada da clara; apds a separacao, era realizada a rolagem da gema em papel filtro para completa
remogdo da chalaza e restos de albumina de acordo com o método descrito por McBee & Cotteril,
(1979). Em seguida realizava-se a ruptura da membrana vitelina e coleta da gema do ovo,

utilizando-se seringa estéril. A gema era entdo diluida em solugdo salina isotonica (0,17M NaCl)
e agitada por 1 hora. A seguir era realizada centrifugagdo por 45 minutos a 10°C a 10.000 x G.

2 Vapor Pressure Osmometer, Model 5520 - WESCOR - Utah, USA.
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Apdbs a remocdo do sobrenadante, este era recentrifugado na mesma intensidade e tempo. Apos a
coleta do sobrenadante era adicionado sulfato de aménio a 40% e realizada agitagédo durante 1
hora a 4°C. Realizava-se entdo nova centrifugacdo a 10.000 x g durante 45 minutos a 4°C.

A extracdo final das lipoproteinas de baixa densidade da gema do ovo foi realizada por dialise,
seguindo o protocolo descrito por Moussa et al., (2002), onde a solugdo permanecia em torno de
12 horas a 4°C, sendo novamente centrifugada nas mesmas condicOes descritas acima, para
obtencdo final das lipoproteinas de baixa densidade.

2.3.7. Anélise Estatistica

2.3.7.1 Para as Curvas 1 e 2 separadamente

Foi realizada uma andlise de variancia considerando o delineamento em blocos casualizados em
esquema fatorial 2 substancias x 4 porcentagens de LBD, considerando os garanhdes como
blocos.

O modelo estatistico empregado foi:

Yiik = W+ b + Si + pj + (Sp)ij + €ijk

Em que:

u: media geral;

by: efeito do bloco, k=1, 2, ..., 7,

si: efeito da substancia, i = 1, 2;

p;: efeito da porcentagem de LBD, j=1, 2, 3, 4;

(sp)ij: efeito da interacdo substancia x porcentagem de LBD;

eij: erro experimental, tal que ejjx N NID (u, c?)

As médias obtidas para substancias e porcentagens de LBD foram analisadas empregando-se o
teste de Tukey.

2.3.7.2 Para as Curvas 1 e 2 em conjunto

Foi realizada uma anélise de variancia considerando o delineamento em blocos casualizados em
esquema fatorial 2 curva x 2 substéncias x 4 porcentagens de LBD, considerando os garanhdes
como blocos.

O modelo estatistico empregado foi:

Yijk = [+ b + Ci + S + pi + (CS)ij + (CP)ik + (SP)ik + (CSP)ijkt €ijki
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Em que:

u: média geral;

bk: efeito do bloco, k=1, 2, ..., 7;

ci: efeitodacurva, i =1, 2;

s;: efeito da substancia, j = 1, 2;

px: efeito da porcentagem de LBD, k=1, 2, 3, 4;

(cs)ij: efeito da interagdo curva x substancia;

(cp)ik: efeito da interacdo curva x porcentagem de LBD;
(sp)j«: efeito da interagdo substancia x porcentagem de LBD;
(csp)ijk: efeito da interagdo curva x substancia x porcentagem de LBD;
eiji: erro experimental, tal que ejx ™ NID (u, c°)

As médias obtidas para curva, substancias e porcentagens de LBD foram analisadas empregando-
se o teste de Tukey (o > 0,05).

2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos da andlise de variancia referente as avaliacbes de motilidade total,
motilidade progressiva e vigor espermatico pds-descongelamento, obtido para as curvas de
congelamento 1 e 2, separadamente e em conjunto, estdo apresentados nas tabelas 1.1A, 1.2A e
1.3A (em anexo). As andlises dos dados apresentados nestas tabelas nos mostram que existem
diferencas significativas entre os diferentes crioprotetores utilizados nos protocolos de
congelamento de sémen para os parametros motilidade total e vigor espermético pés-
descongelamento para as curvas de congelamento 1 e 2 quando avaliadas separadamente; e
diferenca significativa para motilidade total, motilidade progressiva e vigor esperméatico quando
empregadas as duas curvas de forma conjunta.

Os resultados médios referentes as avaliages de motilidade total, motilidade progressiva e o vigor
espermatico pds-descongelamento do sémen de 7 garanhdes, em relacdo aos crioprotetores
utilizados, para as duas curvas de congelamento, estdo representados nas tabelas 1.1, 1.2 e 1.3.

Tabela 1.1: Valores médios de motilidade total, motilidade progressiva e vigor espermatico, do sémen de 7
garanhdes, obtidos p6s-descongelamento utilizando a curva 1

Crioprotetor Motilidade Total Motilidade Progressiva Vigor
Glicerol 31,43a 26,25 a 3,29a
Dimetilformamida 43,21b 37,86 b 3,32a
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Curva 1: congelamento no vapor de N2 a 3 cm da fase liquida com posterior imerséo no nitrogénio; Médias
seguidas por letras diferentes diferem entre si (o < 0,05); Teste utilizado: Tukey. Os resultados foram
analisados considerando todas as concentracdes de gema e lipoproteina de baixa densidade.

Tabela 1.2: Valores médios de motilidade total, motilidade progressiva e vigor espermatico, do sémen de 7
garanhdes, obtidos p6s-descongelamento utilizando a curva 2

Crioprotetor Motilidade Total Motilidade Progressiva Vigor
Glicerol 43,29 a 38,04 a 3,54 a
Dimetilformamida 55,18 b 49,82 b 3,64 a

Curva 2: -5°C/min até 5°C, dai -20°C/min até - 120°C. Médias seguidas por letras diferentes diferem entre
si (o < 0,05), pelo teste Tukey. Os resultados foram analisados considerando todas as concentracfes de
gema e lipoproteina de baixa densidade.

Tabela 1.3: Valores médios de motilidade total, motilidade progressiva e vigor espermatico do sémen de 7
garanhdes, obtidos pés-descongelamento para as 1 e 2 em conjunto

Crioprotetor Motilidade Total Motilidade Progressiva Vigor
Glicerol 37,41 a 32,14 a 34la
Dimetilformamida 49,19 b 43,84 b 3,48 a

Curva 1: congelamento no vapor de N2 a 3 cm da fase liquida; Curva 2: queda de -5°C/min até 5°C abaixo
desta temperatura -20°C/min até — 120°C com posterior imersdo no nitrogénio. Médias seguidas por letras
diferentes diferem entre si (a < 0,05), pelo teste Tukey. Os resultados foram analisados considerando todas
as concentracGes de gema e lipoproteina de baixa densidade.

Analisando estas tabelas podemos observar que, com excecdo do vigor espermatico, tanto os
valores de motilidade total e motilidade progressiva obtidos pés-descongelamento foram
superiores quando se utilizou a dimetilformamida em substituicdo ao glicerol como meio
crioprotetor, independente da curva de congelamento utilizada. Ball e Vo (2001) demonstraram
que o estresse osmotico induzido pela adigdo e remocdo do glicerol € um importante fator
responsavel pela reducdo da motilidade e viabilidade pos-descongelamento do espermatozdide
equino. Alvarenga e colaboradores (2005) reportaram que a dimetilformamida por possuir menor
peso molecular e baixa viscosidade favoreceria um aumento da permeabilidade dos componentes
da membrana plasmatica, resultando em menor lesdo osmoética ao espermatozdide equino quando
comparadas as provocadas pelo glicerol.

Segundo Alvarenga et al. (2005) a utilizagdo da dimetilformamida como crioprotetor, em
comparacdo ao glicerol, proporciona ganho na motilidade espermética pés-descongelamento. Os
resultados obtidos no presente experimento também mostram a mesma tendéncia e estdo em
concordancia com outros relatos da literatura (Alvarenga et al. 2000; Graham, 2000; Vidament et
al. 2002; Medeiros et al. 2002; Squires et al. 2004; Alvarenga et al. 2004; Osoério et al. 2006;
Juliani et al. 2007) que reportaram que a dimetilformamida protegeria os espermatozoides dos
eqliinos tdo bem quanto o glicerol, sendo um crioprotetor alternativo no congelamento de sémen
desta espécie. Medeiros et al. (2003), demonstraram que a motilidade total e progressiva ap6s o
descongelamento melhoraram significativamente quando os espermatozoides foram congelados
na presenga de acetamida comparado com glicerol a 5%, porém, motilidades similares foram
encontradas na presenca de dimetilformamida e metilformamida a 5%.
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Medeiros et al. (2002) relataram que a utilizacdo da dimetilformamida sozinha proporcionou
maior motilidade espermaética apds o descongelamento do que quando utilizada em associacao
com outros crioprotetores para a espécie equina.

E interessante notar os elevados valores obtidos para a motilidade total e para a motilidade
progressiva (55,18 e 49,82 respectivamente) quando se utilizou a dimetilformamida como agente
crioprotetor associado ao uso da curva 2 de congelamento. Estes valores sdo similares aos valores
encontrados por outros pesquisadores que utilizaram a dimetilformamida e curvas semelhantes
(Martin, 2005; Osorio et al., 2006; Juliani et al., 2007).

A tabela 1.4 apresenta os resultados de motilidade total, motilidade progressiva e vigor
espermatico obtidos entre as duas curvas de congelamento avaliadas em conjunto para os trés
parametros: motilidade total, motilidade progressiva e vigor espermatico. Os resultados obtidos
nos mostram que todos os trés parametros avaliados foram significativamente melhores
considerando os dois crioprotetores em conjunto quando se utilizou a curva 2 de congelamento.
Vidament et al. (2000) ao utilizarem o INRA 82 como diluidor, também verificaram melhor
motilidade espermatica pds-descongelamento para o sémen resfriado a 4°C por uma hora antes
do congelamento.

Tabela 1.4: Valores médios de motilidade total, motilidade progressiva e vigor espermético, do sémen de 7
garanhdes obtidos pds-descongelamento considerando os dois crioprotetores em conjunto para as curvas de
congelamento 1 e 2

Curva Motilidade Total Motilidade Progressiva Vigor
1 37,32a 32,05a 3,30a
2 49,29 b 43,93 b 3,59b

Médias seguidas por letras diferentes diferem estatiscamente entre si, pelo teste Tukey (o < 0,05). Curva 1:
congelamento no vapor de N2 a 3 cm da fase liquida; Curva 2: queda de -5°C/min até 5°C abaixo desta
temperatura -20°C/min até — 120°C com posterior imersdo no nitrogénio. Os resultados foram analisados
considerando todas as concentragdes de gema e lipoproteina de baixa densidade.

Vaérios trabalhos afirmaram que o choque térmico pelo frio é mais pronunciado quando o
resfriamento ocorre de maneira rapida, sendo a severidade desse efeito dependente da curva de
resfriamento, podendo as mudangas causadas nas membranas do espermatozoOide serem
irreversiveis quando do uso de uma curva inadequada (Watson, 1995; Graham, 1996).

Diferentes estudos tém comparado a eficacia da realizacdo ou ndo de uma etapa de resfriamento
lento, antes do congelamento propriamente dito (Cochran et al., 1984; Heitland et al., 1996;
Osorio et al., 2006). Cochran et al. (1984) ndo encontraram diferenca significativa na motilidade
progressiva pds-descongelamento quando utilizaram uma curva lenta de resfrimento até 5°C por
um periodo de 30 minutos, comparado ao congelamento imediato. Os autores concluiram que
ressuspender o sémen centrifugado no meio diluidor e iniciar o processo do congelamento a 20°C
é muito mais simples e rapido do que resfriar o sémen até 5°C antes de envasa-lo nas palhetas. Ja
Heitland et al. (1996), encontraram valores maiores para a motilidade total e progressiva quando
resfriaram o sémen a 5°C antes de iniciar o congelamento (p<0,05) sugerindo desta forma, no
protocolo de congelamento de sémen, o uso de resfriamento do sémen diluido de 23° a 20°C
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usando uma taxa de 0,7°C/min e, posteriormente, o resfriamento de 20°C a 5°C a uma taxa de
0,1°C/minuto.

Moran et al. (1992) relataram, utilizando um crioprotetor a base de leite, que entre as temperaturas
de 37°C a 20°C, as curvas rapidas de resfriamento (> -0,7°C/minuto) ndo estdo associadas ao
choque térmico e a inducéo de danos a célula espermatica. Entretanto, para resfriamento abaixo
de 20°C, uma curva rapida de resfriamento (-0,7°C/minuto) est& associada com o aumento de
lesdes provocadas pelo choque térmico, quando comparada a uma curva de resfriamento lenta (-
0,05°C/min). Cochran et al. (1984), comparando o efeito do congelamento entre uma curva rapida
(-160°C/min) e uma moderada (10°C/min de 20°C a —15°C e 25°C/min de —15°C a —120°C),
relataram que os espermatozoides dos eqliinos poderiam sofrer danos devido a curva de
congelamento utilizada, apesar de ndo terem encontrado diferenca significativa na motilidade
espermatica pds-descongelamento.

De acordo com Alvarenga et al. (2005), teoricamente, curvas rapidas de resfriamento e
congelamento seriam indicadas para o congelamento de sémen utilizando as amidas como
crioprotetores, uma vez que estas apresentam diferencas entre permeabilidade e peso molecular
quando comparadas ao glicerol. Porém estes pesquisadores relatam que ndo foi encontrada
diferenca estatistica entre duas curvas de congelamento, moderada (- 20°C/min.) e rapida (-
70°C/min.) para o sémen equino.

Moffet et al. (2003) utilizando a dimetilformamida como crioprotetor, também ndo encontrou
diferenca significativa para motilidade quando comparou duas curvas de congelamento, com ou
sem resfriamento prévio. Osorio et al. (2006) utilizaram para o congelamento méaquina
computadorizada, relataram que o resfriamento prévio até 5°C antes do congelamento ndo
resultou em ganho para a motilidade espermatica. Crabo (2001) relatou que os resultados
similares encontrados para o congelamento em maquina computadorizada e o congelamento
diretamente sobre o vapor de nitrogénio liquido ndo justificam a utilizacdo da maquina
computadorizada.

Em recente experimento, Juliani et al. (2007), ndo encontraram diferenca estatistica entre
diferentes tempos de adicdo do crioprotetor (dimetilformamida) nem entre as curvas de
congelamento utilizadas, quando as amostras foram resfriadas até 5°C utilizando maquina
computadorizada a uma taxa de 0,25°C/minuto e congeladas em trés diferentes curvas de
congelamento.

Os valores de motilidade total, motilidade progressiva e vigor espermatico obtido pos-
descongelamento quando a gema de ovo pura foi substituida pelas lipoproteinas de baixa
densidade utilizando-se duas curvas de congelamento estdo apresentados nas tabelas 1.5, 1.6
1.7. Os resultados apresentados nestas tabelas mostram que para os parametros de motilidade e
vigor espermatico, independente da curva de congelamento utilizada, mantiveram-se similares (o
>0,05) quando foi realizada a substituicdo do meio base com gema de ovo pura pela lipoproteina
de baixa densidade extraida da mesma, independentemente da concentracdo de lipoproteina de
baixa densidade utilizada no meio.

Tabela 1.5: Valores médios de motilidade total, motilidade progressiva e vigor espermatico do sémen de 7
garanhdes obtidos pds-descongelamento utilizando a curva 1
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% LBD Motilidade Total Motilidade Progressiva Vigor

0 36,79 a 31,43 a 343a
5 36,07 a 31,07 a 321 a
10 38,57 a 33,57 a 3,29 a
20 37,86a 32,14a 3,29 a

Curva 1: congelamento no vapor de N2 a 3 cm da fase liquida com posterior imerséo no nitrogénio; Médias
seguidas por letras diferentes diferem entre si (o < 0,05); Teste utilizado: Tukey.

