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RESUMO

OLIVEIRA, Francisco José Gongalves de, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril
de 2007. Efeito da adicéo de glicerol em diferentes etapas do resfriamento sobre
a congelabilidade do sémen de garanhdes. Orientador: José Domingos Guimaraes.
Co-orientadores: Giovanni Ribeiro de Carvalho e Tarcizio Anténio Régo de Paula.
O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da adi¢éo do glicerol em tempo
0, 35 e 60 minutos de resfriamento sobre a congelabilidade do sémen equino. Foram
utilizados 2 garanhdes adultos da raca Mangalarga Marchador, totalizando 11
ejaculados. Foram avaliadas a motilidade espermatica progressiva total e retilinea, vigor
espermatico, percentual de células vivas e mortas (supravital), integridade funcional de
membrana (Hiposmdtico) e morfologia esperméatica no sémen “in natura”, pré e pds
congelamento. Cada ejaculado foi dividido em trés tratamentos. T1: adicdo do
crioprotetor ocorreu antes do resfriamento; T2: adicdo ocorreu aos 35 minutos de
resfriamento; T3: a adicdo ocorreu imediatamente antes do congelamento, aos 60
minutos de resfriamento. Apds o periodo minimo de 12 dias de congelados, as amostras
de sémen foram descongeladas a 75° C por 7 segundos. As amostras descongeladas
permaneceram por 120 minutos incubadas a 38° C para avaliacdo de longevidade pelo
teste de termoresisténcia. Foram registradas diferencas (P < 0,05) entre as alteracdes de
morfologia espermatica entre os animais utilizados no experimento, sendo que no
garanhdo 2 os valores médios estavam acima dos padrdes preconizados. Ndo foram
registradas relacbes (P > 0,05) entre os valores médios dos testes de morfologia,
Hiposmatico e supravital na avaliagdo dos ejaculados. O teste supravital apresentou

relacdo (P < 0,05) apenas com 0 vigor espermatico na analise do sémen “in natura”. N&o

Xi



foram registradas diferencas (P > 0,05) entre os valores médios obtidos nas analises
fisicas, no teste Hiposmdtico, no teste supravital, na analise morfoldgica e na avaliacao
de longevidade pelo teste de termoresisténcia entre 0 sémen congelado de acordo com o0s
trés protocolos propostos. Esses registros sugerem que o tempo de equilibrio entre o
sémen e o glicerol ndo interfere na qualidade e na longevidade do sémen de garanhdes.
Aos 60 minutos de incubacdo (TTR), as qualidades seminais foram consideradas
inviaveis em termos de fertilidade. O teste supravital do sémen descongelado apresentou
relacdo com os pardmetros de motilidade espermatica progressiva (r = 0,81) e vigor
espermatico (r = 0,64) independente do tratamento avaliado. Os valores do teste
hiposmético mostraram taxas de espermatozoides reativos satisfatorios, porém néo
foram registradas relac6es (P > 0,05) com os parametros fisicos avaliados. As avaliacbes
fisicas do sémen pré-resfriamento ndo apresentaram relacdo (P > 0,05) com o0s
parametros fisicos e com o teste supravital do sémen descongelado. As rela¢fes nao
significativas entre os diferentes testes utilizados nesse estudo sugerem que as
informacdes sdo fornecidas sob diferentes aspectos, ratificando o carater complementar

dos mesmos.

xii



ABSTRACT

OLIVEIRA, Francisco José Goncalves de, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa,
April; 2007. Effect of the addition of glycerol in different stages of the cooling on
the freezability of stallion semen. Adviser: José Domingos Guimaraes. Co-
advisers: Giovanni Ribeiro de Carvalho and Tarcizio Antdnio Régo de Paula

The objective of the present study was to evaluate the effect on the freezability of
equine semen with the addition of glycerol in 0, 35 and 60 minutes the cooling period.

Semen from two adult stallions (Mangalarga Marchador) were used, totalizing 11

colections of semen. The evaluation consisted of sperm progressive straight motility,

total motility, sperm vigor, live/death cells (supravital), functional integrity of sperm
plasma membrane (Hyposmotic Swelling test - Host) and sperm morphology analyses in
the semen “in natura”, before and after freezing the semen. Each collected semen was
divided in three treatments. T1: addition of the cryoprotector occurred before the
cooling; T2: addition occurred after 35 minutes of the cooling; T3: the addition occurred
immediately before the freezing, to the 60 minutes of cooling. After the minimum frozen
period of 12 days, the semen samples had been thawed at 75° C per 7 seconds. The
thawed samples had remained for 120 minutes at 38° C for longevity evaluation.

Differences (P < 0.05) among the animals used in the experiment, were noted in sperm

morphology. One of the stallions showed average values of abnormal sperms bellow of

the praised standards. No relations (P > 0.05) were registered among average values of
the morphology test, supravital test and Host in semen “in natura”. The supravital test
showed relation (P < 0.05) only with the sperm vigor in the analysis of the semen “in

natura”. No differences (P > 0.05) were registered among physical analyses, in the Host,
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supravital test, the morphologic analysis and in the evaluation of longevity in the
frozen/thaw semen of three considered protocols. These results suggest that the time of
balance between the semen and glycerol does not affect the quality and the longevity of
the semen. Seminal qualities had been considered impracticable in fertility terms, after
60 minutes of incubation on longevity test. The supravital test of the frozen/thawed
semen showed relation with the progressive sperm motility (r = 0.81) and sperm vigor (r
= 0.64) in the 3 considered trataments. The values of the Host used in this experiment
were satisfactory due the large reaction of the spermatozoa when in contact with the
hyposmotic solutions, however this test did not show relations (P > 0.05) with the sperm
physical parameters. The physical parameters of the semen before cooling did not
present relation (P > 0.05) with the physical parameters and with supravital test of
frozen/thaw sperm. The no significant relations among the different tests used in this
study, suggests that the information of these tests are used under different aspects,

ratifying the complementary character of the same ones.
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1. INTRODUCAO

A eqiiideocultura ¢ uma atividade com grande importancia sdcio-economica
em muitos paises. Essa caracteristica ¢ refletida, por conseqiiéncia, nos aspectos
culturais dessas nagdes. Estudo recente, realizado pela American Horse Council,
revela que, nos Estados Unidos, a industria do cavalo contribuiu com
aproximadamente 39 bilhdes de doélares no impacto econdmico, sendo que, somente
as corridas de eqiiinos da raca Puro Sangue Inglés, contribuiu com 20 bilhdes de
dolares ao PIB americano (Lamarra, 2005).

A atividade no Brasil também apresenta grande relevancia nesse sentido, uma
vez que o pais possui o terceiro maior plantel mundial de eqiliinos, com
aproximadamente 5,9 milhdes de animais. (D¢ Carli Filho, 2004). Adicionalmente, a
atividade emprega aproximadamente 500 mil pessoas, sendo de importincia
consideravel na economia do pais.

O crescente interesse pelas biotécnicas aplicadas a reprodugdo de eqiiinos
podera acelerar o ganho genético nessa espécie animal, tornando-os mais
competitivos e facilitando a insercdo de racas genuinamente brasileiras no mercado
internacional cada vez mais exigente.

A inseminacdo artificial talvez seja a biotecnologia da reprodugdo animal
mais vidvel em termos econdmicos. No entanto, na espécie eqilina, essa nao evoluiu
e nem acompanhou o desenvolvimento observado nas espécies bovina e ovina,
principalmente no que se refere a inseminacao com s€émen congelado. Para Pimentel
et al. (1998) a inseminacdo artificial em eqiiinos com sémen congelado apresenta
entraves como a variagdo de congelabilidade de garanhdes que apresentam boa
fertilidade com a utilizagdo de sémen fresco ou resfriado. Adicionalmente, sabe-se
que ¢ uma espécie que apresenta grande suscetibilidade, em termos de membrana
plasmatica espermatica, ao resfriamento de sémen.

A criopreservacdo de sémen e o seu uso na inseminagdo artificial
revolucionou a bovinocultura ha mais de meio século. No entanto, a mesma nao pdde
ser aplicada a espécie eqiiina, devido as diferencas bioquimicas e biofisicas entre
essas espécies, que ndo favorecem sua viabilidade comercial. As taxas de concepg¢ao
por estro utilizando essa técnica variam bastante, sendo que em alguns garanhdes
chegam a oscilar entre 25 ¢ 40 %. Adicionalmente, sabe-se que boa parte dos

garanhdes nao respondem bem a essa biotécnica, o que faz com que o nimero de



pesquisas nesse sentido venha aumentando cada vez mais, com o intuito de superar a
variagdo individual relatada por Pickett & Amann (1993) e Cotorelo & Henry (2002).

A descoberta do glicerol como agente crioprotetor revolucionou os métodos
de criopreservagdo de diversas células e tecidos. Isso contribuiu bastante,
principalmente no caso de bancos genéticos de espécies ameagadas de extingdo. No
entanto, sabe-se que o glicerol ¢ um crioprotetor que apresenta efeitos deletérios as
células espermaticas, devido as suas caracteristicas de peso molecular e
osmolariadade. Por isso, muitos estudos vém buscando testar a atuacdo de outros
crioprotetores no diluidor para congelamento do sémen eqiiino. Entre esses pode-se
exemplificar a utilizagdo de agentes ndo permeaveis como alguns agucares (trealose e
rafinose) e as amidas permedveis (dimetilformamida, acetamidas, dimetilacetamidas,
etc.), ou mesmo o etilenoglicol.

No entanto, apesar de haver variagdo individual entre animais de uma mesma
espécie quanto a congelabilidade espermatica, o glicerol ainda ¢ o crioprotetor mais
comumente utilizado. Suas vantagens viabilizam a aplicabilidade, mesmo com as
descobertas de novos crioprotetores por suas caracteristicas estruturais e funcionais
ndo interferirem no metabolismo dos espermatozoides. Por isso, muitos autores
buscam racionalizar a acdo desse agente, maximizando o efeito crioprotetor e
minimizando os efeitos deletérios que o0 mesmo apresenta a criopreservagao.

Esses autores tém considerado que a adicdo fracionada ou dissociada do
glicerol durante o resfriamento do sémen a ser congelado, pode contribuir para o
sucesso dessa biotécnica, uma vez que, mantendo as células com o menor tempo de
equilibrio possivel com o glicerol, seu efeito toxico ndo seria sentido pelas mesmas.
Ao mesmo tempo, a alta solubilidade e o poder de penetragdo celular apos sua
adi¢do, garantiriam a prote¢cdo dos espermatozoides.

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da
adicdo do crioprotetor glicerol, com 0, 35 e 60 minutos de resfriamento do sémen
equino, sobre sua congelabilidade, observando parametros fisicos de motilidade
espermatica total e vigor espermatico, morfologia espermatica, realizando avaliagdes
de integridade fisica e funcional de membrana por testes hiposmoticos e supravitais e
realizando avaliagdes de longevidade por teste de termoresisténcia, antes e apos o

congelamento.



REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos relacionados a criopreservacgao do sémen de garanhdes

Segundo Holt (2000 a), o processo de criopreservacao ¢ letal para uma porgao
significante da populagdo espermdtica que entra no processo, 0 que acarreta a
necessidade de aumentar a concentragdo na dose inseminante. Muitos fatores podem
afetar a sobrevivéncia da célula espermatica durante a criopreservacdo. Dentre esses,
a taxa de resfriamento (Watson & Morris, 1987; Fiirst et al., 2003) e a forma de
envasamento do sémen (Dell'Aqua Janior, 2000). A concentragdo espermatica
também ¢ outro fator que pode estar relacionado a congelabilidade do sémen,
principalmente quando a mesma excede a quantia de 800 x 10° espermatozoéides em
uma palheta de sémen congelada (Heitland et al., 1996).

