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RESUMO

Este trabalho teve como objetivos avaliar a eficiéncia de duas formas de adigdo da
dimetilformamida a 5%, utilizando-se como meio diluidor base o INRA 82 modificado, ¢ de
duas curvas de congelamento na preservacao espermatica eqiiina, avaliada in vitro. Objetivou-se
também verificar o grau de lesdo dos espermatozdides durante as diversas etapas do processo de
criopreservagdo. Um ejaculado de nove garanhdes foi utilizado para testar quatro tratamentos:
adi¢do do crioprotetor, em tnica etapa, sem resfriamento prévio (T1- controle); adi¢do do
crioprotetor, em multiplas etapas, sem resfriamento prévio (T2); adi¢do do crioprotetor, em
unica etapa, com resfriamento prévio (T3); e adi¢do do crioprotetor, em multiplas etapas, com
resfriamento prévio (T4). O sémen foi envasado em palhetas de 0,5 mL e congelado trés
centimetros acima da lamina do nitrogénio liquido e posteriormente submerso no mesmo. O
descongelamento foi realizado a 52°C por dez segundos, seguido da imersdo em banho-maria a
37°C por mais trinta segundos. Apds a adicdo do crioprotetor, em Unica ou multiplas etapas,
foram avaliados os pardmetros espermaticos de motilidade espermatica total, progressiva e vigor
do movimento espermatico, em microscopia optica (aumento de 400X). A integridade funcional
da membrana plasmatica foi avaliada por meio do teste hiposmotico. Apos o descongelamento,
foram avaliados os parametros de motilidade espermatica total, motilidade espermatica
progressiva, vigor do movimento espermatico e integridade estrutural das membranas
espermaticas por meio de sondas fluorescentes (carboxifluoresceina e iodeto de propideo). Os
espermatozoides foram submetidos ao teste de termo-resisténcia. Imediatamente apds a adigdo
do crioprotetor, em unica ou multiplas etapas, ndo foram observadas diferencas entre os
tratamentos (p>0,05). Apds o descongelamento, foi observada superioridade da adigdo do
crioprotetor, em multiplas etapas, em todos os pardmetros avaliados, independentemente da
curva de congelamento adotada, com ou sem resfriamento controlado prévio (p<0,05). A curva
de congelamento, com resfriamento controlado prévio na velocidade de -0,25°C/minuto, foi
mais eficaz na preservagdo da viabilidade espermatica pods-descongelamento, em todos os
pardmetros avaliados, independentemente da forma de adi¢do do crioprotetor, em tUnica ou
multiplas etapas (p<0,05). Os resultados obtidos permitem concluir que a adig¢do do crioprotetor,
em multiplas etapas, associado a uma curva de resfriamento lenta, foi o protocolo mais eficaz na
preservacao da viabilidade espermadtica eqiiina, avaliada in vitro, ap6s o descongelamento e que
as injurias sdo ocasionadas pelo estresse osmoético e pelo método de resfriamento dos
espermatozoides.

Palavras chave: dimetilformamida, criopreservagao, sémen eqiiino.



ABSTRACT

The aim of this research was to evaluate the efficacy of the manner of the cryoprotectant
addition, one or multiple steps, and the cooling rate, on equine semen cryopreservation. The
lesion intensity of the spermatozoa, during the process of the cryopreservation, was also studied.
One ejaculate of nine stallions was used to test the modified INRA 82 with 5% of dimetyl
formamide with the following treatments: addition of the dimethyl formamide in one step and
fast cooling rate (T1- control), addition of the dimethyl formamide in multiple steps and fast
cooling rate (T2), addition of the dimethyl formamide in one step and slow cooling rate (T3),
addition of the dimethyl formamide in multiple steps and slow cooling rate (T4). After
centrifugation of ejaculates in INRA 82 extender, sperm pellets were diluted with final
extenders to reach the concentration of 100X10° sperm cells per ml. Semen was frozen three
centimeters above the nitrogen level, during ten minutes, in 0.5 ml straws. Thawing of samples
was done at 52°C for ten seconds followed by immersion of the straw in a water bath at 37°C
for thirty seconds. Immediately pos dimethyl formamide addition, total and progressive motility
and sperm vigor were evaluated under light microscope (400X). The functional sperm
membrane integrity was evaluated by the hypoosmotic swelling test. No differences between
treatments were observed, before the cooling of the straw. Immediately post thaw, total and
progressive motility and sperm vigor were evaluated under light microscope (400X). Functional
and structural sperm membrane integrity were evaluated by the hypoosmotic swelling test and
fluorescent dyes, carboxyfluorescein diacetate and propidium iodide, respectively. The
spermatozoa was also evaluated in the temperature resistance test. The multiple steps addition of
the cryoprotectants was better than the one step addition in all parameters valued, independently
from the cooling rate. The slow cooling rate was better than the fast cooling rate in all
parameters valued, independently from the manner of the dimethyl formamide addition. It may
be concluded that the association of the multiple steps addition of the dimethyl formamide with
the slow cooling rate is the best protocol to freeze the equine semen and that the lesions caused
by osmotic and cold stress may occur during the cooling and freezing process.

Key words: dimetyl formamide, cryopreservation, equine semen.
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1. INTRODUCAO

A utilizagdo do s€men eqiiino congelado ¢
atualmente uma realidade em diversos haras
nacionais. Dentre os  fatores que
impulsionaram a utilizagdo desta
biotecnologia destacam-se o uso crescente
de animais geneticamente superiores, o
interesse dos criadores em criopreservar os
espermatozoides de garanhdes de alto
interesse comercial, além de técnicas de
insemina¢do avangadas, como a inseminagao
artificial na jungdo utero-tubaria, que
incrementam a eficiéncia do sémen
congelado eqiiino.

Entretanto, os protocolos de congelamento
atualmente disponiveis, ndo proporcionam
taxas de prenhez satisfatérias. A menor
capacidade dos espermatozoides eqiiinos em
resistirem ao processo de criopreservagao,
bem como as diferencas existentes na
resisténcia dos  espermatozdides entre
garanhdes e entre ejaculados do mesmo
individuo, sdo importantes entraves para o
avango desta biotecnologia (Vidament et al.,
1997). A composi¢do e a distribui¢ao dos
fosfolipideos e a natureza dos acidos graxos
diferem de membrana para membrana e, até
mesmo, dentro de determinadas regides da
mesma membrana plasmatica. Por¢des da
membrana plasmatica do espermatozoide,
contendo uma proporg¢do relativamente alta
de colesterol: fosfolipideos, especialmente
os poliinsaturados, podem ser mais
resistentes as mudangas de temperatura
(Pickett ¢ Amann, 1993). Barbacini et al.
(1999) atribuiram os poucos avangos no
congelamento do sémen eqiiino, desde o
relato da primeira prenhez obtida com a
utilizagdo desta biotecnologia em 1957
(Barker e Gandier, 1957), a auséncia de
selecio  dos  garanhdes quanto  a
congelabilidade de suas células
espermaticas, sendo a selecdo feita
exclusivamente quanto ao desempenho
atlético dos animais. Apesar dos esfor¢os em
melhorar as técnicas de congelamento do
sémen eqiiino, a perda da viabilidade

espermatica pos-descongelamento ainda ¢
um fator limitante para o uso disseminado
dessa técnica, sendo a perda da integridade
da membrana um tipo de injaria
frequentemente observada nas células
espermaticas apos o descongelamento, o que
diminui a sobrevivéncia e a capacidade
fecundante dos espermatozoides (Henry et
al., 2002).

O sucesso obtido na criopreservacao dos
espermatozoides bovinos ndo tem sido
obtido em outras espécies de mamiferos.
Essas diferencas entre as espécies sdo, em
parte, devido a fisiologia e a bioquimica dos
proprios espermatozodides e as variagdes na
anatomia ¢ fisiologia do transporte
espermatico no trato reprodutivo feminino.
Mesmo o  melhor  protocolo  de
criopreservagdo  causa  injurias  aos
espermatozoides, diminuindo a eficiéncia
em atingirem o sitio da fecundacdo, pois
acessar este sitio, dentro da tuba uterina,
envolve a superagdo de uma série de
obstaculos que podem ter  sido
desenvolvidos exatamente para impedirem
uma baixa qualidade espermatica (Holt,
2000a). Segundo Parks e Graham (1992), a
reducdo da fertilidade, quando da utilizagdo
do sémen congelado, deve-se as alteracdes
das estruturas e fungdes das membranas
durante o resfriamento, congelamento e
descongelamento. Evidéncias sugerem que
as membranas sdo comprometidas durante o
resfriamento e o reaquecimento devido a
reorganizacdo dos lipideos das mesmas,
prejudicando as associagdes lipideo-lipideo
e lipideo-proteina, que sdo importantes para
sua funcionalidade.

Os crioprotetores sdo essenciais para a
sobrevivéncia das células durante o processo
de criopreservacdo, porém, o crioprotetor
mais comumente utilizado, o glicerol, pode
afetar negativamente as células (Demick,
1976). O efeito toxico do glicerol, associado
a sua inabilidade em proteger mais da
metade da populagdo dos espermatozoides,
estimula a pesquisa sobre crioprotetores
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alternativos de menor toxicidade a célula
espermatica (Watson,1995).

Hammersted e Graham (1992), ao estudarem
a criopreservacdo espermatica das aves,
revisaram as agdes do glicerol nos
espermatozoides.  Esses  pesquisadores
sugeriram que o glicerol afete a viscosidade
citoplasmatica, tdo logo atinja o interior da
célula, mudando as taxas de todos os
processos de difusdo. A viscosidade
citoplasmatica difere entre as espécies
(Hammersted et al., 1978), sugerindo que o
glicerol pode ter efeitos espécie-especificos
nos espermatozodides (Holt, 2000Db).

Na tentativa de se desenvolver protocolos de
congelamento que melhor preservem as
caracteristicas  espermaticas do sémen
eqiiino apos o descongelamento, Cotorello et
al. (2001) testaram o efeito do etilenoglicol,
isolado ou associado ao glicerol, na
criopreservacdo do sémen eqiiino e ndo
observaram diferen¢a entre os tratamentos,
concluindo que o etilenoglicol ¢ uma
alternativa viavel na criopreservacdao do
sémen eqiiino, avaliado in vitro, apés o
descongelamento. Snoeck et al. (2001), ao
avaliarem diversos crioprotetores da célula
espermatica eqiiina, demonstraram que a
associacdo da acetamida com a metilcelulose
e trealose pode ser utilizada como
alternativa na criopreservagdo do sémen
eqiiino. Juliani et al. (2003), comparando o
efeito da trealose ou rafinose associadas a
diferentes concentracdes de acetamida no
congelamento do sémen eqiiino, concluiram
que a associacdo acetamida 5% com trealose
foi a mais eficaz em preservar a viabilidade
espermatica, avaliada in vitro, poOs-
descongelamento. Snoeck (2003) observou
inferioridade do glicerol em comparagao
com o etilenoglicol e a acetamida em
preservar a integridade estrutural dos
espermatozoides eqiiinos da raca
Mangalarga Marchador. Para o pardmetro
fungdo da membrana plasmatica, os
resultados indicaram que numericamente os
diluidores que possuiam a acetamida em sua

12

formulagdo tenderam a preservar melhor a
membrana plasmatica dos espermatozdides
dos garanhdes da raga Mangalarga
Marchador, em relagdo ao glicerol e ao
etilenoglicol.

As amidas tém apresentado resultados
promissores, estando sua eficiéncia
relacionada ao seu baixo peso molecular,
quando comparadas ao glicerol, permitindo
maior permeabilidade nas membranas
plasmatica e acrossomal, ocasionando menor
estresse osmoético aos espermatozoides
(Medeiros et al., 2002). A penetracdo do
glicerol na célula espermatica, ou sua
subsequente  saida, pode afetar as
membranas celulares por resultarem em
injurias que tornam os espermatozoides
inférteis, ainda que possuam motilidade pos-
descongelamento (Amann e Pickett, 1987).
A utilizacdo de solugoes de
dimetilformamida em concentracdes de 2 a
5% melhorou significativamente a maioria
dos parametros espermaticos, avaliados in
vitro, apés o descongelamento, quando
comparados com as solu¢des contendo
glicerol entre 2 a 5% (Medeiros et al., 2002;
Vidament et al., 2002).

Gomes et al. (2002) demonstraram que as
amidas sdo crioprotetores vidveis na
criopreservagdo do sémen de garanhdes com
maior  sensibilidade  espermdtica  ao
congelamento, melhorando os parametros
espermaticos, avaliados in vitro, apds o
descongelamento, de reprodutores da raca
Mangalarga Marchador. Esses pesquisadores
demonstraram que a dimetilformamida a 5%
foi superior ao glicerol a 5%, a
metilformamida a 5% e & dimetilacetamida a
3% na preservagio da motilidade
espermatica total, e similar a
metilformamida na  preservagdo da
motilidade espermatica progressiva.

O sucesso da criopreservacdo do s€men
eqiino depende das interagdes entre
diluidor, crioprotetor e curvas de
resfriamento e descongelamento, buscando



minimizar os danos causados pelo choque
térmico, formagdo de cristais de gelo e
desidratacdao celular (Jasko, 1994; Heitland
et al, 1996). A escolha da curva de
congelamento apropriada depende do
diluidor utilizado (Graham, 1996b), sendo
que para os diluidores a base de leite ¢ gema
de ovo, ha necessidade de resfriamento
controlado (-0,3°C/minuto até 5°C) antes do
congelamento em vapor de nitrogénio
(Cochran et al., 1984). Martin et al.(1979),
utilizando o diluidor lactose-EDTA-gema de
ovo, nao observaram diferencas na
motilidade espermatica pOs-
descongelamento quando comparadas as
curvas lenta e rapida de resfriamento durante
0 processo de criopreservagao.

Atualmente, as pesquisas envolvendo
tecnologia de congelamento do sémen
eqiiino procuram incluir métodos simples ¢
acurados de avaliagdio da qualidade
espermatica ap6s o descongelamento. A
avaliagdo da motilidade espermatica tem
valor limitado na predi¢do da fertilidade do
garanhdo (Christensen, 1995) e, mesmo
quando a morfologia e a motilidade
espermatica sdo satisfatorias, a fertilidade
pode ser insatisfatoria (Voss et al., 1981).
Neild et al. (2000) consideraram que a
predicdo da qualidade espermatica pode ser
melhorada caso sejam utilizados parametros
adicionais de avaliacdo baseados nas
caracteristicas funcionais dos
espermatozoides, como por exemplo o teste
hiposmético, que avalia a integridade
funcional da membrana plasmatica. O teste
hiposmoético ¢ mais conclusivo do que as
coloragdes supravitais que avaliam a
integridade estrutural dos espermatozoides,
pois, diversos eventos que ocorrem durante a
fecundacio, como a capacitagdo
espermatica, a reagao acrossomica e a fusdo
gamética ndo irdo ocorrer se a membrana
plasmatica estiver estruturalmente intacta,
mas bioquimicamente inativa (Correa e
Zavos, 1994). O teste hiposmdtico torna-se
mais efetivo quando combinado com outros
métodos de avaliacdo espermatica, como a

carboxifluoresceina e o iodeto de propideo,
que avaliam a integridade estrutural dos
espermatozoides (Garner et al., 1986). A
utilizacdo de testes in vitro, que melhor
avaliem o potencial fecundante do sémen
congelado eqiiino, tem grande importancia
no estudo de métodos alternativos de
criopreservagao.