Tabela 1.6: Valores médios de motilidade total, motilidade progressiva e vigor espermatico do sémen de 7
garanhoes obtidos poés-descongelamento utilizando a curva 2

% LBD Motilidade Total Motilidade Progressiva Vigor
0 49,64 a 44,64 a 3,57a
5 47,14 a 41,43 a 3,57a
10 48,93 a 43,57 a 3,71a
20 51,43 a 46,07 a 3,50b

Curva 2: -5°C/min até 5°C, dai -20°C/min até - 120°C. Medias seguidas por letras diferentes diferem entre
si (o <0,05), pelo teste Tukey.

Uma comparacao entre os valores numéricos apresentados nas tabelas 1.5 e 1.6 nos mostram que
na curva 1 de congelamento ndo observamos nenhum valor obtido p6s-descongelamento que
alcangasse a faixa dos 40% de motilidade total e, em contra partida, todos os resultados de
motilidade obtidos para a curva 2 de congelamento foram acima dos 40% de motilidade.
Novamente aqui, observamos uma tendéncia de melhoria da motilidade quando a curva lenta de
congelamento foi utilizada corroborando com os trabalhos de Furst et al. (2005) que mostraram o
efeito benéfico do resfriamento de sémen antes do congelamento.

Conforme pode ser observado na tabela 1.7, quanto as duas curvas de congelamento foram
avaliadas simultaneamente, ndo ocorreu diferenca estatistica significativa para a motilidade e o
vigor espermatico quando comparamos as diferentes concentracdes de lipoproteinas utilizadas no
meio em substituicdo a gema de ovo total. Apesar de ndo termos encontrado diferenga estatistica,
os valores numéricos obtidos para a motilidade total e motilidade progressiva, sdo expressivos
para a espécie eqiina. Novamente, conforme foi observado quando comparamos a curva de
congelamento e 0 meio crioprotetor utilizado, podemos observar que, 0s pardmetros de
motilidade, total ou motilidade progressiva, foram numericamente superior para a curva 2,
independente da concentragdo de lipoproteina de baixa densidade utilizada.

Tabela 1.7: Valores médios de motilidade total, motilidade progressiva e vigor espermatico do sémen de 7
garanhdes obtidas pos-descongelamento quando realizado a andlise em considerando as curvas de
congelamento 1 e 2 em conjunto

%LBD Motilidade Total Motilidade Progressiva Vigor
0 4321 a 38,04 a 3,50 a
5 41,61 a 36,25 a 3,39a
10 43,75 a 38,57 a 3,50 a
20 44,64 a 39,11a 3,39a
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Curva 1: congelamento no vapor de N2 a 3 cm da fase liquida; Curva 2: queda de -5°C/min até 5°C abaixo
desta temperatura -20°C/min até — 120°C com posterior imersdo no nitrogénio. Médias seguidas por letras
diferentes diferem entre si (a < 0,05), pelo teste Tukey.

Podemos verificar que, a gema de ovo pura pode ser substituida pelas lipoproteinas de baixa
densidade até mesmo na menor proporgdo, que foi 5%, sem ocorrer qualquer prejuizo na
motilidade total, na motilidade progressiva e no vigor espermatico; mas também, esta substituicdo
ndo proporcionou qualquer ganho adicional. Apesar da gema de ovo ter uma larga gama de
componentes, e visto que, ndo ocorreu decréscimo de motilidade quando do uso puro, as
lipoproteinas parecem ser um dos componentes, se ndo o componente da gema com maior efeito
crioprotetor, conforme ja referenciado por diversos pesquisadores (Kampschmidt et al., 1953;
Moussa et al., 2002; Manjunath e Therien, 2002). Vale ressaltar lembrar que estes resultados
foram encontrados usando o meio base INRA, 0 mesmo pode néo ser verdadeiro para outro meio
base. Outro fator a ser destacado € a melhor visualizagdo dos campos proporcionado pelo meio a
base de lipoproteinas de baixa densidade.em relacdo a gema de ovo.

Os resultados obtidos para a analise de variancia referente as avaliagbes de morfologia
espermatica pos-descongelamento referente as curvas de congelamento 1 e 2 separadamente e em
conjunto estdo apresentados nas tabelas 1.4A, 1.5A e 1.6A, em anexo. A analise destas tabelas
nos mostra somente existir diferenca significativa para o crioprotetor utilizado quando realizado
o congelamento na curva 1. Quando empregadas as duas curvas de forma conjunta verificou-se
ndo existir diferenca significativa para morfologia espermatica.

Os resultados médios referentes ao parametro morfologia espermatica, em relacdo ao crioprotetor
utilizado, glicerol ou dimetilformamida, do sémen de 7 garanhdes e nas duas diferentes curvas de
congelamento estéo representados nas tabelas 1.8, 1.9 e 1.10.

Tabela 1.8: Valores médios de morfologia espermética de 7 garanhdes obtidos pds-descongelamento
utilizando a curva 1

Crioprotetor Espermatozdides normais
Glicerol 64,79 a
Dimetilformamida 68,49 b

Curva 1: congelamento no vapor de N2 a 3 cm da fase liquida com posterior imersdo no nitrogénio; Médias
seguidas por letras diferentes diferem entre si (o < 0,05); Teste utilizado: Tukey. Os resultados foram
analisados considerando todas as concentragdes de gema e lipoproteina de baixa densidade.

Tabela 1.9: Valores médios de morfologia espermatica de 7 garanhdes obtidos pds-descongelamento
utilizando a curva 2

Crioprotetor Espermatozdides normais
Glicerol 65,86 a
Dimetilformamida 66,36 a

Curva 2: -5°C/min até 5°C, dai -20°C/min até - 120°C. Médias seguidas por letras diferentes diferem entre
si (o < 0,05), pelo teste Tukey. Os resultados foram analisados considerando todas as concentracfes de
gema e lipoproteina de baixa densidade.
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As médias de espermatozoides classificados como normais nesse experimento se encontram
dentro dos valores reportados pela literatura (Snoeck, 2003; Cottorello, 2003; Juliani, 2003; Alves
et. al., 2005) para a espécie equina.

Avaliando as médias dos valores de espermatozdides normais obtidos pds-descongelamento,
tabela 1.8, observamos que, para a curva 1 ocorreu diferenga estatistica significativa, sendo que,
um maior ndmero de espermatozdides normais foi observado quando se utilizou a
dimetilformamida como crioprotetor. J& para a curva 2, conforme pode ser avaliado pela tabela
1.9, ndo foi encontrada diferenca estatistica independente do crioprotetor utilizado no
congelamento. Isto pode, em parte, ser explicado devido ao maior efeito crioprotetor oferecida
pela dimetilformamida em comparagéo ao glicerol, quando a curva utilizada foi a rapida (curva
1), curva que, teoricamente levaria a mudancas mais rapidas da estrutura das membranas
plasmaéticas, fato que exige uma maior adaptacdo destas membranas as modificagdes bruscas de
temperatura. A severidade dessa mudanca de temperatura ocasionaria mudancas irreversiveis na
membrana plasmatica dos espermatozdides, tornando-os incapazes de realizar suas atividades
metabolicas. Hammerstedt e Graham (1992) reportaram os efeitos deletérios do glicerol nas
células, principalmente as mudangas ocorridas no citoplasma. Segundo Alvarenga et al. (2005), a
utilizacdo das amidas como crioprotetores penetrantes nos extensores seminais para o sémen
equino proporciona além de um incremento na motilidade espermatica p6s-descongelamento uma
melhor preservacdo da integridade das membranas plasmaticas quando comparado ao glicerol,;
possibilitando o congelamento de sémen de garanhdes classificados como maus congeladores de
sémen. Conforme resultados obtidos neste experimento, a dimetilformamida ofereceria, mesmo
com uma curva rapida de congelamento, uma maior protecdo as membranas espermaticas,
ocorrendo entdo, menores danos as células espermaticas.

A andlise da tabela 1.10, quando as duas curvas foram avaliadas simultaneamente, permite
verificar que a dimetilformamida, se mostrou superior ao glicerol em relacdo ao pardmetro
morfologia espermatico, independente da curva de congelamento utilizado.

Tabela 1.10: Valores médios de morfologia espermética de 7 garanhdes, obtidos pés-descongelamento
quando realizado a anélise considerando as curvas de congelamento 1 e 2 em conjunto

Crioprotetor Espermatozdides normais
Glicerol 65,32 a
Dimetilformamida 67,39 b

Curva 1: congelamento no vapor de N2 a 3 cm da fase liquida; Curva 2: queda de -5°C/min até 5°C abaixo
desta temperatura -20°C/min até — 120°C com posterior imersdo no nitrogénio. Médias seguidas por letras
diferentes diferem entre si (o < 0,05), pelo teste Tukey. Os resultados foram analisados considerando todas
as concentragoes de gema e lipoproteina de baixa densidade.

A avaliacdo da morfologia espermatica em relacdo a concentracdo de lipoproteina de baixa
densidade utilizada em substituicdo a gema de ovo total do meio diluidor pode ser avaliada pelos
resultados das tabelas 1.11 e 1.12.

Tabela 1.11: Valores médios de morfologia espermética de 7 garanhdes, obtida p6s-descongelamento
utilizando a curva 1

% LBD Espermatozdides normais
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0 66,14 a

5 67,64 a
10 65,00 a
20 67,64 a

Curva 1: congelamento no vapor de N2 a 3 cm da fase liquida com posterior imerséo no nitrogénio; Médias
seguidas por letras diferentes diferem entre si (o < 0,05), pelo teste Tukey.

Tabela 1.12: Valores médios de morfologia espermatica do sémen de 7 garanhdes, obtida pos-
descongelamento utilizando a curva 2

% LBD Espermatozéides normais
0 66,64 a
5 64,50 a
10 66,36 a
20 66,99 a

Curva 2: queda de -5°C/min até 5°C, dai -20°C/min até — 120°C. Médias seguidas por letras diferentes
diferem entre si (o < 0,05), pelo teste Tukey.

Verificamos que, independente da curva de congelamento utilizada, ndo ocorreu diferenca
significativa po6s-descongelamento do sémen para a morfologia espermatica em relacdo as
diferentes concentraces de lipoproteinas.

Nas tabelas 1.13 estdo apresentados os resultados de morfologia espermatica obtidos pds-
descongelmento considerando simultaneamente as duas curvas de congelamento em funcéo da
concentragdo de lipoproteina de baixa densidade. Conforme pode ser observada nesta tabela, ndo
ocorreu diferenca significativa para morfologia espermatica em relacdo as diferentes
concentracgdes de lipoproteinas.

Tabela 1.13: Valores médios de morfologia espermatica de 7 garanh8es, obtido p6s-descongelamento
quando realizado a anélise considerando as curvas de congelamento 1 e 2 em conjunto

%LBD Espermatozdides normais
0 66,39 a
5 66,07 a
10 65,69 a
20 67,29 a

Curva 1: congelamento no vapor de N2 a 3 cm da fase liquida; Curva 2: queda de -5°C/min até 5°C abaixo
desta temperatura -20°C/min até — 120°C com posterior imersdo no nitrogénio. Médias seguidas por letras
diferentes diferem entre si (o < 0,05), pelo teste Tukey. Os resultados foram analisados considerando todas
as concentragoes de gema e lipoproteina de baixa densidade.

Na tabela 1.14 estdo demonstrados os valores de morfologia espermatica encontrados para cada
uma das curvas de congelamento considerando todos os valores de lipoproteina e os dois
crioprotetores em conjunto.

Tabela 1.14: Valores médios de morfologia espermatica de 7 garanh@es, obtido pés-descongelamento
quando realizado a analise considerando as curvas de congelamento 1 e 2 em conjunto
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Curva Espermatozdides normais
1 66,61 a
2 66,11a

Curva 1: congelamento no vapor de N2 a 3 cm da fase liquida; Curva 2: queda de -5°C/min até 5°C abaixo
desta temperatura -20°C/min até — 120°C com posterior imersao no nitrogénio. Médias seguidas por letras
diferentes diferem entre si (o < 0,05), pelo teste Tukey. Os resultados foram analisados considerando todas
as concentragoes de gema e lipoproteina de baixa densidade.

Néo foi observada diferenca significativa para morfologia esperméatica comparando-se as duas
curvas de congelamento. Novamente a protecado foi igual para morfologia independentemente da
concentracdo de lipoproteina e curva utilizada. Vale ressaltar que a andlise de morfologia
espermatica, apesar de ser feita sob imersdo € um teste que apresenta limitagOes, portanto os
achados devem ser considerados com reserva.

Os resultados obtidos para a analise de variancia referente ao teste hiposmotico (HO) para as
curvas de congelamento 1 e 2 separadamente e em conjunto estdo apresentados nas tabelas 1.7A,
1.8A e 1.9A, em anexo. Os resultados encontrados nestas tabelas indicam que existem diferencas
significativas entre as diferentes substancias utilizadas em relagdo ao teste hiposmoético quando
se utilizou a curva 1 para o congelamento; e que, quando empregadas as duas curvas de
congelamento de forma conjunta verificou-se existir diferenca significativa para o crioprotetor e
a curva utilizada. Novamente, conforme observamos para a morfologia espermatica também para
0 teste hiposmético, somente a curva de congelamento 1 apresentou valores maiores para
reatividade ao teste hiposmotico, quando esta foi avaliada separadamente.

Os resultados médios de reatividade dos espermatozdides ao teste hiposmotico obtido pos-
descongelamento, em relagéo ao crioprotetor,utilizado glicerol ou dimetilformamida, e utilizando
duas curvas diferentes de congelamento estdo representados nas tabelas 1.15, 1.16, 1.17 e 1.18.

Conforme pode ser avaliado na tabela 1.15, a curva 2 de congelamento preservou melhor a
integridade funcional da membrana plasmatica da cauda dos espermatozdides, avaliada pelo teste
hiposmético do que a curva de congelamento 1.

Tabela 1.15: Valores médios de espermatozdides reativos ao teste hiposmoético de 7 garanhdes, obtido pés-
descongelamento considerando os dois crioprotetores simultaneamente para as curvas de congelamento 1
e2

Curva Espermatozdides reativos ao teste HO (%)
1 29,95a
2 35,59 b

Curva 1: congelamento no vapor de N2 a 3 cm da fase liquida; Curva 2: queda de -5°C/min até 5°C abaixo
desta temperatura -20°C/min até — 120°C com posterior imersdo no nitrogénio. Médias seguidas por letras
diferentes diferem entre si (a < 0,05), pelo teste Tukey. Os resultados foram analisados considerando todas
as concentracGes de gema e lipoproteina de baixa densidade.

Os melhores resultados obtidos para a curva 2 se assemelham aos valores normais obtidos para a

espécie eqlina (Melo et al., 2005; Alves et al., 2005; Martin, 2005; Furst et al., 2005; Juliani et
al., 2007) e indicam que a curva lenta de congelamento preservaria melhor a funcionalidade da
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membrana plasmatica, talvez por permitir uma melhor adaptacdo da membrana plasmatica,
particularmente da cauda, as modificagfes estruturais e injdrias impostas pelo processo de
criopreservacao.

Segundo Meyers (2005), durante o processo de resfriamento os espermatozoides sdo expostos a
modificagdes em numerosos atributos celulares em fungdo de modificagdes na temperatura e
condi¢bes osméticas. Estas modificacGes alterariam a permeabilidade a &gua, provocando
modificacdes no citoesqueleto celular, e consequentemente, na composigéo lipidica da membrana
plasmatica. Isto levaria a alteracdo na tolerancia osmotica. Os limites de tolerancia osmética para
a espécie equina foram determinados por Ball e Vo (2001), que, relatam que a resisténcia a
anisosmolaridade é essencial para prevenir a lise celular e que a capacidade do espermatozdide
responder as modificacBes do volume celular durante o congelamento é determinada por varios
fatores, entre eles, a composi¢do fosfolipidica da membrana. A aptiddo que a membrana
plasmética da cauda do espermatozéide possui em expandir-se na presenca de uma solugdo
hiposmatica € um indicativo de que o transporte de dgua através da membrana esta ocorrendo
normalmente (Jeyendran et al. 1984).