Guay & Rondeau (1981) relataram, dentre esses fatores, a propria
individualidade do animal, devido a pouca resisténcia ao choque térmico ou a
intolerancia a certos crioprotetores, como o glicerol ou o etilenoglicol. Nesse sentido,
Pickett & Amann (1993) citam que eqiiinos, que apresentam boa taxa de fertilidade e
concepgdo com sémen fresco ou resfriado, podem ndo apresentar bons indices
reprodutivos com sémen congelado, sendo essa uma varia¢dao individual importante
entre animais de uma mesma espécie.

Atualmente, existem muitas diferencas entre protocolos de criopreservagao de
sémen eqiiino, que variam de acordo com a experiéncia de cada laboratorio e com as
principais observagdes quanto a alteragdo no metabolismo e estrutura da célula
espermdtica no que se refere ao processo de congelamento e descongelamento
(Samper & Morris, 1998; Neild et al., 2003).

O resfriamento a 5° C é necessario para a estocagem do sémen por um
determinado periodo de tempo ou para o inicio do processo de congelamento. Os
danos causados as células espermaticas durante esse processo podem ocorrer
diretamente em suas estruturas, ou indiretamente ao alterar sua funcionalidade. O
rapido resfriamento das células espermaticas pode estar associado a perda de
motilidade espermadtica, batimentos flagelares anormais, danos a membrana
plasmatica e a membrana acrossomal, reducdo do metabolismo, e perda de

componentes intracelulares (Pickett & Amann, 1993).



2.1.1. Resfriamento do sémen e o choque térmico na membrana plasmatica

espermatica

Um dos grandes entraves ao congelamento do sémen de garanhdes ¢ a baixa
resisténcia dos espermatozoides ao resfriamento. Para controlar tais dificuldades,
busca-se, dentro de novos protocolos, amenizar a curva de resfriamento previamente
ao congelamento, principalmente nas faixas de temperaturas consideradas criticas
aos espermatozoides (Watson & Morris, 1987; Vidament et al., 2000).

O choque térmico de membrana ¢ oriundo do resfriamento abrupto. Amann &
Pickett (1987) e Amann & Graham (1993) descreveram os eventos nos
espermatozodides eqiiinos, sendo esse fendmeno caracterizado como uma série de
alteracdes, que acontecem quando o resfriamento espermatico atinge a faixa de
temperatura entre 18° C e 8° C. Diante do choque térmico, uma série de eventos pode
ocorrer na membrana plasmatica dos espermatozdéides eqiiino, o que pode repercutir
na inviabilidade da célula para fertilizagdo. Ocorre migracdo de proteinas de
membrana, o que aumenta a aglomeracdo das mesmas na superficie da célula,
resultando na alteragdo da fluidez dos fosfolipidios da membrana plasmatica durante
o resfriamento, onde coexistem moléculas em dominios cristalinos € em dominios
fluidos. A fase especifica de temperatura para cada fosfolipidio na membrana resulta
na migracdo lateral, com um novo arranjo dos componentes da membrana
plasmatica, ¢ na separacdo dos lipidios do plano da membrana (Holt, 2000 a;
Medeiros et al., 2002). Com esse novo arranjo, as proteinas de membrana sdo
forcadas a permanecerem em dominios fluidos, o que permite a aglomeragdo dessas
moléculas nesses dominios.

O aumento da concentragdo de proteinas em um determinado espaco da
membrana plasmatica favorece a instabilidade dos fosfolipidios. Essa instabilidade
estd associada ao aumento da permeabilidade celular a ions extracelulares,
caracteristica que potencializa os efeitos deletérios do choque térmico,
principalmente diante de grandes concentragdes de acidos graxos polinsaturados
(Holt, 2000 a).

Por outro lado, sabe-se que os colesterois sao moléculas que estabilizam a
membrana plasmatica durante o resfriamento (Drobnis, et al., 2005; Alvarez et al.,

2006). No entanto, na espécie eqiiina, o teor de colesterol ¢ bastante inferior em



relagdo a fosfolipidios (razdo = 0,36 na espécie eqiiina), o que acarreta maior
sensibilidade aos danos causados pelo resfriamento (Amann & Graham, 1993)

A instabilidade dos fosfolipidios esta refletida na alteracdo da conformacao
de “dupla camada lipidica”, transformando em um novo arranjo denominado Fase
Hexagonal II (HEX II), onde a por¢do polar (hidrofilica) dos fosfolipidios se
aglomera, assumindo uma forma cilindrica, em meio & membrana plasmatica dos
espermatozdides (Amann & Graham, 1993). Naturalmente, nem todos os
fosfolipidios de membrana tendem a formar dupla camada. Estes, geralmente estdo
associados as proteinas de membrana e possuem a func¢do de eliminar possiveis poros
que a dupla camada lipidica venha a formar. Diante de resfriamentos abruptos, tais
fosfolipidios deixam de interagir com as respectivas proteinas e também passam a
assumir a conformac¢do HEX II, ao associarem-se entre si. Dessa forma, o choque
térmico ¢é responsavel pela alteracdo da permeabilidade celular, permitindo o influxo
de ions como calcio e sodio, e conseqiientemente, alterando a atividade metabodlica
da célula, onde ha uma reducao e uma série de transformagdes secundarias (Watson
& Morris, 1987).

Segundo Quinn (1985), a relacdo entre a afinidade hidrofobica e hidrofilica
dentro das moléculas (natureza do fosfolipidio), a quantidade de agua e solutos no
meio extracelular e a temperatura sdo os principais responsaveis pela tendéncia de
formacgao de duplas camadas lipidicas, ou da fase HEX II, ao longo da membrana dos
espermatozdides. Além disso, essa alteragdo na configuragdo desses lipidios,
resultado da alteracdo fisica da membrana durante o resfriamento, pode ser

transitoria ou permanente, dependendo da natureza das moléculas envolvidas.

Segundo Holt (2000 a), a fusogenicidade da membrana e a resposta aos
mecanismos transdutores podem ser afetados pelas alteragdes na organizacdo das
membranas lipidicas, ao alterarem as propriedades cinéticas das enzimas da
membrana plasmatica. Essas alteracdes levariam a uma redugdo na longevidade dos
espermatozodides apds o descongelamento, pela capacitacdo acelerada induzida pela
alteracdo enzimatica estabelecida durante o resfriamento (Watson, 1995; Thomas et

al., 2006).

Thomas et al. (2006) compararam diferengas entre a capacitacdo induzida
artificialmente com espermatozoides capacitados prematuramente devido ao

processo de criopreservagdo. Verificaram que o processo de capacitacao induzida por



substancia como cafeinas e AMP ciclico, estad relacionado com a fosforilagdo de
proteinas de membrana (Proteinas quinases) e da tirosina, que por sua vez, reagem
aumentando a vesiculagdo da membrana acrossomal e aumentando a permeabilidade

celular.

A capacitagdo induzida pelo processo de criopreservagdo dos
espermatozdides pode estar relacionada com mecanismos sinalizadores alternativos,
como a ativacdo de proteinas quinases (MAP), que sdo ativadas devido a fosforilagdo
de treoninas e tirosinas especificas, causada pelo estresse osmoético induzido pelo
processo de congelamento. Dessa forma, os autores concluiram que o padrdo de
fosforilagdo de proteinas observadas na capacitagdo artificial, ndo sdo os mesmos

observados nos espermatozdides congelados e descongelados.

Santos (1994) objetivou, em seus estudos, avaliar as taxas e a regularidade no
resfriamento do sémen de jumentos, quanto a sua longevidade quando mantidos a 5°
C. Para isso, resfriou amostras de sémen oriundas de 36 ejaculados de 6 animais,
diluidas em leite em po6 desnatado, utilizando aparelhos computadorizados
apropriados para o resfriamento de embrides e um refrigerador, que proporcionou
curvas de resfriamento de —0,3, -0,6, -1,0° C por minuto. Concluiu que o sémen de
jumento suporta de forma mais satisfatoria taxas de resfriamento mais abruptas (-0,6
e —1,0° C por minuto), quando comparado ao sémen de eqiiinos, cujo a taxa ideal ndo
deve ultrapassar —0,3° C por minuto.

Segundo Fiirst et al. (2003), o resfriamento de s€émen antes do congelamento
¢ importante para a congelabilidade do sémen eqiiino, por manter a integridade
funcional e estrutural da membrana plasmatica e a longevidade, quando avaliado in
vitro. Em seu experimento, utilizaram uma curva de resfriamento pré-estabelecida,
atenuando o resfriamento entre 18 e 8° C, faixa de temperatura considerada critica
devido a ocorréncia de choque térmico de membrana. Concluiram que o resfriamento
de uma hora melhora a congelabilidade do sémen eqiiino.

O resfriamento do sémen eqiiino antes do congelamento foi estudado por
Snoeck (2003), utilizando meios crioprotetores a base de lactose-gema de ovo,
contendo, como crioprotetor, o etilenoglicol ou a acetamida, associados a
metilcelulose e trealose. Durante o procedimento, submeteu as amostras a protocolos
com e sem resfriamento prévio. O congelamento do sémen com resfriamento baseou-

se na submissdo do mesmo a temperatura de geladeira (5° C), por duas horas e meia,



com taxa de resfriamento de —0,13° C/min. O procedimento sem resfriamento,
baseou-se na submissdo do sémen diretamente ao congelamento, ou seja, sem
resfriamento prévio. Observou-se que ndo houve diferengas quanto a motilidade
espermatica pods-descongelamento, comparando os protocolos de curva de
congelamento répido (sem resfriamento prévio) com o protocolo de curva de
congelamento lento (com resfriamento prévio). No entanto, houve tendéncia em
preservar a funcionalidade e estrutura da célula no protocolo com resfriamento

prévio.

Alguns diluidores de sémen vém sendo testados para os diferentes
procedimentos. Assim, o leite desnatado em po, ¢ rotineiramente utilizado, dentro de
procedimentos de resfriamento de sémen, para transporte e para centrifugagdo. O
mecanismo de acdo do mesmo sobre a qualidade espermatica ainda nao ¢ conhecido,
porém trata-se de um fator ligado a presenga de proteinas que, possivelmente
estabilizam os fosfolipidios de membrana durante o resfriamento. Por outro lado, a
gema de ovo mostrou importantes resultados na prevencdo de danos do choque
térmico, possivelmente devido a presenca de fosfolipidios de baixo peso molecular,
que protegem os constituintes da membrana espermadtica, sem alterar a sua

composi¢ao (Medeiros et al., 2002).

2.1.2. Centrifugacéo

Rotineiramente, a centrifugacdo do sémen eqiiino a ser criopreservado deve
ser realizada, para aumentar a concentracdo espermatica e para retirar o plasma
seminal.

A forca gravitacional utilizada na centrifugacdo do sémen eqiiino vem
variando bastante, segundo diversos autores. Papa et al. (1981) observaram que
centrifugagdes acima de 1000 G por até¢ 10 minutos nao interferem nas caracteristicas
das células espermaticas, apos o descongelamento das mesmas. Adicionalmente, a
centrifugacdo mantém uma longevidade satisfatéria, descrita em 192 horas de
observagdo, quando o mesmo ¢é armazenado a 2° C.

Juliani et al. (2003) utilizaram em seus experimentos a for¢a centrifuga de
400 G por 12 minutos, obtendo resultados considerados positivos para viabilidade da

criopreservacdo do sémen de garanhdes. No entanto, Dell’Aqua Junior (2000)



considera que a centrifugagdo do sémen eqiiino a 600 G por 10 minutos apresenta
recuperacdo espermatica que chega a 87% da quantia inicial, sem alteragcdes na
motilidade espermatica, no vigor espermatico e na integridade de membrana dos

espermatozodides.