A determinacao da resisténcia osmotica ¢
critica para o entendimento das capacidades
biofisicas dos espermatozdides durante os
processos de congelamento e
descongelamento. Uma vez que a resisténcia
osmoética do espermatozodide eqiiino for
determinada, este conhecimento pode ser
utilizado para o entendimento do
comportamento das membranas e para
modificar os  métodos  atuais de
criopreservagdo, o que poderia aumentar a
fertilidade dos espermatozoides eqiiinos
apos o descongelamento (Pommer et al.
2002).

O presente trabalho teve como objetivos:
verificar os danos causados as células
espermaticas em fun¢do da forma de adigdo,
em Unica ou multiplas etapas, de 5% de
dimetilformamida ao meio diluidor base,
verificar os danos causados a célula
espermatica em fun¢do da curva de
congelamento utilizada, com ou sem
resfriamento controlado prévio, e avaliar o
grau de leso dos espermatozodides nas
diferentes etapas do congelamento. As
hipoteses levantadas sdo que a introdugdo
gradativa da dimetilformamida a 5% ao
meio diluidor base é menos lesiva, quando
comparada a introdu¢do em uma Unica
etapa, na preservacdo da qualidade
espermatica, avaliada in vitro, pos-
descongelamento, e que a curva de
congelamento, com resfriamento controlado
prévio ¢ mais eficaz na preservagdo da
viabilidade espermatica eqiiina, avaliada in
vitro, quando comparada a curva de
congelamento sem resfriamento prévio.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Vantagens e desvantagens da
criopreservacio espermatica eqiiina

Segundo Amann e Pickett (1987) e
McKinnon et al. (1996), as principais
vantagens da criopreservagdo do sémen
eqiiino sdo a redugdo do uso de garanhdes
geneticamente inferiores; a possibilidade do
uso de garanhdes, quando esses se
encontram em competi¢gdes hipicas, em
recuperacdo de injurias ou doengas, ou
mesmo apos a interrupcdo de sua capacidade
reprodutiva ou 6bito; os baixos custos de
transporte de um botijao criogénico quando
comparados aos custos de transporte de um
garanhdo; além da ndo necessidade do
transporte de éguas para serem cobertas, 0
que diminui a prevaléncia de doengas
sexualmente transmissiveis.

As principais desvantagens sdo que, para
muitos garanhdes, o0s protocolos de
congelamento atualmente disponiveis nao
resultam em taxas de prenhez satisfatorias,
os custos do processo de congelamento sdo
elevados e algumas associagdes de raca ndo
permitem a utilizag@o desta biotecnologia.
2.2 Aspectos fundamentais da
criopreservacio

Segundo Amann e Pickett (1987) o
espermatozoide, para fecundar um ovdcito,
devera manter no minimo quatro atributos:
motilidade progressiva; enzimas
acrossomais intactas, fundamentais ao
processo de fusdo gamética; metabolismo
para a producdo de energia e proteinas do
plasma seminal, importantes para a
sobrevivéncia espermatica dentro do trato
reprodutivo feminino e para a fusdo
gamética. A destruicdo dos componentes
espermaticos, associados a uma ou mais
dessas fungdes, ira reduzir ou abolir o
potencial fecundante dos espermatozoides.
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Atualmente, mesmo com o0s melhores
protocolos de criopreservacdo, a taxa de
sobreviventes apds o descongelamento, em
média, ndo € superior a 50%. Além disso, os
espermatozoides sobreviventes sdo
qualitativamente inferiores apos 0
descongelamento (Watson, 1995).

Durante o processo de resfriamento, de 20°C
a 8°C, ocorre uma séric de mudangas,
parcialmente irreversiveis que,
coletivamente, sao denominadas de choque
térmico. O espermatozoide eqiliino ¢
extremamente sensivel ao choque térmico,
que ¢ evidenciado pelo movimento circular
fechado ou retrogrado, perda prematura da
motilidade, aumento da permeabilidade das
membranas, decréscimo da  produgdo
energética e perda de ions e moléculas
intracelulares. As injarias aos
espermatozoides, ocasionadas pelo choque
térmico, relacionam-se diretamente com a
curva de resfriamento adotada e ocorrem
quando os espermatozoides sdo rapidamente
resfriados da temperatura ambiente até
0°C (Jasko, 1994), podendo ser causadas
diretamente pelo comprometimento de
estruturas celulares, como por exemplo a
ruptura das membranas, ou indiretamente
pela alteragao das fungdes celulares (Amann
e Pickett, 1987).

As injurias do choque térmico t€m inicio
primariamente nas membranas plasmaticas
espermaticas. A temperatura corporal, as
membranas plasmaticas estdo na forma de
um mosaico fluido de lipideos e proteinas.
As proteinas estdo livres para se
movimentarem dentro da bicamada fluida de
fosfolipideos, e fungdes proprias da
membrana requerem que as proteinas sejam
capazes de se movimentarem no seu interior.
A medida que as membranas espermaticas
sdo resfriadas, as propriedades da bicamada
fluida de fosfolipideos se modificam e os
fosfolipideos  similares, dentro  dessa
membrana, comecam a se coalescerem
formando dominios. Esses  dominios
excluem os componentes protéicos da



membrana, restringindo a mobilidade e
alterando a funcionalidade da mesma. Essas
mudangas se iniciam nas membranas
plasmaticas, que envolvem a cabeca dos
espermatozoides, e injurias posteriores
podem romper membranas acrossomais ou,
até mesmo, as membranas intracelulares
(Jasko, 1994).

Diversos fatores contribuem para o sucesso
da criopreservagdo espermatica, dentre os
quais se destaca a curva de congelamento.
Uma curva de congelamento oOtima ndo
devera ser muito lenta, para que a alta
concentracdo de sais intracelulares, devido a
desidratacao, nao danifique 0s
espermatozoides; e nem muito rapida para
que ndo ocorra a formagdo de gelo
intracelular. O descongelamento também
limita o sucesso de um programa de
cripreservacao. Recomenda-se que quando o
congelamento for rapido, o descongelamento
também devera ser rapido e, quando o
congelamento for lento, o descongelamento
também devera ser lento (Amann e Pickett,
1987; Leibo e Bradley, 1999). Quando o
congelamento é realizado em uma
velocidade muito rapida, ndo had tempo
suficiente para que ocorra adequada
desidratac¢do, havendo assim a formacdo de
grandes cristais de gelo no meio intracelular.
Dai, a necessidade de uma velocidade de
descongelamento também rapida para que
ndo ocorra a recristalizacdo, com
consequente dano a célula espermatica.
Quando o congelamento ¢ realizado
lentamente, o descongelamento também
devera ser lento, pois ha a necessidade de
maior tempo para que a célula se reidrate,
preservando sua viabilidade morfo-funcional
(Mazur, 1984).

As membranas espermaticas que sao
afetadas pela criopreservagdo incluem a
membrana plasmdatica, as membranas
acrossomais externa e interna, as membranas
mitocondriais interna e externa e a
membrana  nuclear., As  membranas
plasmatica e acrossomal externa sdo

regionalmente diferentes. Recentemente,
uma hipotese de assimetria bilaminar tem
sido considerada importante na fungdo da
membrana plasmatica. A quebra na
assimetria parece estar associada ao
desenvolvimento de um folheto externo mais
fluido da membrana plasmatica, que é uma
caracteristica dos espermatozoides
capacitados. Essa membrana ¢ fusogénica,
permeavel e instavel, atribuindo & célula
uma longevidade menor. Desde que as
enzimas sdo dependentes da temperatura, a
ruptura na assimetria bilaminar pode estar
associada com o resfriamento e o
reaquecimento. As proteinas do
citoesqueleto exibem despolarizagdo e
repolarizagdo dependentes da temperatura, o
que pode ter implicagdes significativas no
processo de criopreservgdo espermatica
(Watson, 1995).

Embora a reducdo na motilidade espermatica
possa ser explicada pelas mudangas no
transporte ativo e na permeabilidade da
membrana plasmatica na regido da cauda,
também ¢ possivel que alteragdes na
viabilidade de energia ou injurias aos
elementos do axonema possam contribuir
para esta causa. Além disso, a lesdo na
estrutura mitocondrial, ocasionada pela
criopreservagdo reduz a produgdo de ATP
(Watson, 1995).

Para um melhor entendimento de como as
mudangas de temperatura danificam os
espermatozoides, ha necessidade do
entendimento da sua estrutura.

2.2.1 Estrutura espermatica

Os espermatozoides s3o formados pela
cabeca, que acomoda o nucleo, uma
estrutura que contém cromatina altamente
condensada e o acrossoma, que contém
enzimas. A membrana acrossomal ¢
designada para se fundir com a membrana
plasmatica e liberar as enzimas acrossomais,
que auxiliam na  penetragdo  do
espermatozoide na zona pelicida do ovdcito.

15



O colo (pescoco) conecta a cabeca
espermatica a cauda, que ¢ dividida em trés
regides especializadas: peca intermedidria,
peca principal ¢ peca terminal. A cauda
espermatica contém um axonema composto
por microtiibulos na configuragdo (9+2), um
par de microtibulos central e nove pares
periféricos circundados pelas fibras externas
densas. A peca intermediaria esta envolvida
na produg¢do de energia por acomodar as
mitocondrias e o flagelo estd envolvido com
a motilidade. A cabeca, o colo, a peca
intermedidria, a peca principal e a peca
terminal sdo envolvidos pela membrana
plasmatica, composta por varios lipideos e
proteinas. O axonema, as mitocondrias e a
membrana plasmatica sofrem alteragdes
durante o processo de congelamento,
determinando que o0s espermatozoides
descongelados mantenham a motilidade
progressiva por um curto periodo de tempo
(Amann ¢ Pickett, 1987; Amann, 1991;
Squires et al., 1999).

Sob a perspectiva do choque térmico, as
estruturas membranosas sdo as mais
relevantes. Tais estruturas incluem a
membrana plasmdatica, as membranas
acrossomais e mitocondriais € a membrana
nuclear. As membranas sdo compostas de
lipideos e proteinas que se organizam em
uma bicamada lipidica, formada
predominantemente por fosfolipideos e o
colesterol. As proteinas sdo classificadas
como integrais ou periféricas, sendo essas
ultimas facilmente dissolvidas em agua ou
diluidores seminais, enquanto que as
primeiras sdo fortemente aderidas e s6 sdo
destacadas da membrana por solventes ou
detergentes. Essas proteinas servem como
poros ou canais da membrana (Amann e
Pickett, 1987).

A distribuicio dos fosfolipideos na
membrana ndo permite que a agua e que
moléculas dissolvidas em agua passem pela
membrana plasmatica com facilidade;
consequentemente, essas moléculas passam
ou sdo transportadas através dos poros ou
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canais criados pelas proteinas integrais.
Mudangas no arranjo dos fosfolipideos sdo
ocasionadas por injurias na membrana e
permitem a passagem rapida de substancias
que, normalmente, a atravessam
vagarosamente. Em condi¢gdes normais, a
passagem de solugdes hidrofilicas é minima
ou nula em regides da membrana
desprovidas de poros (Amann e Pickett,
1987).

As proteinas funcionam como bombas
10nicas removendo calcio, sodio e outros
ions de dentro da célula e agem como
receptores para a ligagdo dos
espermatozoides ao ovocito. Devido a
importancia da membrana na manutengo
ionica celular, as injurias da membrana
resultam em  morte celular. Um
espermatozoide pode se tornar infértil por
numerosas razdes: perda ou dano
acrossomal, injlrias & membrana plasmatica,
funcdo mitocondrial insatisfatoria e perda da
motilidade (Squires et al., 1999).

2.2.2 Mudangas que ocorrem durante o
congelamento e o descongelamento

A fluidez das membranas ¢ dada pela
capacidade dos fosfolipideos em se
movimentarem lateralmente e, dentre os
fatores que a afetam, a temperatura é o mais
relevante. Uma série de mudangas ocorre na
natureza biofisica dos espermatozoides,
especialmente quando em temperaturas
inferiores a 20°C. Devido a natureza
heterogénea das membranas espermaticas e
ao intervalo de temperatura no qual as
mudangas podem ocorrer, muitas dessas se
iniciam durante o processo de resfriamento e
continuam  durante o  processo de
congelamento (Amann e Pickett, 1987).

Qualquer dano espermatico durante o
processo de resfriamento serd exacerbado
durante os processos de congelamento e
descongelamento. As principais fontes de
injurias durante 0 processo de
criopreservagdo incluem a formagdo de



cristais de gelo, intra e extracelular; as
mudancgas intracelulares ocasionadas pela
desidratacdo espermatica ¢ a distor¢ao das
membranas celulares devido a desidratagéo e
a saida de moléculas de dentro dos
espermatozoides, apos o descongelamento
(Amann e Pickett, 1987).

Quando uma suspensdo espermatica ¢
resfriada abaixo de 5°C, inicialmente as
células espermaticas e o meio que as
envolve permanecem descongelados, pois o
ponto de congelamento dos diluidores e do
liquido intracelular ¢ a -5°C. Entre - 5°C e
-15°C, comeca a formagdo de cristais de gelo
no meio diluidor e as células espermaticas
continuam resfriadas, sendo a membrana
plasmatica uma espécie de barreira,
impedindo a entrada dos cristais de gelo
extracelulares nas células espermaticas. A
medida que a agua extracelular congela, os
sais excluidos dos cristais de gelo se
acumulam em concentragdes crescentes no
liquido ainda ndo congelado, aumentando o
gradiente osmotico no meio extracelular e
promovendo a desidratacdo das células
espermaticas (Amann e Pickett, 1987).

A crioinjuria acontece devido a dois
principais estresses da criopreservagao:
mudancas na temperatura e formagdo e
dissolucdo dos cristais de gelo e suas
consequéncias. Desde que o processo da
criopreservacao envolve a redugdo e o
retorno das células a temperatura corporal,
tanto o estresse de resfriamento como o de
reaquecimento estdo incluidos como causas
potenciais de estresse (Watson, 1995).

O estresse osmotico, associado a adigdo e a
remogdo do crioprotetor, tem sido estudado
e sugere-se que o efeito osmotico das
concentracdes molares de crioprotetores
pode resultar em injurias das membranas
durante a adicdo ou remocdo desses,
dependendo da  permeabilidade  das
membranas  celulares ao  crioprotetor
(Watson, 1995). Gao et al. (1995)
demonstraram que quando o espermatozoide

humano foi exposto a solugdo contendo 1M
de glicerol, adicionado em uma tnica etapa,
a excursdo do volume celular excedeu
limites toleraveis durante a adicdo do
crioprotetor. Esses pesquisadores
demonstraram que o estresse podde ser
reduzido a limites toleraveis pela adi¢do e
remoc¢ao do crioprotetor em varias etapas.

2.3 Diluidores seminais

Segundo Squires et al. (1999), ¢ dificil
determinar o  melhor  diluidor de
congelamento na espécie eqliina, pois a
comparacdo entre estudos ndo ¢ valida,
devido a influéncia dos garanhdes, aos
diferentes sistemas de envase e curvas de
resfriamento e reaquecimento, € a natureza
subjetiva da avaliacdo da motilidade apds o
descongelamento.