Furst et al. (2005) reportaram o efeito benéfico do resfriamento do sémen eqliino, ao relatarem
uma maior reacdo ao teste hiposmdtico (p<0,05) quando resfriou-se lentamente o0s
espermatozoides até 5°C antes do congelamento. O resfriamento lento dos espermatozdides antes
de seu congelamento, aparentemente, conferiu maior eficiéncia na preservacéo da integridade
funcional da membrana plasmatica, provavelmente por protegé-la contra o choque térmico na
faixa de temperatura critica, entre 19 e 8°C.

Ao contrario dos resultados obtidos nesse experimento, Juliani e colaboradores (2007), utilizando
uma taxa de resfriamento de 0,25°C por minuto, utilizando maquina computadorizada, nao
observaram diferenca significativa para o teste hiposmatico em relag&o a curva de congelamento.
Considerando a similaridade dos protocolos utilizados, podemos explicar a diferenca de
resultados baseando nas diferentes taxas de resfriamento utilizadas, 0,25°C/minuto X
0,5°C/minuto. A velocidade de reducdo da temperatura durante o congelamento tem sido um dos
fatores mais importantes no processo de criopreservacdo, visto que o grau de lesbes celulares
depende da curva de resfriamento (Watson, 1995).

Tabela 1.16: Valores médios de reatividade dos espermatozéides de 7 garanhdes ao teste hiposmoético (HO),
obtido ap6s descongelamento em funcédo do crioprotetor utilizando a curva 1 de congelamento

Crioprotetor Espermatozdides reativos ao teste HO (%)
Glicerol 27,89 a
Dimetilformamida 32,00a

Curva 1: congelamento no vapor de N2 a 3 cm da fase liquida com posterior imersdo no nitrogénio; Médias
seguidas por letras diferentes diferem entre si (o < 0,05). Teste utilizado: Tukey. HO = percentual de
espermatozdides reativos ao teste hiposmdtico. Os resultados foram analisados considerando todas as
concentragdes de gema e lipoproteina de baixa densidade.

Tabela 1.17: Valores médios de reatividade dos espermatozéides de 7 garanhdes ao teste hiposmoético (HO),
obtido p6s-descongelamento utilizando a curva 2

Crioprotetor Espermatozdides reativos ao teste HO (%)
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Glicerol 34,14 a
Dimetilformamida 37,04 a

Curva 2: queda de -5°C/min até 5°C abaixo desta temperatura -20°C/min até — 120°C com posterior imersao
no nitrogénio. Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si (a. < 0,05). Teste utilizado: Tukey. Os
resultados foram analisados considerando todas as concentragdes de gema e lipoproteina de baixa
densidade.

Em relacdo ao crioprotetor utilizado, ndo foi observado diferenca significativa para o teste
hiposmético quando estes crioprotetores foram comparados respectivamente nas curvas 1 e 2 de
congelamento. E importante ressaltar que, novamente, os valores numéricos obtidos foram
superiores, independente do crioprotetor utilizado, quando os espermatozéides foram congelados
nacurva 2.

Pela avaliacdo dos resultados das duas curvas de congelamento simultaneamente, tabela 1.18,
podemos identificar a superioridade da dimetilformamida sobre o glicerol em relacdo a
integridade funcional da membrana plasmatica. Meyers (2005) relata que o glicerol induz grande
estresse osmotico quando comparado a outros crioprotetores no congelamento de espermatozdide
eqlino.

Alvarenga e colaboradores (2005) reportaram que a dimetilformamida por possuir menor peso
molecular e baixa viscosidade talvez apresente uma maior permeabilidade favorecendo sua
entrada e efeito protetor com menos dano a membrana plasmaética, resultando em menor leséo
osmotica ao espermatozoide equino quando comparadas a aquela provocada pelo glicerol. Ball &
Vo (2001) avaliando quatro diferentes crioprotetores: o glicerol, o etilenoglicol, o propilenoglicol
e o dimetilsulfoxido (DMSO), relataram que 0s espermatozéides eqiiinos tém um baixo limite de
tolerancia a variacdo osmotica, e que o glicerol induz um maior estresse osmotico e as mais
severas alteragdes na viabilidade celular, em relagdo aos demais crioprotetores avaliados. A
menor viscosidade e 0 menor peso molecular da dimetilformamida (PM = 73) em relacdo ao
glicerol (PM = 92) proporcionariam uma maior facilidade de transpor a membrana plasmética
resultando em menor dano osmético.

Tabela 1.18: Valores médios de reatividade dos espermatozoides de 7 garanhBes ao teste hiposmético,
obtido pos-descongelamento quando realizado a analise considerando as curvas de congelamento 1 e 2 em
conjunto

Crioprotetor Espermatozdides reativos ao teste HO
Glicerol 31,02 a
Dimetilformamida 34,52 b

Curva 1: congelamento no vapor de N2 a 3 cm da fase liquida; Curva 2: queda de -5°C/min até 5°C abaixo
desta temperatura -20°C/min até — 120°C com posterior imerséo no nitrogénio. Médias seguidas por letras
diferentes diferem entre si (a. < 0,05). Teste utilizado: Tukey. HO = percentual de espermatozdides reativo
ao teste hiposmatico. Os resultados foram analisados considerando todas as concentragdes de gema e
lipoproteina de baixa densidade.

As tabelas 1.19, 1.20 e 1.21 comparam os valores obtidos no teste hiposmético em relacdo as

diferentes concentragdes de lipoproteinas de baixa densidade testadas em substitui¢do a gema de
ovo total.
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Os resultados apresentados mostram que nao ocorreu diferenca significativa quando avaliamos as
diferentes concentragdes de lipoproteinas de baixa densidade em substituicdo a gema de ovo total
em relacdo a integridade funcional da membrana plasmatica do espermatozéide avaliada pelo
teste hiposmotico. Estes resultados corroboram com os resultados apresentados por Martin (2005)
que, para a espécie equina, ndo encontrou diferenca estatistica significativa quando utilizou a
lipoproteina de baixa densidade na concentragdo de 8% em substituicdo a gema de ovo total.
Independente da concentracdo de lipoproteina e da curva de congelamento utilizada, os valores
numéricos obtidos neste experimento encontram-se dentro dos valores de teste hiposmotico
comumente reportados para a espécie equina (Melo & Henry, 1999; Martin, 2005; Osorio et al,
2006; Juliani et al, 2007).

Tabela 1.19: Valores médios de reatividade dos espermatozdides de 7 garanhdes ao teste hiposmético,
obtido pos-descongelamento utilizando a curva 1

% LBD Espermatozéides reativos ao teste HO
0 31,64 a
5 29,93a
10 27,86 a
20 30,36 a

Curva 1: congelamento no vapor de N2 a 3 cm da fase liquida com posterior imerséo no nitrogénio Médias
seguidas por letras diferentes diferem entre si (o < 0,05). Teste utilizado: Tukey. HO = percentual de
espermatozdides reativo ao teste hiposmético.

Tabela 1.20: Valores médios de reatividade dos espermatozoides de 7 garanhGes ao teste hiposmético,
obtido p6s-descongelamento utilizando a curva 2

% LBD Espermatozdides reativos ao teste HO
0 36,79 a
5 34,36 a
10 35,43a
20 35,79a

Curva 2: queda de -5°C/min até 5°C dai -20°C/min até — 120°C. Médias seguidas por letras diferentes
diferem entre si (a0 < 0,05). Teste utilizado: Tukey. HO = percentual de espermatozéides reativo ao teste
hiposmaético.

Tabela 1.21: Valores médios de reatividade dos espermatozéides de 7 garanhBes ao teste hiposmoético,
obtido pos-descongelamento quando realizado a analise considerando as curvas de congelamento 1 e 2 em
conjunto

%LBD Espermatozdéides reativos ao teste HO
0 34,21a
5 32,14 a
10 3164a
20 33,07a

Curva 1: congelamento no vapor de N2 a 3 cm da fase liquida; Curva 2: queda de -5°C/min até 5°C abaixo
desta temperatura -20°C/min até — 120°C com posterior imerséo no nitrogénio. Médias seguidas por letras
diferentes diferem entre si (o < 0,05). Teste utilizado: Tukey.
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Chamamos a atencdo que, apesar de ndo apresentar diferenca significativa em relacdo as
concentragdes de lipoproteinas, os valores numéricos obtidos para a curva 2 séo superiores aos
obtidos pela curva 1 de congelamento.

Observa-se que o resfriamento gradativo dos espermatozdides, realizado pela curva 2, antes do
congelamento, proporcionou melhor protecdo aos espermatozdides conforme avaliacdo da
funcionalidade de membrana pelo teste hiposmotico. Verificamos que a dimetilformamida se
mostrou melhor e que novamente ndo houve diferenca entre a gema e todas as diferentes
concentracdes de lipoproteinas utilizadas.

Os resultados obtidos pela a analise de variancia referente as avaliacdes da integridade estrutural
das membranas dos espermatozoides de sete garanhdes apds o descongelamento, utilizando a
técnica de fluorescéncia estdo apresentados nas tabelas 1.10A, 1.11A e 1.12A (em anexo). As
analises destas tabelas mostram que para a curva 1 de congelamento existem diferencas
significativas entre os diferentes crioprotetores utilizados no presente experimento para o
parametro integridade estrutural de membrana plasmaética; j& para a curva 2, existiu diferenga
significativa para as diferentes concentragcBes de lipoproteina em relagdo ao numero de
espermatozoides integros. Quando empregadas as duas curvas de forma conjunta verificou-se
existir diferenca estatistica significativa para, curva de congelamento, crioprotetor utilizado e
diferentes concentragdes de lipoproteina.

Nas tabelas 1.22, 1.23 e 1.24, estdo apresentados os resultados médios referente a freqiiéncia de
espermatozoides integros, lesados e semilesados de 7 garanhdes, avaliados pela técnica de
fluorescéncia, avaliados ap6s o descongelamento usando duas curvas de congelamento e duas
substancias crioprotetoras.

Tabela 1.22: Valores médios de integridade de membranas espermaticas de 7 garanhdes ao
descongelamento utilizando dois crioprotetores e a curva 1 de congelamento.

Crioprotetor SPTZ integros SPTZ Semilesados SPTZ Lesados
Glicerol 49,36 a 7,04 a 43,61 a
Dimetilformamida 56,50 b 7,39 a 36,11b

Curva 1: congelamento no vapor de N2 a 3 cm da fase liquida com posterior imersdo no nitrogénio; Médias
seguidas por letras diferentes diferem entre si (o < 0,05). Teste utilizado: Tukey. Teste de fluorescéncia
com carboxifluoresceina e iodeto de propidio; SPTZ : espermatozéides. Os resultados foram analisados
considerando todas as concentragdes de gema e lipoproteina de baixa densidade.

Tabela 1.23: Valores médios de integridade de membranas esperméticas de 7 garanhdes ao
descongelamento utilizando dois crioprotetores e a curva 2 de congelamento

Crioprotetor SPTZ Integros SPTZ Semilesados SPTZ Lesados
Glicerol 52,50 a 10,21 a 37,29 a
Dimetilformamida 55,46 a 9,64 a 3529a

Curva 2: queda de -5°C/min até 5°C abaixo desta temperatura -20°C/min até — 120°C com posterior imersao
no nitrogénio.Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si (o < 0,05). Teste utilizado: Tukey.
Teste de fluorescéncia com carboxifluoresceina e iodeto de propidio; SPTZ : espermatozoides. Os
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resultados foram analisados considerando todas as concentracdes de gema e lipoproteina de baixa
densidade.

A andlise destas tabelas indica que somente para a curva de congelamento 1 ocorreu diferenca
estatistica. Conforme pode ser observado na tabela 1.22, o nimero de espermatozoides integros
foi superior quando o sémen foi congelado utilizando a dimetilformamida como agente
crioprotetor. Inversamente a porcentagem de espermatozéides integros, a porcentagem de
espermatozoides lesados, avaliados pela técnica de fluorescéncia, aumentou quando no
congelamento foi utilizado o glicerol. A populacdo de células semilesados, categoria
intermedidria entre as células integras e as células lesadas, ndo diferiu substancialmente entre os
meios diluidores. Os valores obtidos nesse experimento se aproximam dos valores citados na
literatura (Snoeck, 2003; Oso6rio, 2006; Juliani et al, 2007). Fica evidente também nestes
resultados que a curva apresenta vantagens visto que a diferenca existente entre o glicerol e a
dimetilformamida quando do uso da curva 1 desaparece quando os espermatozdides foram
submetidos a curva 2.

Tabela 1.24: Valores médios de integridade de membranas esperméaticas de 7 garanhdes ao
descongelamento utilizando dois crioprotetores quando realizado a analise considerando as curvas de
congelamento 1 e 2 em conjunto

Crioprotetor SPTZ integros SPTZ Semilesados SPTZ Lesados
Glicerol 50,93 a 8,52a 40,45 a
Dimetilformamida 55,98 a 8,62 a 35,70 b

Curva 1: congelamento no vapor de N2 a 3 cm da fase liquida com posterior imerséo no nitrogénio; Curva
2: queda de -5°C/min até 5°C abaixo desta temperatura -20°C/min até — 120°C com posterior imersdo no
nitrogénio. Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si (o < 0,05). Teste utilizado: Tukey.
Técnica de fluorescéncia com carboxifluoresceina e iodeto de propidio; SPTZ : espermatozoides. Os
resultados foram analisados considerando todas as concentragdes de gema e lipoproteina de baixa
densidade.

Conforme pode ser observado na tabela 1.24, quando as duas curvas de congelamento foram
avaliadas simultaneamente para os crioprotetores utilizados, verificamos que para o percentual de
células espermaticas integras, a dimetilformamida se mostrou numericamente superior ao
glicerol, apesar de ndo apresentar diferenca estatistica; ja em relagdo ao numero de
espermatozoides lesados, a dimetilformamida foi ndo sé numérica, mas estatisticamente superior
ao glicerol. Diversos pesquisadores (Amann & Pickett, 1987; Samper et al., 1991) relatam os
efeitos toxicos do glicerol, sendo o processo de criopreservacao responsabilizado por alteragdes
estruturais e morfoldgicas dos espermatozoides.

As tabelas 1.25, 1.26 e 1.27 apresentam valores médios dos resultados do teste de fluorescéncia
em relacdo as diferentes concentracOes de lipoproteinas de baixa densidade utilizadas para as duas
diferentes curvas de congelamento. Podemos observar que ndo existiu neste experimento,
diferenca estatistica para a curva 1. Ja para a curva 2 de congelamento foi detectada diferenga
significativa para 0 numero de espermatozoides integros, onde observamos inferioridade na
preservacado da integridade estrutural da membrana para a lipoproteina a 5% somente em relacdo
a gema total. As concentragdes de 10 e 20% de lipoproteinas usadas em substituicdo a gema de
ovo total, ndo diferiram entre si nem da concentracdo de 5%. A baixa acdo crioprotetora da
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lipoproteina de baixa densidade na concentracdo de 2,5 e 5% foram reportadas por Juliani e
colaboradores em 2004.

