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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de trés tempos de adigdo
fracionada de 5%, da dimetil formamida (DMF) ao meio diluidor base INRA 82
modificado, a sua interacdo com o tempo de equilibrio e a curva de congelamento na
criopreservacdo de espermatozdides eqiiinos. Um ejaculado de seis garanhdes foi
utilizado para testar trés tempos de adi¢do da dimetil formamida: Tempo 1: adi¢do da
décima parte da dimetil formamida a cada minuto no tempo de dez minutos; Tempo 2:
adicao da décima parte da dimetil formamida a cada dois minutos no tempo de vinte
minutos; Tempo 3: adicdo da décima parte da dimetil formamida a cada trés minutos no
tempo de trinta minutos. Completando-se o periodo médio de uma hora e oito minutos
em temperatura ambiente desde o inicio até¢ a adicdo do crioprotetor todas as amostras
foram resfriadas até 5°C utilizando uma maquina computadorizada a uma taxa de
0,25°C/min. Foram testadas trés diferentes procedimentos para o congelamento: a) sem
tempo de equilibrio adicional a 5°C e congelamento 4cm acima do nivel de nitrogénio
liquido por quinze minutos, e posterior submersdo das amostras no nitrogénio liquido;
b) com tempo de equilibrio adicional a 5°C de quarenta e cinco minutos e congelamento
4cm acima do nivel de nitrogénio liquido por quinze minutos, e posterior submersao das
amostras no nitrogénio liquido; ¢) com tempo de equilibrio adicional a 5°C de quarenta
e cinco minutos e congelamento computadorizado a uma taxa de -10°C/min ate -127°C
por quinze minutos, € posterior submersdo das amostras no nitrogénio liquido. O
descongelamento foi feito a 52°C por dez segundos, seguidos de imersao em banho-
maria a 37°C por trinta segundos. Apds o descongelamento foram avaliados os
parametros de motilidade total, motilidade progressiva e vigor espermatico em
microscopia Optica, com aumento de 400X. A integridade da membrana plasmatica da
cauda e da cabeca foi avaliada pelo teste hiposmotico e pela coloracao de fluorescéncia
respectivamente. Os espermatozoides foram submetidos ao teste de termoresisténcia.
Nao foi observada diferenca significativa (P> 0,05) entre os trés tempos de adi¢gdo nem
as curvas de congelamento. Os resultados permitem concluir que a mudanga do tempo
de adi¢do do crioprotetor de forma fracionada e da curva de congelamento ndo altera a

viabilidade espermatica eqiiina avaliada in vitro.

Palavras chaves: crioprotetor, criopreservagao, eqiiino, sémen.
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ABSTRACT

The aim of this research was to evaluate the efficiency of three times of fractionate
addition of 5%, the dimethyl formamide to the half seminal extender modified base
INRA 82, and its interaction with the time of balance and the rates of freezing in the
criopreservation of equine spermatozoa. Ejaculates of six stallions was used to test
three times of addition of the dimethyl formamide; Time 1: addition of the tenth part of
dimethyl formamide to each the one minute in the time of ten minutes; Time 2: addition
of the tenth part of dimethyl formamide to each the two minutes in the time of twenty
minutes; Time 3: addition of the tenth part of dimethyl formamide to each the three
minutes in the time of thirty minutes. Completing the average period of one hour and
eight minutes in ambient temperature since the beginning until addition of the
crioprotectan all the samples had been cooled until 5°C using one scheme computerized
to a rates of cooling 0,25°C/min. 3 different procedures for the freezing had been tested:
a) without time of additional balance 5°C and freezing 4cm above of the nitrogen level
fifteen minutes, and posterior submersion of the samples in nitrogen liquid; b) with time
of additional balance 5°C of forty five minutes and freezing 4cm above of the nitrogen
level fifteen minutes, and posterior submersion of the samples in nitrogen liquid e; c)
with time of additional balance 5°C of forty five minutes and freezing computerized to
one rates of -10°C/min ties -127°C per fifteen minutes, and posterior submersion of the
samples in nitrogen liquid. The thawing was made 52°C per ten seconds, followed of
immersion in bath-Maria 37°C per thirty seconds. Immediately post thaw the
parameters of total motility, motility progressive and spermatic vigor were evaluated
under microscopy 400X. The integrity of the plasmatic membrane of the tail was
evaluated through the hiposmotic swelling test and the functional and structural sperm
membrane integrity were evaluate by the fluorescent dyes, carboxyfluorescein diacetate
and propidium iodide respectively. The spermatozoa were also evaluated in the
temperature resistance. Was not observed significant difference (P> 0, 05) enters the
three times of addition and enters the freezing rates. The results allow concluding that
the changes of the time of addition of the crioprotectan of fractionate form and the curve

of freezing did not modify the equine spermatic viability evaluated in vitro.

Key words: cryoprotectants, cryopreservation, equine semen.
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1. INTRODUCAO

Dentre as biotecnologias da reproducdo
animal, a criopreservacdo ¢ uma
ferramenta que oferece vantagens para
preservar a viabilidade espermatica por
longos periodos. Esta técnica permite a
utilizagdo de garanhdes de alto
potencial genético sem ter como
limitacdo o transporte de éguas por
longas distancias até o garanhdo ou o
envio de sémen refrigerado, com tempo
limitado de viabilidade, até as éguas.
Contudo a utilizagdo de sémen
congelado eqiiino ainda ¢ limitada,
devida a alta sensibilidade da célula
espermatica ao choque térmico e ao
estresse osmotico. Esta alta
sensibilidade leva durante o processo de
congelamento a4  mudangas  nas
membranas plasmaticas reduzindo a
viabilidade espermatica pos-
descongelagdo. Por estas razdes os
protocolos de congelamento disponiveis
atualmente ndo proporcionam taxas de
prenhez satisfatorias. Adicionalmente,
tem se observado a influencia direta da
raca, idade, e principalmente a
individualidade dos garanhdes no

sucesso do processo de criopreservagao.

No processo de congelamento e
descongelamento, a célula espermatica

sofre mudangas na sua estrutura,

resultando, entre outros danos, na perda
da integridade da funcdo da membrana
plasmatica (Parks e Graham, 1992).
Durante o resfriamento rapido a célula
espermatica eqiiina sofre mudancgas
irreversiveis (Watson et al., 1987).
Essas mudancas s3ao chamadas de
choque térmico e resultam na
diminui¢do da motilidade e do
metabolismo  dos  espermatozoides,
associadas a perda de proteinas e
enzimas celulares (Blackshaw &
Salisbury 1957; Quinn et al., 1969). A
ruptura das membranas plasmatica
externa e interna, resultando em
mudancas na permeabilidade, tem sido
proposta como mecanismo conseqiiente
ao choque térmico (Blackshaw e
Salisbury 1957; Watson et al., 1987).

A susceptibilidade  varidvel  dos
espermatozoides de diferentes espécies
ao choque térmico ¢ geralmente
atribuida as diferengas na composicao
de suas membranas plasmaticas. Existe
uma relacdo direta entre a taxa de
colesterol: fosfolipidios, ou acidos
graxos insaturados presentes nas
membranas plasmaticas do
espermatozdide e sua resisténcia ao
choque térmico (Poulos et al., 1973;
Darin et al., 1974). A alta concentragao
de 4cido araquidonico insaturado dos

fosfolipidios encontrada nos
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espermatozodides eqiiinos, diferente do
que ¢ encontrado em outras espécies,
pode estar correlacionada com a baixa
resisténcia do espermatozoéide eqiiino ao

choque térmico (Chow et al., 1986).

Na criopreservacdo, sdo utilizadas
substancias para proteger a estrutura dos
espermatozdides, como os agentes
crioprotetores. Esses podem  ser
classificados como permeantes ou
intracelulares, ou ndo-permeantes ou
extracelulares. Os crioprotetores
permeantes sao o  glicerol, o
etilenoglicol, o dimetilsulfoxido e a
dimetilformamida, entre outros, que sdo
constituidos por moléculas de baixo
peso molecular, necessitando estar em
altas  concentragdes nos  meios
diluidores. Os crioprotetores nao-
permeantes, constituidos de moléculas
de elevado peso molecular, sdo os
acucares como a sacarose ¢ a rafinose,
as proteinas e lipoproteinas contidas no
leite, na gema de ovo e o soro
sangiliineo,  entre  outros.  Esses
crioprotetores sao usados em baixas

concentragdes (Jasko, 1994; Rodrigues,

1992).

Segundo Medeiros et al. (2003), as
diferentes amidas, como a dimetil
formamida e a metil formamida, quando

adicionadas aos meios de
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congelamento, em concentragdes de
5%, protegem a célula espermadtica
eqiiina das crioinjirias causadas pelo
processo de descongelamento. Ainda
segundo os autores, essas duas amidas
exerceriam melhor efeito e melhor
atividade crioprotetora que o glicerol,
para os espermatozoéides eqiiinos.

A interacdo entre o  diluidor,
crioprotetor, curvas de resfriamento e
descongelamento tem sido considerada
como um dos principais fatores para
alcangar o sucesso no processo de
criopreservacdo de sémen eqiiino
(Jasko, et al., 1992; Heitland, et al.,
1996). A escolha da curva de
congelamento apropriada depende do
diluidor utilizado (Graham, 1996). Para
os diluidores a base de leite e gema de
ovo hé a necessidade de resfriamento
controlado 0,3°C/ min até 5°C,
antes do congelamento em vapor de
nitrogénio. Ja& os diluidores a base de
gema de ovo ndo necessitam de
resfriamento lento e tempo de
equilibrio, podendo ser congelados
diretamente da temperatura ambiente
em vapor de nitrogénio (Cochram et al.,

1984).

Atualmente, as pesquisas procuram
incorporar a meios diluidores novas

moléculas ou associacdes de moléculas



para melhorar a criopreservacdo do
sémen eqiiino. O objetivo ¢ reduzir os
danos e os efeitos nocivos do
resfriamento, congelamento e
descongelamento sobre a viabilidade da

célula espermatica.

Em experimento realizado recentemente
empregando um diluidor base com 5%
de dimetil formamida adicionado ao
sémen gradativamente, seguido de uma
curva de resfriamento na velocidade de
0,25°C/min da temperatura ambiente até
5°C e permanecendo em equilibrio por
uma hora, precedendo o congelamento
no vapor de nitrogénio, demonstrou-se
uma melhora significativa na motilidade
e diminuicdo no grau de lesdao dos

espermatozodides (Mello, 2005).

O objetivo do presente trabalho foi
estudar o efeito da adi¢ao fracionada do
crioprotetor dimetil formamida ao meio
extensor base INRA 82, e assim dar
continuidade ao trabalho de Mello
(2005). A hipdtese em teste é que seria
possivel aprimorar ainda mais a
viabilidade espermatica pos-
descongelamento aumentando o tempo
da adicdo do crioprotetor de forma
fracionada e que haveria uma interagao
entre o método de adicao fracionada,
tempo de equilibrio a 5°C e a curva de

congelamento.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Principios da criopreservacgao
O  objetivo do  processo da
crioporeservagdo ¢ a manutengdo do
metabolismo celular em estado de
quiescéncia, permitindo assim a
conservagao de células e tecidos por
longos periodos. Seidel (1996) relatou
que a criopreservacdo tem como
principio basico a necessidade de se
remover boa parte do contetido de agua
da célula antes de ser realizado o
processo de congelamento, sem, no

entanto, remover a 4gua em excesso, O

que pode ser deletério a célula.