Para se resfriar ou congelar as células
espermaticas com  sucesso, diluidores
seminais sdo utilizados para proteger os
espermatozoides do choque térmico e dos
efeitos do congelamento e descongelamento.
Os efeitos ocasionados pelo choque térmico
tétm sido minimizados pela adicao de
macromoléculas ao meio diluidor. Devido a
sua composi¢do protéica e capacidade de
protecdo, os diluidores a base de leite tém
sido largamente utilizados para proteger os
espermatozoides contra o choque térmico
(Jasko, 1994). A gema de ovo, ou a
combinacdo da gema de ovo e leite ¢
comumente utilizada (Graham, 1996b).

Apo6s Phillips e Lardy (1940) reportarem o
efeito crioprotetor da gema de ovo contra os
efeitos deletérios ocasionados pelo choque
térmico aos espermatozdides, a sua
utilizacdo, na criopreservagdo espermatica
de mamiferos, tornou-se difundida. A gema
de ovo minimiza a perda espermatica de
fosfolipideos durante o resfriamento, sendo
a interacdo existente entre os componentes
da gema de ovo e as membranas
espermaticas a responsavel por seu efeito
crioprotetor (Jasko, 1994). Watson (1995)
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afirma que a gema de ovo ¢ o agente mais
efetivo na protecdo espermadtica contra o
choque térmico, nao sendo igualmente
especifico para todas as espécies.

Evidéncias de estudos criomicroscopicos
demonstraram que a gema de ovo protege os
espermatozoides de ovinos contra as lesdes
de membrana e a perda de motilidade
induzidas abaixo do ponto de congelamento
extracelular, -20°C (Holt et al., 1992). Melo
et al. (2004) observaram que diluidores
contendo gema de ovo preservam oS
espermatozoides incubados a 5°C por um
periodo de tempo superior aos diluidores
contendo leite desnatado. Segundo Watson
(1995), a protegdo é devido ao tipo de
lipideos existentes na gema e a
emulsificacdo aumenta a sua atividade,
incrementando a interacdo com a superficie
da membrana. Watson (1976) demonstrou
que o componente ativo da gema de ovo ¢
uma proteina de baixa densidade. A fragdo
da lipoproteina de baixa densidade da gema
de ovo (LDL), especialmente os
fosfolipideos dentro dessa fragdo, t€m sido
identificados como componentes efetivos na
protecdo espermatica.

O mecanismo exato pelo qual esses lipideos
protegem as membranas espermaticas ¢
desconhecido. = Contudo, perdas de
fosfolipideos das membranas espermaticas
ocorrem durante o choque térmico ¢ a adigdo
da gema de ovo previne essas perdas ou
modula seus efeitos prejudiciais (Parks e
Graham, 1992). Juliani et al. (2004), ao
testarem, in vitro, os efeitos da adigdo de
varias concentragoes de LDL (2,5%, 10%,
20%), ao meio diluidor contendo glicerol ou
dimetilformamida na manutencdo da
motilidade  espermatica  eqiiina  pods-
descongelamento, ndo submeteram oS
tratamentos com 2,5% de LDL ao
congelamento, devido a motilidade ter
decrescido a valores inferiores a 15%, antes
do envase. Esses pesquisadores observaram
ndo haver diferenga entre os tratamentos
submetidos ao congelamento, embora uma
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tendéncia de superioridade tenha sido
observada quando 10% ou 20% de LDL
foram associadas a dimetilformamida.

Combes et al. (2000) demonstraram que as
ciclodextrinas podem ser utilizadas para
incorporar o colesterol a membrana
plasmatica dos espermatozodides eqiiinos, o
que confere protecdo aos espermatozoides,
durante o processo de criopreservacao.

A maioria dos diluidores de congelamento
utiliza o glicerol ou uma combinagdo de
glicerol e um ou mais agucares como
crioprotetores. Outros componentes dos
meios de congelamento incluem o EDTA,
detergentes, estabilizadores do pH e
antibidticos (Graham, 1996b).

O EDTA se liga aos ions calcio, prevenindo
a entrada de céalcio extracelular nas células
espermaticas (Graham, 1996b). Tem sido
demonstrado que o excesso de calcio
intracelular lesa as células durante o choque
térmico (Watson, 1981).

Os detergentes solubilizam os lipideos e as
lipoproteinas da gema de ovo, aumentando
as interagdes destes componentes com a
membrana plasmatica dos espermatozoides
(Pickett ¢ Amann, 1993).

O uso de antibioticos nos diluidores de
sémen resfriado ou congelado minimiza a
contaminacdo no trato genital da égua
(Kenney, 1975) e os efeitos dos metabdlitos
bacterianos sobre a motilidade espermatica
(Rideout et al., 1982). Santos et al. (2003)
estudaram os efeitos de diferentes
antibioticos e suas associagdes: penicilina,
estreptomicina, gentamicina e ampicilina
sobre a motilidade e a integridade
espermaticas e controle bacteriano de sémen
congelado eqiiino. Esses pesquisadores nio
observaram diferencas entre os antibioticos e
suas associagdes sobre a motilidade
espermatica e integridade de membrana
plasmatica pds-descongelamento, e sugerem
que esses resultados sdo, provavelmente,



decorrentes do  equilibrio  osmoético
propiciado com o diluidor de congelamento,
o meio MP50, que contém sistemas tampdes
e constituintes ou substincias energéticas,
protéicas, crioprotetores e antimicrobianos.

Os agentes crioprotetores sdo substancias
quimicas que auxiliam na protecdo e,
consequentemente, na sobrevivéncia celular,
protegendo as células das grandes distor¢des
da geometria celular e do meio que
acompanham os processos de congelamento
e descongelamento (Fahy et al., 1990).

A escolha do melhor crioprotetor parece ser
um problema de tentativa e erro. Isso se
deve, parcialmente, porque uma explicacao
completa e satisfatéria do mecanismo de
acdo dos crioprotetores ainda ndo existe. O
ambiente quimico e osmotico onde os
espermatozoides sdo preservados influencia
a sobrevivéncia espermatica pos-
descongelamento. A escolha da natureza dos
crioprotetores e aditivos como agucares,
quelantes de calcio, antioxidantes e
proteinas do leite ou da gema de ovo tém
demonstrado  influéncia  profunda na
sobrevivéncia espermatica (Holt, 2000b).

Os  crioprotetores  sd30  componentes
essenciais de um meio diluidor de
congelamento e s3o classificados como
intracelulares ou extracelulares, dependendo
da sua capacidade de penetrar na membrana
plasmatica. Lactose, sacarose e rafinose sdo
usualmente utilizados como crioprotetores
extracelulares. A medida que a agua sai das
células e comeca a congelar, a concentragao
de soluto extracelular aumenta; esses
acucares que se acumulam ndo penetram nas
células, criando uma forca osmotica para
mover a agua para fora das células (Jasko,
1994). O glicerol, juntamente com outras
substdncias, pertence ao grupo de
crioprotetores que penetra no citoplasma
celular (Holt, 2000a).

Lovelock e Polge (1954) propuseram que os
efeitos protetores do glicerol estavam

relacionados com suas  propriedades
coligativas, reducdo do ponto de
congelamento, com consequente diminui¢do
da concentragdo de eletrdlitos na fragdo
ainda ndo congelada. Entretanto, essa nao ¢é
a unica forma pela qual o glicerol pode
proteger as células durante o congelamento,
sendo evidente que ele ¢, de alguma
maneira, citotoxico aos espermatozodides

(Holt et al., 2000b).

O glicerol ¢ capaz de se inserir na membrana
bilaminar, contribuindo para a alteragao das
propriedades das membranas celulares, por
meio da indu¢do de mudangas na estrutura
lipidica e portanto, a estabilidade e a
permeabilidade das membranas celulares
poderiam ser alteradas (Hammersted e
Graham, 1992). A capacidade fusogénica
das membranas e a resposta aos padroes de
transducdo de sinais também poderdo ser
afetadas por essas mudancas, contribuindo
assim para a reducdo da longevidade
espermatica pds-descongelamento, devido a
indu¢do da  capacitagdo  espermatica
(Watson, 1995).

O glicerol pode alterar bioenergeticamente
0s espermatozoides, provavelmente
interferindo no balanco entre a sintese e a
utilizagdo de ATP, comprometendo o
controle metabolico dos processos celulares
ion dependentes, ativando inadequadamente
fosfolipases e proteases, levando a injlrias
celulares irreversiveis. Enquanto o glicerol é
essencial para a sobrevivéncia espermatica
durante o processo de congelamento, sua
incorporagdo em altas concentragdes sao
prejudiciais a fertilidade espermatica, sendo
comumente utilizado em concentragdes que
variam de 3 a 6% nos diluidores de
congelamento, provavelmente trabalhando
em sinergismo com a gema de ovo na
protecdo das membranas espermaticas,
durante os processos de congelamento e
descongelamento (Jasko, 1994).

Medeiros et al. (2002) compararam a
integridade acrossomal pos-
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descongelamento  de  espermatozoides
eqiiinos criopreservados, com crioprotetores
a base de amidas e glicerol, e observaram
melhor eficiéncia das amidas em rela¢do ao
glicerol, sugerindo que a eficiéncia das
amidas pode estar relacionada a seu menor
peso molecular em relagdo ao glicerol, o que
as confere maior permeabilidade na
membrana  plasmatica e  acrossomal,
causando, consequentemente, menor dano
osmotico aos espermatozoides.

Alvarenga et al. (2004), objetivando
verificar se a utilizacdo da dimetilformamida
poderia reduzir as variabilidades classicas
existentes entre ragas e garanhdes,
congelaram os ejaculados de 55 garanhdes
de diferentes ragas (Quarto de Milha,
Mangalarga Marchador, Arabe), utilizando o
diluidor INRA 82 como meio base,
adicionado a 5% de glicerol ou
dimetilformamida. Esses pesquisadores
observaram maior percentual de motilidade
espermatica  total  pds-descongelamento
quando a dimetilformamida foi utilizada
como crioprotetor, quando comparada com o
glicerol (50,3% x 33,4%, respectivamente);
a motilidade espermatica progressiva
também foi superior no protocolo da
dimetilformamida (18,9% x 15,3%). Além
disso, a dimetilformamida foi superior ao
glicerol na maioria dos garanhdes estudados.
O percentual de garanhdes com boa
motilidade espermatica  total pOs-
descongelamento, ou seja, aqueles que
apresentaram motilidade total superior a
40%, foi de 80% com a utilizagdo da
dimetilformamida ¢ de 38% com utilizagdo
do glicerol. Um incremento significativo nos
parametros de motilidade espermatica foi
observado em todas as ragas com a
utilizacdo da  dimetilfformamida, em
parametros avaliados in vitro.

2.4 Métodos de avaliacdo espermatica
Desde a virada do século, cientistas tém

intensificado as pesquisas na busca de
ensaios laboratoriais que, acuradamente,
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possam predizer a fertilidade de uma
amostra de sémen. Tal meta ainda ndo foi
atingida devido a complexa natureza do
problema, que, além dos entraves em se
definir e mensurar a fertilidade, enfrentam as
dificuldades envolvidas na avaliagdo da
natureza complexa dos espermatozoides.
Devido as varias particularidades que um
espermatozoide requer para fecundar
um ovocito, ensaios laboratoriais, que
avaliam wuma Unica caracteristica, irdo
falhar em detectar defeitos espermaticos,
superestimando 0 numero de
espermatozoides férteis em uma amostra de
sémen (Graham, 1996a).

Uma boa analise laboratorial devera
incorporar 0s seguintes atributos:
objetividade, repetibilidade, acuracia,
viabilidade econdmica e tempo de execugio
(Graham et al., 1980). Embora os testes
laboratoriais ndo determinem a fertilidade
real de uma amostra de sémen, eles
permitem predizer quais amostras sao mais
provaveis de possuir baixa fertilidade
(Amann, 1989).

Na maioria das espécies domésticas,
incluindo a espécie eqiiina, para se fecundar
um ovocito, o espermatozoide devera
possuir acrossoma intacto no momento que
precede a fecundagdo. Se houver perda
acrossomal, devido as lesdes de membrana
durante a criopreservagao, ou durante o
transito espermatico no trato reprodutivo
feminino, o espermatozdide ndo poderd se
ligar & zona pelucida do ovocito (Graham,
1996D).

Cross et al. (1989) reportaram que a lectina
aglutinada do Psium sativum, uma proteina
oriunda da ervilha comum, liga-se aos
conteidos acrossomais de espermatozoides
de varias espécies e que, ao associa-la com
uma sonda fluorescente, a presenca de
acrossomas intactos pode ser determinada
por meio de um microscopio de
fluorescéncia. Graham (1996a) sugeriu uma
superioridade da lectina do amendoim,



Arachis hypogea, quando comparada a
aglutinina Psium sativum, por corar o0
acrossoma eqliino com uma intensidade de
brilho maior ¢ com menos coloragdes nao
especificas de  outros  componentes
espermaticos.

Garner et al. (1986) descreveram o uso de
duas sondas fluorescentes, o diacetato de
carboxifluoresceina (CFDA) e o iodeto de
propideo (IP), na avaliacdo da integridade
das membranas espermaticas de touros,
varrdes, garanhdes, camundongos ¢ homens.
o fluoroforo diacetato de
carboxifluoresceina penetra na célula, mas ¢é
hidrolisado por esterases intracelulares nao
especificas e, o produto resultante, 6-
carboxifluoresceina, ndo atravessa a
membrana, sendo retido dentro das
estruturas celulares que contém membranas
intactas, atribuindo-lhes fluorescéncia verde
em toda a sua extensdo. O iodeto de
propideo ¢ um fluoréforo nucleo acido
especifico com fluorescéncia vermelha e,
ndo penetra células com membranas
intactas, consequentemente, ndo cora o0
nicleo de  espermatozdides  viaveis.
Infelizmente, o procedimento implica na
necessidade de um citometro de fluxo, um
recurso ndo disponivel na maioria dos
laboratdrios, ¢ a avaliagdio por meio de
microscopia de fluorescéncia ndo € possivel,
devido a maioria dos espermatozoides
continuarem vivos durante esse teste.

Harrison e Vickers (1990), descreveram o
uso de baixas concentragdes de formoldeido
para imobilizar os espermatozoides vivos,
sendo possivel a avaliagdo das células por
meio de microscopia de fluorescéncia,
concluindo que a inclusio de baixas
concentracdes de formoldeido imobiliza as
células intactas, permitindo a contagem facil
das categorias, ndo afetando o acumulo de
carboxifluoresceina dentro do citoplasma
espermatico ou das organelas. O efeito
imobilizante do formoldeido é
presumivelmente mediado por interagdes
reversiveis com o grupo de amino na

superficie  espermatica. Uma pequena
reducdo foi observada nas proporgdes de
células intactas apds cem minutos de
coloragdo (59,7% intactos comparados com
64,2% originalmente), comparada a uma
redugcdo similar observada na suspensdo
diluida que também foi mantida por cem
minutos antes da coloracdo. Esse declinio foi
atribuido as mudancas senescentes inerentes,
mais do que qualquer efeito prejudicial da
solugdo de coloragio.

A sensibilidade deste método de avaliacao
da integridade da membrana plasmatica
pode ser demonstrada pelos efeitos do
choque térmico. Curvas rapidas de
resfriamento até 0°C resultaram em mais de
97% das células sendo permeaveis as sondas
fluorescentes. Acrossomas também foram
penetrados pelos fluorocromos fluoroforo,
enquanto que a maioria das mitocondrias
permaneceram intactas. A fluorescéncia da
peca intermedidria foi interpretada como o
acumulo de carboxifluoresceina dentro das
mitocondrias intactas, como resultado da
acdo de esterases dentro dessas organelas. A
carboxifluoresceina € produzida e retida
dentro da mitocondria e acrossoma, assim
como dentro do citoplasma de todas as
espécies examinadas, podendo ser utilizada
para avaliar a integridade das membranas
das organelas, assim como da membrana
plasmatica. A membrana plasmatica ¢
intrinsicamente mais instdvel do que a
membrana acrossomal externa e parece ser,
consideravelmente, mais instavel do que a
membrana mitocondrial (Harrison e Vickers,
1990).