Tabela 1.25: Valores médios de integridade de membranas espermaticas de 7 garanhfes ap6s o
descongelamento utilizando diferentes concentracdes de lipoproteinas no meio diluidor utilizando a curva
1 de congelamento

% LBD SPTZ Integros SPTZ Semi lesados SPTZ Lesados
0 55,86 a 6,64 a 37,50 a
5 53,29 a 7,93 a 38,79 a
10 50,00 a 7,14 a 42,85a
20 52,57 a 714 a 40,29 a

Curva 1: congelamento no vapor de N2 a 3 cm da fase liquida com posterior imersdo no nitrogénio; Médias
seguidas por letras diferentes diferem entre si (o < 0,05). Teste utilizado: Tukey. Técnica de fluorescéncia
com carboxifluoresceina e iodeto de propidio;SPTZ : espermatozdides. Os resultados foram analisados
considerando todas as concentragdes de gema e lipoproteina de baixa densidade.

Tabela 1.26: Valores médios de integridade de membranas esperméticas de 7 garanhfes ap6s o
descongelamento utilizando diferentes concentra¢des de lipoproteinas no meio diluidor utilizando a curva
2 de congelamento

% LBD SPTZ integros SPTZ Semi lesados SPTZ Lesados
0 57,36 b 9,36 a 34,00 a
5 51,43 a 10,14 a 38,49 a
10 52,07 ab 11,00 a 36,99 a
20 55,07 ab 921a 35,79a

Curva 2: queda de -5°C/min até 5°C abaixo desta temperatura -20°C/min até — 120°C com posterior imersdo
no nitrogénio. Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si (o < 0,05). Teste utilizado: Tukey.
Técnica de fluorescéncia com carboxifluoresceina e iodeto de propidio; SPTZ : espermatozoides. Os
resultados foram analisados considerando todas as concentragdes de gema e lipoproteina de baixa
densidade.

Tabela 1.27: Valores médios de integridade de membranas esperméticas de 7 garanhdes ao
descongelamento utilizando diferentes concentragdes de lipoproteinas no meio diluidor quando realizado a
analise considerando as curvas de congelamento 1 e 2 em conjunto

%LBD SPTZ integros SPTZ Semi lesados SPTZ Lesados
0 56,61 a 8,00 a 35,75 a
5 52,36 ab 9,04a 38,61a
10 51,04 b 9,07 a 39,89 a
20 53,82 ab 8,18 a 38,04 a

Curva 1: congelamento no vapor de N2 a 3 cm da fase liquida com posterior imersao no nitrogénio; Curva
2: queda de -5°C/min até 5°C abaixo desta temperatura -20°C/min até — 120°C com posterior imersdo no
nitrogénio. Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si (o < 0,05). Teste utilizado: Tukey.
Técnica de fluorescéncia com carboxifluoresceina e iodeto de propidio; SPTZ : espermatozdides. Os
resultados foram analisados considerando todas as concentracdes de gema e lipoproteina de baixa
densidade.
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E importante chamar atenc&o para os valores numéricos obtidos para a integridade estrutural dos
espermatozoides neste experimento, onde, independente da curva de congelamento utilizada a
gema de ovo total mostrou tendéncia de superioridade comparada a todas as concentracdes de
lipoproteinas de baixa densidade. Isto sugere que, alguma substancia, que exerceria um efeito
aditivo para a crioprotecdo celular poderia ter sido desprezada durante o processo de extragdo
destas lipoproteinas.

Frente a estes resultados, foi analisado o efeito da porcentagem de lipoproteinas de baixa
densidade para cada um dos crioprotetores separadamente, para a variavel nimero de
espermatozoides integros quando utilizada a curva 2 de congelamento, conforme pode ser visto
na tabela 1.28.

Tabela 1.28: Porcentagem média de espermatozoides integros de 7 garanh@es obtidos pds-descongelamento
para as diferentes concentracdes de lipoproteina e tipos de crioprotetor utilizando a curva 2 de congelamento

%LBD Glicerol Dimetilformamida
0 57,29a A 57,43 aA
5 50,14a A 52,71a A
10 51,002 A 53,14a A
20 51,57aA 58,57 aB

Curva 2: queda de -5°C/min até 5°C abaixo desta temperatura -20°C/min até — 120°C com posterior imerséo
no nitrogénio. Médias seguidas por mesma letra minascula ndo diferem estatisticamente entre si na coluna
e pela mesma letra mailscula na linha, médias seguidas por letras diferentes diferem estatiscamente entre
si, pelo teste Tukey (o < 0,05). Teste utilizado: Tukey. Técnica de fluorescéncia com carboxifluoresceina
e iodeto de propidio; SPTZ : espermatozoides.

A analise da tabela 1.28 indica que, somente quando substituimos a gema de ovo total por 20%
de lipoproteinas de baixa densidade a dimetilformamida foi superior (o < 0,05) ao glicerol na
preservacdo da integridade estrutural das membranas espermaticas apds o descongelamento
avaliada pelo teste de fluorescéncia. Nas demais concentracdes de lipoproteinas utilizadas neste
experimento ndo encontraram diferencas entre os dois crioprotetores avaliados.

Nas tabelas 1.29 e 1.30, estdo apresentados as frequéncias médias de espermatozoides integros,
lesados e semilesados, de sete garanh@es, avaliados segundo a técnica de fluorescéncia, apds o
descongelamento considerando os dois crioprotetores em conjunto e as curvas de congelamento
separadamente.

Pela avaliacdo da tabela 1.29 constatamos que a curva 2 de congelamento foi superior em relacéo
a curva 1 somente para a porcentagem de espermatozéides lesados, ou seja, a curva 2 de
congelamento de certa forma protegeu melhor os espermatozoéides do que a curva 1. Varios
estudos tém comparado a eficéacia da realizacdo ou ndo de uma etapa de resfriamento, antes do
congelamento propriamente dito (Cochran et al., 1984; Heitland et al., 1996; Osorio et al., 2006).

Era esperado encontrar também uma maior porcentagem de espermatozdides integros para a curva

2, porém, esta hipotese ndo foi confirmada. O motivo disto parece ser em funcéo do crescimento
do porcentual de espermatozoides semilesados encontrados na curva 2.
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Tabela 1.29: Valores médios de integridade de membranas esperméaticas de 7 garanhdes ao
descongelamento utilizando utilizando diferentes curvas quando realizado a analise considerando as curvas
de congelamento 1 e 2 em conjunto

Curva SPTZ integros SPTZ Semilesados SPTZ Lesados
1 52,93 a 721a 39,86 a
2 53,98 a 9,99a 36,29 b

Curva 1: congelamento no vapor de N2 a 3 cm da fase liquida com posterior imersdo no nitrogénio; Curva
2: queda de -5°C/min até 5°C abaixo desta temperatura -20°C/min até — 120°C com posterior imerséo no
nitrogénio. Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si (o < 0,05). Teste utilizado: Tukey.
Técnica de fluorescéncia com carboxifluoresceina e iodeto de propidio; SPTZ : espermatozdides. Os
resultados foram analisados considerando todas as concentragdes de gema e lipoproteina de baixa
densidade.

Face a estes resultados, foi realizado o desdobramento dos crioprotetores dentro de curvas para a
categoria de espermatozoides lesados, obtidos pelo teste de fluorescéncia para as curvas 1 e 2
simultaneamente, conforme pode ser avaliado na tabela 1.30.

Tabela 1.30: Percentual médio de espermatozdides lesados de sete garanhdes, obtidos pos-descongelamento
para crioprotetores e curvas de congelamento separadamente

Crioprotetor Curval Curva?2
Glicerol 43,61aA 37,29aB
Dimetilformamida 36,11 b A 35,29aB

Curva 1: congelamento no vapor de N2 a 3 cm da fase liquida com posterior imersao no nitrogénio; Curva
2: queda de -5°C/min até 5°C abaixo desta temperatura -20°C/min até — 120°C com posterior imersdo no
nitrogénio. Teste utilizado: Tukey. Técnica de fluorescéncia com carboxifluoresceina e iodeto de propidio;
SPTZ : espermatozdides. Os resultados foram analisados considerando todas as concentra¢des de gema e
lipoproteina de baixa densidade.Médias na coluna seguidas de letra mintscula diferem entre si e nas linhas
médias seguidas de letras maitsculas diferentes indicam, desigualdade.

A tabela 1.30 mostra que, em relagdo ao nimero de espermatozoéides lesados avaliado pelo teste
de fluorescéncia, ocorreu diferenca estatistica entre crioprotetores somente na curva de
congelamento 1, apesar de, numericamente a dimetilformamida ter sido superior ao glicerol em
ambas as curvas de congelamento. Quando avaliamos as curvas de congelamento, encontramos
diferenca estatistica independente do crioprotetor utilizado, sendo a curva 2 superior tanto para o
glicerol quanto para a dimetilformamida, apresentando os menores valores obtidos para nimero
de espermatozoéides lesados.

Os resultados da anélise de variancia referente ao teste de termo resisténcia para os parametros
motilidade total, motilidade progressiva e vigor esperméatico pds-descongelamento, obtido para
as curvas de congelamento 1 e 2, separadamente e em conjunto, estdo apresentados nas tabelas
1.13A e 1.14A (em anexo). As avaliacOes destas tabelas nos permitem concluir que existem
diferencas significativas entre tempos de avaliacdo e os diferentes crioprotetores utilizados nos
protocolos de congelamento de sémen para os parametros motilidade total, motilidade progressiva
e vigor espermatico pos-descongelamento para as curvas de congelamento 1 e 2 quando avaliadas
separadamente; e interacao entre tempo de avaliacdo e crioprotetores.
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Os resultados médios referentes as avaliacdes do teste de termo resisténcia para os parametros de
motilidade total, motilidade progressiva e o0 vigor espermético pds-descongelamento, do sémen
de sete garanhfes nas duas curvas de congelamento estdo representados nas tabelas 1.31, 1.32,
1.33,1.34,1.35, 1.36, 1.37, 1.38, 1.39 e 1.40.

As tabelas 1.31 e 1.36 avaliam os resultados médios do teste de termo resisténcia (TTR) para 0s
parametros de motilidade total, motilidade progressiva e o vigor espermatico obtidos para as duas
curvas de congelamento utilizadas neste experimento. Com relacdo as motilidades e ao vigor
esperméatico ao longo do TTR, verificamos que ocorreu diferenca significativa entre os
crioprotetores utilizados, em ambas as curvas de congelamento, tendo a dimetilformamida
superado o glicerol pela avaliacdo global de todos os tempos avaliados.

Tabela 1.31: Valores médios de motilidade total, motilidade progressiva e vigor espermatico, de sete
garanhdes, obtidos pelo teste de termo resisténcia, pds-descongelamento utilizando a curva 1.

Crioprotetor Motilidade Total Motilidade Progressiva Vigor
Glicerol 12,57 a 9,41 a 1,67 a
Dimetilformamida 17,88 b 14,23 b 1,96 Db

Curva 1: congelamento a 3 cm do vapor de N2; Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si (o <
0,05). Teste utilizado: Tukey.

Para o teste de termo resisténcia em relagdo as diferentes concentracGes de lipoproteinas utilizadas
em substituicdo a gema de ovo total, observamos pela avaliacdo das tabelas 1.32 e 1.37 que
ocorreu diferenca estatistica entre a gema de ovo e a lipoproteina de baixa densidade, sendo a
gema de ovo superior as lipoproteinas para motilidade e vigor espermatico, porém, entre as
diferentes concentracGes de lipoproteinas utilizadas ndo foram identificados resultados
significativos, independente da curva de congelamento utilizada.

Tabela 1.32: Valores médios de motilidade total, motilidade progressiva e vigor espermatico, pelo teste de
termo resisténcia, do sémen de 7 garanhdes, obtidos pds-descongelamento utilizando a curva 1.

% LBD Motilidade Total Motilidade Progressiva Vigor
0 16,95 a 13,33 a 1,98 a
5 14,13 b 10,56 b 1,67h
10 14,92 ab 11,83 ab 1,80 ab
20 14,89 ab 11,56 ab 1,81 ab

Curva 1: congelamento a 3 cm do vapor de N2; Médias seguidas por mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si, médias seguidas por letras diferentes diferem estatisticamente entre si, pelo teste
Tukey (o < 0,05).

A avaliacdo das tabelas 1.33 e 1.38 nos mostram que, a partir da avaliagdo inicial, tempo zero, até
0 tempo de 120 minutos, todos os resultados e intervalos de tempo foram estatisticamente
significativos para o teste de termo resisténcia, tendo as duas curvas de congelamento apresentado
resultados semelhantes para os pardmetros avaliados. A partir do tempo de 120 minutos nédo
ocorreu mais diferencas estatisticas significativas. Estes resultados nos mostraram que o teste de
termo resisténcia, realizado neste experimento foi uma ferramenta para a avaliagcdo seminal até o
tempo de 120 minutos.
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Tabela 1.33: Valores médios de motilidade total, motilidade progressiva e vigor espermatico, pelo teste de
termo resisténcia, do sémen de 7 garanhdes, obtidos pds-descongelamento utilizando a curva 1.

Tempo Motilidade Total Motilidade Progressiva Vigor
0 37,32a 32,05a 3,30a
30 30,38 b 24,89b 3,06 ab
60 22,50c 17,14 c 2,64 bc
90 16,45d 12,09d 2,21 cd
120 11,79 e 8,23 ¢ 1,80 de
150 8,57 ef 5,63 ef 1,38 ef
180 5,71 fg 3,68 fg 0,95 fg
210 3,13 ¢gh 1,86 fg 0,67 gh
240 1,16 h 0,799 0,32h

Curva 1: congelamento a 3 cm do vapor de N2; Médias seguidas por mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si, médias seguidas por letras diferentes diferem estatisticamente entre si, pelo teste
Tukey (a < 0,05).

As tabelas 1.34, 1.35, 1.39 e 1.40 apresentam os resultados médios de motilidade total e
motilidade progressiva respectivamente para o desdobramento do crioprotetor utilizado no
congelamento pelo teste de termo resisténcia. De acordo com os resultados podemos avaliar que
até o tempo de 120 minutos para a motilidade total e até 90 minutos para a motilidade progressiva,
ocorreu diferenca significativa para o crioprotetor utilizado, onde a dimetilformamida foi superior
ao glicerol nas duas curvas de congelamento.

Tabela 1.34: Valores médios de motilidade total pelo teste de termo resisténcia, do sémen de 7 garanhdes,
obtidos pés-descongelamento utilizando a curva 1 quando realizado o desdobramento de crioprotetor dentro
de tempo e vice versa

Crioprotetor

Tempo Glicerol Dimetilformamida

0 31,43aA 4321b A

30 2486aB 35,89bB

60 18,39aC 26,61bC

90 13,25aCD 19,64b D

120 9,64 a DE 13,93 b DE

150 7,14 a DEF 10,00 a EF

180 4,82 a EF 6,61 aFG

210 2,68aF 3,57aG

240 0,89aF 143aG

Curva 1: congelamento a 3 cm do vapor de N2; Teste utilizado: Tukey. Médias seguidas por diferentes
letras mindscula diferem entre si nas linhas, médias seguidas por diferentes letras mailscula diferem entre
si nas colunas (a < 0,05).

Tabela 1.35: Valores médios de motilidade progressiva pelo teste de termo resisténcia, do sémen de 7
garanhdes, obtidos pds-descongelamento utilizando a curva 1 quando realizado o desdobramento de
crioprotetor dentro de tempo e vice versa

Crioprotetor
Tempo Glicerol Dimetilformamida
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0 26,25a A 37,86 b A

30 19,29aB 30,50bB
60 13,04aC 21,25bC
90 9,39aCD 14,79b D
120 6,96 a DE 9,50 a DE
150 4,71 a DEF 6,54 a EF
180 2,96 a EF 4,39 aEF
210 1,43 a EF 2,29aF
240 0,64aF 093aF

Curva 1: congelamento a 3 cm do vapor de N2; Teste utilizado: Tukey. Médias seguidas por diferentes
letras mindscula diferem entre si nas linhas, médias seguidas por diferentes letras maiuscula diferem entre
si nas colunas (a < 0,05).