Para obter sucesso na criopreservagao
de espermatozoéides eqiiinos deve ser
misturado ao sémen um extensor
seminal apropriado, para retirar o
plasma seminal e concentrar o0s
espermatozodides através da
centrifugacdo. O precipitado deve ser
ressuspendido em um extensor para o
congelamento contendo um
crioprotetor. Taxas de refrigeracdo e,
posteriormente, taxas de congelamento
adequadas devem ser utilizadas para
manter a viabilidade espermatica pos-
descongelamento  (Heitland et al.,

1996). Para que um espermatozoide

tenha a capacidade de fertilizar o
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ovocito ele deve ter as seguintes
caracteristicas  apo0s  processo  de
criopreservacao e descongelagdo:

e Metabolismo para a produ¢do de
energia;

e Motilidade progressiva;

e Acrossoma intacto contendo
enzimas que siao necessarias
para a penetragdo do

espermatozdide  através  das

estruturas que envolvem o

ovocito;

e Proteinas na membrana
plasmatica que sdo importantes
para a sobrevivéncia  dos
espermatozdides no trato
reprodutivo feminino para a
fixagdo do espermatozdide a
membrana plasmatica do odcito

durante a fertilizacdo (Squires et

al., 1999).

Em estudo tém se mostrado que
os danos e lesdes que ocorrem nos
tecidos durante os processos de
criopreservacdo e aquecimento sdo
devido principalmente a trés
importantes fatores; a) ao choque
térmico; b) a efeito solugdo; c¢) a
formacdo de cristais de gelo (Pickett e

Amann, 1987).

16

2.1.1 Choque térmico

Os espermatozoides quando se
encontram em um meio adequado nao
sofrem danos com a queda da
temperatura corporal 37°C até a
temperatura ambiente 20°C (Keith,
1998). O

espermatozodide se dd quando ocorre o

estresse inicial do

decréscimo da temperatura de 20°C até
a temperatura de 5°C (Squires et al.,
1999). Nesta faixa de temperatura
ocorre a fase de transi¢do da membrana
plasmatica que passa de uma fase
liquida cristalina para o estado de gel
(Graham, 1996). Para diminuir os
efeitos nocivos que podem advir desta
mudanca ¢ necessario controlar as taxas
de resfriamento entre as temperaturas de
19°C e &°C, além disto, deve-se
adicionar ao meio extensor substancias
lipidicas como lipoproteinas de baixa
densidade ou gema de ovo, para
protegerem as células (Graham, 1996).
Se o resfriamento for feito de maneira
inadequada, a célula espermatica sofre o
fendomeno conhecido como choque
térmico (Graham, 1996).

O rapido resfriamento do
espermatozdide eqiiino até atingir a
temperatura de 5°C induz danos
irreversiveis, caracterizados por padrdes

anormais de motilidade (movimentos



circulares), rapida perda da motilidade,
alteracdo ou danos no acrossoma,
membrana plasmatica, reducdo do
metabolismo e perda dos componentes
intracelulares. Todas essas alteracdes na
célula espermdtica sdao partes deste

fenomeno (Watson, 1995).

Viérias estruturas sdo envolvidas pelas
membranas plasmdticas e acrossomal,
entre elas estdo as mitocondrias que
também sofrem com freqiiéncia danos
causados pelo choque térmico com
freqiiéncia (Watson e Plumer, 1985;
Watson, 1995). As mudancas nas
membranas que advém de um
resfriamento  inadequado sdo a
reorganizacdo da bicamada lipidica de
fosfolipidios, colesterol e proteinas
(Ortman e Rodriguez-Martinez, 1994).
Segundo Watson, (1996) os efeitos do
choque térmico sao provocados por uma
mudanca na organizagao dos
fosfolipidios, devido a mudanca na

membrana plasmatica afetando a sua

fluidez.

A maior proporcdo de 4cidos graxos
insaturados: acidos graxos saturados nos
fosfolipidios de membrana e o baixo
conteudo de colesterol indicam maior
grau de susceptibilidade dos

espermatozdides ao choque térmico,

estes fatores evidenciam uma estrutura

de membrana espermatica menos

estavel e coesa (White, 1993).

A permeabilidade da membrana sendo
alterada por danos na barreira fisica
causados pelo choque térmico permite a
entrada aos cations, levando a um
deslocamento de ions, o que modifica as
concentragdes i0nicas nos meios intra ¢

extracelulares (Watson, 1996).

2.1.2 Efeito solugdo

Vérios sdo 0s mecanismos que

ocasionam  estresse = osmodtico e
alteracdes na membrana plasmatica dos
espermatozdides, assim como danos na
estrutura lipidica, membrana
mitocondrial e sinalizacdo celular
(Mayers, 2005). A capacidade da célula
espermatica em responder aos ajustes de
volume ¢ determinada por varios fatores
incluindo a composi¢ao dos
fosfolipideos = de  membrana, a
permeabilidade a dgua, temperatura de
transicdo da fase lipidica, atividade da
bomba ATPasa Na+/K+, canais de agua

e canais 10nicos.

A temperatura em torno de 5°C, a agua
intracelular permanece resfriada, mas
nao cristalizada. A formacao de cristais
de gelo no meio extracelular ocorre

entre as temperaturas de -5°C a -10°C.
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O processo de congelamento da agua do
meio diluidor leva a um aumento da
pressdo osmotica no meio extracelular
ndo congelado. A primeira resposta da
célula a esse estresse osmotico e a saida
de 4gua para o meio extracelular. O
processo cessa quando a concentragio
de soluto se torna grande o bastante
para prevenir futuras transformacdes de
agua em gelo (Watson, 1995). No
entanto, a curva de congelamento ndo
pode ser lenta demais, pois acarretaria
uma desidratagdo excessiva e danosa da
célula, fenomeno conhecido como
efeito  solugdo. O  encolhimento
excessivo da célula ¢ a desnaturacao de
macromoléculas sdo conseqiiéncias da
desidratacdo excessiva e podem levar ao
colapso da membrana plasmatica

(Medeiros, et al., 2002).

Pesquisas tém demonstrado que existem
grupos de proteinas encarregados da
sinalizagdo celular aos estimulos
gerados pelo estresse osmotico. Nas
células, estas proteinas sdo chamadas
proteinas mitogénicas ativadas (MAP)
que pertencem ao grupo das kinases que
sdo elementos importantes para a
transducdo de sinais de eventos que
ocorrem da superficie celular para o
nicleo. As proteinas mitogénicas
ativadas tém um papel muito importante

na proliferagdo e diferenciagdo celular e
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essas sdao ativadas em resposta ao
estresse celular (Raingeaud et al., 1995;

Volonte et al., 2001).

Viarios membros da familia das MAP
kinases tém  sido  identificados,
incluindo as ERK 40, as quais sdo
kinases que sinalizam a regulagdo
extracelular osmotica e a p38 MAP

kinase (Rouse et al., 1994).

O choque osmoético pode ativar a p38
MAP kinase e outras vias dessas kinases
nas células dos mamiferos. As ERK sao
principalmente ativadas pela
estimulagdo dos fatores de crescimento,
enquanto as p38 MAP sdo ativadas pelo
estimulo do estresse, incluindo o

estresse osmotico (Volonte et al., 2001).

2.1.3 Formacdo de cristais de gelo

O outro problema que pode ser lesivo a
célula espermatica, além do efeito
solugdo e do choque térmico, ¢ a
formag¢do de grandes cristais de gelo
intracelularmente. Isto ocorre se a curva
de congelamento for muito rdpida, nao
permitindo a desidratacdo gradativa da
célula. A agua cristalizaria em grande
quantidade dentro da célula antes
mesmo de sua retirada pela diferenca de
pressdo osmotica crescente do meio

extracelular. A formacdo de grandes



cristais de gelo intracelular leva a lesao
mecanica das membranas inviabilizando
a célula espermatica pos-
descongelamento. Portanto para evitar
os efeitos nocivos da hiperdesidratagdo
celular e os efeitos da formagao de
cristais de gelo em excesso dentro da
célula, é necessario o uso de curvas de
congelamento que evitem ao mMAaximo
cada efeito nocivo. Portanto, uma curva
moderada de congelamento com uma
temperatura  de  descongelamento
moderada ¢ indicada dependendo da

célula a ser criopreservada (Amann e

Pickett, 1987).

Quando as solugdes celulares contendo
crioprotetores  sdo  submetidas a
temperaturas de -5° C, tanto as células
como o meio extracelular permanece
descongelado. Isto é devido a um super-
resfriamento decorrente do abaixamento
do ponto de solidificacdo da solugdo
provocado pela adicdo do crioprotetor.
Normalmente  somente ocorre a
formagao de cristais de gelo no meio
extracelular a temperaturas entre -5° C e
-15° C. Nesta faixa de temperatura as
células ainda permanecem
descongeladas e estdo super resfriadas,
Provavelmente porque a membrana
plasmatica impede o crescimento dos

cristais de gelo em direcdo ao meio

intracelular. A agua super resfriada do

interior da célula tem um potencial
quimico maior do que a dgua do meio
extracelular parcialmente congelada e
dessa forma a a4gua sai da célula e
congela externamente (Mazur, 1984),
aumentando assim a  viabilidade

espermatica pos-descongelamento.

2.2 Extensores seminais

Os extensores seminais sS3ao meios
enriquecidos com diferentes substancias
as quais oferecem um ambiente
adequado aos espermatozoéides para sua
sobrevivéncia. Varias sao as razoes
consideradas ao escolher o extensor
seminal particularmente para o sémen
eqiiino (Squires, 1999):

e Permitir um efetivo tratamento
antibidtico do sémen, para
minimizar a transmissao de
agentes patogénicos sem causar
danos aos espermatozoides;

e Prolongar o tempo de
sobrevivéncia dos
espermatozoides;

e Proteger os espermatozdides sob
condi¢cdes ambientais

desfavoraveis;

e Incrementar ou aumentar o
volume da dose inseminante;
e Prover nutrientes basicos ao

espermatozoide;
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e Possuir uma pressdo osmotica
compativel (300 a 400
mOsmol);

e Neutralizacdo dos  produtos
toxicos produzidos pelo
espermatozoéide;

e Protecao contra as mudancas da
temperatura;

e Prover aos espermatozoides uma
estabilizacdo  dos  sistemas

enzimdticos e integridade das

membranas (Squires, 1999).

Segundo Silva Filho (1994), os
principais componentes dos meios
extensores sdo: substdncias i0nicas,
tampoes, agua, macromoléculas,
carboidratos, antibioticos, e
crioprotetores. As lipoproteinas contidas
no leite ou gema de ovo protegem os
espermatozdides contra o choque
térmico, os substratos, tais como
glicose, trealose e rafinose, atuam como
fonte de energia e como crioprotetores;
os tampdes atuam protegendo contra
mudangas de pH e os antibioticos como
penicilina e estreptomicina, entre
outros, retardam ou evitam o
crescimento e a  multiplicagdo
bacteriana (England 1993, Nelson e
Couto, 1994).

Além dos agentes crioprotetores, outros

componentes dos meios diluidores

20

participam diretamente na protecdo ao
processo do congelamento e
descongelamento. Os lipidios, ou mais
especificamente, as  lipoproteinas,
protegem os espermatozoides dos danos
causados pelo choque térmico. Pode-se
utilizar um diluidor apenas com gema
de ovo como fonte de lipoproteina,
como o meio Lactose-EDTA-Gema de
ovo (Martin et al.,, 1979), ou uma
combinagdo de gema de ovo e leite,
como utilizado no diluidor Institut de la

Rechereche

(INRA 82), (Vidament et al., 1997).

Agronomique-France

Watson (1995) destacou a efetiva
protecdo da gema de ovo aos
espermatozdides contra o choque
térmico, mas ndo sendo igualmente
efetivo em todas as espécies. Segundo o
autor seus efeitos impedem o
enrolamento da cauda do
espermatozdide, mantendo, com isso, a
motilidade. O mesmo autor afirmou ser
a fracdo lipoprotéica de baixa densidade
e alto peso molecular, o componente
ativo da gema de ovo, agindo somente
na superficie celular. Os efeitos do
resfriamento ¢ do choque térmico ja
haviam sido observados por Amann e
Pickett, em 1987, quando um forte
enrolamento da cauda ocorria na
auséncia de gema de ovo no meio

diluidor. Tentativas para isolar o fator



protetor ativo na gema de ovo foram
feitas por Mayer e Lasley (1945), mas
somente Kampschmidt et al. (1953),
mostraram que uma lipoproteina de
baixa densidade da gema de ovo previne
o choque térmico. Essa fragdo
lipoprotéica de baixa densidade (LBD),
constituida de  fosfolipidios, foi
identificada como o componente efetivo
na protecao do espermatozoéide (Parks e
Graham, 1992; Weitze ¢ Petzoldt,
1992). Os fosfolipidios, também
abundantes no leite, produzem
modificagdes estruturais nas membranas
das células, permitindo, desse modo, a
adaptacdo do espermatozoide a baixas

temperaturas (Watson, 1985; Varner et
al., 1988).