Em experimento conduzido por Harkema e
Boyle (1992), a carboxilfluoresceina
(CFDA) e o iodeto de propideo (IP) foram
avaliados para estabelecer seu valor como
indicadores da qualidade espermatica em
eqiiinos. Esses pesquisadores concluiram
que, tanto no sémen in natura, quanto no
submetido a algum tipo de tratamento, a
informacao quantitativa sobre a integridade
espermatica fornecida pelo CFDA e PI
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correlacionava bem com a motilidade total e
que, como método de avaliagio da
sobrevivéncia espermadtica antes e apds o
descongelamento, a coloracdo com o CFDA
e o IP parece apresentar vantagens sobre a
avaliacdo visual, sendo os resultados menos
predispostos a avaliagdes subjetivas e menos
dependentes da temperatura e tempo
decorrido apds o descongelamento.

Uma membrana funcional ¢ essencial para
que a fecundagdo ocorra, e portanto, ¢ uma
caracteristica essencial para se analisar. O
teste hiposmoético (HO) permite uma
avaliagdo simples da funcionalidade da
membrana e os resultados obtidos de
experimentos  previamente  conduzidos
demonstraram que os garanhdes com
percentual inferior a 40% de células reativas
ao teste hiposmotico, no sémen in natura,
apresentavam fertilidade duvidosa. O teste
hiposmoético ndo esteve correlacionado com
o percentual de éguas prenhas, mas
demonstrou tendéncia a correlacionar-se
com o numero de servicos por prenhez,
podendo ser um método adicional na
avaliagdo da fertilidade dos garanhdes
(Neild et al., 2000).

O teste hiposmotico é baseado no fato de
que o transporte de fluidos ocorre através da
membrana intacta, sob condicoes
hiposméticas, até que o equilibrio seja
alcancado. Devido ao aumento de fluxo, as
células se expandem principalmente na
cauda, favorecendo alteracdes na morfologia
da regido da cauda, indicando que o
espermatozoide apresentava a membrana
plasmatica funcionalmente integra antes da
realizacdo do teste (Jeyendran et al., 1984).
A fecundagdo ndo ird ocorrer se o
espermatozoide  apresentar ~ membrana
bioquimicamente inativa, mesmo que
estruturalmente intacta, sendo o teste
hiposmédtico um ensaio mais util do que as
coloragdes supravitais (Tamuli e Watson,
1992).
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Melo e Henry (1999) acreditavam que
diferencas na composicdo da membrana
plasmatica podem determinar diferentes
comportamentos frente ao meio
hiposmoético, tornando-se necessario testar
varios solutos com o intuito de se determinar
¢ padronizar respostas ao teste hiposmotico
em uma espécie animal e, dessa forma,
permitir  posteriores comparagdes entre
estudos. Esses pesquisadores, estudando o
teste hiposmotico adequado para a espécie
eqiiina, no sémen in natura e resfriado,
testaram duas solucdes de agucares e duas
solugodes de eletrolitos em agua destilada em
seis diferentes osmolaridades: frutose,
sacarose, citrato de sodio e cloreto de sodio
a 50, 100, 150, 200, 250 e 300 mOsmol/Kg.
O teste consistiu na mistura de uma aliquota
de 100 microlitros de sémen em 1,0 mL de
cada solucdo, seguida de incubacdo, em
banho-maria, a 37°C, por trinta minutos. Foi
concluido que a solugdo indicada para se
realizar o teste hiposmoético para o sémen
eqiiino, in natura ou resfriado, é a de
sacarose a 100 mOsmol/Kg, havendo alto
grau de associacdo entre motilidade e
integridade  funcional da  membrana
plasmatica no sémen in natura. Foi
observado que a variabilidade média intra-
ensaio mediante o uso da solucdo de
sacarose a 100 mOsmol/Kg indicou alta
repetibilidade.

Melo et al. (2004), ao avaliar ¢ comparar a
sensibilidade de trés testes de integridade de
membrana, teste hiposmotico, coloragdo
supravital e técnica da fluorescéncia, em
detectar mudancas, durante a incubagdo a
5°C, de células espermaticas diluidas em trés
diferentes meios (Kenney, Baken com 3%
de gema de ovo e Baken com 10% de gema
de ovo) concluiram que o teste hiposmotico
foi o mais eficaz em detectar mudancas da
membrana plasmatica. Esses pesquisadores
observaram que a avaliacdo da morfologia
espermatica ndo foi uma ferramenta valiosa
na andlise das modificagées das células
espermaticas eqiiinas durante o periodo de
incubacdo.



Voss et al. (1981) afirmaram que a avaliacdo
da morfologia espermatica ndo pode ser
considerada uma técnica valiosa na
avaliagdo do potencial fecundante dos
espermatozoides eqiiinos. Esses
pesquisadores também demonstraram a
existéncia de baixa correlagdo entre a
motilidade e a fertilidade dos garanhdes;
consequentemente, a longevidade
espermatica pode ter valor limitado na
predicdo do potencial fecundante de uma
amostra de sémen. Esses autores afirmam
que somente 0s espermatozoides
progressivamente moveis possuem
capacidade fecundante.

Fundamentalmente, no  processo de
fecundacdo, o espermatozdide tem que
entrar em contato e penetrar no ovocito. Isso
requer receptores espermdticos protéicos
intactos para se ligarem a zona pelucida,
desencadeando a reacdo acrossdmica e se
ligando a membrana plasmatica do ovdcito.
Ensaios laboratoriais in vitro, que avaliam a
penetracdo do espermatozoide em ovocitos
homologos, tém vantagens em relagdo
a outros testes laboratoriais  por,
simultaneamente, avaliar varias
caracteristicas espermaticas, como
motilidade e habilidade de ligacdo a zona
pelicida e desvantagens, que sdo a
inviabilidade econdémica e de tempo para
realizacdo desses ensaios, além do fato de
que muito poucos espermatozoides sdo
avaliados (Graham, 1996a).

Adicionalmente, as condi¢des nas quais os
espermatozoides sdo avaliados parecem ser
muito diferentes das condi¢des in vivo,
podendo nao fornecer resultados
representativos da  fertilidade natural.
Embora a penetracdo espermdtica em
ovocitos de hamster livres da zona peliacida
nao mensure a capacidade do
espermatozoide de se ligar e penetrar na
zona pelucida, uma grande barreira ao
espermatozoide, ela avalia a capacidade dos
espermatozoides de sofrerem a reagdo

acrossomica normal e penetrarem no ovocito
(Graham, 1996a).

A analise simultanea de varias caracteristicas
espermaticas pela citometria de fluxo tem
varias vantagens sob a maioria das outras
analises, oferecendo a possibilidade de
analise de milhares de células em um curto
espaco de tempo, inferior a um minuto, com
precisdo e sem a preparacdo extensiva dos
espermatozoides. Resultados na utilizagdo
dessa técnica para avaliar a viabilidade
espermatica e a integridade acrossomal,
simultaneamente, obtiveram alta correlagdo
com a fertilidade (r = 0,658; Graham,1996a),
enquanto que a correlagdo existente entre o
percentual de motilidade espermatica e a
fertilidade foi de r = 0,219 significancia e,
entre a fertilidade e a habilidade do
espermatozoide de penetrar em ovocitos de
hamster livres da zona pelucida foi de
r = 0,149. Esses dados devem ser analisados
com cuidado, devido ao baixo numero
de inseminacdes realizadas. Todavia,
indicam que andlises que mensurem
varias caracteristicas espermaticas
simultaneamente podem ter alta correlagdo
com a fertilidade a campo (Graham, dados
ndo publicados, citados por Graham, 1996a).

2.5 Etapas do congelamento

Os garanhdes que tiveram longo periodo de
descanso sexual deverdo ter suas reservas
extragonadais estabilizadas por meio de
coletas de sémen diarias, visando a remogao
dos espermatozoides de qualidade inferior,
antes de se procederem as coletas para o
congelamento (Jasko, 1994).

Apdés a avaliagdo macroscopica do
ejaculado, o sémen sera diluido e preparado
para a centrifugacdo. Para o sémen envasado
em palhetas plasticas de 0,5, 1,0 ou 4,0 mL,
a centrifugagdo espermatica ou a coleta
fracionada da fragdo rica em
espermatozoides € rotina no processo de
criopreservagdo. A centrifugagdo ¢

23



necessaria para remover o plasma seminal e
concentrar os espermatozoides (Jasko et al.,
1994; Squires et al.,, 1999). O plasma
seminal ¢ deletério aos espermatozoides
eqiiinos e sua remocdo exerce efeito
benéfico. Entretanto, o plasma seminal
contém componentes que sdo importantes
para a sobrevivéncia espermatica, sendo a
sua completa retirada nao aconselhavel
(Pickett et al., 1975).

O plasma seminal influencia os
espermatozoides durante o processo de
armazenamento de diferentes maneiras,
dependendo das propor¢des de diluigdo,
duracdo do armazenamento, dentre outros
fatores. Efeitos benéficos tém sido
reportados apés a adi¢do do plasma seminal
antes do congelamento. Porém, resultados
contraditérios demonstram que um curto
periodo de exposi¢do (quinze minutos) do
espermatozoide ao plasma seminal, ndo teve
efeito sob a viabilidade espermética e¢ a
exposicdo prolongada (duas, quatro ou seis
horas) a 5 ou 20% do plasma seminal no
diluidor de congelamento foi deletéria aos
espermatozoides. Ha algumas evidéncias de
que a fragdo rica em espermatozoides do
ejaculado eqiiino parece ser mais adequada
ao congelamento do que o ejaculado total ou
as fragdes com baixa motilidade espermatica
(Katila e Kareskoski, 2006).

O fluido seminal ¢ um veiculo necessario
para o movimento dos espermatozdides no
trato genital de machos e fémeas. O plasma
seminal facilita o transporte, a protecdo ¢ a
nutricdo dos espermatozdides no trato
genital feminino (Katila e Kareskoski,
2006).

Todd et al. (2001) observaram melhor
motilidade espermatica progressiva apos 24
e 48 horas do sémen eqiiino resfriado nas
amostras de sémen contendo 1,25 ou 2,5%
de plasma seminal do que em amostras
contendo 10%.
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A centrifugagdo de todo o ejaculado, assim
como a coleta fracionada e a utilizacdo
apenas da fracdo rica em espermatozoides
sdo benéficos a motilidade espermatica
durante o armazenamento do sémen (Katila
e Kareskoski, 2006).

Varias enzimas tém sido identificadas no
plasma seminal dos garanhdes e esforgos
tém sido feitos na tentativa de determinar
correlacdes entre as atividades de certas
enzimas ¢ a qualidade do sémen (Katila ¢
Kareskoski, 2006).

Em espermatozdides humanos, algumas
enzimas presentes no plasma seminal se
ligam com grande afinidade a superficie
espermatica e podem desempenhar uma
funcdo na modificagdo da superficie
espermatica  precedente a  fertilizagdo
(Barbieri et al., 1996).

Enzimas presentes no plasma seminal
protegem os espermatozoides das injurias
oxidativas causadas pela producdo de
espécies reativas ao oxigénio (ROS) (Katila
e Kareskoski, 20006). Injarias causadas pela
criopreservagdo sao fontes significativas de
ROS (Ball et al, 2001).

Segundo Amann e Pickett (1987) a
centrifugacao nao ¢ um processo indcuo € os
efeitos deletérios podem ser minimizados
adotando-se  uma  baixa forca de
centrifugacao e diluindo-se 0s
espermatozoides antes de centrifuga-los.
Squires et al. (2000) concluiram que a
centrifugacdo  espermdtica  antes  do
resfriamento, = quando  comparada a
centrifugacdo apos o resfriamento, foi mais
eficiente em preservar a motilidade
progressiva do sémen eqiiino avaliada apos
o descongelamento.

Dell’Aqua Janior e Papa (2001) ao
pesquisarem a eficacia de trés diferentes
diluidores de centrifugagdo (Kenney, 50%
de Kenney + 50% de Ringer com lactato de
sodio e Ringer com lactato de sodio) e



diversos tempos e intensidades de
centrifugacdo (600 G/3 minutos; 600
G/5Sminutos; 600  G/10minutos; 800
G/3minutos; 800 G/5minutos, 800
G/10minutos, 100  G/3minutos, 100
G/5minutos e 1000 G/10 minutos) sugeriram
a utilizacdo da solugdo de 50% de Kenney +
50% de Ringer com lactato de s6dio como
diluidor para a centrifugacdo, numa
intensidade de 600 G/10 minutos. Nesse
protocolo foram encontradas as menores
alteragoes morfologicas dos
espermatozoides, com recuperagao
espermatica em torno de 87% de células
apos a ressuspensao.

Martin et al. (1979) demonstraram que a
diluicdo dos espermatozdides em diluidor
adequado, pré-centrifugacao, aumentou a
motilidade espermatica pos-
descongelamento, quando comparada a
centrifugacdo do s€men in natura. Esses
pesquisadores obtiveram um incremento
ainda maior na motilidade espermatica pos-
descongelamento quando utilizaram o
diluidor lactose-EDTA-gema para
ressuspender os espermatozdides apds a
centrifugacao.

O tempo de centrifugacdo podera ser
alterado, baseando-se na resposta individual
de cada garanhdo. Tempos maiores de
centrifugacdo resultam em maior
recuperacgao espermatica, porém,
predispdem os espermatozdides a injurias
mecanicas. Para a maioria dos garanhdes,
80% dos espermatozoides podem ser
recuperados apds a centrifugacdo sem uma
redu¢do da motilidade espermatica (Jasko,
1994). Cochran (1984) sugeriram forga
gravitacional de 400 G durante quinze
minutos.

Cochran et al. (1984) concluiram que a
diluicdo com citrato-EDTA foi mais eficaz
em preservar 0s espermatozdides apos a
centrifugacdo quando comparada ao meio
glicose-EDTA, e que o meio de
centrifugacdo contendo gema de ovo, com

ou sem adicao de glicerol, fornece protecao
igualmente eficiente, quando comparado
com as solugdes de glicose. Esses
pesquisadores também observaram
incremento na motilidade espermadtica ente
zero ¢ trinta a quarenta minutos apos a
centrifugacdo, ainda que o sémen ndo tenha
sido congelado. Essa melhora, durante trinta
a quarenta minutos apds a centrifugacao, ¢é
provavelmente resultado da recuperagao dos
espermatozoides de injirias transitorias
causadas pela centrifugacao.

Independentemente do meio de
centrifugacdo utilizado, a literatura ¢
convergente em afirmar que a forca
gravitacional minima necessaria para a
recuperacao da maioria dos
espermatozoides, durante o tempo de dez a
quinze minutos, ¢ desejavel para minimizar
os danos aos espermatozoides. O percentual
de motilidade espermatica progressiva apds
a centrifugacdo devera ser similar ao
percentual pré-centrifugacdo e quando
estiver significativamente reduzido, o
tempo, a forca gravitacional ou o meio de
diluicdo deverdo ser ajustados (Amann e
Pickett, 1987).