Tabela 1.36: Valores médios de motilidade total, motilidade progressiva e vigor espermatico, do sémen de
7 garanhdes, obtidos pelo teste de termo resisténcia, p6s-descongelamento utilizando a curva 2

Crioprotetor Motilidade Total Motilidade Progressiva Vigor
Glicerol 12,85a 9,60 a 1,74 a
Dimetilformamida 17,70 b 14,09 b 191b

Curva 2: queda de -5°C/min até 5°C dai -20°C/min até — 120°C. Teste utilizado: Tukey. Médias seguidas
por letras diferentes na coluna diferem entre si (o < 0,05).

Tabela 1.37: Valores médios de motilidade total, motilidade progressiva e vigor espermatico, do sémen de
7 garanhdes, obtidos pelo teste de termo resisténcia, p6s-descongelamento utilizando a curva 2

% LBD Motilidade Total Motilidade Progressiva Vigor
0 17,04 a 13,40 a 2,01la
5 14,17 b 10,56 b 1,67 b
10 15,00 ab 11,88 ab 1,81 ab
20 14,89 ab 11,52 ab 1,81 ab

Curva 2: queda de -5°C/min até 5°C dai -20°C/min até — 120°C. Teste utilizado: Tukey. Médias seguidas
por letras diferentes na coluna diferem entre si (o < 0,05).

Tabela 1.38: Valores médios de motilidade total, motilidade progressiva e vigor espermatico, pelo teste de
termo resisténcia, do sémen de 7 garanhdes, obtidos pds-descongelamento utilizando a curva 2

Tempo Motilidade Total Motilidade Progressiva Vigor
0 37,27 a 32,05a 3,30a
30 30,38 b 24,89b 3,05ab
60 22,48 ¢ 17,14 c 2,64 bc
90 16,45 d 11,96 d 2,18 cd
120 12,23 de 8,55 de 1,91d
150 8,75 ef 5,71 ef 1,39e
180 5,54 fg 3,59 fg 0,93 ef
210 321g 1,89 fg 0,70 fg
240 1,16 g 0,799 0,309
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Curva 2: queda de -5°C/min até 5°C dai -20°C/min até — 120°C. Teste utilizado: Tukey. Médias seguidas
por mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, médias seguidas por letras diferentes diferem entre
si, (o < 0,05).

Tabela 1.39: Valores médios de motilidade total pelo teste de termo resisténcia, do sémen de 7 garanhdes,
obtidos p6s-descongelamento utilizando a curva 2 quando realizado o desdobramento de crioprotetor dentro
de tempo e vice versa

Crioprotetor

Tempo Glicerol Dimetilformamida

0 31,32aA 43,21b A

30 24,86 aB 35,89bB

60 18,36 aC 26,61bC

90 13,25aCD 19,64 b D

120 10,71 a DE 13,75 a DE

150 7,68 a DEF 9,82 aEF

180 5,54 a EFG 559aFG

210 3,04 aFG 3,39aG

240 0,89aG 143aG

Curva 2: queda de -5°C/min até 5°C dai -20°C/min até — 120°C. Médias seguidas de diferente letra
minuscula diferem entre si nas linhas, médias seguidas de diferente letra maitscula diferem entre si nas
colunas (o < 0,05). Teste utilizado: Tukey.

Tabela 1.40: Valores médios de motilidade progressiva pelo teste de termo resisténcia, do sémen de 7
garanhdes, obtidos pds-descongelamento utilizando a curva 2 quando realizado o desdobramento de
crioprotetor dentro de tempo e vice versa

Crioprotetor

Tempo Glicerol Dimetilformamida

0 26,25a A 37,86 b A
30 19,29aB 20,30bB
60 13,04aC 21,25bC
90 9,39aCD 1454b D

120 7,68 a CDE 9,34 a DE

150 5,00 a DEF 6,43 a EF

180 3,50 aEF 3,68 aEF

210 16laF 2,18aF

240 0,64aF 0,93aF

Curva 2: queda de -5°C/min até 5°C dai -20°C/min até — 120°C. Médias seguidas de diferente letra
minuscula diferem entre si nas linhas, médias seguidas de diferente letra maitscula diferem entre si nas
colunas (o < 0,05). Teste utilizado: Tukey.

Furst et al. (2005), durante TTR, verificaram diferenca estatistica para a motilidade e o vigor
espermatico em relacdo ao resfriamento prévio do sémen antes da etapa de criopreservacao
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propriamente, enquanto Osério (2006) ndo encontrou diferenca estatistica para o TTR, quando
comparou diferentes formas de adicdo do crioprotetor e diferentes curvas de resfriamento e
congelamento.

2.5. CONCLUSOES

As lipoproteinas de baixa densidade, utilizadas nas concentrac@es de 10 e 20% mostraram ser tdo
eficientes em proteger os espermatozéides quanto a gema de ovo integral usada no meio INRA
82.

A curva lenta de congelamento foi superior a curva rapida para os parametros motilidade total,
motilidade progressiva, vigor espermatico, teste hiposmético e teste de termo resisténcia,
independente do crioprotetor utilizado.

A dimetilformamida foi superior ao glicerol, nas duas curvas de congelamento, nas avalia¢fes de

motilidade total, motilidade progressiva, morfologia espermatica, teste hiposmatico, nimero de
espermatozoides lesados e teste de termo resisténcia.
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ANEXOS

Tabela 1.1A: Analise de variancia para Motilidade Total, Motilidade Progressiva e Vigor espermatico

obtidos pds-descongelamento para a curva 1

Motilidade Motilidade Vigor
Progressiva
Total
FV GL QM F QM F QM F
Garanhédo 6 963,2857 0,2857 970,5357
Crioprotetor 1 1944,6429  29,70** 0,0179 0,08"s  1886,1607  27,00**
% LBD 3 17,2619 0,26"s 0,1131  0,49"s 17,1131 0,25"*
Criop. X %LBD 3 5,3571 0,08"s 0,0179  0,08"s 14,7321 0,21ns
Erro 42 65,4762 0,2313 69,8554
Ccv 21,68% 26,07% 14,56%
Média 37,3214 32,0536 3,3036

** significativo pelo teste F ao nivel de 1 %, * significativo pelo teste F ao nivel de 5%, n.s. ndo significativo
pelo teste F. CV = coeficiente de varia¢do. Criop = Crioprotetor.

Tabela 1.2A: Analise de variancia para motilidade total, motilidade progressiva e vigor espermatico obtido

pos-descongelamento para a curva 2

Motilidade Motilidade Vigor
Progressiva
total
FV GL QM F QM F QM F
Garanhao 6 1228,5714 1,1548 1276,7857
Crioprotetor 1 1944,6429  45,02** 0,1607 0,88"s  1944,6429  44,93**
% LBD 3 44,0476 1,02 0,1131 0,62"s 53,5714 1,24"s
Criop. X %LBD 3 19,6429 0,46" 0,1607 0,88"* 17,2619 0,40"s
Erro 42 43,1973 0,1820 43,2823
Ccv 13,34% 14,98% 11,88%
Média 49,2857 43,9286 3,5893

** significativo pelo teste F ao nivel de 1 %, * significativo pelo teste F ao nivel de 5%, n.s. ndo significativo

pelo teste F. Criop = Crioprotetor.

Tabela 1.3A: Anélise de variancia para motilidade total, motilidade progressiva e vigor espermatico obtida

para as curvas 1 e 2 em conjunto

Motilidade Total Motilidade Vigor
Progressiva
FV GL QM F QM F QM F
Garanhéo 6 1888,9881 1,0922 1954,6131
Curva 1 4008,0357 57,83** 2,2857 10,58**  3948,4375 54,60**
Crioprotetor 1 3889,2857 56,12**  0,1429 0,66  3830,5804 52,97**
% LBD 3 455357  0,66"  0,1071 0,50"s 43,0804 0,60
Curva X Crioprotetor 1 0,0014 0,00"s  0,0357 0,17"s 0,2232 0,00"s
Curva X %LBD 3 15,7738  0,23"s  0,1190 0,55" 27,6042 0,38"*
Crioprotetor X %LBD 3 17,2619  0,25"s  0,0714 0,33 22,8423  0,32"s

48



Curva X Crioprotetor X 3 7,7381 0,11"-  0,1071 0,50 9,1518 0,13

%LBD
Erro 90 69,3056 0,2161 72,3115
Coeficiente de Variacdo 19,22% 22,38% 13,49%
Média Geral 43,3036 37,9911 3,4464

** significativo pelo teste F ao nivel de 1 %, * significativo pelo teste F ao nivel de 5%, n.s. ndo significativo

pelo teste F. CV = coeficiente de variaco.

Tabela 1.4A: Andlise de variancia para Morfologia obtida pos-descongelamento para a curva 1

Morfologia
FV GL QM F
Garanhdo 6 308,7679
Crioprotetor 1 185,7857 9,52**
% LBD 3 23,0714 1,18
Crioprotetor X %LBD 3 32,1190 1,65Ms
Erro 42 19,5094
Coeficiente de Variacdo 6,63%
Média 66,6071

** significativo pelo teste F ao nivel de 1 %, * significativo pelo teste F ao nivel de 5%, n.s. ndo significativo

pelo teste F.

Tabela 1.5A: Analise de variancia para Morfologia obtida pés-descongelamento para a curva 2

Morfologia
FV GL QM F
Garanhé&o 6 675,1012
Crioprotetor 1 3,5000 0,26"*
% LBD 3 16,8333 1,27
Crioprotetor X %LBD 3 22,5476 1,70
Erro 42 13,3121
Coeficiente de Variacéo 5,52%
Média 66,1071

** significativo pelo teste F ao nivel de 1 %, * significativo pelo teste F ao nivel de 5%, n.s. ndo significativo

pelo teste F.

Tabela 1.6A: Analise de variancia para Morfologia obtida pés-descongelamento para as curvas 1 e 2 em

conjunto
Morfologia
FV GL QM F
Garanhéo 6 914,5357
Curva 1 7,0000 0,35"*
Crioprotetor 1 120,1429 6,03*
% LBD 3 13,1190 0,66"*
Curva X Crioprotetor 1 69,1429 3,47
Curva X %LBD 3 26,7857 1,34"s
Crioprotetor X %LBD 3 24,6905 1,24
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Curva X Crioprotetor X %LBD
Erro

90

29,9762 1,50
19,9389

Coeficiente de Variacdo

Média Geral

6,73%
66,3571

** significativo pelo teste F ao nivel de 1 %, * significativo pelo teste F ao nivel de 5%, n.s. ndo significativo

pelo teste F.

Tabela 1.7A: Analise de variancia para teste hiposmético obtido pés-descongelamento para a curva 1

HO
FV GL QM F
Garanhdo 6 463,4524
Crioprotetor 1 236,1607 4,21*
% LBD 3 34,5893 0,62"*
Crioprotetor X %LBD 3 93,5417 1,67"s
Erro 42 56,0374
Coeficiente de Variacdo 25,00%
Média 29,9464

** significativo pelo teste F ao nivel de 1 %, * significativo pelo teste F ao nivel de 5%, n.s. ndo significativo

pelo teste F.

Tabela 1.8A: Analise de variancia para teste hiposmético obtido pds-descongelamento para curva 2

HO
FV GL QM F
Garanhé&o 6 346,8631
Crioprotetor 1 117,1607 3,51
% LBD 3 14,0655 0,42"s
Crioprotetor X %LBD 3 43,8750 1,31
Erro 42 33,4141
Coeficiente de Variacdo 16,24%
Média 35,5893

** significativo pelo teste F ao nivel de 1 %, * significativo pelo teste F ao nivel de 5%, n.s. ndo significativo

pelo teste F.

Tabela 1.9A: Analise de variancia para teste hiposmético obtida p6s-descongelamento para as curvas 1 e

2 em conjunto

HO
FV GL QM F
Garanhéo 6 394,0774
Curva 1 891,5714 12,83**
Crioprotetor 1 343,0000 4,94*
% LBD 3 35,8452 0,52"+
Curva X Crioprotetor 1 10,3214 0,15"*
Curva X %LBD 3 12,8095 0,17"s
Crioprotetor X %LBD 3 84,7143 1,22Ms
Curva X Crioprotetor X %LBD 3 52,7024 0,76"*
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Erro 90 69,4933
Coeficiente de Variacdo 25,44%
Média Geral 32,7679

** significativo pelo teste F ao nivel de 1 %, * significativo pelo teste F ao nivel de 5%, n.s. ndo significativo
pelo teste F.

Tabela 1.10A: Analise de variancia para integros, semilesados e lesados obtidos pos-descongelamento para
acurval

Integros Semilesados Lesados
FV GL QM F QM F QM F
Garanhdo 6  2012,0595 84,8631 2044,7857
Crioprotetor 1 787,5000 19,61**  1,7857  0,36"* 714,2857 18,91**
% LBD 3 74,1429 1,85 3,9524  0,80"* 81,2381 2,15
Criop. X %LBD 3 31,9286 0,80 0,7857  0,16"* 40,9524 1,08"s
Erro 42 40,1616 4,9583 37,7653
Cv 11,61% 30,87% 15,90%
Média 52,9286 7,2143 39,8571

** significativo pelo teste F ao nivel de 1 %, * significativo pelo teste F ao nivel de 5%, n.s. ndo significativo
pelo teste F. Criop = crioprotetor, CV = coeficiente de variacdo.

Tabela 1.11A: Analise de variancia para integros, semilesados e lesados obtida p6s-descongelamento para
acurva?2

integros Semilesados Lesados
FV GL oM F QM F QM F
Garanhao 6 1402,0595 252,0774 1286,6964
Crioprotetor 1 123,0179 3,64"s 4,5714 0,41"s 56,0000 1,66
% LBD 3 106,1607 3,14* 9,4762 0,86"* 48,9048 1,450
Criop. X %LBD 3 29,2560 0,86"* 10,5238  0,95"* 37,9524 1,13
Erro 42 33,8418 11,0638 33,7304
Coeficiente de Variacdo 10,78% 33,50% 16,01%
Média 53,9821 9,9286 36,2857

** significativo pelo teste F ao nivel de 1 %, * significativo pelo teste F ao nivel de 5%, n.s. ndo significativo
pelo teste F. Criop. = crioprotetor, CV = coeficiente de variagdo.