Nos ultimos anos, a simplificacdo das
técnicas para obtengdo de lipoproteinas
de baixa densidade da gema de ovo
(Moussa et al.,, 2002) incrementou o
interesse pelo seu uso nos meios
diluidores. Foi observada a melhora na
motilidade e na habilidade fertilizante
no sémen criopreservado de bovinos,
quando as lipoproteinas de baixa

densidade foram  utilizadas em

substituicdo a gema de ovo total
(Moussa et al.,, 2002). O uso da
lipoproteina de baixa densidade na
criopreservacdo do sémen eqiiino ¢

recente, ndo sendo ainda bem

conhecidos seus efeitos sobre a
viabilidade espermatica pOs-

descongelamento (Juliani et al., 2004).

A associagdo de leite em pd desnatado e
glicose tém sido utilizadas por varios
pesquisadores, como o Diluidor de
Minima Contaminagdo, proposto por
Kenney et al. (1975). A glicose difere
de outras substincias usadas na
preparacdo de diluidores pelo fato de
ndo ser ionizada e de ser utilizada pelo
espermatozdide para produgdo de
energia. Quando uma solugdo de glicose
¢ usada em um diluidor, a sobrevivéncia
durante o armazenamento ¢ maior, mas
o numero de espermatozdides que
sobrevivem ao choque térmico nao ¢é
significamente maior (Bogart e Mayer,

1950).

Leite ou extensores a base de leite sdo
usados na rotina para a diluicdo,
centrifugacao, resfriamento e
armazenamento ou estocagem do sémen
eqiiino. O fracionamento do leite pelos
diferentes métodos  (microfiltragao,
ultrafiltracdo ou  diafiltracdo, ou
congelamento seco) tem permitido a
preparacdo das diferentes fragdes
purificadas. Entre essas, 0
fosfocaseinato e a [-lactoglobulina

foram as substancias protetoras mais

efetivas para preservar a motilidade
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durante o resfriamento e estocagem dos
espermatozodides eqiiinos (Battelier et
al., 2001).

Atualmente tém  sido  utilizados
aminoacidos como a  glutamina,
histidina e glicina  betaina no
congelamento de sémen humano, ovino
e de garanhdes. Em eqliinos a
combinacdo de varios aminodacidos
(histidina, prolina, glutamina, betaina)
em diferentes concentracoes ¢ a sua
inclusdo no meio extensor INRA 82
acrescido de 2,5% de crioprotetor
glicerol e 2% de gema de ovo
demonstraram que a glutamina e a
prolina s3o mais eficientes que a
histidina e a betaina em aumentar os
parametros espermaticos apos
descongelamento, devido a uma
melhora significativa do sémen eqiiino

(Trimeche, 1999).

Vamner et al. (1998) estudaram
diferentes curvas de resfriamento
utilizando o diluidor de leite e glicose, ¢
obtiveram adequada prote¢do ao
espermatozdide eqiliino contra o choque
térmico, avaliando como pardmetro de
conservagdo a motilidade espermatica.
Segundo os autores, os fosfolipidios
presentes no leite podem agir
promovendo modificagdes estruturais

na membrana plasmatica do
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espermatozodide, permitindo, com isso,

sua adaptagdo a baixas temperaturas.

Os efeitos positivos dos extensores
seminais na atividade antioxidante de
sémen foram demonstrados
recentemente por Kankofer et al,
(2005). Eles demonstraram os efeitos
positivos dos diluentes a base de leite na
atividade antioxidante, resultando em
um incremento da atividade da glutation
peroxidase, da superoxido desmutase e
da catalase. Isso sugere que o plasma
seminal tem uma interacao positiva com
o extensor, resultando em uma melhor
protecdo da membrana plasmatica
devido a um incremento na capacidade

antioxidante.

Tem-se levantado a hipotese que a
adicdo de antioxidantes nos extensores
seminais como o acido ascorbico
(Aurich et al., 1997) ou o piruvato
(Bruemmer et al., 2002) pode resultar
em uma melhor manutengdo da
integridade da membrana plasmatica
(Aurich et al., 1997) e melhor
motilidade e fertilidade do

espermatozodide eqiiino (Bruemmer et

al., 2002).



2.3 Técnica de Congelamento de

Sémen em Equinos

2.3.1 Coleta e avaliagdo do sémen

Para o processo de congelamento do
sémen no eqiiino ¢ necessario realizar
uma rotina de coletas didrias durante
sete dias para obter um equilibrio das
reservas extragonadais e assim obter um
pardmetro mais proéximo da produgdo

espermatica do garanhao (Jasko, 1994).

As coletas de sémen sdo realizadas com
o auxilio de uma vagina artificial de
fundo fechado modelo Hannover, ou
pode ser utilizada uma vagina artificial
aberta (Tishner, 1979). A &4gua deve
estar com temperatura de 40°C no
momento da coleta (Brinsko, et al.,
1999). Graham, 1996 sugeriu a colheita
apenas da fra¢do do ejaculado rico em
espermatozodides, livre de gel, com a
utilizagcdo da vagina artificial de fundo

aberto.

Apos a colheita a fragdo rica em
espermatozdides ¢ avaliada quanto as
caracteristicas fisicas (motilidade total,
motilidade progressiva, vigor,
concentragdo, cor, aspecto). E para a
escolha do ejaculado visando o processo

de congelamento ¢ necessdrio que as

caracteristicas seminais estejam dentro

dos parametros minimos requeridos
para a espécie eqiiina, isto ¢, motilidade
espermatica progressiva maior que 50%
¢ concentragdo maior de 60 milhdes de

espermatozdides ml (Jasko, 1994).

2.3.2 Centrifugacéo

A centrifugacdo dos espermatozoides

tem  dois  objetivos  principais:
concentrar 0s  espermatozoides e
eliminar o plasma seminal (Amann e
Pickett, 1987). Tém-se demonstrado em
estudos recentes que a centrifugacdo
pode ser critica para a membrana
plasmatica dos espermatozodides, pela
inducdo da peroxidagdo dos lipideos

(Parinaud et al., 1997).

Para a centrifugacdo, a por¢ao livre de
gel do ejaculado ¢ diluida no meio
extensor apropriado procurando diluir o
sémen até obter aproximadamente 50 X
10° sptz / ml. O meio extensor é pré-
aquecido a 37°C, e o sémen diluido ¢
colocado em tubos de 50 ml e
centrifugado por 15 min
aproximadamente a 400g. Os diluidores
utilizados para o processo de
centrifugacdo sdo: citrato - EDTA,
glicose — EDTA e lactose — EDTA,
segundo (Mckinnon, 1996).
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Graham (1996) propés uma forca
gravitacional de 300 a 400g durante oito
a quinze minutos. Ja Heitland et al.,
(1996) utilizaram uma forga
gravitacional de 400g durante um
periodo de quatorze a dezesseis
minutos, para uma maxima recuperagao
dos espermatozdides sem efeitos
deletérios. Pesquisas tém relatado a
utilizacdo do meio diluidor (Kenney,
1975) na propor¢ao de 50% mais 50%
de ringer lactato como meio extensor
para centrifugacdo. Usando-se este
diluidor foi observada menor alteracao
morfolégica dos espermatozdides e
obteve-se uma taxa de recuperacdo de
87% de células espermaticas apos
ressuspensao, centrifugando-se a uma
forca de 600 g por dez minutos
(Dell"aqua Junior e Papa, 2001).

2.3.3 Plasma seminal

Um dos fatores que podem influenciar a
longevidade da motilidade espermatica,
como a qualidade da cromatina nuclear
apo6s o descongelamento, ¢ a quantidade
de nivel de plasma seminal (Love et al,
2002). Alguns estudos demonstraram
que a propor¢cdo de plasma seminal
reduz a motilidade espermatica,
(Brinsko et al., 2000), porém outros

estudos demonstraram ndo haver

diferencas na motilidade apds o
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descongelamento com altos niveis de

plasma seminal (Jasko, 1992).

Normalmente o plasma seminal ¢
removido do processo de congelamento
deixando aproximadamente de 0-5% de
seu volume original. A remog¢do do
plasma seminal ¢ necessaria para a
sobrevivéncia da célula durante a
criopreservacao (Aman e Pickett, 1987).
Algumas pesquisas indicam que o
plasma seminal possui efeitos benéficos
aos espermatozoides humanos e eqiiinos
criopreservados (Katila et al., 2002).
Altas porcentagens de motilidade
espermatica foram encontradas para
espermatozdides humanos congelados
em diluidor contendo plasma seminal
em volume de 50 — 70% do volume
original, comparado as amostras
contendo 0-25% de plasma seminal.
Similarmente, nos maiores percentuais
de motilidade espermatica foram
encontrados em eqiliinos depois do
descongelamento de amostras contendo
20% do plasma seminal do volume
original comparado ao grupo controle
ao qual foi removido 100% do plasma

(Katila et al., 2002).

O plasma seminal pode conter
componentes que protegem as
membranas durante a criopreservagao.

A composicdo deste pode variar entre



garanhdes. Tal fato pode  ser
determinante  na  habilidade  dos
espermatozdides de um reprodutor em
particular, em sobreviver ao processo da

criopreservacao (Moore et al., 2002).

2.3.4 Diluicdo com 0 meio extensor

Apés o processo de centrifugagdo
aspira-se o sobrenadante e o pellets ¢
ressuspendido no meio extensor ideal
para o congelamento, na propor¢do de
1:1, ou préoxima desta. Esta pequena
diluicao inicial ¢ feita para realizar o
calculo da concentracdo e assim ajustar
o volume para obter a concentragdo
espermatica por ml desejada. Uma
redu¢do de 10% da motilidade
espermdtica pela centrifugacdo ¢
considerada aceitavel (Mckinnon,1996).
Viérias pesquisas tém sido feitas para
determinar a concentracao final ideal.
Tem-se utilizado concentragdes finais
que variam de 25X 10° sptz/ml até
400X  10%ptz/ml  (Jasko,  1994;
Vidament, 1997).

2.3.5 Crioprotetores

Independente do protocolo ou técnica
de congelamento utilizada para o
processo da  criopreservacdo €
necessario o uso de crioprotetores que

possuem a fungdo de proteger as células

e tecidos durante o congelamento e a
descongelamento. Tem sido relatado
que as propriedades requeridas para um
eficiente efeito do crioprotetor sdo:
baixo peso molecular, habilidade para
atravessar as membranas das células
vivas, alta solubilidade em solugdes
aquosas eletroliticas e ndo ser altamente

toxicos (Alvarenga, 2005).

O glicerol tem sido o crioprotetor mais
empregado para a criopreservagdo de
espermatozodides da maioria dos animais
domésticos. Smith e Polge (1950)
foram os primeiros pesquisadores em
relatar o efeito crioprotetor do glicerol.
O  primeiro congelamento de
espermatozdides, e a primeira prenhez
reportada com a utilizagdo de sémen
congelado em eqiiino foi em 1957 por
Barker e Gandier. Como resultado o
glicerol tem sido o crioprotetor mais
utilizado na rotina para o processo de
congelamento de  espermatozoides

eqiiinos (Vidament, 1997).