Cochran et al. (1984), avaliando dois
protocolos de centrifugagdo (650 G a 37°C
em glicose-EDTA e 400 G a 20°C em
citrato-EDTA), observaram que o percentual
de recuperagdo espermatica ndo diferiu entre
os protocolos e que o percentual de
motilidade espermdtica progressiva foi
superior quando o sémen foi centrifugado a
400 G na temperatura de 20°C, em citrato-
EDTA. A utilizagdo de temperaturas
inferiores, 20°C ao invés de 37°C, facilitou a
sedimenta¢do pela reducdo da motilidade
espermatica, 0 que propiciou uma
centrifugacao a 400 G.

Para o envase dos espermatozoides, o mais
comumente utilizado sdo palhetas plasticas
com capacidade que variam de 0,5 a 5 mL.
Quanto menor o didmetro da palheta, mais
uniforme sera o congelamento (Jasko, 1994).
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Papa e Dell’Aqua Junior (2001) testaram os
mais adequados tipos de envase para o
congelamento do sémen eqiiino (macrotubo
de 4 mL, palheta de 0,5 mL e mini palheta
de 0,25 mL) e temperaturas de
descongelamento (38°C, 46°C e 65°C), com
base nos pardmetros espermaticos e analises
computadorizadas. Esses autores concluiram
que as palhetas de 0,5 e 0,25 mL,
descongeladas a 65°C, foram mais eficazes
na preservacdo da viabilidade espermatica.

Pesquisadores compararam a motilidade
espermatica  pos-descongelamento de
espermatozoides resfriados a -60°C/minuto,
colocando-se as palhetas de 0,5 mL
horizontalmente no vapor de nitrogénio a
temperatura de -160°C, ou submetidos a
curvas controladas de 10°C/minuto de 20°C
a -15°C e, apds atingir esse patamar, a queda
de temperatura foi de 25°C/minuto. Esses
pesquisadores nao observaram diferencas
na motilidade espermatica pOs-
descongelamento (Cochran et al.,, 1984;
Cristanelli et al., 1985).

As lesdes das células espermaticas ocorrem
principalmente  durante a curva de
congelamento, que ¢ influenciada pela altura
das palhetas em relagdo a superficie do
nitrogénio liquido (Papa et al., 2003). Esses
pesquisadores testaram quatro alturas entre o
nivel do nitrogénio liquido e¢ o suporte
contendo as doses de s€émen, no processo de
congelamento: um, trés, seis e nove
centimetros. A andlise estatistica revelou
ndo haver diferenga nos parametros
espermaticos pos-descongelamento com o
emprego de diferentes alturas de
congelamento das palhetas, acima do nivel
do liquido do nitrogénio, apesar das alturas
trés e seis centimetros mostrarem resultados
com tendéncia a superioridade as demais, na
maioria dos parametros aferidos. Segundo
Jasko (1994), as palhetas devem ser
localizadas aproximadamente trés
centimetros acima do vapor de nitrogénio e
deverdo permanecer por, no minimo, dez
minutos, quando utilizadas as palhetas de
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0,5 mL e, vinte minutos quando utilizadas as
palhetas de 5 mL.

Para o sémen congelado em macrotubos, o
melhor protocolo de descongelamento ¢ a
50°C por quarenta ou quarenta e cinco
segundos (Martin et al., 1979). Cochran et
al., (1984) compararam o efeito do
descongelamento a 37°C por trinta segundos
e do descongelamento a 75°C por sete
segundos, seguido da imersao a 37°C por um
tempo superior a cinco segundos. Em dois
experimentos, o percentual de motilidade
progressiva foi maior quando o sémen foi
descongelado a 75°C. Embora sete segundos
seja um tempo apropriado para o
descongelamento em palhetas de 0,5 mL de
cloreto de polivinil, um tempo de dez
segundos foi necessario para as palhetas de
polipropileno. Em ambos os casos, a
temperatura deve ser  rigidamente
controlada, pois existe apenas um segundo
de margem de erro antes da temperatura
exceder 40°C, o que poderia ser deletério aos
indices de prenhez, devido as alteragdes ou
até morte dos espermatozdides. O tipo de
palheta utilizada ¢é importante, pois a
conducdo do calor nesses dois tipos ¢
diferente. Esses autores sugerem que apds o
descongelamento a 75°C por sete ou dez
segundos, a palheta deve ser imediatamente
transferida para um banho-maria e
permanecer nesse por um tempo superior a
cinco segundos, com o objetivo de resfriar o
interior da palheta e trazer a temperatura
interna para 37°C.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Garanhaoes e coleta do sémen

Foram utilizados nove garanhdes da raca
Mangalarga Marchador, comprovadamente
férteis, pertencentes a uma mesma
propriedade, no municipio de Lagoa Santa,
Minas  Gerais. Os garanhdes eram
submetidos a0 mesmo manejo nutricional,
com idades variando entre quatro e quinze



anos. Esses animais foram submetidos,
diariamente, a coleta de sémen até a
estabilizagdo de suas reservas espermaticas
extragonadais. Dois dias apds o equilibrio
das reservas, iniciou-se o congelamento e,
quando houve a necessidade de se repetir o
congelamento, os garanhdes foram mantidos
em regime de coleta de s€émen a cada trés
dias. Para uso experimental, foi coletado um
ejaculado de cada garanhdo, utilizando-se
vagina artificial de fundo fechado, modelo
Hannover, internamente revestida com luva
plastica descartavel e lubrificada. A
temperatura interna da vagina artificial no
momento da coleta foi de 42°C. Utilizou-se
como manequim, uma égua em cio induzido.

Foram submetidas ao congelamento, apenas
as amostras de sémen dos garanhdes que
obtiveram motilidade espermatica
progressiva superior a 60% apos a diluicdo
inicial, patologia espermatica inferior a 30%
e numero total de espermatozoides por
ejaculado superior a trés bilhdes. Essa
avaliacdo foi realizada apds a estabilizacao
das reservas extragonadais dos animais.

3.2 Avaliacio seminal e espermatica

Apds a coleta retirou-se a fragdo gel do
ejaculado, com o auxilio de uma seringa de
20 mL. Posteriormente, o sémen foi filtrado
por meio de filtros descartaveis.

Avaliou-se, macroscopicamente, a fragdo do
ejaculado, livre de gel, in natura, quanto ao
volume, cor, odor e aspecto. A concentracdo
espermatica foi avaliada por meio da cAmara
de Newbauer, em amostra diluida 1:100 em
formol salina tamponada. A avaliagdo
microscopica consistiu na determinagdo da
motilidade espermatica total e progressiva,
vigor do  movimento  espermatico,
integridade  funcional da  membrana
plasmatica por meio do teste hiposmotico, e
avaliagdo da integridade estrutural das
membranas plasmatica e acrossomal por
meio de sondas fluorescentes. Os primeiros
parametros foram avaliados pré e pos-

descongelamento,  enquanto  que a
integridade  estrutural das membranas
plasmatica e acrossomal foi avaliada
somente apos o descongelamento.

3.3 Processamento do sémen para o
congelamento

Imediatamente apoés a retirada da amostra
para a determinagdo da concentragdo e
analise da morfologia espermatica, o s€men
foi diluido em igual volume (1:1), em meio
diluidor INRA (INRA, 1982) (Tab. 1), pré-
aquecido a 37°C. Para a centrifugagao, a 400
G por doze minutos, o sémen foi dividido
em quatro a seis aliquotas, dependendo do
volume, distribuidos em tubos de centrifuga
de 15 mL, e organizados nesta de forma
ajustada. Apos a centrifugacéo, foi retirado o
sobrenadante de cada tubo, deixando-se um
volume de plasma seminal igual ao do
“pellet” obtido. A ressuspensado foi realizada
na propor¢do de 1:1 no meio diluidor DI
(INRA 82 + 2% de gema de ovo
centrifugada). A dilui¢do final foi realizada
para obter-se uma concentragio de 100 x 10°
espermatozoides totais/mL. O volume da
dimetilformamida foi calculado de modo
que o volume final apresentasse 5% da
mesma.

O sémen foi envasado em palhetas de 0,5
mL, e as mesmas foram seladas com massa
de modelar atoxica e colorida, utilizando-se
uma cor para representar cada tratamento. O
resfriamento controlado prévio foi realizado
para alguns tratamentos, sendo realizado na
velocidade de -0,25°C/minuto da
temperatura ambiente até 5°C, por meio de
um congelador de sémen programavel'. O
congelamento foi realizado no vapor de
nitrogénio, trés centimetros acima do nivel
do mesmo, por dez minutos, em uma caixa
de isopor com as seguintes proporg¢des: 18,6
cm de altura, 32,5 cm de largura e 32,5 cm
de comprimento. Posteriormente, as palhetas
foram submergidas no nitrogénio liquido. A

"' TK-2000 — Tetakon - Nutricell
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temperatura ambiente durante o processo de
congelamento foi, em média, de 20°C.

As amostras de sémen foram armazenadas
em botijao de nitrogénio liquido por, no
minimo, sete dias, antes de se proceder sua
avaliacdo. O sémen foi descongelado a 52°C
por dez segundos, seguido da imersdo em
banho-maria a 37°C por trinta segundos
(Juliani et al., 2003).

Tabela 1. Composi¢do do diluidor basico
utilizado no INRA 82 com 20mMoles Hepes
e dos diluidores derivados D1 ¢ D2

Componente 1 litro
Glicose anidra 25g
Lactose 1 H,O 1,5¢
Rafinose 5 H,O 1,5¢
Citrato de Sodio 2 H,O 0,25¢g
Citrato de potassio 1 H,O 0,41g
Hepes 4,76g
Agua Milli Q autoclavada gsp 0,5 litro
Leite desnatado UHT 0,5 litro
Sulfato de gentamicina 50mg
Penicilina G potassica 50.000UT
pH 6,8
mOsmol/kg 303

Fonte: Magistrini et al. (1992).
Diluidores derivados:

DI1= INRA 82 + 2% de gema de ovo
centrifugada

D2= INRA 82 + 2% de gema de ovo
centrifugada + 5% de dimetilformamida

Para o preparo da gema de ovo centrifugada,
foram utilizados 40 mL do meio diluidor
INRA 82, misturados com 50 mL de gema
de ovo in natura (ovo de um dia) durante
dez minutos. Depois, foram colocados os 90
mL em dois tubos de 50 mL (45 mL em
cada um) e centrifugados a 600 G por dez
minutos.  Aspirou-se o  sobrenadante,
deixando-se 5 mL no fundo de cada tubo; 80
mL do sobrenadante foram adicionados a
1,92 litros do meio INRA para produzir dois
litros de D1.
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3.4 Tratamentos em teste

Foram testadas duas formas de adi¢do do
meio diluidor final (INRA 82 modificado +
2% de gema de ovo + quantidade necessaria
de dimetilformamida para que o volume
final tenha 5%) ao meio diluidor base, em
Unica ou multiplas etapas, e duas curvas de
congelamento, com ou sem resfriamento
controlado prévio. Os tratamentos em teste
foram: tratamento 1. adicdo do meio
diluidor final ao meio base, em tnica etapa,
a temperatura ambiente, seguido pelo
congelamento sem resfriamento controlado
prévio (controle); tratamento 2. adicao do
meio diluidor final ao meio base,

em multiplas etapas, a temperatura
ambiente, seguido pelo congelamento
sem resfriamento controlado  prévio;

tratamento 3. adi¢do do meio diluidor final
ao meio base, em Unica etapa, a temperatura
ambiente, seguido de wuma curva de
resfriamento pré-congelamento na
velocidade de -0,25°C/minuto da
temperatura ambiente até 5°C, utilizando-se
para isso um congelador de sémen
programavel, tratamento 4. adicdo do meio
diluidor final ao meio base, em multiplas
etapas, a temperatura ambiente, seguido
de uma curva de  resfriamento
pré-congelamento na  velocidade de
-0,25°C/minuto da temperatura ambiente até
5°C, utilizando-se para isso um congelador
de sémen programavel'. O tempo maximo
do inicio do resfriamento ao inicio do
congelamento foi padronizado em uma hora
e quarenta e cinco minutos. A adigdo
gradativa do meio diluidor final foi realizada
pela introdug¢do de um décimo do volume
total a ser adicionado por minuto. No
décimo minuto, a adicdo do meio diluidor
final a0 meio base, em Unica etapa, foi
realizada. A osmolaridade do meio diluidor
base foi de 317,5 mOsmol/Kg e do meio
base adicionado de 5% de dimetilformamida
foi de 1063 mOsmol/Kg.



3.5 Métodos de avaliacao espermatica
3.5.1 Motilidade e vigor

As motilidades  espermaticas  total e
progressiva e o vigor do movimento
espermatico foram analisados por trés técnicos
capacitados, utilizando-se microscopia (’)ptica2
com aumento de 400X. Uma aliquota de 10 pL
(microlitros) de sémen foi colocada entre
lamina e laminula pré-aquecidas a 37°C. As
motilidades espermatica total e progressiva
foram expressas em porcentagem de células
moveis, sendo considerados como
progressivos o movimento retilineo e o
circular aberto. O vigor do movimento
espermatico foi classificado na escala de zero
(ausente) a cinco (vigor maximo).

3.5.2  Morfologia espermadtica

A morfologia espermatica foi avaliada em
amostras de sémen preservadas em solucdo de
formol salina tamponada (Hancock, 1957),
utilizando-se preparagdes umidas entre 1amina
¢ laminula, com o auxilio de um microscopio
de contraste de fase’ no aumento de 1000X,
sendo avaliadas cem células por amostra.

As alteragdes nas formas dos espermatozoides
foram agrupadas de acordo com sua
localizagdo: defeitos de cabegca, peca
intermedidria e peca principal/pega terminal.
As presencas de gotas citoplasmaticas
proximais e distais, foram computadas
separadamente. Cada célula espermatica foi
classificada em apenas uma categoria de
defeitos. As células que apresentaram mais de
um defeito espermatico, quando esses
compreenderam defeitos de peca
intermediaria, peca principal e pega terminal,
importantes para os calculos do teste
hiposmético, foram computadas nesses
defeitos. As células que apresentaram mais de
um defeito, ndo compreendendo os acima
citados, foram computadas nas alteragdes mais
proximas ao apice do espermatozoide.

2Microscépio Olympus CBA

3.5.3 Teste de termo-resisténcia

Imediatamente apds o descongelamento, o
sémen foi avaliado quanto a motilidade
espermatica total e progressiva e vigor do
movimento espermatico e, posteriormente,
incubados em banho-maria a 37°C por até
trezentos e trinta minutos. O sémen foi
avaliado a cada trinta minutos, até que a
motilidade espermatica progressiva fosse
inferior a 10%.

3.5.4 Avaliagdo da integridade funcional da
membrana  plasmdtica da  cauda do
espermatozoide por meio do teste hiposmotico

(HO)

O teste hiposmético foi realizado seguindo a
metodologia descrita por Melo e Henry
(1999). Amostra de 50 pL (microlitros) de
sémen foi diluida em 500 pL (microlitros) de
solugdo de sacarose a 100 mOsmol/Kg (Tab.
2), ambos a 37°C, seguido de incubag¢do em
banho-maria a 37°C por trinta minutos. Em
seguida, as amostras foram fixadas em 250 pL
(microlitros) de solucdo de formol salina
tamponada para posterior analise.

O teste hiposmético foi realizado em diferentes
momentos: apds a adicdo do meio diluidor
final a0 meio base, em Unica ou multiplas
etapas, imediatamente apos 0
descongelamento e apos trinta e sessenta
minutos de incubagdo, em banho-maria a
37°C, durante o teste de termo-resisténcia, pos-
descongelamento.