2.1.3. Tempo de equilibrio com o crioprotetor

O tempo de equilibrio entre o crioprotetor e os espermatozdides ¢ o intervalo
necessario para que o crioprotetor penetre na célula espermatica, caso seja sua
fun¢do, desidratando-a ¢ alterando o meio intracelular e extracelular, a fim de
protegé-la durante o processo de criopreservacdo. Para Ohata et al. (2005), o tempo
de equilibrio ¢ importante para criopreservacao do s€émen suino, por manter melhor a
integridade acrossomal ¢ dar maior longevidade as células, apesar de ndo haver
diferengas quanto a motilidade progressiva no pos-descongelamento. Paralelamente,
Fiirst et al. (2003) observaram que o tempo de equilibrio de 60 minutos melhoraria a
congelabilidade do sémen eqiiino, desde que associada a curva de resfriamento
brando, proposto em seu trabalho.

Por outro lado, outros autores observaram que o tempo de equilibrio extenso
do sémen com o glicerol ndo altera a congelabilidade do mesmo, quando comparado
a protocolos em que esse intervalo ndo existe. Fabbrocini et al. (2000) observaram
que a adi¢do fracionada de glicerol, reduzindo o tempo de equilibrio no pré-
congelamento, nao interferiu na qualidade espermatica do sémen de bufalos
congelado e descongelado. Berndston & Foote (1969) observaram que, mesmo com
intervalo de 10 segundos entre a adi¢do do glicerol e o congelamento do sémen de
bovinos, ndo havia diferencas na qualidade espermadtica, na avaliacdo pOs-
descongelamento. Mais recentemente, Snoeck et al. (2003) argumentaram em seus
estudos que, a presenca ou ndo do glicerol, duas horas antes do congelamento de
sémen de garanhdes, ndo ocasionou diferencas na qualidade espermdtica no pos-
descongelamento. No entanto, os autores concluem que triagens in vivo de fertilidade
sd0 necessarias para avaliar se ha ou nao efeito téxico causado pelo longo intervalo
de exposicdo ao glicerol. Esses efeitos poderiam ndo ser observados nos testes de

avaliagdes in vitro, utilizados em seus experimentos.



2.1.4. Crio-injaria

Segundo Medeiros et al. (2002), a medida que se submete o sémen a
temperaturas inferiores a 5° C, a adgua presente nos meios, intra e extracelulares
iniciam processo de congelamento. Porém, a essa temperatura, o sémen ainda
permanece em estado de profundo resfriamento. Entre -5 e -10° C, a 4gua inicia a
formagdo do gelo apenas no meio extracelular, sendo que no interior da célula, a
mesma permanece em estado de resfriamento intenso. Esse mecanismo ¢ importante
para o processo de desidratagdo celular, uma vez que a solugdo extracelular
remanescente ficaria hipertonica, o que promoveria a saida de agua do interior
celular (Mazur, 1984; Amann & Pickett, 1987; Crabo, 2001).

A desidratacdo ¢ importante, principalmente para impedir a formacdo de
cristais de gelo no interior da célula, o que poderia afetar a integridade estrutural da
mesma. No entanto, a desidratagdo intensa da célula espermatica acarreta danos
celulares relevantes, como desnaturacdo de macromoléculas e colapso irreversivel da
membrana plasmatica. Por outro lado, taxas de congelamento ripidas tendem a
formar cristais de gelo no interior da célula, uma vez que o tempo de desidratacdo ¢é
lento, e a célula ndo perde a agua suficiente para que isso ocorra (Medeiros et al.
2002).

Segundo Neild et al. (2003), a protecdo dos espermatozodides eqiiinos aos
danos causados pelo processo de criopreservagdo deve se iniciar antes da
centrifugacdo e antes do inicio da etapa de resfriamento. Adicionalmente, os mesmos
autores observaram que os danos celulares sdo causados pelo congelamento e
descongelamento, o que pode ser avaliado pela presenca de células espermaticas
vivas, porém com adiantado processo de capacitagdo e com sinais de reagdo
acrossomica induzida.

Para Watson (1995), a criopreservagao pode provocar dois tipos de danos, de
acordo com a velocidade de congelamento a que as células sdo submetidas. Diante de
congelamento rapido, ocorre a formagdo de cristais de gelo intracelulares, ou seja,
antes que a agua saia da cé€lula espermatica, o que provocaria danos diretos, a
membrana plasmatica. Por outro lado, diante de congelamentos lentos, a célula
espermatica permaneceria muito tempo em exposicdo a meios hipertonicos

(extracelulares), oriundos do congelamento heterogéneo, que ocorre a partir da



formacgdo dos cristais de gelo fora da célula. Isso poderia provocar desidratagdao
intensa e alteragdes no metabolismo celular.

Os danos celulares mais significativos provocados pelo processo de
criopreservacao sdao conseqiiéncias nao s6 do resfriamento (choque térmico) e do
congelamento em si, mas também dos procedimentos de descongelamento (Holt,
2000 a). Assim, o grande desafio das células criopreservadas ¢ suportar as mudangas
de temperaturas intermedidrias, durante o processo de congelamento e de

descongelamento (Mazur, 1984).

2.1.5. Crioprotetores.

Uma das principais atribui¢des relacionadas a qualidade dos crioprotetores ¢
sua afinidade com a agua ¢ a habilidade de se formar pontes de Hidrogénio (Keith,
1998). Dessa forma, os crioprotetores devem alterar o meio extracelular dos
espermatozodides, bem como o metabolismo celular dos mesmos, para se adequar aos
fenomenos provocados pelo resfriamento e pelo congelamento (Amann & Pickett,
1987). Adicionalmente, devem desencadear o menor efeito toxico sobre as células
espermaticas e possuir pH que ndo interfira no metabolismo da célula, estando o
mais possivel proximo ao neutro.

Diversos estudos vém mostrando a eficiéncia de muitos crioprotetores no
congelamento do sémen de eqiiinos, uma vez que o glicerol pode apresentar elevada
toxicidade e, conseqiientemente, falhar em preservar a viabilidade das células apos o
congelamento (Cotorelo & Henry, 2002). Bittencourt et al. (2004) demonstraram que
a utilizacdo do etilenoglicol (7%), associado ou ndo ao EDTA, apresentaram
resultados inferiores, quando comparado ao glicerol (7%), associado ao nio ao
EDTA, no sémen criopreservado de caprinos (10 % de motilidade espermatica (MT)
para etilenoglicol; 12% MT para etilenoglicol com EDTA vs. 51 % MT para glicerol;
61% MT para glicerol com EDTA). No entanto, observaram, por meio da avaliagdo
morfoldgica do s€men, que a criopreservagao com etilenoglicol preserva melhor as
caracteristicas celulares dos espermatozodides, enquanto os indices de patologia
espermatica no sémen criopreservado com glicerol sdo altos (58,0 % e 83,88 % vs.
13,50 % e 19,20 %).

Cotorelo (2002) avaliou a utilizagdo de etilenoglicol na criopreservacao do

sémen de eqiiinos, associado ou ndo ao glicerol, tendo, como controle, o
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congelamento padrao utilizando o glicerol como crioprotetor. Nesse sentido,
criopreservou 2 ejaculados de 10 garanhdes, utilizando meios associados
(etilenoglicol-glicerol, nas propor¢des 4:1; 3:2; 2,5:2,5; 2:3; e 1:4), além de glicerol e
etilenoglicol utilizados isoladamente, na propor¢do de 5 %. O autor verificou que a
proporcao de 4 % de etilenoglicol para 1 % de glicerol (4:1) e a utilizacdo de 5 % de
glicerol, apresentaram os melhores resultados quanto a motilidade espermatica
progressiva (33,3 % e 36,2 %, respectivamente) e integridade acrossomal (39,6 % e
47,4 %, respectivamente) dos espermatozoides, apds o descongelamento dos
mesmos.

Mantovani et al. (2002) avaliaram a eficiéncia do etilenoglicol na
criopreservacdo do sémen eqiiino e concluiram que este crioprotetor poderia ser uma
alternativa aos meios com glicerol, quando utilizado em concentragdes iguais ou
menores que 3% na composi¢do do diluidor que contenha gema de ovo, onde
maiores concentragdes de etilenoglicol levariam a efeitos deletérios sobre a
sobrevida dos espermatozoéides, possivelmente devido aos efeitos toxicos causados
pelos mesmos.

Medeiros et al. (2003) estudaram o efeito de crioprotetores a base de amidas,
comparando com o glicerol, na congelabilidade de sémen de garanhdes, avaliando
pardmetros como integridade acrossomal, por meio de técnicas de fluorescéncia e
microscopia eletronica, correlacionando-as. Os autores observaram que, congelando
o sémen com dimetilformamida a 5 %, os resultados sdo melhores quando
comparadas a utilizacdo de outras amidas e ao glicerol a 5 % (55,5 % de acrossomas
integros com dimetilformamida, 42 % com glicerol a 5 %). Concluiram que a melhor
eficiéncia das amidas sobre o glicerol estaria relacionada a0 menor peso molecular
das primeiras, o que conferiria melhor taxa de penetragdo através da membrana
plasmatica e acrossomal, o que, por sua vez, causaria menor desequilibrio osmético a
célula em questao.

No entanto, Keith (1998) avaliou o efeito de crioprotetores alternativos para o
glicerol na congelabilidade do sémen eqiliino e observou que o glicerol apresenta
melhores taxas de congelabilidade (60,5 % de motilidade espermadtica total), quando
comparado a crioprotetores como acetamidas (8,4 %), metilacetamidas (20,4 %),
formamidas (4,6 %), metilformamidas (40,3 %) e dimetilformamidas (36,7 %).

Chenier et al. (1998) avaliaram a utilizacdo de diversos agentes crioprotetores

(dimetilsulfoxido, glicerol, etilenoglicol, dietilenoglicol e propilenoglicol), na
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congelabilidade do sémen de garanhdes. Em seus estudos, observaram que os
melhores resultados, quanto a motilidade espermatica total apds descongelamento,
eram obtidos com o glicerol e com dimetilsulfoxido, ndo havendo diferencas entre
ambos os tratamentos. No entanto, observaram que o uso de etilenoglicol diminui a
motilidade espermatica ap6és o descongelamento. O sémen criopreservado com
dietilenoglicol e propilenoglicol apresentaram os pardmetros de motilidade e
viabilidade espermatica mais baixos que os outros crioprotetores utilizados pelos
autores.

Oliveira et al. (2006) avaliaram a combinacao de dimetilsulfoxido (DMSO),
dimetilformamida (DF), dimetilacetamida (DA) e glicerol (GLI) na congelabilidade
do sémen de jumentos. Para isso, propuseram os seguintes tratamentos: 2 % de
DMSO/2 % de DF; 3 % de DF; 2 % de DA/2 % de GLI; 3 % de DA; 3 % de GLI1/2
% de DF; e 3% de DMSO/2% de GLI. Os autores observaram que as associagdes de
crioprotetores propostas foram eficientes na protecdo da célula espermatica durante a
criopreservacdo, por apresentarem valores de motilidade espermatica progressiva
(36,5 a 43,5 %), motilidade espermatica total (61,8 a 69,4 %), e integridade de
membrana (41,1 a 48,6 %) satisfatorios e sem diferencas entre os valores médios dos
diferentes protocolos de congelamento. Entretanto, em uma triagem de fertilidade,
ndo obtiveram nenhuma prenhez nas jumentas inseminadas com os protocolos de
sémen criopreservados.