Apesar do acima exposto, o uso do
glicerol como crioprotetor para o
congelamento poderia ser um dos
fatores causadores de baixas taxas de
motilidade espermatica pOs-
descongelamento como também baixas

taxas de fertilidade. O glicerol por si s6

causa injurias nas células durante o
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processo de congelamento além dos
danos produzidos pelas taxas de
resfriamento (Pace e Sullivan, 1975;
Demick et. al., 1976). Foi reportado que
o glicerol exerce efeito nocivo na
fertilidade tanto no sémen fresco como
no sémen refrigerado, a toxicidade do
glicerol podendo ser o resultado da
desnaturacdo das proteinas, como as

actinas (Fahy et al., 1990).

Hammerstedt e Graham (1992) também
reportaram outros efeitos deletérios do
glicerol nas células, especificamente
mudangas no citoplasma, isto devido ao
incremento na viscosidade celular pela
acdo intracelular do glicerol, alterando a
polimerizacao da tubulina, e também as
associacoes de microtubulos. Outros
efeitos adversos como mudanga no
balango bioenergético, alteragdo da
membrana plasmatica e mudancas no
glicocdlix também foram relatadas.
Outros autores concluem que a
verdadeira toxicidade do glicerol ¢
devido ao estresse osmotico ja que o
glicerol penetra as membranas celulares
mais facilmente que outros

crioprotetores (Gilmore et al., 1995).

Outros crioprotetores penetrantes tém
sido estudados para o congelamento de
sémen. Ashwood e Smith (1987)

classificaram 0s crioprotetores
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permeantes dentro de dois grupos
alcoois  (etilenoglicol, glicerol) e
amidas. Tem se sugerido que as amidas
possuem peso molecular mais baixo
comparado ao glicerol e isto seria
favoravel para o processo da
criopreservacdo devido a que estas
podem induzir menor estresse osmotico
(Alvarenga et al., 2005). Testes de
fertilidade em eqliinos tém sido
desenvolvidos demonstrando a melhora
significativa na fertilidade de garanhdes
mediante o uso de dimetil formamida
como crioprotetor em sémen congelado
quando comparado ao uso de glicerol
(Medeiros et al., 2003; Moffet et al.,
2003).

O uso das amidas como crioprotetores
penetrantes nos extensores seminais
para o sémen eqiino leva a um
incremento na motilidade espermatica
pos-descongelamento e melhor
preservacdo da  integridade  das
membranas plasmaticas que o glicerol,
além disto, permite o uso de sémen de
cavalos que s3o considerados maus
congeladores de sémen quando ¢

utilizado o glicerol como crioprotetor

(Alvarenga et al., 2005).

Virias pesquisas tém sido
desenvolvidas para determinar qual ¢ a

concentragdo  mais adequada do



crioprotetor ao meio diluidor sem
produzir efeitos adversos aos
espermatozdides. O  glicerol  foi
inicialmente utilizado na concentragao
de 7-10% (Smith e Polge, 1950).
Embora trabalhos demonstrem taxas de
fertilidades similares em garanhdes com
sémen congelado utilizando-se
concentragdes de glicerol de 7% a 2%
(Graham et al., 1978), a concentragao
de glicerol mais utilizada atualmente
nos meios diluidores ¢ de 2% a 5%
(Vidament et al., 2002). Em trabalho
recente foi demonstrado  uma
superioridade nos  parametros de
motilidade  espermatica, motilidade
progressiva, vigor e integridade da
membranas  plasmaticas  apoés 0
descongelamento com o uso do glicerol
na concentragdo de 2,5% (Vidament et

al. 2005).

Medeiros et al. (2003) demonstraram
que as motilidades total e progressiva
apds o descongelamento melhoram
significativamente quando 0s
espermatozdides sdao congelados na
presenga de  dimetil acetamida
comparado com glicerol a 5%, porém,
motilidades similares foram encontradas
na presenca de dimetil formamida e

metil formamida a 5%.

2.3.6 Envasamento

Muitas formas de envase de sémen
diluido ja foram testadas. Inicialmente o
sémen foi congelado em forma de
pellets.  Estes eram  produzidos
colocando-se pequenas gotas de sémen
jéa diluido de 0,1 ate 0,2 ml em pequenas
depressdoes em bloco de didxido de
carbono. Os pellets assim formados
eram armazenados em containeres que
mantém temperaturas de até -196°C
(Merkt et al., 1975). Outros sistemas de
envasamento também foram testados
como as ampolas de vidro com
capacidade para 10ml (Pace e Sullivan,
1975). Este ultimo sistema de
envasamento nao proporcionou
adequadas curvas de congelamento pelo
fato do congelamento ndo ocorrer de
forma uniforme em toda coluna liquida

por conseqiiéncia da pequena relagao de

area de superficie (Graham, 1996).

Atualmente os sistemas de envasamento
mais comumente utilizado sdo as
palhetas plasticas com capacidade de
0,5ml com o objetivo de obter um
congelamento mais uniforme das

amostras (Vidament, 1997).
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2.3.7 Taxas de resfriamento

Para o sucesso na preservagdo dos
espermatozodides, pelo resfriamento, ¢
necessario uma série de etapas que
visam a redu¢dao nos danos causados as
células e que assegurem longevidade in
vitro e in vivo, ou seja, taxa de diluigdo
adequada, diluidores, substancias
protetoras, taxas lentas de resfriamento
(Farstad, 1996) e manutengdo em
temperatura especifica que reduza o
metabolismo, minimize os danos na
membrana e  ndo desencadeie
prematuramente a capacita¢do e reagao

acrossomica (Loomis, 1992).

O resfriamento induz mudangas na
composicdo lipidica e na organizacdo da
bicamada. Quando a temperatura ¢
reduzida, a movimentagdo lateral dos
fosfolipidios se torna mais restrita,
exibindo uma transicdo da fase fluida
para gel com formacdo de arranjos

hexagonais (Watson, 1996).

Alteragdes fisicas e quimicas das
membranas celulares, causadas pelo
resfriamento, podem ser irreversiveis
tais como a diminui¢do da fluidez e
aumento na  permeabilidade da
membrana, danos ao acrossoma,

liberagdo de enzimas e fosfolipidios,

redu¢do na atividade metabodlica ¢ no
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consumo de ATP. Todas estas
conseqiiéncias podem comprometer
parcial ou totalmente a fertilidade
(Weitze e Petzoldt, 1992; Farstad,
1996).

Segundo Amann e Pickett (1987)
redugdes na temperatura abaixo dos
37°C e, especialmente dos 20°C,
iniciam alteragdes na natureza biofisica
do espermatozdide eqiliino. Estes
pesquisadores concluiram que, para o
sucesso de um processo de preservacao
do sémen em baixas temperaturas uma
série de complexas interacdes entre
diluidor, taxas de resfriamento e
temperatura de armazenamento se faz

necessario.

Pesquisas tém relatado que as taxas de
resfriamento podem ser divididas dentro
de trés categorias: lentas (<0,33°C/min);
médias (0,33°C/min a 1,0°C/min) e
rapidas  (>1,0°C/min) (Douglas e
Hamilton et al., 1984).

Trabalhos tém sido desenvolvidos para
mostrar a influéncia das taxas de
resfriamento. Quatro amostras de sémen
eqiiino foram diluidas e distribuidas nos
seguintes tratamentos: imersdo direta
em agua a 5,0°C, resfriamento a -
1,0°C/min, a -0,5°C/min ou a -

0,2°C/min. A motilidade espermatica



foi estimada em diferentes momentos e,
ap6s trinta e seis horas. Os resultados
demonstraram que as trés taxas de
resfriamento foram menos danosas do
que a imersdo direta em agua a 5°C

(Province et al., 1985).

Os efeitos das taxas de resfriamento
sobre a motilidade espermatica eqiiina
também foram estudados por Varner et
al. (1988). O sémen foi diluido em
extensor de leite desnatado-glicose e foi
submetido a trés curvas de resfriamento
distintas: 1) -0,3°C/min (taxa lenta de
resfriamento); 2) -0,9°C/min (taxa
moderada); 3) -1,3°C/min (taxa rapida).
O tempo gasto para as amostras
atingirem a temperatura final de
armazenamento de 4° foi de 7,5; 2,25 e
0,75 hora, respectivamente. Estes
pesquisadores  concluiram que a
amostra, submetida a uma taxa de
resfriamento lenta (-0,3°C/min),
conservou o parametro de motilidade
espermatica  superior  durante o
experimento quando comparada com as
taxas moderada e rapida que resultaram
em quedas semelhantes na motilidade.

Amann e Graham (1993) relataram que,
para maximizar a manutencdo da
capacidade fertilizante da célula
espermadtica eqliina, deveria ser feita

uma diluicdo em pelo menos trés partes

de diluidor apropriado e, entlo,

resfriado em uma taxa de -0,05°C/min

entre 18°C e 8°C.

Pickett (1993), em estudos feitos
avaliando  as  caracteristicas  de
motilidade do espermatozdide eqiiino,
concluiu que o sémen pode ser
rapidamente resfriado de 37°C a 20°C,
mas deve ser resfriado em taxas
menores ou iguais a 0,1°C/min,
preferencialmente a -0,05°C/min de

20°C a 5°C para que haja a manutengao

da fertilidade.

2.3.8 Congelamento

At¢é o momento os protocolos de
congelamento nao tém estabelecido a
curva ideal para o processo de
congelamento e isto devido a
composicdo do meio diluidor, adicdo do
crioprotetor, concentragao do
crioprotetor, e taxas de resfriamento, ja
que deve existir, para 0 Sucesso no
processo de congelamento, uma boa
interagdo entre estes fatores (Heitland,
1996). Na maioria dos protocolos
atualmente  disponiveis  para o
congelamento ¢ utilizada uma curva de
congelamento rapida de -60°C/min e
esta ¢ obtida pela exposicdo das
palhetas horizontalmente, 3 cm acima

do wvapor de nitrogénio (Amann e

Pickett,1987).
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Em estudos feitos por Cristanelli et al.,
1985 nao houve diferencas
significativas nas percentagens de
motilidade progressiva nos
espermatozdides eqiiinos congelados no
vapor de nitrogénio a altura de 4 cm
quando comparados com congelamento
em maquina computadorizada
utilizando  diferentes  taxas  de
congelamento. As curvas em maquina
computadorizada utilizadas foram de -
10°C/min, da temperatura de 20°C até -
15°C; e outra curva de -15°C/min de -
15°C até¢ -120°C, quando as palhetas
eram mergulhadas no  nitrogénio

liquido.

Além disto, tem se utilizado também
maquinas computarizadas com curvas
de congelamento programaveis com
alcool e especificamente etanol visando
uma melhora na defini¢ao das curvas de

congelamento.

2.3.9 Descongelamento

Segundo Amann e Pickett, (1987) os
principais fatores a considerar no
momento do descongelamento sdo: tipo
de envase utilizado, uniformidade de
descongelamento em  relagdo a
condutividade de calor, espessura da
parede das palhetas, e a temperatura da

agua do banho-maria. Estes
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pesquisadores  concluiram que o
descongelamento de amostras contidas
em palhetas com capacidade para 0,5ml,
deve ser feito a temperatura de 37°C por
30 segundos levando a uma curva de

aquecimento de 700°C/min.

Ja Holt et al., (2000) sugere que para o
descongelamento de amostras de sémen
testando diferentes curvas de
aquecimento ¢ recomendavel utilizar
temperaturas relativamente altas de
banho-maria 60°C e 70°C durante sete

segundos.