A avaliagdo do teste hiposmético (HO) foi
realizada em microscopia de contraste de fase’
com aumento de 400X, sendo contadas cem
células por amostra. A percentagem de formas
reativas ao HO foi calculada por meio da
formula segundo Melo e Henry (1999):

HO (%) = (% de alterac¢des na regido da cauda
apos o teste HO) — (% de alteracdes na regido
da cauda antes do teste HO).

A Fig. 1 exemplifica espermatozoides com e
sem reagdo ao teste hiposmoético (HO)
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Tabela 2. Preparo da solucdo de sacarose a 100 mOsmol/L (solug¢@o hiposmotica)

Sacarose a 300 mOsmol/Kg

Sacarose
Agua destilada autoclavada qsp

10,7 g
100 ml

Sacarose a 100 mOsmol/Kg

Diluir 1 parte de sacarose a 300 mOsmol/Kg : 2 partes de agua destilada

Fonte : Melo e Henry (1999).

 /

Figura 1. a = alteracdo morfoldgica da cauda do espermatozoide eqiiino que pode caracterizar a reagdo
hiposmotica; b = espermatozodide sem reagdo ao teste hiposmoético. Material fixado em formol-salina e
corados pela técnica do Rosa de bengala. Aumento de 1071X.

3.5.5 Avaliagdo  da  integridade
estrutural das membranas plasmadtica e

acrossomal por meio de sondas
fluorescentes

Foram utilizados dois substratos
fluorogénicos, o diacetato de

carboxifluoresceina (CFDA) e o iodeto de
propideo (IP), seguindo o protocolo
proposto por Harrison e Vickers (1990) e
modificado por Zuccari (1998).
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As solugdes de CFDA e IP foram preparadas
e armazenadas ao abrigo da luz e estocadas
congeladas a -20°C em palhetas de 0,25 mL.
As solu¢des de formol e citrato de sodio
foram preparadas e estocadas ao abrigo da
luz, a temperatura ambiente.

Preparou-se a soluc@o trabalho, conforme
discriminado na Tab. 3, no dia do
descongelamento do sémen, ao abrigo da
luz. Apos preparada, a solucdo trabalho era
entdo fracionada, colocando-se 40 puL



(microlitros) dessa solugdo por frasco de
armazenamento. Apo6s o descongelamento
das palhetas, 10 pL. (microlitros) de sémen
foram adicionados a cada frasco contendo os
40 pL (microlitros) da solugdo trabalho. As
amostras foram incubadas a temperatura de
37°C por oito minutos e avaliadas
imediatamente ao abrigo da luz. Foram
avaliadas duzentas células por amostra. O
preparo dos fluorocromos esta discriminado
na Tab. 3.

Para a interpretacdo dos resultados foram
consideradas trés categorias de células de

acordo com a fluorescéncia apresentada
pelos espermatozoides: integros-
espermatozoides verdes fluorescentes em
toda a sua extensdo, células coradas pelo
CFDA; lesados- espermatozdides com
membrana plasmatica e acrossomal lesadas,
células coradas pelo IP, apresentando-se
vermelhas; semi-lesados- o nucleo corou-se
de vermelho pelo IP, mas alguma
fluorescéncia verde (CFDA) foi observada
no acrossoma ¢ na regido da peca
intermediaria.

Tabela 3. Composicdo das solugdoes estoque e de trabalho empregadas na técnica de
fluorescéncia para a avaliagdo da integridade da membrana plasmatica e acrossomal dos

espermatozoides
Solugoes Constituintes Quantidade
L. Solugdo Estoque de CFDA CFDA 2,3mg
DMSO 5mL
II. Solugao Estoque de IP IP 2mg
0,9% NaCl 4mL
II1. Solugdo Estoque de Formalina 40% Formol a 40% Diluigéo 1:80
0,9% NacCl 100uL de formol a 40%
7,9mL de solugdo fisiologica
IV. Solugdo Estoque de citrato de Sodio Citrato de sodio 3g
0,9% NacCl 100mL
V. Solugdo Trabalho CFDA 20puL
P 10pL
Formol 10uL
Citrato de sodio 960uL
Amostras para avaliag@o Sémen 10uL
Solugdo Trabalho 40uL

Fonte: Zucarri (1998) CFDA - diacetato de carboxifluoresceina ; IP - iodeto de propideo ; DMSO - dimetil-sulféxido;

NacCl - cloreto de sodio.

3.6 Analises estatisticas

O delineamento experimental foi em blocos
ao acaso, considerando-se o garanhdo como
bloco em arranjo em parcela subdividida,
sendo a forma de adicdo do diluidor a
parcela e o resfriamento a subparcela. Para a
analise do teste hiposmotico imediatamente

apos o dscongelamento e trinta e sessenta
minutos durante o teste de termo-resisténcia
pos-descongelamento, o  delineamento
experimental foi em blocos ao acaso,
considerando-se o garanhdo como bloco em
arranjo em parcela sub-subdividida, sendo
considerada a forma de adi¢do do diluidor a
parcela, o resfriamento a subparcela e o
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tempo de incubagdo a sub-subparcela. Os
calculos de média, desvio padrio e analise
de varidncia foram calculados conforme
Sampaio (1998).

Os efeitos das formas de adigdo do
crioprotetor ao meio base e das curvas de
congelamento foram avaliados pela analise
de variancia e as médias obtidas para os
diferentes parametros avaliados (motilidade
total, motilidade progressiva, integridade
funcional da membrana plasmatica e
integridade  estrutural das membranas
plasmatica e acrossomal dos
espermatozoides) foram comparadas pelo
teste de Duncan ao 5% de significancia. O
percentual de semi-lesados, na andlise da
integridade estrutural dos espermatozoides,
apresentou valores percentuais com grande
amplitude de variacdo e foi transformada
utilizando-se a raiz quadrada de semi.

A variavel vigor foi comparada por meio do
teste de Kruskal-Wallis. O teste de Lilliefors

normalidade e os testes de Cochran e
Bartlett foram aplicados para a verificagdo
da homogeneidade das varidncias. As
correlagdes existentes entre as variaveis
foram calculadas pelo método de Pearson.

O vigor espermatico apds a adi¢do do D2 ao
meio base nas duas formas em teste pré-
congelamento foi calculado pelo método de
Wilcoxon. A variavel motilidade
espermatica progressiva, no teste de termo-
resisténcia, foi comparada por meio do teste
de Kruskal-Wallis. As Tab. A.1, A.2, A.3,
A4, A5, A.6e A7, referentes as analises de
variancia dos parametros avaliados, estdo
discriminados em anexo. Na andlise
estatistica foi utilizado o programa SAEG,
versdo 8.0 (UFV).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As caracteristicas fisicas do sémen,
avaliadas imediatamente apos a diluigdo
inicial estdo discriminadas na Tab. 4.

foi aplicado para a verificagdo de

Tabela 4. Caracteristicas fisicas do s€men, in natura, de nove garanhdes da raca Mangalarga
Marchador

Garanhdes
SPTZ 1 3 3 4 5 6 7 8 9 X S

MT(®%) 950 90,0 750 750 87,5 80,0 91,3 70,0 850 83,2 8,6
MP(%) 90,0 833 683 683 825 70,0 8,8 61,7 750 759 9,4
Vigor 4,5 4,3 3,5 3,5 3,7 4,0 43 2,0 3,5 3,8 0,5

SPTZ — espermatozoéides, MT- motilidade total, MP- motilidade progressiva, X - média dos nove garanhdes, s - desvio padrio.

As motilidades espermaticas total e
progressiva, o vigor do movimento
espermatico e a integridade funcional da
membrana plasmatica, avaliados

imediatamente apods a adi¢do do crioprotetor
dimetilformamida ao meio base, em Unica
ou multiplas etapas, estdo discriminadas na
Tab. 5.

Tabela 5. Parametros espermaticos, pré-congelamento, de nove garanhdes, avaliados
imediatamente apds a adicdo do crioprotetor dimetilformamida ao meio base, em unica ou
multiplas etapas

: MT (%) MP (%) Vigor (0-5) HO (%)
Unica etapa 80,7+ 6,0 72,9+7,0 34+0,3 55,3+ 15,4
Multiplas etapas 77,1 +17,8 70,0 + 16,2 3,3+0,8 52,0+ 16,6

MT - motilidade total, MP - motilidade progressiva, HO - porcentagem de espermatozoides com membranas funcionalmente
integras. Média de nove garanhdes, (p>0,05).
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No presente estudo, ndo foram observadas
diferencas no percentual de motilidade
espermatica total, progressiva, vigor do
movimento espermatico e porcentagem de
espermatozoides com membranas
funcionalmente integras, entre as duas
formas de adi¢do do crioprotetor ao meio
base, antes dos espermatozoides serem
submetidos ao processo de congelamento.

Barry e Anthony (2001), testaram os efeitos
da adicdo e remogdo do glicerol na
motilidade,  potencial de  membrana
mitocondrial, viabilidade e integridade
acrossomal dos espermatozodides eqiiinos e
observaram que a adi¢do de concentracdes
crescentes do crioprotetor intracelular,
glicerol, ocasionou uma queda na motilidade
espermatica eqiiina. Quando 0s
espermatozoides equilibrados com o glicerol
foram abruptamente submetidos a condigdes
proximas a isosmoticas, houve uma redugao
significativa na motilidade espermatica para
todas as concentragdes de glicerol testadas
(325, 600, 900, 1200, 1500 e 1800 mOsm)
(p<0.0001). A motilidade ndo diferiu entre
cinco e dez minutos seguidos do reequilibrio
dos  espermatozéides em  condigdes
isosmoticas. O potencial de membrana
mitocondrial nao foi significativamente
alterado pelo aumento na osmolaridade
associado com o aumento na concentracdo
de glicerol. Todavia, quando os
espermatozoides ~ foram  abruptamente
retornados a condigdes isosméticas, houve
um declinio significativo no potencial de

membrana mitocondrial (p<0.0001). Esses
pesquisadores avaliaram também os efeitos
da adicdo e remogdo de concentragoes de 1.0
M de crioprotetores intracelulares: glicerol,
dimetilsulfoxido, etilenoglicol e
propilenoglicol na motilidade, viabilidade e
integridade acrossomal da célula
espermatica eqiiina e observaram que a
adicdo ou remocdo de todos os
crioprotetores reduziu a motilidade total
comparada com o grupo controle (p<0.05).
Dentre os crioprotetores testados, a remogao
abrupta do glicerol, apd6s o retorno das
células a condic¢des isosméticas, resultou no
maior decréscimo na motilidade total e
progressiva (p<0.01). Em contraste, a
remocao abrupta do etilenoglicol resultou no
menor declinio na motilidade espermatica
total e progressiva (p<0.01), dentre todos os
crioprotetores testados.

Provavelmente, no presente estudo, a adi¢ao
brusca da dimetilformamida, um crioprotetor
de baixo peso molecular, a temperatura
ambiente, ndo foi suficiente para produzir
uma diferenca nas motilidades espermaticas
total e progressiva e integridade funcional da
membrana plasmatica, quando comparadas a
adicdo em multiplas etapas, antes dos
espermatozoides serem submetidos ao
congelamento.

Os parametros espermaticos, de
espermatozoides eqiiinos, congelados por
varios protocolos, estdo apresentados nas
Tab.6,7¢8.

Tabela 6. Porcentagem de motilidades espermaticas total e progressiva pos-descongelamento de
espermatozoides eqiiinos congelados por varios protocolos

Adicdo do Motilidade Total Motilidade Progressiva
crioprotetor Sem resfriamento  Com resfriamento  Sem resfriamento  Com resfriamento
Unica etapa 42,3+14,0° (T1)  55,4+8,0°*(T3)  358+12,9°(T1)  49,3+7,8"* (T3)
Miltiplas etapas ~ 52,5+18,4°® (T2)  63,6+14,3** (T4)  46,5+18,1°® (T2)  58,2+14,0** (T4)

*> médias com diferentes sobrescritos, para um mesmo parimetro, dentro da coluna sio diferentes (P < 0,05); *® médias com
diferentes sobrescritos, para um mesmo parametro, dentro da linha, sdo diferentes (P < 0,05). Média de nove garanhdes.
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Tabela 7. Vigor espermatico pds-descongelamento de espermatozoéides eqiiinos congelados por
varias técnicas

Adicio do Vigor do movimento espermatico pés-descongelamento
crioprotetor Sem resfriamento Com resfriamento

Unica etapa 2,7 40,4 (T1) 2,9 +0,2** (T3)

Miltiplas etapas 3,0 0,6 * (T2) 2,9 40,8 (T4)

*letras minusculas foram utilizadas para as comparagdes na mesma coluna; * letras maiusculas foram utilizadas para as comparagdes
na mesma linha (P>0,05). Média de nove garanhdes.

Tabela 8. Porcentagem de células espermaticas com integridade funcional da membrana
plasmatica (HO) pos-descongelamento imediatamente apds o descongelamento, 30 e 60 minutos
de TTR, submetidas a diferentes protocolos de congelamento

Hiposmético do sémen in natura = 51,2 + 12,3

Tempo

Adicao do crioprotetor Sem resfriamento Com resfriamento

0 Unica etapa 14,7 + 12 °5" (T1) 24,6 + 7,5 " (T3)
Miltiplas etapas 18,8 + 8,1 1 (T2) 31,7+ 11,8 **' (T4)

30 Unica etapa 10,7 + 11,4 *B2(T1) 21+7,1 %% (T3)
Multiplas etapas 14,7+ 9,8 52 (T2) 27,1+ 10,7 *2 (T4)

60 Unica etapa 6,8 + 8,6 "% (T1) 15,8 + 6,7 "4 (T3)

Miltiplas etapas 11,6 +9,6 *® (T2) 19,8 + 8,4 *** (T4)

b médias com diferentes sobrescritos sio diferentes (P< 0,05) dentro da coluna;™? médias com diferentes sobrescritos sio diferentes
(P< 0,05) dentro da linha;'** médias com diferentes sobrescritos , para uma mesma condigdo, sdo diferentes, dentro da coluna.

Meédia de nove garanhdes.

Os resultados obtidos apos 0
descongelamento demonstram que a adigdo
do crioprotetor em multiplas etapas foi mais
eficaz  em preservar a  motilidade
espermatica total e progressiva e a
integridade  funcional da  membrana
plasmatica dos espermatozoides quando
comparada a adicdo em TUnica etapa,
independentemente da curva de
congelamento adotada (p<0,05), (Tab. 6 ¢
8). Independentemente da forma de adigdo
do crioprotetor, a curva de congelamento
com resfriamento controlado prévio, na
velocidade de -0,25°C/minuto da
temperatura ambiente até 5°C, preservou
melhor a motilidade espermatica total e
progressiva e a integridade funcional da
membrana plasmatica (p<0,05),
demonstrando que nao houve interagdo entre
a forma de adicdo do crioprotetor € a curva
de congelamento adotada (p<0,05), (Tab. 6).
O vigor do movimento espermatico apds o
descongelamento foi preservado de maneira
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similar pelas duas formas de adi¢do do
crioprotetor ao meio base (p>0,05), (Tab. 7).
Esses resultados indicam que as injurias
decorrentes do estresse osmoético e térmico
sdo agravadas durante as etapas de
resfriamento e de congelamento dos
espermatozoides.