Storey et al. (1998) propuseram a associagdo de agucares, como a trealose na
criopreservacao de s€émen de ratos. Baseando-se no fato de a molécula de glicerol ser
um poliol (com 6 grupos funcionais hidroxila), com alta afinidade pela agua,
entenderam que sua estrutura molecular poderia ndo penetrar a membrana plasmatica
de forma tao eficiente e sem causar danos, quando comparado a acdo da trealose ou
da rafinose. Essas ultimas também seriam poliois capazes de desidratar a célula
espermadtica, porém mais lipossoluveis, o que contribuiria para poucas modificacdes
na estrutura de membrana dos espermatozdides, mesmo esses sendo agentes ndo
permeaveis. De fato, os melhores resultados de motilidade espermadtica total obtidos
pos-descongelamento referiam-se a combinagdo de 6% de glicerol com 7,5% de
trealose (46%) ou 7,5% de rafinose (40%).

Juliani et al. (2003) avaliaram a associagao de trealose (0,165%) ou rafinose
(0,15%) com acetamidas (2,5; 3,5 e 5%) e metilcelulose (0,5%) na criopreservagao

de sémen eqiliino, comparando com a congelabilidade de diluidores com glicerol a
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5%, e verificaram que os valores de motilidade espermatica progressiva retilinea no
sémen congelado, com trealose e 5% de acetamida, foram superiores aos do s€émen
congelado com glicerol 5% (57,5%, vs. 41,8%). No entanto, os valores de
integridade de membrana (23 vs. 17,88) e fluorescéncia (38,9 vs. 36,8) ndo diferiram
entre si, apesar da tendéncia de valores mais favoraveis no tratamento proposto pelo
autor.

Recentemente, estudos vém avaliando diluidores de congelamento (MP 50;
Papa et al. 2003) constituidos de acucares (glicose, lactose e rafinose), tampdes
(citrato de sodio, citrato de potassio e EDTA), gema de ovo, leite em p6 desnatado,
substratos para cultivo celular, antibidticos e crioprotetores penetrantes (glicerol a
3% e dimetilformamida a 2%). Segundo esses autores, o sémen de eqiiinos
congelado com MP 50 apresenta caracteristicas fisicas semelhantes a sémen “in
natura” (motilidade espermatica total de 85, 6% a 89,6 %) e chegam a apresentar
75% de taxa de prenhez em testes de fertilidade in vivo.

Rossi et al. (2003) utilizaram o MP 50 na congelabilidade do sémen eqiiino
testando a combinagdo de outros crioprotetores (dimetilformamida a 2% + DMSO a
2%; dimetilformamida a 3%; metilfformamida a 2% + glicerol a 2%;
dimetilacetamida a 2% + glicerol a 2%; metilformamida a 3%; dimetilacetamida a
3%; MP 50 original) e ndo observaram diferencas dentro dos parametros analisados
(motilidade espermatica progressiva retilinea e progressiva total e integridade de
membrana) entre os diferentes protocolos de congelamento.

O uso de diluidor TRIS-gema de ovo, sem a presenga de outros
crioprotetores, ndo promoveu a prote¢do adequada a estrutura celular durante a
criopreservacdo de sémen de garanhdes, nos estudos de Guay & Rondeau (1981). Os
autores comprovaram a necessidade do uso do glicerol como crioprotetor, ao
adicionarem solugdes contendo o mesmo agente a 8 % (dilui¢do final de 5,3 % de
glicerol) e observaram que o glicerol preservou melhor a motilidade e a viabilidade

das células espermaticas de garanhdes durante o congelamento das mesmas.

2.1.5.1. Efeito do Glicerol na criopreservacao do sémen

A concentragdo do glicerol necessaria para criopreservacao do sémen eqiiino
¢ objetivo de diversos estudos, variando de 2,5 a 9 % do meio diluidor (Amann &

Pickett 1987, Samper & Morris, 1998).
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O glicerol ¢ uma substancia classificada como alcool porque os grupos
hidroxil presentes na sua composicao sdo compostos por trés moléculas de carbono.
(Keith, 1998, Storey et al., 1998). Quanto a sua forma de atuagdo, ¢ classificado
como agente crioprotetor permeavel, por atuar dentro do citoplasma celular (Holt,
2000 a), porém com possiveis atuagdes extracelulares (Berndston & Foote, 1969,
Amann & Pickett, 1987). O mecanismo de agdo desse agente estd relacionado
principalmente a inibicdo da formagdo dos cristais de gelo no interior ou em locais
adjacentes as células (Fabbrocini et al., 2000; Nishikawa et al., 1975).

Segundo Keith (1998), o glicerol contém trés grupos hidroxil funcionais (os
quais possuem moléculas de oxigénio), que podem aceitar o hidrogénio da molécula
de 4gua em 6 diferentes lugares. A habilidade do crioprotetor aumenta com o numero
de grupos funcionais. Isso pode explicar porque o glicerol confere mais proteg¢do as
células, do que as amidas, as quais possuem apenas 2 grupos funcionais (as aminas,
que contém nitrogénio, ¢ o acido carboxilico, que contém oxigénio). Por ser um
poliol com alta afinidade pela agua, o glicerol tem a capacidade de provocar
desidratagdo eficiente na célula, permitindo o congelamento sem a formacdo de
cristais de gelo, o que seria letal a célula em questdo (Storey et al., 1998). Por outro
lado, Medeiros et al. (2002) relataram que a desidratagao provocada pelo glicerol ¢
insuficiente, a ponto de causar danos similares aos desencadeados pelo processo de
criopreservacao.

O glicerol pode produzir efeitos considerados toxicos para as células
espermaticas. Hammersted & Graham (1992) relataram que os efeitos toxicos
relacionados a esse crioprotetor sdo o estresse osmotico, associado a alteragdo da
concentragdo de substincias no interior e no exterior das células espermaticas, a
modificacdo da membrana plasmatica espermatica, associada a sua habilidade de
penetracdo pelos fosfolipideos, e a capacidade de ativar diversos mensageiros
celulares, pela ligagdo a proteinas da membrana plasmatica. Hammersted et al.
(1990) relataram que o glicerol possui a capacidade de alterar o status bioenergético
dos espermatozoides, possivelmente interferindo no balango entre a sintese de ATP e
a utilizagdo do mesmo. Dessa forma, se um déficit de ATP ocorre, durante o
processo de resfriamento e congelamento, o controle metabolico de ions no interior
da célula ¢ alterado e conseqilientemente, ocorrera a ativagdo de diversas fosfolipases

e proteases, o que leva a danos irreversiveis a célula.
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Para Holt (2000 b) a concentracao ideal de glicerol para criopreservacao
espermadtica e as conseqiiéncias dos efeitos toxicos desencadeado pelo mesmo, varia
entre as diferentes espécies animais. O autor comenta que, enquanto no sémen
bovino, as concentragdes variam de 4 a 8% de glicerol, o sémen de suinos ndo
toleram concentracdes acima de 3% , enquanto o sémen de ratos ndo deve ser
congelado com mais 1,75% de glicerol na composi¢do do meio.

Ball & Vo (2001) avaliaram a tolerancia dos espermatozoides de eqiiinos nao
congelados ao estresse osmotico provocados por diferentes crioprotetores (glicerol,
dimetilsulfoxido, etilenoglicol e propilenoglicol). Adicionalmente, procuraram
avaliar o efeito da retirada do mesmo sobre a integridade espermatica, observando
motilidade espermadtica total, integridade de membrana e de acrossoma, além de
funcionalidade das mitocondrias. Observaram que o glicerol é o crioprotetor que
apresenta maiores danos osméticos as células espermaticas, dentre os crioprotetores
avaliados, sugerindo que crioprotetores alternativos podem ser utilizados na
criopreservacao do sémen de garanhdes.

Para Noiles et al. (1997), a sensibilidade dos espermatozéides aos danos
causados pelo processo de congelamento ocorre pela baixa resposta das células ao
estresse osmotico induzido pelo processo. Os autores utilizaram sémen de rato para a
avaliacdo de condutividade hidraulica e caracterizagdo de proteinas do citoesqueleto
associados @ membrana plasmatica e verificaram que, ao destruir tais proteinas, a
resposta das células a meios hiposmoticos € tdo intensa quanto a observada em
sémen de humanos e bovinos. Portanto, essas proteinas estdo associadas a alta
sensibilidade que essas células apresentam em relagio ao processo de
criopreservacdo. Para os autores, a presenca do glicerol destrdi essas proteinas,
aumentando a resisténcia das células ao processo de criopreservagdo. Entretanto, a
destruicao das mesmas pode alterar os mecanismos sinalizadores da célula, o que
pode vir a prejudicar a capacidade de fertilizacdo na tuba uterina (Thomas et al.,
2006).

Segundo Hammerstedt & Graham (1992), o efeito nocivo do glicerol esta
relacionado aos danos de membrana plasmatica durante a penetracdo do mesmo ao
interior das células, alteragdao no balanco osmotico, alteracdes na interagdao entre as
células espermaticas e o trato reprodutivo feminino e alteracao da fusdo com o o6cito

As  concentragdes de  glicerol sdo  assuntos  freqlientes de

pesquisasrelacionadas a congelabilidade de sémen de garanhdes. Nagase et al. (1967)

15



concluiram que a concentracdo de glicerol mais adequada para congelamento de
sémen de garanhodes ¢ de 3,5%, tendo trabalhado com concentracdes de 1,75% e 7%.
Entretanto, Nishikawa et al. (1975), em estudo que envolveu 2 garanhdes e 5
concentragdes de glicerol no diluidor de congelamento (0, 1, 2, 3, 4 ¢ 5%),
concluiram que os melhores resultados no congelamento de s€men nessa espécie foi
de 5 % de glicerol no meio diluidor. Adicionalmente, os mesmos autores observaram
que o tempo de equilibrio reduzido (18 a 32 segundos) do sémen com o meio
crioprotetor ndo interfere na qualidade espermatica no pds decongelamento, quando
comparado com protocolos de tempo de equilibrio de 1 hora (49% com tempo de
equilibrio reduzido vs. 51% com tempo de equilibrio de 1 hora).

Entretanto, Watson (1979) concluiu em seus estudos que a concentracdo de
glicerol no meio de congelamento de sémen depende da espécie animal, além da taxa
de resfriamento e congelamento, de outros componentes da meio diluidor e dos
métodos de envase do sémen. A concentracdo de glicerol nos diluidores de
congelamento do s€men eqiiino deve ser menor que as concentragdes utilizadas nos
diluidores de sémen bovino. Nagase et al. (1967) recomendou concentracdes de
3,5%, e tempo de equilibrio de 5 horas a 5°C e Nishkawa et al. (1975) recomendaram
concentragdes de 5% de glicerol e tempo de equilibrio de 18 segundos para o
congelamento do sémen equino.

Cochran et al. (1984) realizaram estudos para avaliar o efeito de trés
diferentes concentragdes de glicerol, duas taxas de congelamento e duas temperaturas
de descongelamento na motilidade espermatica de garanhdes. Os melhores resultados
em termos de motilidade no pds descongelamento se deu com concentragcdes de
glicerol de 4 % (comparado a diluidores com 2 e 8 % de glicerol), porém sem
interagdo entre os tratamentos (p> 0,05). Adicionalmente, os autores observaram que
a adi¢do de glicerol, antes ou apds o resfriamento do s€men a 5° C, ndo melhorou a
motilidade espermatica do sémen ap6s o descongelamento.

Guay & Rondeau (1981) relataram que concentragdes de glicerol entre 0 e
8% nao afetaram a motilidade, viabilidade e integridade estrutural dos
espermatozdides de garanhdes criopreservados. Entretanto, estudos nesse sentido
almejam registrar a concentragdo ideal de glicerol, que ndo induza os efeitos toxicos
sobre as células, ao mesmo tempo as protegem dos danos causados pelo processo de

criopreservagao.
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Burns & Reasner (1995), avaliaram sémen de 3 garanhdes, criopreservados
com diferentes concentragdes de glicerol associado a sacarose e leite desidratado,
com 0, 1, 2, 3 e 4% de glicerol na composicao e observaram, dentro de avaliagdes
computadorizadas do sémen apds o descongelamento, que a criopreservagiao
utilizando 2% de glicerol proporcionou maxima protecdo durante o processo de

criopreservacdo, com o minimos efeitos deletérios a célula espermadtica.