Tabela 1.12A: Analise de variancia para integros, semilesados e lesados obtida p6s-descongelamento para
as curvas 1 e 2 em conjunto

Integros Semilesados Lesados
FV GL QM F QM F QM F
Garanhéo 6  3390,2857 204,3036 3160,8006
Curva 1 31,0804 0,84"s  206,2857 12,63**  357,1429  8,18**
Crioprotetor 1 715,0804  19,23**  0,3214 0,02"s 631,7500  14,46**
% LBD 3 159,8661  4,30** 8,8333 0,54"s 83,9524 1,92ns
1
3
3

Curva X Criop. 122,2232 3,29 6,0357 0,37 211,7500 4,85*
Curva X %LBD 27,5327 0,74 4,5952 0,28 39,0952 0,90
Criop. X %LBD 26,1042 0,70 6,9643 0,43 22,1310 0,51
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Curva X Criop. X 3 44,1042 1,19 4,3452 0,27 47,7500 1,09"s
%LBD
Erro 90 37,1873 16,3363 43,6800
Coeficiente de Variacdo 11,41% 47,15% 17,36
Média Geral 53,4553 8,5714 38,0714

** significativo pelo teste F ao nivel de 1 %, * significativo pelo teste F ao nivel de 5%, n.s. ndo significativo
pelo teste F. Criop. = crioprotetor

Tabelal.13A: Andlise de variancia para motilidade total, motilidade progressiva e vigor espermatico para

curva 1.
Motilidade Total Motilidade Vigor
Progressiva
FV GL oM F QM F QM F
Repeticéo 6  2885,2130 2059,3400 30,9114
Crioprotetor 1 3552,0714 61,25 2924,1984 61,84™ 10,2857  16,03™
% LBD 3 184,5926 3,18" 165,2751 3,50" 2,0238 3,15™
Tempo 8  8840,7103 152,44™ 6630,7490 140,23 63,7416 99,32™
Crioprotetor X 3 63,5212 1,10ms 49,3254 1,04ns 0,4497 0,70"s
%LBD
Crioprotetor x Tempo 8 255,7054 4,41  281,3591  5,95™ 0,4063 0,63"*
%LBD X Tempo 24 14,0509 0,24"s 13,7900 0,29"* 0,2634 0,41"s
Crioprotetor X 24 20,6134 0,36"* 11,4266 0,24"s 0,2667 0,42"s
%LBD X Tempo
Erro 426 57,9957 47,2843 0,6418
Coeficiente de Variacdo 50,03 58,19 44,17
Média 15,2222 11,8175 1,8135

** significativo pelo teste F ao nivel de 1 %, * significativo pelo teste F ao nivel de 5%, n.s. ndo significativo

pelo teste F.

Tabelal.14A: Analise de variancia para motilidade total, motilidade progressiva e vigor espermatico para

curva 2.
Motilidade Total Motilidade Vigor
Progressiva
FV GL QM F QM F QM F
Repeticéo 6  2833,9431 2040,0403 29,38,76
Crioprotetor 1 2962,8651 50,61 2538,0179 53,31 3,6687 5,56
% LBD 3 191,8228 3,28" 175,5417 3,69" 2,4782 3,76"
Tempo 8 8794,6116 150,22 6612,5035 138,90 63,5288  96,25™
Crioprotetor X %LBD 3 34,5212 0,59 34,1396 0,72"s 0,1766 0,27"
Crioprotetor x Tempo 8 305,8070 522"  312,6652 6,57 0,2222 0,34
%LBD X Tempo 24 15,6546 0,27 14,3943 0,30 0,4157 0,63+
Crioprotetor X %LBD 24 19,5881 0,34 12,5309 0,26 0,2004 0,30"*
X Tempo
Erro 426 58,5434 47,6051 0,6600
Coeficiente de Variagdo 50,09 58,26 44,38
Média 15,2738 11,84 1,8307
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** significativo pelo teste F ao nivel de 1 %, * significativo pelo teste F ao nivel de 5%, n.s. ndo significativo

pelo teste F.

Tabela 1.15A — Composic¢do do Meio diluidor INRA 82 modificado

Componentes Quantidade

Glicose anidra (g) 25
Lactose, 1H,0 (g) 15
Raffinose, 5 H20 (g) 15
Citrato de Sédio, 2 H20 (g) 0,25
Citrato de Potassio, 1 H20 (g) 0,41
HEPES (g) 4,76
Sulfato de gentamicina (mg) 50
Penicilina G (Ul) 50.000
Leite desnatado UHT (mL) 500
Aguagsp (mL) 250

INRA 82 modificado (Palmer et al, 1984), - Férmula para 1 litro

Tabela 1.16A - Osmolaridade e pH final dos meios diluidores de sémen de sete garanhfes

Diluidores Osmolaridade pH
Tratamento 1 1086 mOsm 6,78
Tratamento 2 1101 mOsm 6,39
Tratamento 3 1125 mOsm 6,34
Tratamento 4 1074 mOsm 6,34
Tratamento 5 1109 mOsm 6,29
Tratamento 6 1138 mOsm 6,46
Tratamento 7 1176 mOsm 6,52
Tratamento 8 1117 mOsm 6,50

Tratamento 1: meio INRA 82, com 5% de glicerol (controle). Tratamento 2: meio INRA 82, com 5% de
glicerol e 5% de LBD. Tratamento 3: meio INRA 82, com 5% de glicerol e 10% de LBD. Tratamento 4:
meio INRA 82, com 5% de glicerol e 20% de LBD. Tratamento 5: meio INRA 82, com 5% de
dimetilformamida e 5% de LBD. Tratamento 6: meio INRA 82, com 5% de dimetilformamida e 10% de
LBD. Tratamento 7: meio INRA 82, com 5% de dimetilformamida e 20% de LBD. Tratamento 8: meio
INRA 82, com 5% de dimetilformamida (controle).
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3. EXPERIMENTO Il

Efeito da forma de adicdo da dimetilformamida e da variagdo de osmolaridade
inicial do meio diluidor base sobre a viabilidade dos espermatozéides equinos
criopreservados

3.1 OBJETIVOS

- Avaliar o efeito da forma de adicéo da dimetilformamida na viabilidade dos espermatozdides
equinos criopreservados em meio base contendo lipoproteinas de baixa densidade,

- Estudar o efeito da mudanga de osmolaridade do meio diluidor base antes da adicdo do
crioprotetor sobre a viabilidade dos espermatozdides equinos criopreservados.

3.2 JUSTIFICATIVA

O sucesso na criopreservagdo do espermatozoide eqiiino é dependente de uma complexa interacao
entre os meios diluidores, os protocolos de resfriamento, congelamento e o descongelamento.
Considerando que a funcionalidade da membrana plasmética é um dos principais requisitos para
que ocorra a fertilizagdo, as pesquisas envolvendo crioprotetores, osmolaridade, protocolos de
congelamento e testes para avaliar sua funcionalidade e sua correlacdo com a viabilidade
espermatica ganharam maior importancia.

Desde a descoberta da sua propriedade crioprotetora, o glicerol tem sido o crioprotetor mais
utilizado para o congelamento de espermatozéides da maioria dos animais domésticos (Vidament,
1997). Apesar da sua utiliza¢o rotineira, o uso do glicerol como crioprotetor para o congelamento
é apontado como um dos fatores causadores de baixas taxas de motilidade espermatica pés-
descongelamento como também das baixas taxas de fertilidade para a espécie eqliina. Trabalhos
(Pace & Sullivan, 1975; Gilmore et al., 1995) demonstraram que a verdadeira toxicidade do
glicerol é devido ao estresse osmético, uma vez que o glicerol penetra as membranas celulares
mais facilmente que outros crioprotetores. Alvarenga e colaboradores (2005) relataram que para
um crioprotetor ser eficiente ele precisa apresentar: baixo peso molecular, habilidade para
atravessar as membranas plasméticas das células, alta solubilidade em solugBes aquosas
eletroliticas e baixa toxicidade.

Alvarenga et al. (2005), reportaram também que as amidas possuem peso molecular mais baixo
quando comparado ao glicerol e isto seria favoravel para o processo da criopreservacao, pois estas
induziriam um menor estresse osmatico. Tentativas de minimizar o estresse osmotico durante o
processo de criopreservacgéo incluem a utilizagéo de crioprotetores alternativos, com baixo peso
molecular e que atravessam a membrana com maior facilidade, a incorporacao de substancias aos
meios diluidores que aumentam a estabilizagdo das membranas espermaticas, como por exemplo
0 colesterol e as ciclodextrinas (Squires, 2005), bem como a adi¢do do crioprotetor a0 meio
diluidor em diferentes etapas (Wessel & Ball, 2004; Osério et al., 2006; Juliani et al., 2007).
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Diversos trabalhos com sémen equino congelado demonstraram uma melhora significativa na
qualidade do sémen mediante o uso da dimetilformamida como agente crioprotetor quando
comparado ao glicerol (Alvarenga et al., 2000; Medeiros et al., 2003; Moffet et al., 2003).
Segundo Alvarenga et al. (2005), a utilizacdo das amidas como crioprotetores penetrantes nos
extensores seminais para 0 sémen equino proporciona um incremento na motilidade espermatica
pos-descongelamento e uma melhor preservacdo da integridade das membranas plasmaticas
guando comparado ao glicerol; isto possibilita o congelamento de sémen de garanhGes
classificados como maus congeladores de sémen. No presente experimento ficou evidente,
corroborando com outras pesquisas (Alvarenga et al., 2002; Medeiros et al., 2003; Juliani at al.,
2004), que ja haviam relatado sobre a qualidade da dimetilformamida, que a dimetilformamida
protege melhor os espermatozdides equinos, quando usada com o meio INRA 82, do que o
glicerol.

As variacOes de osmolaridade durante o processo de criopresevacao tém sido pesquisadas em
diversos estudos. Trabalhos recentes, (Gilmore et al., 1996; Lagares et al., 1999; Melo & Henry,
1999; Lagares et al., 2000; Guthrie et al., 2002; Agca et al., 2002; Landim-Alvarenga et al., 2005;
Melo et al., 2005) em diferentes espécies, tém proporcionado novas informagdes relativa aos
limites de tolerancia osmética e dos efeitos da rapida adi¢do e remoc¢ao dos agentes crioprotetores
sobre os espermatozoides. De acordo com estes relatos, a rapida adi¢cdo do crioprotetor e as
repetidas mudancas de osmolaridade que a células espermaticas passam durante o processo de
congelamento e do descongelamento podem resultar em significativa perda da integridade
funcional, como o declinio na motilidade e no potencial da membrana mitocondrial dos
espermatozoides, ou ainda, provocar a morte celular sem alteracdo da integridade da membrana
plasmatica.

Os estudos das variacdes de osmolaridade nas diferentes espécies, como nos espermatozoides
humanos (Gilmore et al., 1995, 1997), do varrdo (Gilmore et al., 1998), de bovinos (Watson et
al., 1992; Liu & Foot, 1998), do cdo (Oliveira et al., 2006), de camundongos (Willoughby et al.,
1996) e de equinos (Melo & Henry, 1999; Lagares et al., 1998, 1999, 2000; Ball & Vo, 2001;
Crabo, 2001; Pommer et al., 2002; Papa et al., 2004), tém demonstrando ser esta uma area que
merece maior atencao no processo de congelamento de espermatozoides.

A avaliacdo desses trabalhos e os atuais indices de fertilidade para a espécie equina indicam que
ainda ndo chegamos a uma técnica ideal de congelamento para o0 sémen eqiino, e por isto, estudos
complementares sdo necessarios para obter uma curva e um meio extensor padrao para a espécie.
E importante ressaltar que a curva de eleicdo pode estar na dependéncia da composic&o do meio
diluidor, principalmente das substancias crioprotetoras, que provocam grande alteragdo na
osmolaridade do meio.

Baseado na literatura, nas consideragdes acima expostas e considerando o0s resultados
apresentados no experimento I, os objetivos deste segundo experimento foram tentar aprimorar
os resultados obtidos no experimento 1 buscando estudar o efeito da forma de adigdo da
dimetilformamida, do ajuste da osmolaridade do meio base sem crioprotetor em associa¢do com
a utilizacdo de lipoproteinas de baixa densidade no congelamento de sémen eqino.
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3.3 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados seis garanhdes da raca Mangalarga Marchador, de fertilidade comprovada, com
idade variando entre 4 a 8 anos, todos submetidos a iguais condigdes de criacdo. Os animais foram
selecionados com base no historico clinico e em exames androlégicos. Somente foram utilizados
ejaculados para congelamento que apresentavam motilidade espermatica progressiva, igual ou
superior a 60% e concentragdo maior ou igual a 60 milhGes de espermatozoides por mL, seguindo
os padrdes estipulados para a espécie equina, de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal (CBRA, 1998). As avaliacBes dos parametros espermaticos seguiram 0s
mesmos critérios descritos para o experimento |.

Apbs a selecdo, os animais foram esgotados diariamente durante sete dias até a estabilizacdo das
reservas extragonadais. Dois dias apds o equilibrio destas reservas extragonadais iniciou-se a
coleta de sémen para o congelamento. O sémen foi coletado utilizando o método da vagina
artificial de fundo fechado (modelo Hannover), utilizando como manequim uma égua contida em
cio natural ou induzida. Posteriormente, o sémen era filtrado e a porgéo livre de gel era avaliada
guanto a suas caracteristicas fisicas e pH.

Imediatamente ap6s avaliacdo da motilidade total, motilidade progressiva e do vigor espermatico,
0 sémen foi diluido na proporcéo de 1:1 com o diluidor base INRA 82 (Palmer, 1984) sem
crioprotetor, previamente aquecido em banho-maria a temperatura de 37°C. Ap6s a diluigdo o
sémen foi mantido a temperatura ambiente durante 10 minutos. Na seqliéncia o sémen foi
aliquotado em oito tubos, representando os oito tratamentos, todos com um mesmo volume, para
ser submetida ao processo de centrifugagédo a 400 g por 12 minutos. Apds a centrifugacéo, retirou-
se 0 sobrenadante e o sedimento foi ressuspendido usando-se o0 meio diluidor base INRA 82, sem
crioprotetor, até completar um volume de 2 mL. A diluicdo final foi realizada para obter-se uma
concentracdo de 100 x 10° espermatozoides/mL. O volume do crioprotetor, a dimetilformamida,
a ser adicionado foi calculado de modo a obter uma concentracdo final de 5%.

Para a extracdo das lipoproteinas de baixa densidade foram utilizados ovos frescos de galinha. A
gema do ovo foi separada da clara e fracionada de acordo com o método descrito por McBee &
Cotteril, (1979). A extragdo final das lipoproteinas de baixa densidade da gema do ovo foi
realizada por dialise seguindo o protocolo descrito por Moussa et al., (2002). Os meios utilizados
foram preparados em parceria com a empresa Nutricell — Nutrientes Celulares Ltda® e
previamente testados em laboratorio quanto & osmolaridade e pH. Para a determinacdo da
osmolaridade utilizou-se o Laboratério de Reproducdo Animal da Escola de Veterinaria da
UFMG, onde as avalia¢des foram realizadas em aparelho de preciséo (VAPRO — Vapor Pressure
Osmometer, Model 5520 — WESCOR - Utah, USA).

Foram testadas duas formas de adi¢do da dimetilformamida:

- Tempo 1, adicdo da dimetilformamida a 5% incorporada ao meio de congelamento em uma
Unica etapa;

- Tempo 2, adi¢do da décima parte da dimetilformamida a cada 1 minutos no tempo total de dez
minutos para obter na diluicdo final a concentracéo de 5 % de dimetilformamida.
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Oito tratamentos foram testados na mudanca na forma de disponibilizacdo de proteinas de baixa
densidade; mudancas na forma de adi¢do da dimetilformamida, etapa Unica ou fracionada e
variacdo da osmolaridade inicial do meio base conforme descrito nos tratamentos apresentados a
sequir:

Tratamentos:

Tratamento 1: INRA 82, com 20% de LBD a 300mOsmol/L e 5% de DMF;
Tratamento 2: INRA 82, com 20% de LBD a 400mOsmol/L e 5% de DMF;
Tratamento 3: INRA 82, com 2% de gema ovo a 300mOsmol/L e 5% de DMF,;
Tratamento 4: INRA 82, com 2% de gema ovo a 400mOsmol/L e 5% de DMF;
Tratamento 5: INRA 82, com 20% de LBD a 300mOsmol/L e 5% de DMF;
Tratamento 6: INRA 82, com 20% de LBD a 400mOsmol/L e 5% de DMF;
Tratamento 7: INRA 82, com 2% de gema ovo a 300mOsmol/L e 5% de DMF;
Tratamento 8: INRA 82, com 2% de gema ovo a 400mOsmol/L e 5% de DMF.