Os resultados obtidos no teste hiposmético,
realizado imediatamente apos 0
descongelamento e aos trinta e sessenta
minutos durante o teste de termo-resisténcia
pos-descongelamento, demonstram que,
independentemente da curva de
congelamento adotada, a adicdo do
crioprotetor ao meio base, em multiplas
etapas, foi mais eficiente em preservar a
integridade  funcional da  membrana
plasmatica, quando comparada a adicdo em
uma unica etapa (p<0,05), (Tab. 8). A
superioridade da adi¢do do crioprotetor ao
meio base, em multiplas etapas, prevaleceu
em todos os tempos testados.



Os espermatozoides que foram submetidos
ao resfriamento pré-congelamento,
independentemente da forma de adi¢do do
crioprotetor ao meio base, preservaram
melhor a integridade funcional de suas
membranas plasmaticas imediatamente apos
o descongelamento e trinta e sessenta
minutos apos o descongelamento (Tab. 8) e

tiveram sua  motilidade  espermatica
progressiva melhor preservada (p<0,05),
conforme demonstrado na Fig. 2. Foi
observada queda (p<0,05) nos valores
percentuais de células com a integridade
funcional de suas membranas plasmaticas
preservadas entre os tempos testados
(p<0,05, Tab. 8).

70

——T1 T2 + T3 —T4|
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Figura 2. Médias da motilidade espermatica progressiva de espermatozdides de cinco garanhdes
congelados por quatro protocolos e submetidos ao teste de termo resisténcia pos-descongelamento.
T1 — Adigdo do crioprotetor, em uma Unica etapa, sem resfriamento prévio, T2 — Adigdo do crioprotetor,
em multiplas etapas, sem resfriamento prévio, T3 — Adi¢@o do crioprotetor, em uma Unica etapa, com
resfriamento prévio, T4 — Adigdo crioprotetor, em multiplas etapas, com resfriamento prévio. Média de

cinco garanhdes.

Foi observada superioridade da adi¢do do
crioprotetor em multiplas etapas em relagdo
a adicdlo em unica etapa (P=0,056),
independentemente da curva de
congelamento adotada. A curva de
congelamento, com resfriamento prévio,
preservou mais eficientemente a motilidade
espermatica progressiva dos
espermatozoides, quando comparada a curva
de congelamento, sem resfriamento prévio
(p<0,05), independentemente da forma de
adi¢do do crioprotetor ao meio base.

Dentre os quatro tratamentos em teste, o
protocolo de congelamento, que adotou a
adi¢do do crioprotetor em multiplas etapas ¢

uma curva de congelamento com
resfriamento controlado prévio (T4), foi o
mais eficaz na preservagdo da longevidade
espermatica (p<0,05), sendo significativa a
queda da motilidade espermatica progressiva
somente a partir dos 210 minutos de
incubacdo do sémen, em banho-maria, a
37°C. O protocolo de congelamento que
também adotou a curva de congelamento
com resfriamento controlado prévio, porém
com adi¢do do crioprotetor em Unica etapa
(T3), apresentou queda na motilidade
espermatica progressiva a partir dos 180
minutos de incubagdo (p<0,05). A
motilidade espermatica progressiva
apresentou queda significativa a partir dos
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180 minutos de incubagio (p<0,05) quando
a adicdo do crioprotetor a0 meio base foi
realizada em multiplas etapas, e nao houve
resfriamento prévio (T2) e a partir dos 150
minutos de incubagdo (p<0,05), quando a
mesma curva foi adotada e a adicdo do
crioprotetor ao meio base foi efetuada em
unica etapa (T1). A Tab. A.l. (anexos)
discrimina as médias, os desvios € 0s erros
padrées das caracteristicas seminais nos
quatro tratamentos em teste, durante o teste
de termo-resisténcia.

As motilidades espermaticas total e
progressiva, apos a dilui¢do inicial, variaram
de 70 a 95% e de 61,7 a 90%, com médias
de 83,2% e 75,9%, respectivamente (Tab. 4).
As motilidades espermaticas total e
progressiva apdés o  descongelamento
variaram de 28,3 a 77,9 % e de 22,9 a
72,2%, respectivamente, dependendo do
tratamento ao qual o sémen foi submetido.
Foi observada grande variabilidade para as
motilidades total e progressiva entre
garanhdes e tratamentos para um mesmo
garanhdo (Fig. 3). Variagdes entre garanhdes
€ entre tratamentos para um mesmo
garanhdo ja foram descritas por outros
pesquisadores (Cottorello, 2002; Snoeck,
2003).

Nas analises dos graficos dos garanhdes
observa-se grande variabilidade entre
garanhdes e entre tratamentos para um
mesmo garanhdo. Para os garanhdes um,
sete e oito foi observada pouca variagdo
entre os tratamentos, enquanto que para oS
garanhdes dois, trés e nove os tratamentos
dois e quatro foram mais eficientes na
preservagdo da motilidade espermatica total
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e progressiva ap6s o descongelamento,
indicando que para os garanhdes dois, trés e
nove, a reducdo do estresse osmotico foi
mais importante na preservacdo da
viabilidade espermatica do que a reducgdo do
estresse térmico, uma Vvez que nos
tratamentos dois e quatro, a adi¢do do
crioprotetor foi realizada em multiplas
etapas e o tratamento dois adotou uma curva
de congelamento sem resfriamento prévio.

Para os garanhdes quatro e seis, o0s
tratamentos trés e quatro foram mais
eficientes na preservacdo da motilidade
espermatica total e progressiva apos o
descongelamento, indicando ser a reducdo
do estresse térmico mais importante na
preservacdo da viabilidade espermatica, uma
vez que nos tratamentos trés e quatro a curva
de congelamento foi realizada com
resfriamento prévio e no tratamento trés, a
adicdo do crioprotetor ao meio base foi
realizada em Ttnica etapa. Esses resultados
indicam haver interacdo entre tratamentos e
garanhdes. Na média dos nove garanhdes o
tratamento quatro, que associou a adi¢do do
crioprotetor ao meio base em multiplas
etapas & uma curva de congelamento com
resfriamento controlado prévio foi o mais
eficiente na preservacdo da motilidade
espermatica total e progressiva dentre os
quatro tratamentos testados.

Os resultados da avaliagdo da integridade
estrutural das membranas plasmatica e
acrossomal por meio das  sondas
fluorescentes, diacetato de
carboxifluoresceina e iodeto de propideo,
estdo discriminados na Tab. 9.



Médias - % MT, % MP, Vigor (0-5) Garanhdo 01

400 s o
2 a &0
a0 = 3 [==]
- | = a0 |
20 1 =0
o 2 2 - o =
Ay = = ™ T T=

| M em MP% 0 Mger (0-5)] [ PAT g 9% P [ i 059

Garanhdo 02 Garanhao 03

SEELEE

REEE
[

SRR

|n AT BE g I 36 [ Wiger (05

Garanhdo 04 Garanhao 05
=B 4 B0 4
& 5 60 | a
) [ ] o 40 2
il IR o ;
o - 3 . o Q4 T T T o
™ T2 = T4 ™ = = T4
|mW%-NP%|:|~imrtﬂ-5ﬂ Lg WT % @ MP % O Vigor (05
Garanhdo 06 Garanhdo 07
5 & 4
4 & - 5
3 . -
2
1 =0 1
o - . o
T ] ™ T4
@ MT %6 g MP 56 [ Vigor (0-5) | |@MT % mMP % O Viger (05 |
Garanhdo 08 Garanhio 09
a0 &
50
40 - &0
a0 40 4
an |
10 =1
i) ol E
T Tz TS
|mMT% @ MP e Vigun:l:l-s-]l |g MT % @ MP % 0 Uigbc(ﬂ-5]|

Figura 3. Motilidade espermatica total e progressiva e vigor do movimento espermatico de eqiiinos
submetidos a quatro protocolos de congelamento. Média de nove garanhdes e comportamento individual
dos mesmos. T1- Adigdo do crioprotetor, em unica etapa, sem resfriamento prévio; T2- Adig¢do do
crioprotetor, em multiplas etapas, sem resfriamento prévio; T3- Adigdo do crioprotetor, em Unica etapa,
com resfriamento prévio; T4- Adigdo do crioprotetor, em multiplas etapas, com resfriamento prévio.
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Tabela 9. Porcentagem média de espermatozodides eqiiinos com integridade das membranas
plasmatica e acrossomal submetidos a quatro técnicas de congelamento

. integros Semi-lesados Lesados
Adic¢ao do
crioprotetor Sem Cpm Sem Cpm Sem Cpm
resfriamento  resfriamento  resfriamento  resfriamento  resfriamento  Resfriamento
Unicaetapa  35,6+14,4*  36,0+8,6" 4,042,5* 20,8+11,2*%  60,3+154  43,2+11,4%
(T1) (T3) (T1) (T3) (T1) (T3)
Multiplas ~ 37,8+112**  452+13,6"  42+43*  23,0+10,5"  58,0+14,5**  31,8+9,3""
ctapas (T2) (T4) (T2) (T4) (T2) (T4)

® médias com diferentes sobrescritos para um mesmo pardmetro sdo diferentes ( P < 0,05) dentro da coluna;*® médias com
diferentes sobrescritos para um mesmo parametro sio diferentes ( P < 0,05) dentro da linha; Média de nove garanhdes.

Os resultados demonstram que a adigdo em

unica etapa foi mais lesiva para as
membranas plasmaticas € acrossomais,
independentemente da curva de

congelamento adotada (Tab. 9). A curva de
congelamento, sem resfriamento prévio, foi
menos eficaz na  preservagdo  das
integridades estruturais das membranas
plasmatica e acrossomal, independentemente
da forma de adigdo do crioprotetor adotada.
A porcentagem de células com membrana
acrossomal integra e plasmatica lesada nao
diferiu entre os tratamentos (p>0,05). A
porcentagem de células com membranas
plasmatica e acrossomal integras nao diferiu
entre os tratamentos (p>0,05). A Fig. 4
apresenta os resultados obtidos.

Na analise da Fig. 4, os resultados obtidos
demonstram maior percentual de células
com membranas plasmatica e acrossomal
integras, quando comparada ao percentual
de células reativas ao teste hiposmotico
imediatamente apdés o descongelamento,
reforcando a hipotese de que os
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espermatozoides  possuem regides da
membrana com diferentes graus de
resisténcia aos processos de congelamento e
descongelamento, sendo a membrana da
cauda dos espermatozodides mais sensivel a
€sSe processo.

Os garanhdes quatro, cinco, seis e sete
congelam melhor com resfriamento prévio,
enquanto que os garanhdes um, dois, trés e
oito congelam melhor quando a adigdo do
crioprotetor se da em multiplas etapas. Isso
indica que houve interagdo entre garanhdo e
tratamento. Na analise do grafico
representativo das médias de todos os
garanhdes, observa-se que o tratamento que
associou uma curva de congelamento com
resfriamento prévio a adicdo do crioprotetor
em multiplas etapas preservou melhor a

motilidade espermatica progressiva, a
integridade  estrutural das membranas
plasmatica e acrossomal, assim como a
integridade  funcional da  membrana
plasmatica.
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Figura 4. Motilidade progressiva, percentual de células com membranas estruturalmente integras e
percentual de células com membrana plasmatica funcionalmente integras no tempo 0 apds o
descongelamento de espermatozoides eqiiinos submetidos a quatro protocolos de congelamento. Média de
nove garanhdes e comportamento individual dos mesmos. T1- Adi¢do do crioprotetor em uma unica etapa
sem resfriamento prévio; T2- Adi¢do do crioprotetor em miultiplas etapas sem resfriamento prévio; T3-
Adicdo do crioprotetor em Unica etapa com resfriamento prévio; T4- Adi¢ao do crioprotetor em multiplas
etapas com resfriamento prévio.
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Os coeficientes de correlagdo entre as
variaveis motilidade espermatica
progressiva, porcentagem de
espermatozoides com membrana plasmatica
funcional e porcentagem de espermatozoides
com membranas plasmatica e acrossomal
integras, avaliados imediatamente apds o
descongelamento, estdo discriminados na
Tab. 10. Correlagdes positivas e de baixa
magnitude  foram  observadas  entre
motilidade  espermatica  progressiva e
porcentagem de células reativas ao teste
hiposmoético, entre motilidade espermatica
progressiva e membranas plasmatica e
acrossomal integras, entre células com
membrana  plasmdtica  funcionalmente
integras e porcentagem de espermatozoides
com membrana plasmatica e acrossomal
integras, entre motilidade espermatica
progressiva e porcentagem de
espermatozoides com membrana plasmatica
integra e acrossomal lesada (semi-lesados) e
entre porcentagem de espermatozoides
reativos ao teste hiposmotico e porcentagem
de espermatozdoides com  membrana
plasmatica integra e acrossomal lesada
(semi-lesados). Correlagdes negativas e de
baixa magnitude foram observadas entre

motilidade  espermatica  progressiva e
porcentagem de células com membranas
plasmatica e acrossomal lesadas e entre
porcentagem de células reativas ao teste
hiposmoético e porcentagem de células com
membranas plasmatica e acrossomal lesadas
(Tab. 10).

Observa-se que a correlagdo positiva existente
entre os parametros de motilidade espermatica
progressiva e porcentagem de espermatozoides
com membranas plasmatica e acrossomal
integras € com porcentagem de
espermatozdides com membrana plasmatica
lesada e acrossomal integra (semi-lesados)
foram similares ¢ ambas menores quando
comparadas a correlagdo negativa observada
entre motilidade espermatica progressiva e
porcentagem de espermatozoides lesados e
entre percentual de células reativas ao teste
hiposmético e porcentagem de
espermatozoides lesados. Provavelmente, a
motilidade espermdtica progressiva estaria
mais intimamente correlacionada a integridade
estrutural da membrana acrossomal do que a
integridade estrutural da  membrana
plasmatica.

Tabela 10. Correlagdes simples de Pearson entre os parametros espermaticos de garanhdes da raga
Mangalarga Marchador avaliados imediatamente ap6s o descongelamento

MP (%) HO (%) Integros (%) Semi-lesados (%) Lesados (%)

MP (%) 0,4934 0,3578 0,3736 -0,5183
p =(0,0011) p =(0,0161) p =(0,0124) p = (0,0006)

HO (%) 0,3207 0,5182 - 0,5937
p = (0,0283) p = (0,0006) p = (0,0001)

MP- motilidade espermatica progressiva; HO- teste hiposmotico.

Neste  estudo, a  porcentagem  de
espermatozoides com motilidade progressiva
ap6és o descongelamento foi em média,
superior a porcentagem de espermatozoides
estruturalmente integros e a porcentagem de
células reativas ao teste hiposmotico (Tab. 6,
8 ¢ 9 e Fig. 3), indicando que uma grande
populagdo de  espermatozdides com
membranas  estruturalmente lesadas e
funcionalmente inativas apresentavam-se
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progressivamente mével imediatamente apds
o descongelamento. Provavelmente, esses
espermatozoides foram os primeiros a perder
sua motilidade progressiva durante a
realizacdo do teste de termo-resisténcia.

A adicdo do crioprotetor dimetilformamdida
ao meio base, em multiplas etapas, foi mais
eficiente na preservacdo da motilidade
espermatica total e progressiva; integridade



funcional da membrana plasmatica, em
todos os tempos testados, menos lesiva a
integridade  estrutural das membranas
plasmatica e acrossomal, além de preservar
por mais tempo a motilidade espermatica
progressiva, durante o teste de termo-
resisténcia, quando comparada a adicdo do
crioprotetor em unica etapa.