2.1.5.2. Adicao fracionada de Glicerol durante o processo de criopreservacao.

Protocolos de congelamento em que o glicerol ¢ adicionado de forma
fracionada ou dissociada ao sémen vém demonstrando resultados promissores, no
congelamento de sémen de diversas espécies animais. Uma razao para isso € que, ao
diminuir o tempo de exposicdo do glicerol ao sémen, antes do congelamento, ou
durante o resfriamento do sémen, os efeitos toxicos causados pelo mesmo seriam
minimizados (Silva et al., 2006).

Snoeck et al. (2003), ao estudarem o efeito de diferentes diluidores no
transporte do sémen entre o local de coleta e a central de congelamento, verificaram
que a presenca do glicerol durante o resfriamento nao interfere na congelabilidade do
sémen eqiiino. Para isso, padronizaram o transporte em um recipiente isotérmico,
contendo uma fonte de frio (gelo reciclavel), pelo periodo de duas horas. Os autores
salientam a necessidade de estudos de fertilidade in vivo para o sémen transportado
com glicerol, devido ao efeito toxico que o mesmo apresenta as células espermaticas,
o que pode mascarar a verdadeira capacidade fecundante dessas células.

Guay & Rondeau (1981) estudaram o efeito do glicerol na motilidade, e na
viabilidade espermatica, antes e ap6s o congelamento do sémen eqiiino, e verificaram
que a inclusdo fracionada do glicerol ao sémen preservou a motilidade e viabilidade
das células espermaticas ap6s o descongelamento.

Berndston & Foote (1969) utilizaram sémen bovino para avaliar diferentes
concentragdes de glicerol, em diferentes tempos de equilibrio (6 horas, 30 minutos e
10 segundos) e observaram que o tempo de exposi¢do minimo (10 segundos),
melhorou a qualidade espermatica em termos de motilidade, concluindo que, quanto
menor o tempo de exposi¢do ao glicerol, menor também serdo os efeitos toxicos

desencadeados por este agente no interior da célula.
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Fabbrocini et al. (2000) realizaram estudos com sémen de bufalos, em que
meios de congelamento com maiores concentracdes de glicerol foram adicionados,
em diferentes tempos de equilibrio (adicdo fracionada). Inicialmente, as amostras
foram diluidas em meio contendo menos glicerol (3%), a 28° C. Apo6s 1, 3 e 5 horas,
durante o resfriamento, houve a segunda diluicdo (com meio contendo 11 % de
glicerol), a fim de se obter uma concentragdo final de 6 a 7% de glicerol. Os
resultados registrados pelos autores mostram que, a medida que o tempo de
equilibrio aumenta, a motilidade espermatica progressiva retilinea apds o
congelamento/descongelamento decresce.

Por outro lado, Vidament et al. (2000) concluiram que a adi¢ao de glicerol,
logo apds centrifugagdo a 22°C, seguida de um resfriamento lento a 4°C, pelo
periodo de uma hora, melhorou a motilidade espermatica apos o descongelamento,
quando comparado com protocolos em que a centrifugagdo e a adicao do crioprotetor
fora realizada a 4°C, com 30 e 80 minutos de tempo de equilibrio, e com
congelamento direto a partir de 22°C.

Silva et al. (2006) avaliaram a qualidade de sémen canino congelado diante
da adigdo de glicerol, a temperatura ambiente (27° C), comparada com a adi¢do do
glicerol com sémen resfriado a 4° C. No entanto, ndo observaram diferengas na
avaliacdo do sémen congelado pelos protocolos empregados (motilidade, morfologia,
integridade de acrossoma, funcionalidade de membrana plasmatica ou longevidade
dos espermatozoéides). Quanto ao tempo de equilibrio do s€men com o crioprotetor,
os autores salientam nao ser necessario para se alcangar o sucesso na congelabilidade

do sémen nessa espécie animal.

2.2. Descongelamento do sémen congelado

O descongelamento do sémen de garanhdes vem sendo discutido por diversos
autores. Usualmente dois protocolos sdo propostos. O primeiro ¢ manter o s€émen a
uma temperatura de 37° C por 30 segundos. O segundo foi proposto inicialmente por
Cristanelli et al. (1984) que propuseram descongelamento de sémen a 75°C por 7
segundos. Estudos recentes (Zuccari, 1998; Fiirst et al., 2003) demonstraram que a
metodologia descrita Cristanelli et al. (1984) repercute em melhores resultados nas

avaliagoes do teste de termoresisténcia.
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Adicionalmente, outros estudos buscam avaliar outras temperaturas no
descongelamento do sémen de garanhdes. Dell' Aqua Junior (2000) observou que o
descongelamento a 65° C por 6 segundos proporcionou melhores resultados nas

aliquotas congeladas em palhetas de 0,25 ¢ 0,5 mL.

2.3. Testes Complementares.

2.3.1. Teste de Termoresisténcia (TTR).

O teste de termoresisténcia do sémen tem a finalidade de avaliar a
longevidade espermatica. Segundo preconizado pelo CBRA (1998), as células
espermaticas de ejaculados de garanhdes devem permanecer incubadas a 38° C, por
até 180 minutos, quando ainda devem apresentar o minimo de células moéveis (30%
de motilidade espermatica total e vigor espermatico 3).

Para Zuccari (1998), o teste de termoresisténcia comumente empregado na
avaliacao funcional de s€émen congelado de bovinos ndo deve ser aplicado ao s€émen
congelado de eqiliinos. Em seu estudo, foi observado que a incuba¢iao do s€émen apds
240 minutos, a 37° C, apresenta quantidades infimas de espermatozdides moveis,
estando o vigor espermatico abaixo dos indices recomendados (2 % de células com
motilidade espermadtica e vigor espermatica 1). A autora observou que, aos 90
minutos de incubagdo, as células apresentavam 20% de motilidade espermatica e
vigor espermatico 2 e, aos 120 minutos, 10 % de motilidade espermadtica e vigor
espermatico 2, concluindo que o tempo ideal para avaliagdo do sémen equino
congelado e descongelado por meio do teste de termoresisténcia seria de 120
minutos, pois, apesar de quantidades baixas de espermatozoides moveis, o vigor
espermatico encontrou-se dentro de limites aceitaveis.

Fiirst et al. (2003) empregaram o teste de 90 minutos, com avaliacdes em
tempo 0, 20, 40, 60 e 90 minutos, para analise da longevidade dos espermatozoides
de garanhoes, concluindo que a longevidade espermadtica possui correlagdo com o
protocolo de descongelamento e resfriamento pré-congelamento, verificando que
procedimentos de congelamento que utilizam curva de resfriamento lento e
descongelamento a 75° C por 7 segundos, tendem a apresentar maior tempo de

viabilidade espermatica no teste em questao.
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2.3.2. Teste supravital com Eosina-Negrosina

A estimativa de percentual de células esperméticas com membranas integras
pode ser fornecida pelo teste de coloragdo eosina com associagdo a negrosina
(supravital), no sémen nao congelado. Segundo Melo (1999), a quantificacao de
células vivas pelo método de coloragdo eosina-negrosina apresenta relagdes com a
avaliacdo de motilidade espermadtica total e motilidade espermadtica progressiva
retilinea no sémen de garanhdes mantidos sob refrigeracdo, por até 6 dias (r = 0,75 e
0,71).

No entanto, sua principal aplicabilidade ¢ a avaliacdo da integridade de
membrana, observando que células mortas (com lesdes de membrana severas)
apresentam nucleos corados pela eosina, permanecendo de cor avermelhada, e as
células vivas, incolores, durante a leitura em microscopia optica.

No entanto, a utilizacdo da coloragdo supravital na analise do sémen
congelado pode ndo apresentar resultados satisfatorios, devido a pouca coloragdo
nesse tipo de sémen. Para isso, seria necessdaria a utilizagdo de eosina ndo associada,
em concentragdes superiores a 5%, para indicar os danos de membranas plasmaticas

causados pelo processo de criopreservacao (Guay & Rondeau, 1981).

2.3.3. Teste Hiposmotico (HOST)

Diversos testes tém sido empregados na avaliagdo da estrutura e funcao de
membrana plasmatica dos espermatozoides. Entretanto, o teste Hiposmotico mostra-
se uma alternativa de execugdo e leitura simples, facilmente executavel. Trata-se de
uma avaliacdo funcional da membrana plasmatica da célula espermatica, onde se
observa a habilidade da célula diante de situacdes de estresse osmotico, quando a
mesma ¢ submetida a solugdes de baixa osmolaridade (Jeyndran et al., 1984), em que
os espermatozoides viaveis sofrem um processo de inchaco, a fim de, se estabelecer
o equilibrio osmotico, levando a um dobramento ou enrolamento da cauda,
caracteristico (Neild et al., 2003).

Melo et al. (2005) caracterizaram as alteragcdes de cauda dos espermatozodides
de eqiiinos submetidos a meios hiposméticos com diferentes solutos e osmolaridades.
Para isso, utilizaram solu¢des a base de frutose, sacarose, cloreto de sédio, em

osmolaridades de 50 e 100 mOsm/Kg, para cada soluto. Além disso, utilizaram agua
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destilada em duas propor¢des (1 parte de sémen para 10 partes de dgua destilada; e 1
parte de sémen para 20 partes de dgua destilada) e observaram que o percentual de
formas reativas variou pouco entre as soluc¢des trabalhadas. No entanto, o percentual
de caudas fortemente enroladas foi maior, quando se empregou agua destilada. Os
autores concluiram que a incubagdo em agua destilada ¢ a mais indicada para a
realizacdo de teste hiposmotico, por apresentar maior facilidade na leitura dos dados.

Assim, diversos autores vém buscando estudar protocolos ideais para as
diferentes espécies animais, em que a manipulacdo do sémen se faz necessaria. Neild
et al. (1999) avaliaram composi¢do de meios hiposméticos a base de frutose,
sacarose ¢ lactose, em diversos graus de osmolaridades (300, 150, 100, 50 e 25
mOsm/kg) e observaram que os melhores resultados eram obtidos com as solugdes
de frutose, sacarose e lactose 100, 50 e 25 mOsm. Melo (1999) avaliou diferentes
solugdes hiposmoticas (frutose, sacarose, citrato de sodio e cloreto de sédio), com
diferentes osmolariadades (300, 250, 200, 150, 100 ¢ 50 mOsm/kg), na busca do
procedimento ideal para se executar o teste hiposmoético no sémen de garanhdes, e
observou que, mediante solu¢des de sacarose, a 100 mOsm/kg, o sémen eqiiino “in
natura” e resfriado apresentou maior reatividade dos espermatozoides.

Por outro lado, alguns autores buscam formular o melhor protocolo para
avaliacdo de integridade funcional de membrana para sémen eqiiino congelado e
descongelado. Alves et al. (2005) observaram que a utilizacdo de dgua destilada (na
proporgao de 1 parte de s€émen para 10 partes de agua destilada) apresentou melhor
reatividade ao teste, quando comparado com diferentes solutos (sacarose/cloreto de
sodio a 50 e 100 mOsm; sacarose/citrato de sodio a 50 e 100 mOsm; frutose/cloreto
de sodio a 50 e 100 mOsm; frutose/citrato de sddio a 50 e 100mOsm) e com a agua
destilada, na porporgao de 1 parte de sémem para 20 partes de agua destilada.

Na mesma linha de pesquisa, Borges et al. (2005) compararam diferentes
proporcdes de sémen:agua destilada, na busca do melhor protocolo para avaliagdao
por teste hiposmético de sémen eqiiino congelado. Para isso, testaram as proporgdes
de uma parte de sémen para 5, 10, 15, 20 e 25 partes de adgua destilada e observaram
que a propor¢ao de 1:15, apresentou maior reatividade ao teste (31,5 + 3,6), sendo a
mais indicada para execucdo do teste Hiposmotico do sémen eqiliino congelado e
descongelado.