Em estudos conduzidos para avaliar
diferentes tipos de envasamentos e
temperaturas de descongelamento mais
adequadas, foi concluido que para o tipo
de envasamento de palhetas com
capacidade para um volume de 0,5 e de
0,25 ml e macrotubos de 4ml
respectivamente, a temperatura que
proporcionou  melhores  pardmetros
espermaticos como motilidade
progressiva, em analises
computarizadas foi 65°C por 6
segundos (Dell’aqua janior e Papa,

2001).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais



Foram utilizados seis garanhdes da raga
Mangalarga Marchador, de fertilidade
comprovada, com idade variando entre
4 a 8 anos, pertencentes a um mesmo
haras, submetidos a iguais condi¢des de
criagdo. Os animais foram selecionados
de acordo com exames clinicos
androlégicos e espermiogramas. Logo a
p6s a coleta foi feita a avaliagdo dos
parametros espermaticos como
motilidade total, motilidade progressiva,
vigor, concentracdo e morfologia, os
quais se encontravam dentro dos
padrdes estipulados para a espécie, de
acordo com as normas do Colégio
Brasileiro de Reproducdo Animal
(CBRA, 1998). Apds a selegdo, o sémen
dos animais foi coletado diariamente
durante sete dias até a estabilizacao das

reservas extragonadais.

3.2 Coleta de sémen

Dois dias apds o equilibrio das reservas
extragonadais foram feitas as coletas de
sémen para o congelamento. O sémen
foi coletado utilizando o método da
vagina artificial de fundo fechado
(modelo Hannover), utilizando como
manequim uma égua contida em cio
natural ou induzido. Posteriormente, o
sémen foi filtrado e a porcao livre de gel
foi  avaliada quanto a  suas

caracteristicas fisicas e pH.

3.3 Avaliacdo espermatica preé-

congelamento

A avaliagdo microscopica consistiu na
determinagdo da motilidade total,
motilidade  progressiva, vigor e
concentragdo. Somente foram utilizados
para congelamento, ejaculados que
apresentavam motilidade espermatica
progressiva, igual ou superior a 60% e
concentragdo igual ou maior a 60

milhdes de espermatozodides por ml

(Jasko, 1994).

3.4 Processo de congelamento e

descongelamento do sémen

Imediatamente apo6s avaliacdo das
motilidades e do vigor, foi feita a
dilui¢do seminal 1:1 com o diluidor
base INRA 82 (Palmer, 1984) sem
crioprotetor (anexo 1), previamente
aquecido em banho-maria a temperatura
de 37°C e esperou-se um tempo de
equilibrio de dez minutos. O sémen foi
aliquotado em trés tubos com um
mesmo volume para ser submetido ao
processo de centrifugagdo a 400g por
doze minutos. Apés a centrifugacao, foi
retirado o sobrenadante e o sedimento
foi ressuspendido usando-se o meio
diluidor base INRA 82 sem crioprotetor
para completar um volume inicial de

2ml. A dilui¢do final foi realizada para
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obter-se uma concentracdo de 100 x 10°
espermatozdides/ml. O volume do
crioprotetor dimetil formamida a ser
adicionado foi calculado de modo a
obter uma concentragao final de 5%.

O sémen pos-dilui¢ao final e adicao do
crioprotetor foi envasado em palhetas
de 0,5 ml devidamente identificadas
segundo os tratamentos e seladas com

massa de modelar atoxica.

3.5 Tratamentos e curvas de

congelamento

Foram testados trés tempos de adi¢do do
crioprotetor dimetil formamida (DMF),
e trés curvas de congelamento (Anexo
4), utilizando-se como meio diluidor
base o meio INRA 82 modificado
adicionando-se =~ 5%  de  dimetil

formamida da seguinte forma:

TEMPO 1 : INRA 82 + 2% gema de
ovo + 5% DMF adicionando-se a
décima parte do mesmo a cada um
minuto no tempo de dez minutos;
TEMPO 2 : INRA 82 + 2% gema de
ovo + 5% DMF adicionando-se a
décima parte do mesmo a cada dois
minutos no tempo de vinte minutos;
TEMPO 3 : INRA 82 + 2% gema de
ovo + 5% DMF adicionando-se a
décima parte do mesmo a cada trés

minutos no tempo de trinta minutos;
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Todas as amostras foram mantidas em
temperatura ambiente desde o inicio do
procedimento até adicdo do crioprotetor
por um periodo médio de uma hora e
oito  minutos. Em  seguida, o
resfriamento lento até¢ 5°C prévio ao
congelamento foi realizado utilizando-
se uma taxa de -0,25°C/min. em
maquina computadorizada TK 3000 da
Nutricell modelo 2004. Os
procedimentos  de  equilibrio e
congelamento utilizados foram os

seguintes:

A) Sem tempo de equilibrio
adicional a 5°C e congelamento
imediato a 4cm acima do nivel de
nitrogénio liquido por quinze minutos, e
posterior submersdo das amostras no

nitrogénio liquido.

B) Com tempo de equilibrio
adicional a 5°C de quarenta e cinco
minutos e congelamento a 4cm acima
do nivel de nitrogénio liquido por
quinze minutos, e posterior submersao

das amostras no nitrogénio liquido.

C) Com tempo de equilibrio
adicional a 5°C de quarenta e cinco
minutos e congelamento
computadorizado a uma taxa de -

10°C/min por quinze minutos ate -



127°C, e posterior submersdo das

amostras no nitrogénio liquido.

Apos o congelamento, as palhetas foram
mergulhadas e estocadas em botijao de
nitrogénio liquido a -196°C até a
avaliagdo pos-descongelamento (Jasko,

1994).

As amostras foram descongeladas a
52°C por dez segundos, seguidos de
imersdo em banho-maria a 37°C por

trinta segundos.

3.6 Avaliagdo da osmolaridade dos

meios diluidores

Os meios diluidores de centrifugagao,
rediluicdo, e congelamento foram
avaliados quanto a osmolaridade. A
osmolaridade foi determinada pelo
osmometro de precisio (VAPRO -
Vapor Pressure Osmometer, model

5520 - WESCOR - Utah, USA).

A osmolaridade foi de 310,6 mOsmol/L
para os meios de centrifugagdo e
rediluicdo, e para o meio de
congelamento ap6s a adicdo do

crioprotetor foi de 1038 mOsmol/L .

3.7 Métodos de avaliacdo espermatica
pds-descongelamento

3.7.1 Motilidade total e progressiva

A analise do sémen foi realizada em
microscopia Optica, com aumento de
400 vezes, utilizando-se 5 ul de sémen,
colocados entre lamina e laminula,
previamente aquecida a 37°C. A
motilidade progressiva foi determinada
pela avaliagio da porcentagem de
células espermaticas que apresentarem
movimento retilineo e movimento
circular aberto, pela avaliacdo de, no

minimo, seis campos.

3.7.2 Morfologia espermatica

A morfologia espermatica foi avaliada
em amostras de s€émen preservada em
solucdo de formol salina tamponada
(Barth e Oko, 19890). A avaliacdo foi
realizada em preparacdes umidas entre
lamina e laminula em microscopia de
contraste de fase (100 células por
amostra) no aumento de 1000 vezes de

acordo com Nie e Wenzel (2001).

As alteracdbes nas formas dos
espermatozoides foram agrupadas de
acordo com a localizagdo das mesmas:
defeitos de cabega, peca intermediaria e
peca  principal/pega  terminal. A

presenca de gota citoplasmatica,
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proximal e distal foi computada
separadamente. Cada célula espermatica
foi classificada em apenas uma

categoria de defeitos.

3.7.3 Teste de termoresisténcia

As amostras de sémen foram
submetidas ao teste de longevidade e
duracao da motilidade dos
espermatozodides imediatamente apos o
descongelamento, incubando as mesmas
a 37°C. As avaliagdes da motilidade
total, progressiva e vigor foram
realizados a intervalos de tempo de
trinta minutos até o decréscimo da
motilidade abaixo de 5%.
3.74 Avaliagho da integridade
funcional da membrana plasmatica da

cauda dos espermatozoides

O teste hiposmotico (HO) foi realizado
misturando 100 pl de sémen em 1,0 ml
de solugdo de sacarose a 100
mOsmol/L, (Anexo 2) ambos a 37°C,
seguido de incubagdo em banho-maria a
37°C por trinta minutos. Apods este
periodo, as amostras foram fixadas em
0,5 ml de solugdo de formol salina
tamponada, para posterior analise em
microscopia de contraste de fase. Foram
avaliadas 100 células por amostras, com

aumento de 1250 vezes. O indice da
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integridade da membrana plasmatica da
cauda dos  espermatozoides  foi
calculado seguindo a formula: HO (%)
= (% de alteragdes na regido da cauda
apos o teste HO) — (% de alteragdes na
regido da cauda dos espermatozoides do
sémen in natura antes do teste HO),
(Melo e Henry, 1999).

3.75 Avaliacdo da integridade
estrutural da membrana plasmatica e
acrossomal da cabeca dos

espermatozdides

Foi realizada seguindo a técnica descrita
por Harrison e Vickers (1990) com
modificagdes citadas por Zuccari
(1998), na qual dois fluorocromos
foram utilizados, o diacetato de
carboxifluoresceina (CFDA) ¢ o iodeto
de propideo (IP).

As  solugoes de diacetato de
carboxifluoresceina e iodeto de
propideo foram preservadas e estocadas
ao abrigo de luz. Estas solu¢des foram
separadas e divididas em volumes
iguais em tubos ependorfes e selados
revestidos de papel aluminio e mantidos
no freezer a temperatura de -20°C
(Anexo 3).

Prepararam-se solucdes de formol e

citrato de sodio estocadas sob



refrigeragdo, a 5°C, para uso no periodo
maximo de dois dias (Anexo 3).

A solugdo trabalho foi preparada no dia
do descongelamento do sémen, ao
abrigo de luz. Apods o descongelamento
das palhetas, as amostras para avaliagao
foram preparadas adicionando 10 pl de
sémen em 40 pl da solugdo trabalho
(Anexo 3). As amostras foram
incubadas a temperatura de 37°C por
oito minutos e avaliadas imediatamente
ao abrigo da luz. Foram avaliadas 300

células por amostra.

A avaliagdo das laminas foi realizada
em microscopio de epifluorescéncia
Axiovert - zeiss a com filtros de 480 a
610 nm de emissdo, com aumento de
400X. A integridade das membranas
plasmatica e  acrossomal  foram
interpretadas de acordo com a coloragao

apresentada pelos espermatozoides:

a) Espermatozdides integros:
espermatozodides completamente
corados de verde fluorescente em toda a
sua superficie pelo diacetato de

carboxifluoresceina;

b) Espermatozoides lesados:
espermatozdides com  membrana
plasmatica e acrossomal lesadas
mostrando nucleo corado com vermelho

pelo iodeto de propideo;

c¢) Espermatozdides semilesados:
espermatozdides com nucleo corado de
vermelho pelo iodeto de propideo e
fluorescéncia verde no acrossoma pelo

diacetato de carboxifluoresceina.

3.8 Analise estatistica

O delineamento experimental foi em
blocos ao acaso, considerando se o
garanhdo como o bloco, em arranjo
fatorial 3 x 3 com seis repeti¢des por
tratamento. Os dados quantitativos
(teste hiposmoético, integridade
estrutural das membranas plasmaticas e
integridade da membrana acrossomal
dos espermatozoéides) foram submetidos
a analise para verificacio da
normalidade (teste de Lilliedfors) e
homogeneidade de variancia (teste de
Cochram e Bartlett), sendo usado o
programa SAEG versdo 8.0. As medias
foram comparadas (p< 0,05) pelo teste
de Duncan. Os dados qualitativos
(motilidade total, motilidade
progressiva, vigor, e teste de termo
Resisténcia) foram analisados pelo teste
ndo paramétrico de Kruskall - wallis,
além disso, foram feitas correlagdes

pelo método de Pearson e Spearman

entre as variaveis estudadas.
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total, motilidade progressiva, vigor e
4. RESULTADOS espermatozdides reativos ao  teste
hiposmético sdo apresentados na Tabela
Os resultados referentes as 1.

caracteristicas fisicas como motilidade

Tabela 1 - Caracteristicas fisicas do sémen a fresco e reatividade ao teste
hiposmaético de seis garanhdes, imediatamente pds-colheita.