Os tratamentos numerados de 1 a 4 receberam adi¢do da dimetilformamida em uma Unica etapa e
os tratamentos de 5 a 8 receberam adicdo da dimetilformamida de forma fracionada conforme
descrito acima.

Todas as amostras foram mantidas a temperatura ambiente durante o periodo de adicdo fracionada
do crioprotetor. Nas amostras onde ocorreu a adi¢cdo em uma Unica etapa esta ocorreu no final do
periodo de dez minutos usados para a adicdo fracionada. Baseado nos resultados do experimento
| utilizou-se o congelamento lento para todos os tratamentos. O inicio do resfriamento, com
posterior congelamento ocorreu em todas as amostras ap6s 0s dez minutos requeridos para a
adicdo fracionada. Para as etapas de resfriamento e congelamento utilizou-se de uma Maquina
Computadorizada - Modelo TK 2000 — Tekanon, Nutricell Nutrientes Celulares Ltda. O
resfriamento foi realizado a taxa de -0,5°C/minuto, até a temperatura de 5°C. Logo depois de
finalizada a etapa de resfriamento iniciou-se a etapa de congelamento, agora na taxa de -
20°C/minuto até atingir -120°C. Em seguida as palhetas foram submersas e estocadas em
nitrogénio liquido até a avaliacdo das amostras.

O descongelamento das amostras foi realizado submergindo as palhetas em banho-maria a 52°C
durante 10 segundos, seguido de imersdo em banho-maria a 37°C por 30 segundos.

Apds o descongelamento as amostras foram submetidas aos testes de avaliagdo de motilidade

total, motilidade progressiva, vigor espermatico, morfologia espermaética, teste de fluorescéncia e
teste hiposmotico, como descrito no experimento |.

57



Para a analise estatistica foi realizada uma analise de variancia considerando o delineamento em
blocos casualizados em esquema fatorial: 2 fontes de lipoproteinas de baixa densidade x 2
osmolaridades do meio base sem crioprotetor x 2 formas de adi¢do do crioprotetor, considerando
0s garanhdes como blocos.

O modelo estatistico empregado foi:

Yiiki = i+ b + i + 05 + fic + (50)5; + (0F)ik + () + (SOF)ijt €ijia

Em que:

u: média geral;

by: efeito do bloco, k=1, 2, ..., 6;

si: efeito da substanciai =1, 2;

0;: efeito da osmolaridade, j =1, 2;

fi: efeito da forma de adicdo, k = 1, 2;

(so)j;: efeito da interacdo substancia x osmolaridade;

(sfik: efeito da interacdo substancia x forma de adig&o;

(of)j: efeito da interacdo osmolaridade x forma de adicéo;

(sof)ij: efeito da interacdo substancia x osmolaridade x forma de adicéo;

eiji: erro experimental, tal que ejx ™ NID (u, 6°)

As médias obtidas para curva, substancias e porcentagens de LBD foram analisadas empregando-
se o teste de Tukey (o > 0,05).

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para a analise de variancia referente as avaliagdes de motilidade total,
motilidade progressiva e vigor espermatica estdo apresentados na tabela 2.1A (em anexo). As
analises desses valores nos mostram que existem diferencas significativas para 0s parametros
motilidade total, motilidade progressiva e vigor espermatico para a substancia, lipoproteina ou
gema de ovo pura, utilizada no meio crioprotetor base. Para a motilidade total a diferenga
estatistica encontrada esta na substancia base, gema de ovo ou lipoproteina da geam do ovo na
concentracdo de 20% utilizada no meio diluidor, na osmolaridade e entre a substancia utilizada
no meio diluidor e formas de adicdo do crioprotetor. Para a motilidade progressiva além da
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substancia utilizada, existe diferenca significativa entre substancia e osmolaridade do meio
inicial.

Os resultados médios referentes aos resultados de motilidade total, motilidade progressiva e vigor
espermatico pos-descongelamento, em relacdo a substancia utilizada no meio diluidor base, de 6
garanhdes estéo representados na tabela 2.1.

Tabela 2.1: Valores médios de motilidade total, motilidade progressiva e vigor espermético de seis
garanhdes, obtidos p6s-descongelamento usando gema total ou lipoproteina de baixa densidade

Fonte de lipoproteinas Motilidade Total Motilidade Progressiva Vigor
LBD 38,96 a 32,08a 3,17 a
Gema 49,38 b 4421b 3,46 b

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si, pelo teste Tukey (o < 0,05).

Avaliando os valores desta tabela percebemos que em relagdo a substancia base utilizada no meio
diluidor de congelamento, a gema de ovo pura foi superior as lipoproteinas de baixa densidade,
utilizada na concentracdo de 20%, em todos o0s trés parametros espermaticos. Vale ressaltar que
os valores de motilidades e vigor sdo similares aos encontrados para a espécie equiina em outros
estudos (Alvarenga et al., 2000; Meireles et al., 2003; Juliani et al., 2004; Alvarenga et al., 2005;
Martin, 2005; Osorio et al., 2006; Juliani et al., 2007).

Conforme podemos analisar na tabela 2.2, ndo foi encontrado diferenca estatistica para motilidade
total, motilidade progressiva e vigor esperméatico em relagdo as diferentes formas de adi¢do da
dimetilformamida. Estes resultados estdo em discordancia com os relatados apresentados por
Fernanda (informacdo pessoal) e em concordancia com os achados de Juliani et al. (2007) que
trabalharam com adicdo fracionada do crioprotetor.

Tabela 2.2: Valores médios de motilidade total, motilidade progressiva e vigor espermatico do sémen de
seis garanhdes, obtidos pds-descongelamento para duas formas de adicao da dimetilformamida

Adicdo Motilidade Total Motilidade Progressiva Vigor
Unica 4292 a 38,33 a 3,29a
Fracionada 45,63 a 38,96 a 3,33 a

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem estatisticamente entre si, pelo teste Tukey (a <
0,05).

A tabela 2.3, refere-se aos valores médios de motilidade total, motilidade progressiva e vigor
espermatico em relacdo a osmolaridade inicial do meio diluidor base. Conforme podemos
observar, ndo ocorreu diferenca significativa nestes parametros, independente da osmolaridade
inicial do meio diluidor. Papa et al. (2004) também ndo encontrou diferenga estatistica na
avaliacdo da motilidade total e motilidade progressiva para diferentes osmolaridades do meio
utilzada no congelamento de sémen de garanhBGes que apresentavam baixa congelabilidade
espermatica. Observamos nesse experimento, uma tendéncia, com os maiores valores numéricos
obtidos, quando a osmolaridade inicial do meio diluidor base foi de 400 mOsmol/L.
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Tabela 2.3: Valores médios de motilidade total, motilidade progressiva e vigor espermatico de seis
garanhdes, obtidos pés-descongelamento utilizando o meio base com duas osmolaridades diferentes

Osmolaridade Motilidade Total Motilidade Progressiva Vigor
300 (mOsmol/L) 4271a 35,83a 3,21a
400 (mOsmol/L) 4563 a 40,46 a 342 a

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si, pelo teste Tukey (o < 0,05).

As tabelas 2.4 e 2.6 apresentam os valores do desdobramento da substancia base em relacéo a
osmolaridade inicial do meio e vice versa, para 0s parametros de motilidade total e motilidade
progressiva, respectivamente. A discussdo destas tabelas em conjunto deve-se ao fato de que
ambos 0s parametros apresentaram comportamento semelhante. Verificamos nestas tabelas que a
superioridade (p < 0,05) da gema integral sobre as lipoproteinas de baixa densidade foi observada
somente dentro da osmolaridade inicial de 300 mOsmo/L do meio diluidor base, ou seja, se
utilizarmos a gema de ovo como meio base, ndo existe diferenca estatistica, para a motilidade
total e motilidade progressiva, entre utilizarmos 300 ou 400 mOsmo/L como osmolaridade inicial.
Avaliando os tratamentos com as lipoproteinas observamos que, a osmolaridade inicial de 400
mOsmol/L do meio base foi superior (p < 0,05) a de 300 mOsmol/L. E possivel que na gema pura
existam componentes ou substancias que oferecem prote¢do adicional ao espermatozdide, e que,
durante a extracdo das lipoproteinas essas substancias seriam excluidas ou mesmo inativadas. O
aumento da osmolaridade do meio base quando do uso de lipoproteina de baixa densidade parece
ter exercido um efeito compensatorio na protegdo espermatica expressa pela motilidade po-
descongelamento.

Tabela 2.4: Valores médios de motilidade total, do sémen de seis garanhdes, obtidos pés-descongelamento
quando realizado o desdobramento dos valores para substancias dentro de Osmolaridade

Substancia
Osmolaridade LBD Gema
300 (mOsmol/L) 34,17a A 51,25b A
400 (mOsmol/L) 43,75a B 47,50a A

Médias seguidas de diferente letra mintscula diferem entre si nas linhas, médias seguidas de diferente letra
maidscula diferem entre si nas colunas (a < 0,05), Teste realizado: Tukey.

As tabelas 2.5 e 2.7 apresentam os desdobramentos dos valores médios de motilidade total e
motilidade progressiva, respectivamente, para substancias dentro das formas de adicdo da
dimetilformamida e vice versa. Na adicdo fracionada, observamos que ndo ocorreu diferenga
estatistica entre a gema pura e a lipoproteina, porém, na adi¢cdo em Unica etapa a gema foi superior
(p < 0,05) a lipoproteina de baixa densidade. Osério (2006) trabalhando com a gema de ovo
integral também nédo encontrou significancia para as diferentes formas de adicdo do crioprotetor.

Tabela 2.5: Valores médios de motilidade espermatica total de seis garanhdes, obtidos pds-
descongelamento quando realizado o desdobramento dos valores para substancias dentro de formas de
adicdo da dimetilformamida

Substancia
Adicdo LBD Gema
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Unica 37,08a A 53,75b A
Fracionada 40,83a A 45,00a B

Meédias seguidas de diferente letra mintscula diferem entre si nas linhas, médias seguidas de diferente letra
maiUscula diferem entre si nas colunas (a < 0,05), Teste realizado: Tukey.

Tabela 2.6: Valores médios de motilidade progressiva espermatica de seis garanhdes, obtidos pds-
descongelamento quando realizado o desdobramento dos valores para substancias dentro de osmolaridade
(mOsmol/L)

Substancia
Osmolaridade LBD Gema
300 (mOsmol/L) 25,832 A 45,83b A
400 (mOsmol/L) 38,33a B 42,58a A

Médias seguidas de diferente letra minGscula diferem entre si nas linhas, médias seguidas de diferente letra
maidscula diferem entre si nas colunas (a < 0,05), Teste realizado: Tukey.

Tabela 2.7: Valores médios de motilidade progressiva, do sémen de seis garanhdes, obtidos pds-
descongelamento quando realizado o desdobramento dos valores para substancias dentro de formas de
adicdo da dimetilformamida

Substancia
Adicéo LBD Gema
Unica 29,58a A 48,33b A
Fracionada 34,58a A 40,08a A

Médias seguidas de diferente letra minuscula diferem entre si nas linhas, médias seguidas de diferente letra
maidscula diferem entre si nas colunas (a < 0,05), Teste realizado: Tukey.

Os resultados obtidos para a analise de variancia referente as avaliagdes da morfologia
espermatica estdo apresentados na tabela 2.2A (em anexo). A analise dos dados dessa tabela nos
permite concluir que ndo existem diferengas significativas na freqténcia de anormalidades
espermaticas detectadas pela microscopia de contraste de fase em relagdo & forma de adi¢do do
crioprotetor, a substancia base utilizada no meio crioprotetor e a osmolaridade inicial do meio
diluidor.

Os resultados médios referentes as avaliacGes de morfologia espermatica pés-descongelamento,
em relagdo a substancia utilizada como meio diluidor base, a osmolaridade inicial do meio e a
forma de adicdo da dimetilformamida de seis garanhdes apds o descongelamento estdo
apresentados nas tabelas 2.8, 2.9 e 2.10.

Tabela 2.8: Valores médios de morfologia espermatica de seis garanhdes, obtidos pos-descongelamento
para dois meios diferentes

Substancia Espermatozdides normais (%)
LBD 60,46 a
Gema 62,25a
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Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem estatisticamente entre si, pelo teste Tukey (a <
0,05).

Tabela 2.9: Valores médios de morfologia espermatica de seis garanhdes, obtidos pos-descongelamento
para duas diferentes Osmolaridades (mOsmol/L)

Osmolaridade Espermatozoéides normais (%)
300 (mOsmol/L) 61,04 a
400 (mOsmol/L) 61,67 a

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem estatisticamente entre si, pelo teste Tukey (o <
0,05).

Tabela 2.10: Valores médios de morfologia espermética do sémen de seis garanhdes, obtidos pés-
descongelamento para duas diferentes formas de adicdo da dimetilformamida

Adicéo Morfologia
Unica 60,42 a
Fracionada 62,29 a

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si (o < 0,05), Teste realizado: Tukey.

Conforme observamos nas tabelas 2.8, 2.9 e 2.10, ndo ocorreram diferenca estatistica para a
morfologia em relacdo as diferentes variaveis avaliadas neste experimento. A falta de detecgdo
de mudancas na morfologia espermética ap6s o procedimento de criopreservacdo quando
analisado pela microscopia de contraste de fase foi também observado nos estudos de Snoeck,
2003; Cottorello, 2003; Oso6rio, 2006).

Os resultados obtidos para a andlise de variancia referente as avaliagOes da integridade funcional
da membrana plasmatica dos espermatozodides, avaliados pelo teste hiposmético (HO) estdo
apresentados na tabela 2.3A (em anexo). As analises desses resultados nos mostram que existem
diferencas significativas entre as substancias utilizadas no meio crioprotetor base, para a
osmolaridade do meio base inicial, para as diferentes formas de adi¢do da dimetilformamida e
entre a substancia utilizada e a osmolaridade do meio.

Os resultados médios referentes ao teste hiposmotico pos-descongelamento, em relagdo a
substancia utilizada como base do meio diluidor, osmolaridade inicial do meio base e formas de
adicdo da dimetilformamida, do sémen de seis garanhdes estdo representadas nas tabelas 2.11,
2.12 e 2.13 respectivamente.

Tabela 2.11: Valores médios de espermatozdides reativos ao teste hiposmotico de seis garanhdes, obtidos
pos-descongelamento quando do uso de gema ou lipoproteina de baixa densidade

Substancia HO
LBD 21,29 a
Gema 28,25 b

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si (o < 0,05), Teste realizado: Tukey. HO =
porcentagem de espermatozdides reativos ao teste hiposmético.
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Os valores médios do teste hiposmotico encontrados nesse experimento encontram-se dentro dos
valores referenciados na literatura (Neild et al., 2000; Dell” Aqua et al, 2002; Pommer et al., 2002;
Martin, 2005; Osoério et al., 2006; Juliani et al., 2007).

Conforme podemos verificar na tabela 2.11, os resultados apresentados nos mostram uma
superioridade (o < 0,05) da gema do ovo pura sobre as lipoproteinas para a preservacdo da
integridade funcional da membrana plasmatica. No experimento | deste trabalho, quando também
comparamos estas duas substancias, ndo observamos esta significancia. Vale ressaltar que a forma
de adicdo da dimetilformamida e a osmolaridade do meio base eram diferentes, fato que nos
remete mais uma vez a pensar que pequenas modifica¢fes no protocolo de congelamento podem
provocar significativas mudancas na viabilidade dos espermatozoides eqlinos criopreservados.
Melo et al. (2005) em experimento com sémen resfriado equino, sugeriram que 0S meios
diluidores a base de gema de ovo preservariam melhor a membrana plasmatica do que meios
somente a base de leite. Em recente experimento, Martin (2005) utilizando o meio de Martin et
al. (1979), ndo observou diferenca estatistica, quando substitui a gema de ovo integral por 8% de
lipoproteinas de baixa densidade.