Segundo Melo (1999), o teste hiposmotico apresenta alta correlagdo com

outros testes complementares, como coloragdo supravital (r = 0,70), avaliagdes de
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motilidade espermatica progressiva retilinea e total (r = 0,68 e 0,64) e avaliacdo de
integridade acrossomal (r = 0,66). No entanto, tratam-se de testes complementares,
que avaliam estruturas diferenciadas, ndo podendo ser excludentes. Por outro lado, os
dados obtidos desses estudos demonstram que o teste hiposmdtico ¢ uma avaliagdo
confiavel da capacidade de fertilizagao dos espermatozoides.

Neild et al. (1999) observaram que a correlacdo entre o teste hiposmotico em
sémen de garanhdes e as avaliacdes de motilidade espermatica progressiva e células
morfologicamente normais foram, respectivamente de r = 0,26 e r = - 0,22, no s€émen
congelado, e que essa correlacdo aumentou para r = 0,75 e r = 0,51, respectivamente,
na avaliagdo do s€émen in natura. Os autores preconizaram a necessidade de novos

estudos para avaliacdo por teste hiposmotico no sémen congelado de garanhdes.

2.3.4. Morfologia espermatica

Apesar da divergéncia entre os autores, quanto a correlacdo entre aspectos
morfoldgicos normais e taxa de congelabilidade, existem muitas diferencas
morfoldgicas entre espermatozdides de diversas espécies animais que influencia de
varias maneiras a taxa de fertilidade. Dentre essas diferencas, pode-se citar,
principalmente, a forma acrossomal e o comprimento de flagelo dos espermatozdides
que ndo necessariamente influenciaram os resultados de testes de fertilidade
desenvolvidos por diferentes autores. Da mesma forma, é plausivel observar que os
espermatozdides de bovinos e suinos possuem formato de cabega similar. No
entanto, a cabeca dos espermatozoides de eqiiinos possui formas de cones afiados,
sendo considerados normais para as espécies supracitadas, ndo estando relacionados
com a capacidade fecundante das mesmas. Por outro lado, aspectos funcionais e
estruturais vém sendo descritos por diversos autores, no intuito de justificar certas
particularidades. Por exemplo, mesmo com formatos de cabega similares, a
sensibilidade dos espermatozodides suinos ao processo de criopreservacao ¢ muitas
vezes maior quando comparada a dos espermatozoides bovinos (Holt, 2000 b).

Segundo Jasko (1990), ha correlagdo positiva entre taxa de fertilidade e
espermatozdides morfologicamente normais. Em seus estudos, observaram e
classificaram os ejaculados de 99 garanhdes durante duas estacdes de monta
consecutivas e registraram correlacdo de r = 0,34 entre as caracteristicas. Por outro

lado, avaliando o sémen de animais com maior percentual de defeitos espermaticos
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maiores, observaram correlagdo negativa, de proporcao similar (r = -0,36). Por
analises de regressdo multiplas, os autores verificaram que ejaculados de sémen com
anormalidades de cabega e gota citoplasmatica proximal foram os principais
responsaveis pela reducao das taxas de fertilidade.

De acordo com Graham (1996), os sistemas de classificacdo morfologica dos
espermatozdides de eqiiinos ndo sdo padronizados entre diferentes estudos. Nesse
sentido, o autor revela que as subdivisdes em defeitos primarios (que poderiam estar
relacionados a ma formagdo durante a espermiogénese) e defeitos secundarios (que
ocorreriam apods a saida dos espermatozoéides dos testiculos), ou mesmo divisdes em
defeitos espermaticos maiores (associados a capacidade de fertilizacdo do odcito) e
menores (ndo associada a fertiliza¢cdo), ndo auxiliam no processo de padronizacio e
convencionamento internacional. Segundo o autor, uma classificacdo especifica a
espécie poderia ser utilizada, onde o percentual de espermatozoéides normais deveria
ser no minimo de 52%. Quanto as patologias espermadticas, a avaliacdo celular
deveria ter padrdes de, no maximo, 8% de anormalidades de cabeca (incluindo forma
e defeitos de acrossoma); 3% de cabeca isolada; 11% de gota citoplasmatica
proximal; 8% de gota distal; 8% de defeitos de peca intermedidria e 11% de
anormalidades de cauda. Para o autor, altos indices de defeitos de cabecga, acrossoma
e forma anormais de nucleo estdo diretamente relacionados a baixas taxas de
fertilidade.

Outros fatores podem estar associados ao aumento de incidéncia de
patologias em um ejaculado. Dentre eles, o processo de criopreservacao ¢ o choque
térmico, que de maneira direta ou indiretamente prejudicam a integridade da
membrana plasmdtica e acrossomal. Entretanto, Santos (1994) observou que,
mediante diferentes curvas de resfriamento de sémen, os indices de anomalias
morfologicas nos espermatozoides de jumentos nao se alteram em relagdo aos dados
coletados do sémen “in natura”.

Volkmann (1987) observou que o percentual de células com danos de
acrossoma aumentariam ap6s o processo de criopreservacao do sémen de eqiiinos,
independente do meio de centrifugacao utilizado. Segundo o autor, os indices de
fertilidade com sémen eqiiino congelado e descongelado estdo associados com a
qualidade fisica do sémen e com a incidéncia de células morfologicamente normais.
Dessa forma, o processo de criopreservacao estaria relacionado com a perda da

capacidade fecundante da célula espermatica em garanhdes.3.
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MATERIAL E METODOS

3.1. Grupo experimental

Foram utilizados 2 garanhdes da raca Mangalarga Marchador, com idades
entre 6 e 8 anos, em bom estado de condi¢do corporal (escore 6 e 7, em escala de 0 a
10 descrito por Henneke et al., 1983), criados em regime de semi-confinamento
(Cynodom dactylon cv. Tifton e ragdo concentrada). O experimento foi realizado no
Setor de Eqiiideocultura do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de
Vicgosa, localizado no municipio de Vigosa/MG, Zona da Mata de Minas Gerais —

Brasil. (20° 46° 23” latitude sul € 42° 5° 10” longitude oeste).

3.2. Amostras de sémen

3.2.1. Coletas de sémen

As coletas de sémen foram realizadas por meio de vagina artificial (modelo
“Botucatu”), utilizando uma égua em estro como manequim para a estimulagdo e
execucdo da monta pelos garanhdes. A vagina artificial foi previamente enchida com
agua a 48°C e ar, para proporcionar pressio adequada durante a introdugdo do pénis,
e foi revestida por uma membrana plastica. Na extremidade posterior do
equipamento, foi acoplado copo coletor isotérmico, revestido internamente com saco
plastico graduado onde os ejaculados foram depositados, de acordo com protocolos

de coletas preconizados por Amann & Pickett (1987).

3.2.2. Esgotamento de reservas extragonadicas dos animais em repouso sexual

Apenas um dos dois animais (garanhdo 2) encontrava-se em repouso sexual,
estando sem executar monta hd mais de 2 meses, na ocasido do inicio do
experimento. A reserva espermatica extragonadica desse animal foi esgotada por
meio de coletas diarias de sémen, durante 6 dias consecutivos, mantendo o animal
em repouso de um dia antes de iniciar o experimento. O garanhdo 1 encontrava-se
apto a entrar no experimento devido ao fato de estar sendo acasalado com éguas no

Setor de Eqiiideocultura, na ocasiao do inicio do experimento.
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3.2.3. Frequiéncia de coletas

As coletas de sémen destinadas ao congelamento foram realizadas em
intervalos de dois dias para cada animal, sendo um animal por sessao de coleta.

Totalizaram-se 6 ejaculados para o garanhdo 1 e 5 ejaculados para o garanhao 2.

3.3. Avaliacdo do sémen “in natura”

O sémen recém coletado foi avaliado quanto a motilidade espermatica
progressiva total, motilidade espermadtica progressiva retilinea e vigor espermatico,
avaliacdo de integridade funcional de membrana plasmatica e teste de vivos e mortos

por coloragdo supravital por Eosina-Negrosina.

3.3.1. Avaliacao Fisica

As analises dos aspectos fisicos do s€émen (motilidade espermatica total,
motilidade espermadtica progressiva retilinea e circular e vigor espermatico) foram
realizadas adicionando 10 pL de sémen entre ldmina de microscopia e laminula
(24x24mm) pré-aquecidas, a 37°C, em mesa aquecedora e determinadas pela
atividade de movimento total, expressas em porcentagens, na avaliagdo em
microscopia Optica, com aumento de 200X. O vigor espermatico foi caracterizado
pela intensidade de movimento ou de batimento dos espermatozodides, avaliados em
microscopia Optica com aumento de 200X, usando-se escala de 1 a 5 pontos

(intercaladas a cada 0,5 ponto).

3.3.2. Coloragéo Supravital (eosina-negrosina)

A avaliacdo de células vivas e mortas foi realizada pelo teste de coloragao
utilizando solucdo de eosina (1%) e negrosina (5%), conforme descrito por Barth &
Oko (1989). Nesse sentido, homogenizava-se amostra de 10 pL de sémen com 10 pL
de corante, com auxilio de uma lamina. Em seguida, confeccionava-se um esfregaco
sobre uma lamina, e apds 30 a 40 segundos, analisava-se em microscopia Optica com

aumento de 400X, contabilizando o total de células, com e sem nucleos corados de
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vermelho, dentro de um grupo de 100 células. As células vivas permaneciam sem se

corar € as mortas se coravam, em rosa avermelhado.

3.3.3. Teste Hiposmotico

Amostras de todos os ejaculados foram avaliadas quanto a integridade
funcional da membrana plasmatica espermdtica, por meio de teste hiposmotico,
seguindo metodologia descrita por Melo (1999). Uma amostra de 100uL de sémen
“in natura” foi adicionado a 1000 pL de solucdo de sacarose a 100 mOsm/kg, pré-
aquecida a 37°C. A solugdo com o sémen permanecia incubada a 37°C, por 30
minutos, quando, entdo, se procedia a fixagdo das células, adicionando-se 0,5 mL de
solucdo de formol salina tamponada. As avaliagdes foram realizadas por metodologia
de preparacao umida, adicionando-se uma amostra de 10 pL. do s€émen “in natura”
entre lamina e laminula e secando-se, por sobreposi¢dao de papel absorvente. Em
seguida, procedia-se a contagem em microscopia Optica com contraste de fase, sob
aumento de 1000X. Na andlise, todas as células esperméticas apresentando dobra ou
enrolamento do flagelo foram consideradas como células reativas ao teste, e todas as

células apresentando o flagelo reto foram consideradas nao reativas (figura 1).

Figura 1: Dobramento de cauda espermatica observados na avaliacdo do teste
Hiposmotico: 1 célula ndo reativa; 2 a 7 células reativas ao teste.
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A reagdo Hiposmotica foi obtida pela equagao:

HOST = (% de caudas alteradas ap6s o teste HOS-T) —
(% de caudas alteradas antes do teste HOS-T).

3.3.4. Morfologia espermética

Amostras dos ejaculados foram coletadas, para avaliacio morfologica do
sémen. Nesse sentido, adicionou-se 20 pL. de sémen em 1 mL de solugdo de formol
salina tamponada. Para avaliacdo, empregou-se o método de preparacdo umida.
Contabilizavam-se as patologias, segundo a classificagdo de Blom (1973),
preconizadas pelo CBRA (1998), em defeitos maiores, defeitos menores e totais,

analisando-os em microscopia optica com contraste de fase em aumento de 1000X.