Garanhao 1 2 3 4 5 6 Média £ Dp
Motilidade Total (%) 70 75 8 75 70 70 73,3+3,72
Motilidade progressiva (%) 65 70 75 70 65 65  68,3+3)72
Vigor (escalade 1 a 5) 35 35 40 35 35 35 358+0,18
Porcentagem de espermatozoides reativos ao teste hiposmotico

51 54 66 49 49 68  56,16%8,61

Dp: Desvio padrao.

A porcentagem de espermatozoides
reativos ao teste hiposmotico, com
membrana integra funcional foi em
média de 56,16% variando de 49% a
68%. Os valores de motilidade

espermatica total, progressiva e vigor

observada queda significativa (P< 0,05)
nos valores da motilidade total e
progressiva entre o sémen fresco e apos
o descongelamento. Em relagdo ao
vigor espermatico ndo foi observada

diferenga significativa (P> 0,05) entre o

apés o  descongelamento  estdo sémen a fresco e o s€émen descongelado.

resumidos nas Tabelas 2, 3, e 4. Foi

Tabela 2 - Porcentagem de motilidade total de espermatozbides equinos poés-
descongelamento nos diferentes tempos de adi¢do do crioprotetor e nas diferentes curvas.

Tempo de adi¢do do crioprotetor (minutos)

Curvas =3 20 30

] 475+ 7.58 4417 7,36 40.83 + 5.85
2 42.5+7.58 39.17 +3.76 41,67 +7.53
3 39.17 + 3,76 42,50 +7.58 42,50 + 524

1: Sem tempo de equilibrio adicional a 5°C seguido de congelamento; 2: Com tempo de equilibrio
adicional a 5°C de 45 minutos seguido de congelamento; 3: Com tempo de equilibrio adicional a 5°C de
45 minutos ¢ congelamento computadorizado. TEMPO 10: INRA 82 + 2% gema de ovo + 5% DMF
adicionando-se a décima parte do mesmo a cada 1 minuto no tempo de dez minutos; TEMPO 20: INRA
82 + 2% gema de ovo + 5% DMF adicionando-se a décima parte do mesmo a cada 2 minutos no tempo
de 20 minutos TEMPO 30: INRA 82 + 2% gema de ovo + 5% DMF adicionando-se a décima parte do
mesmo a cada 30 minutos no tempo de 30 minutos.

O tempo de adicdo de dez minutos (47,5% <+ 7,58), apesar de ndo

apresentou maior porcentagens de apresentar diferenca significativa entre

espermatozoides com motilidade total os outros dois tempos de adi¢do de vinte
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e trinta minutos. Foi observado para a
curva de congelamento 1 uma maior
porcentagem de motilidade total (47,5
7,58), a qual ndo foi observado para as
curvas 2 e 3 que apresentaram as
menores porcentagens (39,17 + 3,76)
respectivamente.
A motilidade  progressiva  pOs-
descongelamento variou de 33,33% =
4,08 a 40,83% * 6,45 dependendo do
tempo de adigdo do crioprotetor e das
curvas de resfriamento e congelamento
utilizadas. Esta motilidade progressiva ¢é
mais facilmente visualizada na Figura 1.
Observa-se que o garanhdao nimero dois
apresentou melhores resultados nas

motilidades total e progressiva ao

contrario do garanhdo numero seis, em
que foram observados valores mais
baixos nas motilidades total e

progressiva apds o descongelamento.

O tempo de adicdo de dez minutos
apresentou maiores porcentagens de
espermatozodides com  motilidade
progressiva (40,83 = 6,45), apesar de
ndo apresentar diferenga significativa
entre os outros dois tempos de adi¢ao de
vinte e trinta minutos. Foi observado
para a curva de congelamento 1 uma
maior porcentagem de motilidade
progressiva (40,83 + 6,45), a qual ndo
foi observado para a curva 3 que

apresentou as menores porcentagens

(33,33 + 4,08).
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Tabela 3 - Porcentagem de motilidade progressiva de espermatozoides eqiinos
pds-descongelamento nos diferentes tempos de adigdo do crioprotetor e nas diferentes
curvas.

Tempo de adi¢do do crioprotetor (minutos)

curvas =3 20 30

T 40.83 + 6.45 38.33 £ 8.76 35.83 % 5.85
37.50 £ 7.58 34,17 +3.76 36,67 +7.53

3 33.33 £ 4,08 37.50 + 7.58 36,67 + 6,06

1: Sem tempo de equilibrio adicional a 5°C seguido de congelamento; 2: Com tempo de equilibrio
adicional a 5°C de 45 minutos seguido de congelamento; 3: Com tempo de equilibrio adicional a 5°C de
45 minutos e congelamento computadorizado. TEMPO 10: INRA 82 + 2% gema de ovo + 5% DMF
adicionando-se a décima parte do mesmo a cada 1 minutos no tempo de dez minutos; TEMPO 20: INRA
82 + 2% gema de ovo + 5% DMF adicionando-se a décima parte do mesmo a cada 2 minutos no tempo
de 20 minutos TEMPO 3 : INRA 82 + 2% gema de ovo + 5% DMF adicionando-se a décima parte do
mesmo a cada 30 minutos no tempo de 30 minutos;

Tabela 4 - Vigor espermatico pos-descongelamento de espermatozoides equinos
nos diferentes tempos de adi¢do do crioprotetor e nas diferentes curvas.
Tempo de adi¢do do crioprotetor (minutos)

Curvas =3 20 30

1 3.08 £ 0.20 3.08 £ 0.20 3.08 £ 0.20
2 3.08 + 0,20 2.83+0.41 275+ 0,88
3 2.92+0.20 3.08 + 0,20 3,08 + 0,20

1: Sem tempo de equilibrio adicional a 5°C seguido de congelamento; 2: Com tempo de equilibrio
adicional a 5°C de 45 minutos seguido de congelamento; 3: Com tempo de equilibrio adicional a 5°C de
45 minutos e congelamento computadorizado. TEMPO 10: INRA 82 + 2% gema de ovo + 5% DMF
adicionando-se a décima parte do mesmo a cada 1 minutos no tempo de dez minutos; TEMPO 20: INRA
82 + 2% gema de ovo + 5% DMF adicionando-se a décima parte do mesmo a cada 2 minutos no tempo
de 20 minutos TEMPO 3 : INRA 82 + 2% gema de ovo + 5% DMF adicionando-se a décima parte do
mesmo a cada 30 minutos no tempo de 30 minutos;
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Figura-1 Motilidades total e progressiva apds o descongelamento de
espermatozoides eqliinos congelados com trés tempos de adi¢cdo do crioprotetor e

diferentes curvas de congelamento.
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T: Tratamentos; T 1: curva 1 +tempo 1; T 2: curva 1+ tempo 2; T 3: curva 1+ tempo 3; T 4: curva
2 +tempo 1 T 5: curva 2 + tempo 2; T 6: curva 2 +tempo 3; T 7: curva 3 + tempo 1 T 8: curva 3 +
tempo 2; T 9: curva 3 + tempo 3%.

[[] Motilidade total O] Motilidade progressiva

39



Os resultados da avaliagdo das
membranas plasmdticas e acrossomal,
por meio das sondas fluorescentes estao
discriminados nas Tabelas 5, 6 ¢ 7. Os
valores da integridade da membrana
plasmatica e acrossomal variaram entre
44,33% + 12,25 a 50,50% + 4,10; para o
tempo de adi¢do de trinta minutos foi
observado uma maior porcentagem de
espermatozdides com  membranas
integras; ja para o tempo de vinte
observou-se menor

minutos

porcentagem de células com membranas

integras, e para a curva de
congelamento 2 utilizando-se a maquina
computadorizada foi observado maior
porcentagem de espermatozoides com
membranas integras; o qual ndo foi
observado para a curva de
congelamento 1, que apresentou a
porcentagem numericamente menor de
espermatozdides integros (44,33 +
12,25), mesmo nao sendo encontrada
diferenga significativa (P > 0,05) entre
os tempos de adicdo e as curvas de

resfriamento/congelamento.

Tabela 5 - Porcentagem de espermatozoides integros pés-descongelamento nos
diferentes tempos de adicéo do crioprotetor e nas diferentes curvas.

Tempo de adi¢do do crioprotetor (minutos)

Curvas =3 20 30

1 47.67 + 10,52 45.58 = 7.39 4433+ 12.25
2 48.08 + 5,42 46,75 + 10,91 50,50 + 4,10
3 46,08 + 10,22 4733 +5.51 46,58 + 12,64

1: Sem tempo de equilibrio adicional a 5°C seguido de congelamento; 2: Com tempo de equilibrio
adicional a 5°C de 45 minutos seguido de congelamento; 3: Com tempo de equilibrio adicional a 5°C de
45 minutos ¢ congelamento computadorizado. TEMPO 10: INRA 82 + 2% gema de ovo + 5% DMF
adicionando-se a décima parte do mesmo a cada 1 minutos no tempo de dez minutos; TEMPO 20: INRA
82 + 2% gema de ovo + 5% DMF adicionando-se a décima parte do mesmo a cada 2 minutos no tempo
de 20 minutos TEMPO 3 : INRA 82 + 2% gema de ovo + 5% DMF adicionando-se a décima parte do
mesmo a cada 30 minutos no tempo de 30 minutos;

Tabela 6 - Porcentagem de espermatozdides semi lesados pds-descongelamento nos
diferentes tempos de adicéo do crioprotetor e nas diferentes curvas.

Tempo de adi¢éo do crioprotetor (minutos)

Curvas =3 20 30

T 24.92 + 13.44 17.18 + 10.96 22,25+ 11.83
2 17.67 + 6,07 18,75 + 9,04 1633+ 11.22
3 19.83 + 11,48 16,00 + 10,04 16,83 + 9,95

1: Sem tempo de equilibrio adicional a 5°C seguido de congelamento; 2: Com tempo de equilibrio
adicional a 5°C de 45 minutos seguido de congelamento; 3: Com tempo de equilibrio adicional a 5°C de
45 minutos ¢ congelamento computadorizado. TEMPO 10: INRA 82 + 2% gema de ovo + 5% DMF
adicionando-se a décima parte do mesmo a cada 1 minutos no tempo de dez minutos; TEMPO 20: INRA
82 + 2% gema de ovo + 5% DMF adicionando-se a décima parte do mesmo a cada 2 minutos no tempo
de 20 minutos TEMPO 3 : INRA 82 + 2% gema de ovo + 5% DMF adicionando-se a décima parte do
mesmo a cada 30 minutos no tempo de 30 minutos;
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Para  os  espermatozdides  com
membranas plasmaticas e acrossomais
semi lesadas pds-descongelamento os
valores variaram entre 16,00% =+ 10,04
e 24,92 + 13,44; para o tempo de adi¢do
de dez minutos foi observada a maior
porcentagem de espermatozdides com
membranas semi lesadas; ja para o
tempo de vinte minutos observou-se a

menor porcentagem de células com

membranas semi lesadas; e para a curva

de congelamento 1 foi observada maior
porcentagem de espermatozoides com
membranas semi lesadas; o qual ndo foi
observado para a curva de
congelamento 3 que apresentou a
porcentagem menor, mesmo nao sendo
encontrada diferenca significativa (P>
0,05) entre todos os tempos de adi¢do e
as curvas de

resfriamento/congelamento.

Tabela 7 - Porcentagem de espermatozoides lesados pos-descongelamento nos
diferentes tempos de adicdo do crioprotetor e nas diferentes curvas.