Tabela 2.12; Valores médios de teste hiposmético do sémen de seis garanhdes, obtidos pds-
descongelamento para duas diferentes Osmolaridades

Osmolaridade HO
300 (mOsmol/L) 20,92 a
400 (mOsmol/L) 28,63 b

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si (o < 0,05), Teste realizado: Tukey. HO =
porcentagem de espermatozdides reativos ao teste hiposmético.

Analisando os resultados da tabela 2.12, verificamos que com 400 mOsmol/L de osmolaridade
inicial do meio diluidor base houve uma melhor preservagdo de funcionalidade da membrana da
cauda indicada pelo teste hiposmético (o < 0,05) comparada a aquela obtida com a osmolaridade
inicial de 300 mOsmol/L. Segundo Griggers et al. (2002) a osmolaridade ideal do liquido seminal
para a maxima motilidade progressiva esta entre 310 e 320 mOsmol/L.

Pommer et al. (2002) avaliando a resisténcia osmética dos espermatozéides equinos, relataram
uma queda na viabilidade espermética em condigdes hiposmoticas. Ball e Vo (2001) reportaram
que, além da redugdo na motilidade, sob condi¢Bes hiposmoéticas, ocorrem danos a membrana
plasmatica dos espermatozdides, principalmente na regido da peca intermediaria. Estes danos sao
consequéncia, da rapida entrada de agua através da membrana plasmatica provocado pela
alteracdo na concentragdo do soluto durante o congelamento. Watson (2000) relata que os
espermatozoides sdo sensiveis ao estresse osmatico associados a adigdo dos crioprotetores,
principalmente sob condic@es de hiposmolaridade.

Tabela 2.13: Valores médios de teste hiposmotico do sémen de seis garanhdes, obtidos pos-
descongelamento para duas diferentes formas de adicdo da dimetilformamida

Adicdo HO
Unica 21,46 a
Fracionada 28,08 b
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Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si (o < 0,05), Teste realizado: Tukey. HO =
porcentagem de espermatozoides reativos ao teste hiposmético.

Os resultados apresentados na tabela 2.13 nos mostram que para o teste hiposmotico ocorreu uma
superioridade (o < 0,05) da adicdo gradativa da dimetilformamida em relagdo a adi¢cdo em uma
Unica etapa da mesma. A adicdo gradativa do crioprotetor levaria a um menor choque e alteracéo
osmdtica, dando tempo a membrana plasmatica da célula espermatica se adaptar as modificacdes
estruturais provocados pelo estresse osmatico. Diversos trabalhos (Neild et al., 2000; Ball e Vo,
2001; Pommer et al., 2002) tém relatado os fatores que determinam a tolerancia osmoética da
membrana plasmatica dos espermatozoides e sua influéncia sobre a viabilidade espermatica.

Na tabela 2.14 apresentamos o desdobramento de valores médios para substancia dentro da
osmolaridade inicial do meio diluidor base para o teste hiposmético. Pela analise desta tabela,
verificamos que, para a osmolaridade inicial de 300 mOsmol/L a gema integral foi superior as
lipoproteinas e que na osmolaridade inicial de 400 mOsmol/L ndo ocorreu diferenga estatistica.
Ja quando avaliamos dentro de lipoproteinas, a osmolaridade de 400 mOsmol/L foi superior (o <
0,05) a osmolaridade de 300 mOsmol/L.

Tabela 2.14: Valores médios de teste hiposmético do sémen de seis garanhdes, obtidos pds-
descongelamento quando realizado o desdobramento dos valores para substancias dentro de Osmolaridade
(mOsmol/L)

Substancia
Osmolaridade HO - LBD HO - Gema
300 (mOsmol/L) 15,17a A 26,67b A
400 (mOsmol/L) 27,42a B 29,83a A

Médias seguidas de diferente letra minuscula diferem entre si nas linhas, médias seguidas de diferente letra
maidscula diferem entre si nas colunas (a < 0,05), Teste realizado: Tukey.

Em sintese, podemos verificar que para o teste hiposmatico todas as trés variaveis avaliadas nesse
experimento foram estatisticamente significativas, onde a gema de ovo pura foi superior a
lipoproteina; a osmolaridade inicial de 400 mOsmol/L do meio diluidor base foi superior a
osmolaridade inicial de 300 mOsmol/L e a adi¢do da dimetilformamida de forma fracionada foi
superior a adicdo em uma Unica etapa.

Os resultados obtidos para a analise de variancia referente as avaliagdes da integridade estrutural
da membrana plasmatica dos espermatozéides, avaliados pelo teste de fluorescéncia estdo
apresentados na tabela 2.4A (em anexo). As analises desses resultados nos mostram que existem
diferengas significativas para o nimero de espermatozdides integros em relacéo a osmolaridade
do meio inicial e formas de adi¢do da dimetilformamida, e para lesados em relagdo a substancia
utilizada e osmolaridade do meio base.

Os resultados medios referentes ao teste de fluorescéncia pds-descongelamento, em relagdo a
substancia utilizada como base do meio diluidor, osmolaridade inicial do meio base e formas de
adicdo da dimetilformamida, do sémen de seis garanhdes estdo representadas nas tabelas 2.15,
2.16 e 2.17 respectivamente.
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Tabela 2.15: Valores médios de teste de fluorescéncia do sémen de seis garanhdes, obtidos pés-
descongelamento para duas diferentes substancias

Tratamento SPTZ integros SPTZ Semilesados SPTZLesados
LBD 43,71 a 12,38 a 4433 a
Gema 48,00 a 15,63 a 36,38b

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si (o < 0,05), Teste realizado: Tukey. SPTZ
= espermatozdides.

Tabela 2.16: Valores médios de teste de fluorescéncia do sémen de seis garanhdes, obtidos pos-
descongelamento para duas diferentes Osmolaridades (mOsmol/L)

Osmolaridade SPTZ integros SPTZ Semilesados SPTZL esados
300 (mOsmol/L 41,99 a 13,46 a 43,50 a
400 (mOsmol/L 49,75 b 1454 a 37,21b

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si (o < 0,05), Teste realizado: Tukey. SPTZ
= espermatozdides.

Tabela 2.17: Valores médios de teste de fluorescéncia do sémen de seis garanhdes, obtidos pés-
descongelamento para duas diferentes formas de adicdo da dimetilformamida

Adicao SPTZ Integros SPTZ Semilesados SPTZL esados
Unica 4450 a 13,42 a 39,38 a
Fracionada 48,21 b 1458 a 32,33 a

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si (o < 0,05), Teste realizado: Tukey. SPTZ
= espermatozdides.

Podemos observar nessas tabelas que, para o nimero de espermatozdides lesados a gema de ovo
integral foi estatisticamente superior as lipoproteinas, apresentando um menor nimero de
estruturas lesadas. Resultado similares para a gema de ovo, foram encontrados por Alvarenga et
al. (2004).

A osmolaridade inicial de 400 mOsmol/L do meio diluidor foi superior (o < 0,05) a 300
mOsmol/L tanto para 0 nimero de espermatozdides integros como para os lesados. Ball e Vo,
(2001) relataram que a integridade da membrana plasmatica nao foi alterada sob condi¢des de
hiperosmolaridade. Os resultados obtidos nesse experimento sdo similares aos reportados por
Papa et al. (2004), quando o aumento da osmolaridade do meio diluidor inicial proporcionou
aumento da integridade da membrana plasmatica dos espermatozoides, avaliados pelo mesmo
teste de fluorescéncia.

Para a adi¢do fracionada da dimetilformamida neste experimento, ocorreu diferenca estatistica

para 0 numero de espermatozoides integros encontrados, sendo estes resultados semelhantes ao
valores encontrados na literatura (Papa et al., 2004; Osério, 2006; Juliani et al. 2007).
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3.5 CONCLUSOES

Dos pardmetros avaliados neste experimento, somente para a motilidade nao se observou efeito
benéfico da adigdo fracionada e aumento de osmolaridade inicial do meio base sobre a viabilidade
dos espermatozdides equinos criopreservados.

As lipoproteinas de baixa densidade na concentragdo de 20% usada em substiruicdo a gema total
ndo trouxe prejuizo na viabilidade dos espermatozdides pds descongelamento, logo pode ser
usada em substituicdo a gema de ovo total.

O fracionamento e aumento da osmolaridade sdo procedimentos que poderiam ser incorporados
os protocolos de congelamento para melhoria da viabilidade espermatica, particularmente quando
utilizada as lipoproteinas de baixa densidade.

66



ANEXOS

Tabela 2.1A: Andlise de variancia para motilidade total, motilidade progressiva e vigor espermatico

Motilidade Motilidade Vigor
Progressiva
Total
FV GL QM F QM F QM F
Garanhdo 863,0833 664,2703 0,3875
Substéncia 1302,0833 11,79** 1764,1875 13,10™ 1,0208 4,53"
mOsmol 102,0833 0,93"s  256,6875 1,91"s 0,5208 2,31

Substéncia X mOsmol 533,3333 4,83 744,1875 553" 0,0208 0,09"*
Subst X Etapas 468,7500 4,25" 526,6875 3,91 0,5208 2,31
mOsmol X Etapas 52,0833 0,47"s 72,5208  0,54"* 0,1875 0,83"*

5
1
1
Etapas 1 75,0000 0,68"* 31,6875  0,24"* 0,0208 0,09"*
1
1
1
Subst X mOsmol X 1 208,3333 1,89 204,1875  1,52"* 0,1875 0,83

Etapas
Erro 35 110,4167 134,6994 0,2256
Coefic de Variacdo 23,79% 30,43% 14,34%
Média 44,1667 38,1458 3,3125

** significativo pelo teste F ao nivel de 1 %, * significativo pelo teste F ao nivel de 5%, n.s. ndo significativo
pelo teste F.

Tabela 2.2A: Anélise de variancia para morfologia espermética

Morfologia
FV GL QM F
Garanhdo 5 647,1208
Substéncia 1 38,5208 2,54"s
mOsmol 1 4,6875 0,31
Etapas 1 42,1875 2,78"s
Substéncia X mOsmol 1 11,0208 0,73"s
Substéncia X Etapas 1 7,5208 0,50
mOsmol X Etapas 1 0,5208 0,03
Substancia X mOsmol X Etapas 1 50,0208 3,30"*
Erro 35 15,1685
Coefic de Variagéo 6,35%
Média 61,3542

** significativo pelo teste F ao nivel de 1 %, * significativo pelo teste F ao nivel de 5%, n.s. ndo significativo
pelo teste F.

Tabela 2.3A: Anélise de variancia para teste hiposmoético (HO)

HO
FV GL QM F
Garanhdo 5 402,9708
Substancia 1 581,0208 19,76™
Osmolaridade 1 713,0208 24,25™
Adicio 1 526,6875 17,92
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Substancia X Osmol 1 247,5208 8,42
Substancia X Adicdo 1 0,5208 0,02
mOsmol X Adicéo 1 9,1875 0,31"s
Substancia X mOsmol X Adicédo 1 4,6875 0,16"s
Erro 35 29,3994
Coeficiente de Variacdo 21,89%
Média 24,7708

** significativo pelo teste F ao nivel de 1 %, * significativo pelo teste F ao nivel de 5%, n.s. ndo significativo

pelo teste F.

Tabela 2.4A: Andlise de variancia para integros, semilesados e lesados

integros Semilesados Lesados
FV GL QM F QM F QM F
Garanhéo 5  1307,0708 562,9500 1290,4708
Substéncia 1 221,0208 3,22"s 126,7500 5,06 760,0208 11,91
mOsmol 1 728,5208 10,62 14,0833 0,56™  475,0208 7,44
Etapas 1 88,0208 1,28"s 16,3333  0,65"* 46,0208 0,72"s
Substancia X mOsmol 1 15,1875 0,22"s 1,3333 0,05 1,6875 0,03
Subst X Etapas 1 72,5208 1,06"* 0,0833 0,00 46,0208 0,72"s
mOsmol X Etapas 1 204,1875 2,98"s 30,0833 1,20"%  105,0208 1,65
Subst X mOsmol X 1 35,0208 0,51" 33,3333 1,33"%  105,0208 1,65
Etapas
Erro 35 68,6327 25,0643 63,8232
Coefic de Variagdo 18,07% 35,76%
Média 45,8542 14,0000

** significativo pelo teste F ao nivel de 1 %, * significativo pelo teste F ao nivel de 5%, n.s. ndo significativo

pelo teste F.

Tabela 2.5A - Osmolaridade e pH final dos meios diluidores de sémen de seis garanhGes

Diluidores Osmolaridade (mOsmol/L) pH
Tratamento 1 1024 6,57
Tratamento 2 1065 6,48
Tratamento 3 1023 6,58
Tratamento 4 1051 6,53
Tratamento 5 1024 6,29
Tratamento 6 1065 6,46
Tratamento 7 1023 6,42
Tratamento 8 1051 6,40

Tratamento 1: meio INRA 82, com 20% de LBD e 5% de dimetilformamida - 300mOsmol/L; Tratamento
2: meio INRA 82, com 20% de LBD e 5% de dimetilformamida - 400 mOsmol/L; Tratamento 3: meio INRA
82, com 2% de gema ovo e 5% de dimetilformamida - 300 mOsmol/L; Tratamento 4: meio INRA 82, com
2% de gema ovo e 5% de dimetilformamida - 400 mOsmol/L; Tratamento 5: meio INRA 82, com 20% de
LBD e 5% de dimetilformamida - 300 mOsmol/L; Tratamento 6: meio INRA 82, com 20% de LBD e 5% de
dimetilformamida - 400 mOsmol/L; Tratamento 7: meio INRA 82, com 2% de gema ovo e 5% de
dimetilformamida - 300 mOsmol/L; Tratamento 8: meio INRA 82, com 2% de gema ovo e 5% de

dimetilformamida - 400 mOsmol/L.
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4. CONSIDERACOES GERAIS

Considerando a procura de pesquisadores em produzir um meio extensor de composi¢do
padronizada e objetivando a determinagdo de um protocolo de congelamento ideal para a espécie
equina, a confirmacdo nos eqlinos, de que as lipoproteinas de baixa densidade obtida da gema do
0VvO representam uma opcdo viavel na criopreservacdo espermatica, pode ser considerada como
uma contribuicdo favoravel para a melhoria na qualidade espermatica pos descongelamento.

A utilizac&o destas lipoproteinas de baixa densidade mostrou-se uma opcéo viavel, e ainda, ajustes
na osmolaridade do meio base e nas formas de adicdo fracionada do crioprotetor podem
incrementar a qualidade espermatica pos-descongelamento.

Considerando que o uso de leite ou gema em meios extensores podem vir a causar impedimentos
para importacdo e exportacdo de sémen, devidos & barreira sanitaria, os resultados obtidos
contribuiram para formulacéo de meio de composic¢ao padronizada e com menos riscos sanitarios.
A maior dificuldade na aplicagdo imediata destas alternativas considerando o trabalho adicional
na formulacdo dos meios extensores pode ser compensada se pudermos, com estudos adicionais,
melhorarmos ainda mais a viabilidade espermatica p6s-descongelamento, mantendo o principio
de produzir meios extensores totalmente padronizaveis.

Novos estudos deverdo ser conduzidos para maior esclarecimento dos efeitos das lipoproteinas

de baixa densidade; e da influéncia destas lipoproteinas sobre as diferentes etapas do processo de
criopreservacdo e sobre a viabilidade dos espermatozéides eqlinos criopreservados.
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