3.4. Centrifugacao e Preparo pre-resfriamento

Os ejaculados coletados foram imediatamente filtrados com tela de nylon,
para separa-los de particulas estranhas e das fragcdes gelatinosas presentes em alguns
desses ejaculados. Em seguida, ap6s as avaliagdes do sémen “in natura”, o mesmo
foi diluido em meio de centrifugacio (MaxSémen Plus® — Agrofarma), na propor¢io
de uma parte de sémen para duas partes de meio diluidor pré-aquecido a 37°C em
Banho-Maria, antes de sua adicdo ao sémen coletado. As amostras de sémen
coletadas de cada animal foram acondicionadas em volumes iguais, dentro de 3 tubos
de centrifugacdo distintos e identificados (T1, T2 e T3), e centrifugados com a forca
gravitacional de 600 G, pelo periodo de 10 minutos, conforme descrito por
Dell’Aqua Janior (2000). Apos a centrifugacao, com auxilio de pipetas de Pasteur
plasticas, o sobrenadante resultante em cada tubo foi aspirado e descartado, deixando
apenas o pelet precipitado ao fundo de cada tubo.

Em seguida, foi adicionado 1 mL de meio de congelamento com glicerol para
o tratamento controle (T1), e 0,95 mL de meio de congelamento sem glicerol para os
tratamentos 2 e 3 (T2 e T3). A homogeneizagdo das solucdes foi feita com Pipetas de
Pasteur, aspirando e preenchendo o volume em movimentos suaves sobre o pelet ao

fundo dos tubos.
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3.5. Tratamentos

O tratamento controle (T1) baseou-se na adicdo de meio de congelamento
com glicerol (tabela 2), antes do inicio do resfriamento (em temperatura ambiente).
Os tratamentos 2 ¢ 3 (T2 e T3) basearam-se na adicdo de meio de congelamento sem
glicerol (tabela 3), antes do inicio do resfriamento.

No tratamento 2 (T2), o glicerol foi adicionado com 35 minutos de
resfriamento (quando a amostra de sémen apresentava temperatura de 8° C), no
momento da retirada dos tubos do recipiente com alcool absoluto. No tratamento 3
(T3), o glicerol foi adicionado com 60 minutos (quando o sémen apresentava
temperatura de 4°C), imediatamente antes do envase e congelamento do sémen. Em
ambos os tratamentos, o volume total de glicerol foi correspondente a 5% do volume

total de diluidor acrescentado antes do resfriamento.

3.6. Concentracdo espermatica

A concentracdo de espermatozodides foi determinada apds a centrifugagdo e
ressuspensdo do pelet. O procedimento foi realizado por meio de camara de
Neubauer espelhada. Uma amostra de 10 uLL de sémen de cada tratamento (T1, T2 e
T3) foi adicionada em 1000 pL de solu¢do de formol salina tamponada, em
recipientes distintos e identificados para cada tratamento. Em seguida, a cdmara de
Neubauer foi preenchida com a solugdo de sémen e avaliada em microscopia Optica,

a um aumento de 400X.

A concentragdo espermatica foi calculada para 400 x 10° espermatozoides por
mL, acrescentando diluidor de criopreservagdo. Nos tratamentos 2 e 3, adicionava-se
5% a menos do volume total calculado, que correspondia ao total de glicerol a ser

acrescentado nas etapas posteriores.

3.7. Resfriamento
O resfriamento do sémen foi realizado segundo metodologia descrita por
Fiirst et al. (2003). Os tubos, contendo as amostras de sémen dos trés tratamentos,

foram acondicionados no interior de um refil plastico, que se projetava no interior de
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um recipiente cilindrico de 240 mL, contendo 120 mL de alcool absoluto. O
recipiente foi posicionado, horizontalmente, no interior de uma camara fria
(refrigerador), com temperatura interna de 4 a 5°C, por 35 minutos, sendo que a
temperatura do sémen era de 8°C. Posteriormente, os tubos foram retirados dos
respectivos recipientes, porém permaneceram no refrigerador por mais 25 minutos,
sendo que a temperatura do sémen era de 4°C.

O volume de glicerol, que foi acrescentado durante o resfriamento nos tubos
T2 e T3, foi acondicionado na camara fria, junto com palhetas de envase, para
impedir oscilagdes de temperatura durante a adi¢do do glicerol ao s€men diluido e

durante o envase do sémen.

3.8. Envase

Apo6s o tempo de resfriamento de cada tratamento, o s€émen foi envasado em
palhetas francesas (IMV®) de 0,5 mL, previamente refrigeradas a 4°C. Esse
procedimento também ocorreu no interior da mesma camara fria de resfriamento,
para evitar possiveis oscilagdes de temperatura.

O envase consistiu na aspiracdo do sémen para o interior das palhetas que,
imediatamente, foram seladas na extremidade pelo 4lcool polivinilico, presente na

mesma e, na outra extremidade, por massa moldavel atoxica.

3.9. Congelamento

O congelamento do sémen foi realizado em uma caixa isotérmica (de 20 cm
de altura, 60 cm de comprimento e 30 cm de largura), contendo 6 cm de Nitrogénio
liquido. As palhetas, ja envasadas, foram acondicionadas lado a lado, na posicao
horizontal, sobre uma plataforma (grade). Essa estrutura proporcionou uma distancia
de 4 cm livres entre a lamina do Nitrogénio liquido e as palhetas. Ap6s 20 minutos
nessa posicao, as mesmas foram submersas em Nitrogénio liquido.

As palhetas congeladas foram raqueadas dentro da caixa istotérmica e
acondicionadas em canisteres, no interior de um botijao de Nitrogénio liquido, onde

permaneceram armazenadas a -196° C, por um periodo minimo de 12 dias.
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3.10. Descongelamento

As palhetas foram descongeladas, para andlise de aspecto fisico (motilidade e
vigor espermatico) e testes complementares (Morfologico, Hiposmotico, Coloragao
Supravital e Teste de Termorresistancia). O descongelamento das palhetas foi
realizado em banho-maria a 750C, por 7 segundos, e incubados a 37°C, de acordo

com a metodologia descrita por Cristanelli et al. (1984).

3.11. Avaliacéo do sémen congelado e descongelado

3.11.1. Avaliacao Fisica

Foram realizadas avaliagdes fisicas do s€émen congelado e descongelado, para
mensuragdes de motilidade espermatica total, motilidade espermatica progressiva
retilinea e vigor espermatico.

Para a realizacdo desses exames, uma amostra de 10 pL de sémen foi
depositada entre lamina e laminula de microscopia pré-aquecida a 37°C, em mesa
aquecedora, ¢ avaliadas em microscopio optico, a um aumento de 100X ou 200X,

conforme descrito para o sémen “in natura” (item 3.4.1).

3.11.2. Morfologia

Para avaliagao morfologica do sémen congelado e descongelado, utilizou-se a

mesma metodologia descrita para o s€émen “in natura” (item 3.4.4.)

3.11.3 Hiposmatico

Para realizacdo da avaliacdo de teste Hiposmoético do sémen congelado e
descongelado, adotou-se a metodologia descrita por Alves et al. (2005). Uma
amostra de 50 puL do sémen congelado e descongelado foi depositada em um
recipiente plastico de 1,5 mL (“ependorf”), contendo 500 pL de agua destilada, pré-
aquecida a 37° C, e incubada por 30 minutos. Em seguida, foi realizada a fixagao das

células, com adicao de 0,5 mL de formol salina tamponada.
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As amostras dos conjuntos fixados foram avaliadas conforme descrito para o

sémen “in natura” (item 3.4.3.).

3.11.4. Coloracéo Supravital

As coloragdes supravitais foram realizadas com sémen congelado e
descongelado, de acordo com a metodologia descrita para o s€émen “in natura” (item

3.4.2).

3.11.5. Teste de Termoresisténcia (TTR)

As amostras das palhetas do sémen congelado e descongelado foram
depositadas em recipientes plasticos de 1,5 mL (“ependorf”) e incubadas a 37°C, em
Banho-Maria. Avaliagdes quanto ao aspecto fisico do sémen (motilidade espermatica
progressiva retilinea e vigor espermdtico) foram realizadas antes da incubagdo
(tempo 0) e apds 30, 60, 90 e 120 minutos, de acordo com a metodologia descrita por

Zuccari, 1998.

3.12. Meios de diluicéo

Para os procedimentos de centrifugagdo, foi utilizado meio de resfriamento a
base de leite em p6 (MaxSémen Plus® — Agrofarma).

Os diluidores para criopreservagdo do sémen foram manipulados no
Laboratério de Reprodugdo Animal (Departamento de Medicina Veterinaria —
Universidade Federal de Vigosa).

Inicialmente, foi feita solucao de glicose-EDTA (tabela 1), que também foi
utilizada na composicdo do diluidor de criopreservagdo, proposto por Martin et al.

(1979).
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Tabela 1: Composicao de solugdo de glicose-EDTA utilizado para o congelamento
do sémen dos garanhdes.

Reagentes Quantidade

D (+) glicose monohidratada 6,000 g
Citrato de Sodio 0,375 g
EDTA (Etileno diaminotetracefatodissddico) 0,370 g
Bicarbonato de sodio 0,125 g
Sulfato de gentamicina 80 mg
PH 6,59

mOsm/L 409

H,O bidestilada gsp 100 mL

Os diluidores de congelamento foram manipulados em seguida, conforme
sumariado na tabela 2. Para a execu¢@o dos tratamentos, também foram manipulados

diluidores de congelamento que ndo continham glicerol na composi¢ao.

Tabela 2: Composi¢do do meio utilizado para o congelamento do sémen de

garanhdes.
Reagentes Quantidade
Solugdo de Lactose a 11% 50,0 mL
Meio de centrifugacao (tabela 1) 25,0 mL
Gema de ovo 20,0 mL
Equex STM 0,8 mL
Glicerol 5,0 mL
VOLUME TOTAL 100,8 mL

Para o teste Hiposmoético do s€émen “in natura”, foi preparada solucdo de
sacarose a 100 mOsm/kg, segundo metodologia descrita por Melo (1999), estando

sumariadas nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3: Composicdo de meio Hiposmotico a base de sacarose 300 mOsm/kg.

Reagentes Quantidade
Sacarose 10,27 g
H,O bidestilada gsp 100 mL

Tabela 4: Composicao de meio Hiposmotico a base de sacarose 100 mOsm/kg.

Reagentes Quantidade
Solugao sacarose 300 mOsm/Kg 100 mL
H,O bidestilada gsp 200 mL
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3.13. Andlise Estatistica

Foi utilizado o programa estatistico SAEG 9.1 (UFV — 1997). Para todas as
variaveis, foi realizada a estatistica descritiva (média e desvio padrdo). Para todas as
variaveis quantitativas, foram realizados os testes de Lillierfors e Bartlett, para
verificar a normalidade dos dados e homogeneidade da variancia por tratamento,
respectivamente. Para a caracteristica de vigor, foi realizada anélise ndo paramétrica
com comparac¢do de médias, pelo teste de Kuskal Wallis.

Os dados quantitativos foram analisados por ANOVA, verificando o efeito de
garanhoes e diluidores, e, quando houve significancia, pelo teste “F”, foram
comparadas as médias, pelo teste de Tukey, com 5 % de probabilidade de erro.

Para a caracteristica de motilidade espermatica total, no teste de
termoresisténcia, foi realizada analise de regressdo, para verificar o comportamento
da mesma em fun¢ao do tempo de incubacgao, e para estimar a melhor equagao para o
comportamento.