A importancia do estresse osmotico na
criopreservacao  espermatica tem  sido
estudada por diversos pesquisadores. Gao et
al. (1995) afirmaram que a adicdo dos
agentes crioprotetores aos espermatozoides
antes do resfriamento pode criar estresses
severos para as células, resultando em
injurias. Mazur e Scheiner (1986)
observaram que quando uma célula ¢é
colocada em solugdes hiperosmoéticas, como
€ o caso das que conttm agentes
crioprotetores intracelulares, porém
isotonicas, como as que contém solutos
impermedveis, a célula primeiramente se
retrai devido ao efluxo osmético da agua
intracelular e, posteriormente aumenta em
volume a medida que o soluto (crioprotetor
intracelular)  penetra e a  agua,
concomitantemente, retorna para O meio
intracelular. Como resultado desse aspecto
da criopreservagado, a célula experimenta um
estresse osmoético que pode causar uma
injuria osmotica significativa.

Vérias razdes para a injuria osmoética durante
os processos de adicdo e remogdo do
crioprotetor ao meio base tém sido
propostas, incluindo a ruptura mecénica da
membrana celular em condicdes
hiposmoticas e que a forca de fric¢do entre a
dgua e potenciais poros na membrana
plasmatica estariam causando injuria celular
nas membranas (Gao et al., 1995).

Meryman (1970) sugeriu que a retragao
celular em condi¢des hiperosmoticas ¢
detida pelos componentes do citoesqueleto e
a interagdo resultante entre a membrana
celular contraida e o citoesqueleto danifica a
célula. A contrag@o celular induz a fusdo e
mudanca irreversivel da membrana e,

consequentemente, a area efetiva da
membrana celular ¢ reduzida, quando
retornam as condigdes isotdnicas, ocorrendo
a lise celular antes da recuperacdo do
volume normal (Steponkus e Wiest, 1979).
Segundo Mazur et al. (1972), o estresse
osmotico causa a perda da impermeabilidade
de solutos ndo permedaveis, quando as
células retornam as condi¢bes isotdnicas,
elas incham além do seu volume isotdnico
normal e lisam-se.

Um dos fatores mais importantes
envolvidos na resisténcia espermatica aos
processos de congelamento e
descongelamento ¢ o estresse osmoético. A
crioinjuria celular estd freqlientemente
relacionada a grandes mudangas na pressdo
osmoética produzidas durante os processos de
congelamento ¢ descongelamento (Mazur,
1984). Cueva et al. (1997) demonstraram
que os espermatozoides eqiiinos foram
extensivamente  lesados  apds  serem
submetidos a condigdes hiperosmoticas. Os
resultados indicaram que o espermatozoide
eqiiino demonstra caracteristicas especificas
na sua habilidade de resistir a condicdes
hiperosmoéticas e a mudancgas bruscas na
pressao osmotica. Essas caracteristicas estdo
relacionadas com a composi¢cdo do meio e
com a temperatura de incubagdo dos
espermatozoides.

No presente estudo, ndo foram observadas
diferencas entre a adicdo do crioprotetor em
etapas unica ou multiplas, antes dos
espermatozoides serem submetidos ao
congelamento. Entretanto, apos 0
descongelamento houve uma superioridade
na preservacdo espermatica quando os
espermatozoides foram  submetidos a
condi¢gdes hiperosmdticas gradativamente,
ou seja, quando a adigdo do crioprotetor se
realizou em multiplas etapas.
Provavelmente, temperaturas mais baixas
conferiram aos espermatozdides menor
resisténcia osmotica.
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A analise dos resultados, sugere que a adi¢ao
do crioprotetor em uma Unica etapa afeta
mais drasticamente a integridade funcional
da célula espermatica do que a integridade
estrutural dos espermatozdides, incluindo a
motilidade e a capacidade das células
espermaticas de reagirem ao  teste
hiposmoético. Quando a adicdo do
crioprotetor se realizou em uma unica etapa,
observou-se um menor numero de
espermatozoides reativos ao teste
hiposmético, quando comparado a adigdo
em multiplas etapas, o que pode indicar que
a por¢do da cauda do espermatozodide ¢ mais
sensivel aos estresses osmoticos do que os
demais segmentos da célula espermatica.

Um entendimento dos limites da tolerdncia
osmoética e dos processos celulares
envolvidos ¢é essencial para desenvolver
novos métodos para o processamento e
armazenamento do  sémen.  Futuros
progressos no melhoramento da
sobrevivéncia espermatica ndo poderdo ser
atingidos simplesmente pela modificagdo de
diluentes de criopreservagdo previamente
definidos.  Um  entendimento  mais
fundamental dos processos bioquimicos e
biofisicos que acompanham os processos de
congelamento e descongelamento serdo
essenciais no desenvolvimento de novos
bem sucedidos protocolos de
criopreservagdo (Pommer et al. 2002). Esses
pesquisadores observaram que durante a
adi¢do dos crioprotetores, as células
encolhem devido ao aumento da
hiperosmolaridade do meio externo e o
inverso ocorre durante a remocdo dos
crioprotetores e sugeriram que a excursao do
volume associado ao crioprotetor utilizado
pode ser causa das desordens das fungdes
celulares.

No presente estudo, a adicdo gradativa da
dimetilformamida, um crioprotetor de baixo
peso molecular, parece ter minimizado a
excursao do volume celular e
conseqiientemente minimizado as desordens
das fungdes celulares. Pommer et al. (2002)
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demonstraram que o espermatozoéide eqiiino
pode suportar aproximadamente 20% de
aumento ¢ 11% de diminuicdo de seu
volume celular isosmotico e ainda manter
mais do que 70% da motilidade inicial.

A resisténcia a anisosmolaridade ¢ essencial
na prevencdo da lise e morte celular. A
capacidade do espermatozoéide de responder
ao ajustamento do volume celular ¢
determinado por uma série de fatores
incluindo a composi¢ao fosfolipidica da
membrana, permeabilidade a  agua,
temperatura da fase de transi¢do dos
lipideos, atividade da bomba de Na" /K,
canais de ion e elementos do citoesqueleto
(Pommer et al. 2002). Esses pesquisadores
demonstraram que os espermatozoides
eqiiinos sdo altamente susceptiveis ao
estresse osmotico.

Ball ¢ Vo (2001) reportaram limitada
tolerdncia osmoética do espermatozoide
eqiiino quando submetidos as condic¢des
anisosmolares e observaram que a adicao e a
rapida remogdo de um molar de glicerol,
etilenoglicol, dimetilsulfoxido ou
propilenoglicol resultaram em um declinio
significativo na motilidade e viabilidade
espermatica. Dentre esses crioprotetores, o
etilenoglicol tem o efeito menos detrimental,
seja na viabilidade, seja na motilidade dos
espermatozoides avaliada apds a rapida
adi¢do e remocdo desses crioprotetores. Dos
quatro crioprotetores testados na espécie
eqiiina, a adigdo e a remogdo do glicerol
resultou em um estresse osmoético mais
acentuado, como indicado pelas alteracdes
na motilidade, viabilidade e integridade
acrossomal.

A resisténcia a anisosmolaridade ¢ essencial
para previnir a lise e a morte celular.
Quando as células espermaticas sdo expostas
a mudancas nas condigdes osmoticas, parece
haver o desencadeamento de uma série de
eventos que influenciam a habilidade das
células de manterem suas fung¢oes celulares
(Linfor et al., 2002). Esses pesquisadores



observaram que um estresse fisico mediado
pelas condigdes anisosmoticas estimula a
tirosina Kinase a fosforilagdo de algumas
proteinas espermaticas. Ha evidéncias nas
células somaticas que o estresse osmotico
pode induzir a fosforilacdo da tirosina da
caveolina-1, a principal familia protéica, que
funciona como um suporte protéico da
membrana e estd envolvido na resposta ao
estresse celular.

4. CONCLUSOES

A adicdo do crioprotetor, em maultiplas
etapas, ao meio base, foi mais eficaz na
preservacdo das motilidades espermaticas
total e progressiva, integridade funcional da
membrana plasmatica, em todos os tempos
testados, menos lesiva as integridades
estruturais das membranas plasmatica e
acrossomal e promoveu maior resisténcia
dos espermatozoides ao teste de termo-
resisténcia, quando comparada a adigdo do
crioprotetor em TUnica etapa. [Essa
superioridade foi independente da curva de
congelamento adotada.

A curva de congelamento que adotou o
resfriamento gradativo do s€men diluido de -
0,25°C/minuto da temperatura ambiente até
5°C foi mais eficaz na preservacdo das
motilidades espermaticas total e progressiva,
integridade  funcional da  membrana
plasmatica, em todos os tempos testados,
menos lesiva as integridades estruturais das
membranas plasmatica e acrossomal e
promoveu maior resisténcia dos
espermatozoides ao teste de termo-
resisténcia, quando comparada a curva de
congelamento sem resfriamento prévio. Essa
superioridade foi independente da forma de
adicao do crioprotetor ao meio base.

Injurias significativas sdo ocasionadas pelo
estresse osmotico e pelo método de
congelamento dos espermatozoides.

O protocolo de congelamento que associa a
introducao gradativa do crioprotetor ao meio

diluidor base a uma curva de congelamento
com resfriamento prévio € o mais eficiente
na preservacdo da viabilidade espermatica
eqiiina, avaliada in vitro, apdés o
descongelamento.
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7 - ANEXOS

Tabela A.1. Médias, desvios e erros padrdes pds-descongelamento de espermatozoéides eqiiinos
congelados por varias técnicas e submetidos ao teste de termo-resisténcia

TRATAMENTO TEMPO (minutos) MEDIA DESVIO ERRO
1 0 31,6 12,5 5,6
1 30 20,0 10,6 4,7
1 60 13,0 7,6 34
1 90 9,9 7,0 3,1
1 120 5,0 8,7 3,9
1 150 1,0 2,2 1,0
2 0 49,0 23,4 10,4
2 30 28,0 17,5 7,8
2 60 21,0 16,7 7,5
2 90 15,0 10,0 4,5
2 120 11,0 10,2 4,6
2 150 2,0 2,7 1,2
3 0 47,0 9,6 4,3
3 30 39,0 14,3 6,4
3 60 26,0 17,8 8,0
3 90 12,0 7,6 34
3 120 12,0 14,4 6,4
3 150 6,0 6,5 3,0
3 180 6,0 10,8 4,8
3 210 3,0 6,7 3,0
3 240 4,0 8,9 4,0
3 270 4,0 8,9 4,0
3 300 3,0 6,7 3,0
3 330 2,0 4,5 2,0
4 0 58,5 10,8 4,8
4 30 39,0 22,5 10,0
4 60 33,0 24,4 10,9
4 90 24,0 22,2 9,9
4 120 15,0 16,8 7,4
4 150 12,0 16,4 7,3
4 180 11,0 14,3 6,4
4 210 6,0 10,8 4,8
4 240 7,0 15,7 7,0
4 270 3,0 6,7 3,0
4 300 1,0 2,2 1,0

T1: Adigdo do crioprotetor em uma Unica etapa sem resfriamento prévio; T2: Adi¢do do crioprotetor em multiplas etapas sem
resfriamento prévio; T3: Adi¢do do crioprotetor em uma Unica etapa sem resfriamento prévio; T4: Adi¢ao do crioprotetor em
multiplas etapas com resfriamento prévio.

48



Tabela A.2. Andlise de variancia — comparacdo da motilidade total entre os tratamentos

MT

Fontes de Variagdo GL Soma de Quadrado Quadrado Médio F Sig.
Total 35 0,8529053 E+10
Total de Redugio 18 0,3968940 E+10 0,2204967 E+09 0.82  wwEEkxx
RESF 1 0,1120408 E+10 0,1120408 E+09 6.31 0.0224
RESF*FORMA 1 9334043. 9334043. 0.05 kR
** ERRO(B) ** 16 0,2839198 E+10 0,1774499 E+09
Residuo 17 0,4560113 E+10 0,2682419 E+09
C.V. 30.642
MT- motilidade total; C.V.- coeficiente de variagdo.
Tabela A.3. Analise de variancia — comparagdo da motilidade progressiva entre os tratamentos

MP

Fontes de Variacao GL Soma de Quadrado Quadrado Médio F Sig.
Total 35 0,8341277 E+10
Total de Redugdo 18 0,3772754 E+10 0,2095975 E+09 0.78 s
RESF 1 0,1284052 E+10 0,1284052 E+10 8.28 0.0105
RESF*FORMA 1 6962562. 6962562. 0.04  FwEEExE
** ERRO(B) ** 16 0,2481740 E+10 0,1551088 E+09
Residuo 17 0,4568522 E+10 0,2687366 E+09
C. V. 34.546

MP- motilidade progressiva.

Tabela A.4. Andlise de variancia — comparacao da porcentagem de espermatozoides integros entre os

tratamentos
INTEGROS

Fontes de Variagdo GL Soma de Quadrado Quadrado Médio F Sig.
Total 35 0,5286255 E+10
Total de Redugéo 18 0,3217687 E+10 0,1787604 E+09 147 02164
RESF 1 0,1466763 E+09 0,1466763 E+09 0.79  FxEExx
RESF*FORMA 1 0,1125933 E+09 0,1125933 E+09 0.61  Fxwkxx
** ERRO(B) ** 16 0,2958418 E+10 0,1849011 E+09
Residuo 17 0,2068568 E+10 0,1216805 E+09
C. V. 28.542
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Tabela A.5. Analise de variancia — comparacdo da porcentagem de espermatozoéides lesados entre os
tratamentos

LESADOS
Fontes de Variacdo GL Soma de Quadrado Quadrado Médio F Sig.

Total 35 0,1015432 E+11

Total de Redugio 18 0,7052992 E+10 0,3918329 E+09 2.15 0.0609
RESF 1 0,3064508 E+10 0,3064508 E+10 12.90 0.0023
RESF*FORMA 1 0,1874526 E+09 0,1874526 E+09 0.79 il
** ERRO(B) ** 16 0,3801031 E+10 0,2375645 E+09

Residuo 17 0,3101331 E+10 0,1824312 E+09

C. V. 27.926

Tabela A.6. Analise de variancia — comparacdo da porcentagem de espermatozoides semi-lesados entre os
tratamentos

SEMI-LESADOS

Fontes de Variacdo GL Soma de Quadrado Quadrado Médio F Sig.
Total 35 107070.2
Total de Redugio 18 57511.94 3195,108 1.10 0.4269
RESF 1 41173.61 41173.61 40.98 0.0000
RESF*FORMA 1 263,6614 2.636.614 0.26 Hokokk ok
** ERRO(B) ** 16 16074.67 1,00E+06
Residuo 17 49558.25 2.915.191
C. V. 53.996

Tabela A.7. Andlise de variancia — comparacao de espermatozoides reativos ao teste hiposmético (HO)
entre os tratamentos nos trés tempos testados

TESTE HIPOSMOTICO (HO)

Fontes de Variagdo GL Soma de Quadrado  Quadrado Médio F Sig.
TEMPO 2 0,1400699 E+10 0,7003195 E+09 44,59 signif.
TEMPO*FORMA 2 4625000. 2312500 0,147250109 ns
TEMPO*RESFR 2 0,7054167 E+08 35270830 2,254895605 ns
TEMPO*RESFR*FORMA 2 0,3704167 E+08 1.850.830 1,179327242  ns
** ERRO(c) ** 64 1005092630 1,57E+07
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