Tempo de adicdo do crioprotetor (minutos)

curvas =3 20 30

T 27.50 + 15.69 36.97 + 15.48 33.17 « 8.45
32,50 + 12,24 34,42 + 18,25 33.17 + 13,64

3 33.83 + 18,49 36,58 + 12.45 36.75 +21.48

1: Sem tempo de equilibrio adicional a 5°C seguido de congelamento; 2: Com tempo de equilibrio
adicional a 5°C de 45 minutos seguido de congelamento; 3: Com tempo de equilibrio adicional a 5°C de
45 minutos e congelamento computadorizado. TEMPO 10: INRA 82 + 2% gema de ovo + 5% DMF
adicionando-se a décima parte do mesmo a cada 1 minutos no tempo de dez minutos; TEMPO 20: INRA
82 + 2% gema de ovo + 5% DMF adicionando-se a décima parte do mesmo a cada 2 minutos no tempo
de 20 minutos TEMPO 3 : INRA 82 + 2% gema de ovo + 5% DMF adicionando-se a décima parte do

mesmo a cada 30 minutos no tempo de 30 minutos;

Para  os  espermatozdides  com
membranas plasmaticas e acrossomais
lesadas pos-descongelamento os valores
variaram entre 27,50% =+ 15,69 e
36,97% £ 15,48; para o tempo de adicao
de vinte minutos foi observada a maior
porcentagem de espermatozdides com
membranas lesadas; ja para o tempo de
dez minutos observou-se uma menor
porcentagem de células com membranas
lesadas, e para a curva de congelamento

1 foi observado uma maior

porcentagem de espermatozodides com

membranas lesadas; o qual nao foi
observado para a curva de
congelamento 2 que apresentou menor
porcentagem, mesmo nao sendo
encontrada diferenca significativa (P >
0,05) entre os tempos de adi¢do e as

curvas de resfriamento/congelamento.

A porcentagem de células espermaticas
reativas ao teste hiposmoético apds o
descongelamento esta representada na
Tabela 8. Os valores de integridade

funcional da membrana plasmatica da
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cauda poés-descongelamento variaram
entre 40,67% + 6,77 ¢ 34,17% + 5,94
considerando todos os tratamentos; para
o tempo de adicao de vinte minutos foi
observada uma maior porcentagem de
espermatozdides com  membranas
plasmaticas funcionais, j& para o tempo
de trinta minutos observou-se um menor
valor percentual de células com
membranas plasmaticas funcionais. Para
as curvas de congelamento, na curva 3
foi observado maior porcentagem de
espermatozdides com  membranas
plasmaticas funcionais (P< 0,05); o qual
nao foi observado para a curva de

congelamento 1 que apresentou a menor

porcentagem.

Nao  foi  encontrada  diferenga
significativa (P> 0,05) entre os tempos
de adi¢@o do crioprotetor e as diferentes

curvas de resfriamento/congelamento.

Os resultados deste trabalho mostram
que os principais tipos de reagdes
encontradas nas células espermaticas
submetidas ao teste hiposmoético foram
reflexdo proximal e distal de peca
intermedidria, peca terminal enrolada,
reflexdo de pega intermediaria com peca
terminal enrolada. O garanhdo um
apresentou o maior numero de células
reativas ao teste hiposmoético e o
garanhdo seis apresentou o menor
nimero de células reativas ao teste

hiposmoético apds o descongelamento.

Tabela 8 - Porcentagem de espermatozoides reativos ao teste hiposmético pos-

descongelamento.

Tempo de adi¢do do crioprotetor (minutos)

curvas =3 20 30

1 36.83 £ 4.22 38.67 £ 7.00 37.00 £ 4.00
2 39,17 + 5,49 38,50 + 5.82 34,17 +5.94
3 38,50 + 4.76 40.67 + 6,77 39,17 + 4,67

I: Sem tempo de equilibrio adicional a 5°C seguido de congelamento; 2: Com tempo de equilibrio
adicional a 5°C de 45 minutos seguido de congelamento; 3: Com tempo de equilibrio adicional a 5°C de
45 minutos e congelamento computadorizado. TEMPO 10: INRA 82 + 2% gema de ovo + 5% DMF
adicionando-se a décima parte do mesmo a cada 1 minuto no tempo de dez minutos; TEMPO 20: INRA
82 + 2% gema de ovo + 5% DMF adicionando-se a décima parte do mesmo a cada 2 minutos no tempo
de 20 minutos TEMPO 30: INRA 82 + 2% gema de ovo + 5% DMF adicionando-se a décima parte do

mesmo a cada 30 minutos no tempo de 30 minutos;
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Foi realizado 0 teste de
termorresisténcia para avaliar o grau de
longevidade da motilidade espermaética
apos o descongelamento. As Figuras 2,
3 e 4 representam as médias de
motilidade total, progressiva e vigor

para o teste de termorresisténcia. Nao

de adi¢do do crioprotetor e as diferentes
curvas de resfriamento/congelamento
em cada tempo de observacdo. Para o
garanhdo um observou-se uma maior
longevidade dos  espermatozoides,

comparado com o garanhao seis, o qual

teve uma menor longevidade dos

foi observada uma diferenca espermatozdides.
significativa (P > 0,05) entre os tempos
Figura - 2 Motilidades progressivas médias pds-descongelamento de

espermatozoides equinos submetidos a teste de termorresisténcia na curva de

congelamento nimero 1 nos diferentes tempos de adicéo do crioprotetor.

45 7 TTR
40 -
35 - = MP1 —-AMP2 —eMP3
30 -

25 A

%

20

15 4

10 -

0 30 60 90 120 150 180 210
Minutos

—m— MP 1 TEMPO 1: INRA 82 + 2% gema de ovo + 5% DMF adicionando-se a décima parte do mesmo
a cada 1 minutos no tempo de dez minutos; —a— MP 2 TEMPO 2: INRA 82 + 2% gema de ovo + 5%
DMF adicionando-se a décima parte do mesmo a cada 2 minutos no tempo de 20 minutos. —*— MP 3
TEMPO 3 : INRA 82 + 2% gema de ovo + 5% DMF adicionando-se a décima parte do mesmo a cada 30

minutos no tempo de 30 minutos ; Curva de congelamento 1: Sem tempo de equilibrio adicional a 5°C
seguido de congelamento.
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Figura - 3 Motilidades progressivas médias pds-descongelamento de
espermatozoides equinos submetidos a teste de termorresisténcia na curva de

congelamento nimero 2 nos diferentes tempos de adicdo do crioprotetor.

TTR

- MP1 —A—MP2 -e—MP3

0 30 60 90 120 150 180 210
Minutos

—m— MP 1 TEMPO 1: INRA 82 + 2% gema de ovo + 5% DMF adicionando-se a décima parte do mesmo
a cada 1 minutos no tempo de dez minutos; —A— MP 2 TEMPO 2: INRA 82 + 2% gema de ovo + 5%
DMF adicionando-se a décima parte do mesmo a cada 2 minutos no tempo de 20 minutos. —*— MP 3
TEMPO 3 : INRA 82 + 2% gema de ovo + 5% DMF adicionando-se a décima parte do mesmo a cada 30
minutos no tempo de 30 minutos ; Curva de congelamento 2 : Com tempo de equilibrio adicional a 5°C
de 45 minutos seguido de congelamento.
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Figura - 4 Motilidades

progressivas

meédias pos-descongelamento  de

espermatozoides equinos submetidos a teste de termorresisténcia na curva de

congelamento nimero 3 nos diferentes tempos de adi¢do do crioprotetor.

TTR

- MP1 —A—MP2 —e—MP3

60

90

120
Minutos

150 180 210

—m— MP 1 TEMPO 1: INRA 82 + 2% gema de ovo + 5% DMF adicionando-se a décima parte do mesmo
a cada 1 minutos no tempo de dez minutos; —a— MP 2 TEMPO 2: INRA 82 + 2% gema de ovo + 5%
DMF adicionando-se a décima parte do mesmo a cada 2 minutos no tempo de 20 minutos. —*— MP 3

TEMPO 3 : INRA 82 + 2% gema de ovo + 5% DMEF adicionando-se a décima parte do mesmo a cada 30
minutos no tempo de 30 minutos ; Curva de congelamento 3 : Com tempo de equilibrio adicional a 5°C

de 45 minutos e congelamento computadorizado.

Os coeficientes de correlagdo entre as
variaveis motilidade total, progressiva,
vigor, porcentagem de espermatozoides
com membrana plasmatica
funcionalmente ativa e porcentagem de
espermatozdides com  membranas
plasmaticas e acrossomal integras foram
avaliados

apds o descongelamento.

Correlagdes positivas e de baixa

magnitude foram observadas entre a

porcentagem de células reativas ao teste

hiposmoético e motilidade total e

motilidade progressiva. Correlagdes
negativas ¢ de baixa magnitude foram
encontradas entre a porcentagem de
espermatozdides com  membranas
plasmaticas e acrossomal integra e
motilidades total, progressiva, e vigor, e
entre o teste hiposmotico e a
porcentagem de espermatozoides com
membranas plasmaticas e acrossomal

integras.
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Tabela 9 — Correlagfes entre os parametros espermaticos avaliados imediatamente

apos o descongelamento.

Ho% integros Semi lesados Lesados
MP (%) 0,4140 -0,1638 -0,1842 0,1851
P=(3,0139) P =(-1,1933) P=(-1,3410) P=(1,3479)
HO (%) - 0,2099 - 0,0006 0,1103
P =(-1,5478) P=(-0,0041) P =(0,8004)
5. DISSCUSAO demonstraram que o uso da dimetil
formamida e metilformamida melhora
Diversas pesquisas tém sido significativamente as variaveis
direcionadas ao estudo da concentragdo espermaticas estudadas pos-

especifica do crioprotetor ¢ ao uso de
crioprotetores  alternativos como a
dimetil formamida, com o objetivo de
diminuir o estresse osmotico e os danos
causados pelos processos de
resfriamento, congelamento e
aquecimento. Atualmente tem sido
estabelecida concentracao de 5% para a
utilizagdo da dimetil formamida como
crioprotetor no meio extensor para o
congelamento, diminuindo os efeitos
detrimentais causados pelo estresse

osmotico na adigdo do crioprotetor ao

meio extensor (Medeiros et al., 2003).

O uso da dimetil formamida no presente
estudo foi motivado pelos bons
resultados em  estudos  prévios.
Alvarenga et al., 2005 em estudos
realizados com sémen congelado
dezessete

utilizando garanhdes ¢

utilizando o extensor seminal INRA 82
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descongelamento comparadas com o
uso de glicerol e dimetil acetamida
como crioprotetores no  extensor
seminal. Estes pesquisadores
encontraram motilidades de 42/13;
37/14; 30/12; 15/5; para dimetil
formamida, metilformamida,
diacetamida, e glicerol respetivamente,
utilizando o método de CASA para a
analise sistematizada das motilidades.
J& Graham (2000), observou que a
percentagem  de  espermatozoides
moveis apods o descongelamento foi
muito mais baixa em sémen congelado
em diluidor contendo dois tipos de
amidas, como acetamida e
metilacetamida, quando comparado com
a metilformamida e a
dimetilformamida. Este autor encontrou
que a utilizagdo de crioprotetores como
formamida, acetamida e metilacetamida

resultam em menos que 20% de



motilidade total dos espermatozoides
pos-descongelamento.

Também Vidament et al. (2002)
demonstraram a eficicia da utilizagdo
da dimetil formamida a 2% na melhora
significativa da  motilidade  pos-

descongelamento.

Em estudos recentes para avaliar a
eficiéncia nas formas de adicdo do
crioprotetor a0 meio extensor base em
uma Unica etapa comparada a multiplas
etapas, adicdo do crioprotetor em
multiplas etapas foi mais eficaz na
preservacdo das motilidades total,
progressiva, integridade funcional da
membrana  plasmatica, integridade
estrutural das membranas plasmatica e
acrossomal e, além disso, promoveu
maior resisténcia dos espermatozoides
ao teste de termorresisténcia, e esta
superioridade na adi¢ao do crioprotetor
em multiplas etapas foi independente da

curva de resfriamento adotada (Mello,

2005).

Com relagdo a temperatura e a
metodologia de aplicag¢ao do
crioprotetor, de modo geral, os
resultados aqui encontrados foram
semelhantes aos anteriormente
verificados por Mello (2005). Mais
ainda, neste experimento ndo foi

encontrada diferenca significativa entre

a adicdo fracionada a dez, vinte e trinta
minutos e sua influéncia na conservacao
dos parametros espermaticos desejaveis.
Desta forma, com relagdo a dimetil
formamida os resultados indicam que o
fracionamento em dez  minutos
comparado ao tempo de vinte e trinta
minutos, ¢ suficiente para minimizar os
danos dos efeitos do choque osmotico
aos  espermatozdides. Este  fato,
presumivelmente, poderia ser explicado
pela adicdo da dimetil formamida a
temperatura ambiente 22°C a qual
proporcionaria suficiente penetracdo do
crioprotetor na célula, devido ao baixo
peso molecular fato que evidencia os
achados por (Vidament et., al 2002).

Outro  resultado  relevante  aqui
demonstrado foi que, independente da
forma de adi¢do do crioprotetor, nao
houve diferencas entre as curvas de
congelamento na qualidade in vitro do
sémen  descongelado.  Este  fato
demonstra que a adicdo gradativa da
dimetil formamida forneceu o mesmo
nivel de protecao para 0s
espermatozdides submetidos aos trés
protocolos de congelamento aqui
testados. Assim, a adigdo gradativa da
dimetil formamida apresentou efeitos
similares comparando-se os métodos
convencionais de

congelamento

exposicao das palhetas ao vapor de

47



nitrogénio, ao método de congelamento
computadorizado com taxas
programaveis, que necessita de aparelho
sofisticado.

Resultados diferentes foram obtidos por
Alvarenga et al. (2005), que
compararam diferentes curvas de
congelamento para o s€émen congelado
com dimetil formamida e dimetil
acetamida utilizando quatro diferentes
protocolos para o resfriamento e
congelamento, a percentagem de
espermatozodides com rapido
movimento e integridade da membrana
plasmatica foi significativamente maior
(P < 0,05), em amostras resfriadas e
com o resfriamento prévio (tempo de
equilibrio) ao congelamento. Este fato
contradiz os achados do presente
experimento que ndo evidenciou
qualquer diferenga nos parametros
avaliados quando do uso ou ndo de
tempo de equilibrio pré-congelamento
ou diferentes curvas de congelamento.
Nao foram observadas diferencas
significativas entre as curvas de

congelamento moderada e rapida

No presente experimento nao foi
encontrada diferenca significativa entre
os tempos de adicao do crioprotetor e
entre as interacoes das curvas de
resfriamento com tempo de equilibrio

prévio ao congelamento e com as
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diferentes curvas de congelamento.
Estes achados corroboram os achados
encontrados por Moffet et al. (2003),
apesar de estes autores utilizarem
protocolos diferentes para 0
congelamento. Nesse estudo nao foram
encontradas diferencas significativas no
sémen  congelado com  dimetil
formamida em extensor lactose-EDTA-
gema de ovo sem resfriamento prévio, e
o diluidor leite desnatado-gema de ovo

resfriado a 5°C com tempo de equilibrio

de 2 horas antes do congelamento.

As caracteristicas fisicas do sémen neste
experimento estiveram dentro dos
parametros desejaveis para a espécie
eqiina segundo Jasko (1992). No
entanto, valores mais baixos nas
motilidades total e progressiva foram
observados apo6s o descongelamento,
corroborando com outros experimentos
nos quais foram observadas variagdes
entre os garanhdes, os ejaculados e os
diluidores (Graham, 1996; Mckinnon,
1996; Vidament et al., 1997; Cottorello,
2002 e Snoeck, 2003). Esse decréscimo
nos valores das  caracteristicas
espermaticas pos-descongelamento
pode ser explicado pelas mudangas e
danos irreversiveis sofridos pelos

espermatozdides durante o processo de

resfriamento e congelamento, tais como,



choque térmico, efeito solugdo e

formacgao de cristais de gelo.

Segundo Brinsko et al. (2000) uma
motilidade espermatica superior no
sémen fresco resulta em motilidade
espermatica superior pos-
descongelamento. [Esta caracteristica
nao foi observada neste experimento
devido ao fato de que os seis garanhdes
utilizados possuiam parametros
espermaticos muito semelhantes no pré-
congelamento e  estes  animais
apresentaram respostas diferentes ao
processo de criopreservacao,
corroborando com os achados feitos por
Samper (1992), Cottorelo (2002) e

Snoeck (2003).

Segundo Vidament et al. (1997) cavalos
com bom sémen a fresco mostram boa
congelabilidade e boa fertilidade para o
sémen congelado. Esta observagdo nao
pode ser confirmada pelos dados
encontrados neste experimento devido,
particularmente, ao garanhdo numero
seis que apresentou boa motilidade
espermatica no sémen a fresco e queda
significativa da motilidade no sémen
pos-descongelamento. Do mesmo
modo, os resultados das motilidades
progressivas no pos-descongelamento
deste garanhdo foram inferiores a dos

demais garanhdes, fato que evidencia

como a idade, raca e manejo podem
influenciar nos parametros espermaticos
pos-descongelamento.
Em relacdo a  varidvel vigor
espermatico, ndo houve diferenca entre
os tempos de adi¢ao do crioprotetor e as
diferentes curvas de resfriamento /
congelamento estudado (P> 0,05). Em
outros trabalhos com criopreservagao de
sémen na espécie eqiliina (Cottorelo;
2002; Snoeck 2003; Mello 2005),
resultados semelhantes foram
encontrados, nos quais ndo foram
observadas diferencas significativas
entre o vigor espermatico pré e pos-
descongelamento. Tal fato pode ser
explicado presumivelmente pela
composi¢dao do meio extensor INRA §2
que contém substancias nutritivas que
permitem que o espermatozodide

mantenha seu metabolismo mesmo apos

o descongelamento.

Nao foram encontradas diferencgas entre
os tempos de adi¢do do crioprotetor e as
curvas de congelamento na preservacao
da  integridade @ das membranas
plasmatica e acrossomal, este resultado
sugere que os espermatozoides podem
ser congelados em um tempo de adicao
do crioprotetor de dez, vinte e trinta
minutos independentes da taxa de

resfriamento, tempo de equilibrio e

curvas de congelamento. Achados
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similares a porcentagem de membranas
integras foram citados por Vidament et
al. (2005), que utilizaram para o
congelamento diluidor INRA 82 e
glicerol a concentragdo de 2,5% como
crioprotetor, em maquina
computarizada para o controle da curva
de resfriamento e tempo de equilibrio a
4°C durante 60 minutos. As curvas de
congelamento com aparelho
programavel neste ultimo experimento
foram de — 40° /min; — 60° /min; até -
140°C quando entdo as amostras foram

colocadas no nitrogénio liquido.

A percentagem de espermatozoides
reativos ao teste hiposmotico no
presente trabalho foi similar aos valores
para a espécie eqiiina com sémen
congelado citados por Neild et al
(1999) utilizando diferentes agtlicares
para o teste hiposmotico como frutose,
sacarose ¢ lactose com diferentes
osmolaridades que variaram de 25
mOsmol até 300 mOsmol, estes
relataram  valores médios para as
diferentes  osmolaridades  oscilando
entre 7,6% 23,3% 33,2% 45,6% 49,6%.
No presente experimento, ndo foi
observada diferenca significativa (P>
0,05) entre os tempos de adicdo do
crioprotetor uma vez que a adicdo do
crioprotetor gradativamente por um

tempo de vinte minutos apresentou o
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maior numero de células reativas
enquanto o tempo de adigdo de trinta
minutos apresentou 0 menor numero de
células reativas ao teste hiposmotico. A
pesar destas diferencas numéricas ndo
serem estatisticamente significativas,
este achado  possivelmente  seja
decorrente do fato de que o maior
tempo de adi¢do do crioprotetor
acarretaria um maior estresse osmotico

as células, lesando a integridade

funcional de suas membranas.

6. CONCLUSOES

O aumento do tempo para a adicdo
fracionada do crioprotetor de dez para
vinte ou trinta minutos ndo teve
influéncia nos parametros espermaticos

po6s-descongelamento.

Nao houve interagdo entre os tempos de
adi¢do fracionada do crioprotetor,
curvas de resfriamento e curvas de
congelamento na preservacdo das
caracteristicas espermaticas pOs-

descongelamento avaliadas in vitro.
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ANEXOS

ANEXO 1

Composi¢cdo do extensor basico utilizado INRA 82 com 20m moles hepes e dos

extensores derivados D1 e D2.

COMPONENTES 1 LITRO
Glicose anidra 25 gr
Lactose monohidratada 1,5 gr
Raffinose pentahidratada 1,5 gr
Citrato de sodio dihidratado 0,25 gr
Citrato de potassio monohidratado 0,41 gr
Hepes 4,76 gr
Agua g.s.p. 0,5L
Leite desnatado UHT 0,5L
Sulfato de gentamicina 50mgr
Penicilina G 50,000 UI
pH 6,8
Osmolaridade 303mOsmol/L

FONTE: Magistrini e Palmer, 1984

EXTENSORES DERIVADOS:
DI1: INRA 82 + 2% gema de ovo centrifugada
D2: INRA 82 + 2% gema de ovo centrifugada + 2,5% de gliceroL.
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ANEXO 2

Preparacdo da solug¢ao hiposmotica de sacarose a 100 mOsmol/L.

SACAROSE A 300 mOsmol/L
COMPONENTE QUANTIDADE
Sacarose 10,7 gr
Agua destilada 100 mL

FONTE: Melo e Henry,1999

Sacarose a 100 mOsmol/L

Diluigdo de 1 parte de sacarose a 300 mOsmol/L: em 2 partes de dgua destilada
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ANEXO 3

Solugdes de estoque e de trabalho utilizadas na técnica de sondas fluorescentes para a

avaliacdo da integridade da membrana plasmatica e acrossomal de células espermaticas

eqiiinas.
SOLUCOES CONSTITUINTE QUANTIDADE
I. Solugao Estoque de CFDA CDFA* 2,3 mgr
DMSO* 5 mL
II. Solugdo Estoque de IP Ip*
0,9% NaCI*
III. Solucao Estoque de Formol a 40% Diluigao 1:80
Formalina 100 mL de formol a 40%
0,9% NaCl 7,9 mL de solugao fisioldgica
IV. Solucdo Estoque de Citrato ~ Citrato de Sodio 3gr
de Sodio 0,9% NaCl 100 mL
V. Solugao Trabalho CDFA 20 mL
1P 100 mL
Formol 10 mL
Citrato de Sodio 960 mL

FONTE: ZUCARRI (1998)

*CFDA: diacetato de carboxifluoresceina

*IP: iodeto de propideo
*DMSO: dimetil sulfoxido
*NaCl: cloreto de s6dio
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ANEXO 4
Fluxograma do processo de congelamento e descongelamento da célula espermatica

eqiiina.
COLETA DE SEMEN

EJACULADO
FILTRACAO
AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS FISICAS MT, MP, V
DILUICAO DO EXTENSOR BASE INRA 82 PARA CENTRIFUGACAO

CENTRIFUGACAO
(400g/12min)

RESSUSPENSAO DOS PELLETS EM MEIO BASE INRA 82
CALCULO DA CONCENTRACAO

ADIGCAO DO CRIOPROTETOR DMF 5%

. TEMPO DE ADIGAO 20 .
TEMPO DE ADIGAO 10 MINUTOS 2/20 TEMPO DE ADIGAO 30

MINUTOS 1/10 . MINUTOS 3/30
ENVASAMENTO

RESFRIAMENTO ATE 5°C
CURVA 0,25°C/min

—

CONGELAMENTO TEMPO DE EQUILIBRIO 45 MIN A 5°C

CURVA1
CONGELAMENTO 4 cm

ACIMA DO N2 CURVA 2 CURVA 3
LIQUIDO >ONGELAMENTO 4cm ACIMA DO N2 CONGELAMENTO NA MAQUINA
10 MINUTOS LIQUIDO TK 3000
10 MINUTOS

DESCONGELAMENTO

DESCONGELAMENTO
52°C / 70 seg.

37°C /7 seg. 61
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