Foi efetuada andlise de correlagdo simples de Pearson, para verificar a relagao
entre os dados estudados, tanto para o s€émen “in natura”, quanto para o pré e pos

descongelados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros espermaticos, registrados para o sémen “in natura” de ambos
os garanhdes utilizados no experimento, estdo sumariados nas tabelas 5 ¢ 6. Os
parametros fisicos dos ejaculados analisados (motilidade espermatica total,
motilidade espermatica progressiva retilinea e vigor espermatico) foram contrastados
entre os individuos. No entanto, nao diferiram entre si (P > 0,05). Ambos os
garanhdes apresentaram motilidade espermatica total proxima ao limiar minimo
exigido pelo CBRA (1998) (motilidade espermatica total de 70%). Observagdes
semelhantes foram verificadas para o vigor espermatico, principalmente no s€émen do
garanhdo 1 (2,9 + 0,2), que se encontrava em regime de acasalamento, na ocasido do
inicio do experimento. No entanto, apesar da qualidade fisica do sémen observada,
utilizaram-se os dois garanhdes, devido aos historicos de fertilidade apresentado por

ambos.

Tabela 5: Valores médios e desvios padrao* de Motilidade espermatica Total
(MotTot), Motilidade espermatica Progressiva Retilinea (MotRet) e
vigor espermatico de dois garanhdes adultos da raga Mangalarga

Marchador.
Anim MotTot (%) MotRet (%) Vigor
1 67,5+6,1 38,3+2,6 2940,2
2 70,0 + 5.0 46,01 £ 8,5 3,1£0,2
Méd 68,6 £5,5 41,81 7,2 3,0+0,2
CV 8,2 15,0 7,1

Anim = animal; Méd = média; CV = coeficiente de variagdo.
* P> 0,05 pelo ANOVA e teste de Tukey com 5 % de probabilidade de erro.

A qualidade espermatica dos ejaculados dos animais foi avaliada em testes
complementares. Optou-se por ndo acrescentar o teste de termorresisténcia, na
avaliacdao do s€men “in natura”, por se entender que nao se tratava do objetivo deste
estudo avaliar a longevidade do sémen “in natura” e sim do sémen congelado e
descongelado. Nesse sentido, complementou-se a avaliagcdo fisica das amostras de
sémen, por teste de integridade e funcionalidade de membrana plasmatica (teste de
Hiposmotico - HOST e Teste de coloragdo Supravital por Eosina-Negrosina — SV,
respectivamente). Adicionalmente, foram realizadas avaliagdes morfologicas do
sémen, por se tratar de um potencial parametro relacionado a fertilidade (Jasko,

1990).
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Os valores médios obtidos nos testes complementares ¢ de morfologia
espermatica do sémen “in natura” estdo sumariados na tabela 6. Quanto as avaliacdes
de integridade de membrana (Hiposmodtico e Supravital), ndo foram registradas
diferencas entre os animais. Da mesma forma, ndo foram registradas correlagdes (P >
0,05) entre o teste hiposmoticos e coloragdes supravitais nas avaliacoes do s€émen “in
natura” (tabela 7). Tais observagdes ndo corroboram Melo (1999), que registrou
correlagdao de até 70 % entre os mesmos testes. Adicionalmente, a autora descreveu
correlacdes de até 68 % entre os testes hiposmoticos (utilizando a mesma solugdo de
preparo no presente estudo) e as caracteristicas fisicas do sémen “in natura”. O
mesmo foi observado entre as caracteristicas fisicas e a coloracao supravital (até
75%). No entanto, a avaliacdo da autora se restringiu ao sémen eqiiino resfriado, ja
devidamente diluido com diluidores a base de leite desnatado ou gema de ovo, que
pode ter contribuido para as diferencas observadas, com relagdao ao presente estudo,

onde o sémen foi avaliado sem nenhuma diluicao prévia, ou seja, “in natura”.

Tabela 6: Valores médios e desvios padrao* das andlises morfoldgicas e de
integridade de membrana espermatica do sémen “in natura” de dois
garanhdes da ragca Mangalarga Marchador.

Anim Host (%) SV (%) DefMe (%) DefMa (%) DefTot (%)

1 53,1 +8.4% 70,5 +5,54 424274 2521 +42% 29.4 + 4,6
2 52,9+324 69,4+75% 6,81 + 1,44 34,1 +4,38 40,91 + 4,78

Meéd 53,0+6,3 70,01 + 6,1 541+£2,6 29,3+6,1 34,61 £ 7,4

CV 11,9 9,2 42,2 14,5 13,4

Anim = Animal; Host = teste hiposmdtico; SV = coloragdo supravital por eosina-negrosina; DefMe =
defeitos espermaticos menores; DefMa = defeitos espermaticos maiores; Deftot = defeitos
espermaticos totais. Méd = média; CV = Coeficiente de Variagdo.

*A e B ANOVA e teste de Tukey, p <0,05.

Houve diferenca entre os animais com relagcdo aos aspectos morfologicos do
sémen (P < 0,05). Segundo pardmetros de desclassificagdo preconizados pelo CBRA
(1998), o garanhdo 2 nao estaria apto ao congelamento de sémen, por apresentar
incidéncia de patologia espermatica superior a 30%. No entanto, as patologias
espermaticas ndo foram consideradas desclassificatorias para a realizacdo desse
estudo, em funcdo da pouca disponibilidade de garanhdes para compor o grupo
experimental.

Na tabela 7, estdo sumariadas as correlagdes entre os parametros fisicos,
parametros de integridade de membrana (hiposmético e supravital) e morfologico do

sémen “in natura”. Nao houve correlacdo (P > 0,05) nas avalia¢des registradas entre

35



a motilidade espermatica do sémen (total e progressiva retilinea) e os testes de
integridade de membrana. No entanto, registrou-se correlagcdo alta e positiva (P <
0,05) entre vigor espermatico e a coloracdo supravital, indicando que o teste de
coloracdo supravital ndo permite a leitura completa dos parametros fisicos desse tipo
de sémen, uma vez que a mesma correlacio ndo foi observada quanto as

caracteristicas de motilidade total e motilidade progressiva retilinea.

Tabela 7: Correlagdes simples de Pearson entre os parametros fisicos e morfoldgicos
do sémen “in natura” de dois garanhdes da raga Mangalarga Marchador.

MotTot MotRet Vigor  Host SV DefMe DefMa DefTot

MotTot 1 0,57 NS* NS NS NS NS NS
MotRet 1 0,62 NS NS NS NS NS
Vigor 1 NS 0,73 0,61 NS NS
Host 1 NS NS NS NS
SV 1 NS NS NS
DefMe 1 NS 0,64
DefMa 1 0,95
DefTot 1

MotTot = motilidade espermatica total; MotRet = motilidade espermatica progressiva retilinea; Host =
teste hiposmotico; SV = coloragdo supravital por eosina-negrosina; DefMe = defeitos espermaticos
menores; DefMa = defeitos espermaticos maiores; Deftot = defeitos espermaticos totais.

NS* = ndo significativo. P > 0,05.

Os valores obtidos no teste hiposmdtico ndo apresentaram correlagcdo (P >
0,05) com os valores obtidos no teste de coloracdo supravital. Por outro lado, ao
avaliar os valores médios de motilidade espermatica progressiva total, pode-se
afirmar que a metodologia do teste hiposmdtico propiciou alta incidéncia de
espermatozoides reativos na avaliacdo do sémen eqiliino “in natura”, devido a
proximidade dos valores apresentados entre ambos os parametros (tabelas 5 e 6).
Adicionalmente, a auséncia de correlagdo, no presente estudo, esta relacionada com a
metodologia experimental proposta, visto que, nas avaliagdes de Melo (1999), o
s€émen analisado foi diluido e resfriado.

Nao se verificou diferengas (P > 0,05) quanto aos parametros fisicos
(motilidade progressiva total e vigor espermatico) no sémen pré-resfriado, diluido em
meio contendo glicerol (tratamento 1 — controle) e em meios que ndo continham
glicerol (tratamento 2 e tratamento 3) (tabela 8). Com os dados obtidos, verificou-se
que a presenca do glicerol e o possivel choque osmético provocado pelo mesmo
(Hammersted & Graham, 1992) ndo foram evidenciados nesse estudo, ao se analisar

a qualidade fisica do mesmo sémen, imediatamente a adi¢ao dos diluidores.
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Tabela 8: Valores médios e desvios padrio* de motilidade espermatica total
(MotTot) e vigor espermatico (vigor) do sémen eqiiino diluido pré-
resfriamento, submetido a diferentes protocolos de diluicao.

Trat MotTot (%) Vigor
1 69,1 £6,3 3,1+0,3
2 67,3+£5,6 3,1+£0,2
3 65,9+ 8,0 3,0+£04

Méd 67,4+£6,6 3,1£0,3

CV 9,9 10,4

Tratamento 1 = controle com adigdo do glicerol antes do resfriamento. Tratamento 2 e 3 = adi¢do do
glicerol com 35 e 60 minutos de resfriamento, respectivamente.
* P> 0,05 por ANOVA e teste de Tukey a 5 % de probabilidade de erro.

Os valores médios obtidos nas avaliacdes fisicas, nos testes de integridade de
membrana, realizados no sémen, imediatamente ap6s o descongelamento, estdo

sumariados na tabela 9.

Tabela 9: Valores médios e desvios padrao* de motilidade espermadtica total
(MotTot), motilidade espermatica progressiva retilinea (MotRet), vigor
espermatico (vigor), Teste Hiposmoético (Host) e supravital (SV) do
sémen eqiiino congelado e descongelado, de acordo com os tratamentos

(trat)
Trat  MotTot (%) MotRet (%) Vigor Host (%) SV (%)
1 30,0 £ 6,7 25,9+6,3 2,6 10,5 29,3 +£13,6 35,7+74
2 30,0 £ 13,0 26,0+ 11,9 2,5+£0,6 24.8+94 37,1 £ 14,6
3 30,5+ 11,1 26,2 +9,8 2,6 0,6 19,0 £6,0 41,2+12,0
Méd 30,2 +£ 10,3 26,0 £ 9,3 2,6 £0,5 24,3+ 6,0 38,0+ 11,6
CV 35,2 36,9 21,4 24,6 30,9

Méd = média; CV = coeficiente de varia¢do; Tratamento 1 = controle com adi¢do do glicerol antes do
resfriamento. Tratamento 2 e 3 = adicdo do glicerol com 35 e 60 minutos de resfriamento,
respectivamente.

* P> 0,05 por ANOVA e teste de Tukey com 5 % de probabilidade de erro.

Os valores de motilidade espermatica total e retilinea mostram-se dentro dos
padrdes preconizados pelo CBRA (1998), para o sémen congelado e descongelado,
independente do tratamento analisado (motilidade total minima = 30%). Isso sugere
que o glicerol preservou, de maneira satisfatoria, a motilidade espermatica apds o
processo de criopreservacao. No entanto, os valores de vigor permaneceram, em
média (2,6 = 0,5), ligeiramente inferiores ao recomendado pela referida entidade
(vigor minimo = 3).

Nao foram observadas diferencas, para os parametros fisicos, entre os valores

médios de cada tratamento (P > 0,05). Esses resultados demonstram que o intervalo
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de exposi¢do ao glicerol e o tempo de equilibrio com o sémen antes do
congelamento, ndo interfere na qualidade seminal, quanto & motilidade espermatica
total, progressiva retilinea e vigor espermatico. Adicionalmente, ao avaliar os
resultados dos testes Hiposmotico e Supravital, percebe-se que a presenga do glicerol
interfere na integridade de membrana plasmatica de maneira semelhante (P > 0,05),
independente do tempo que o mesmo leva para atuar na célula (equilibrio), sugerindo
que a curva de resfriamento utilizada no processo de congelamento (Fiirst et al.,
2003) parece exercer maior influéncia no sucesso da criopreservagdo espermatica,
que o tempo de equilibrio ou tempo de exposi¢ao do crioprotetor ao s€men.

Tais observacdes corroboram os relatos de Nishkawa et al. (1975), que
relataram que a auséncia do tempo de equilibrio com o glicerol ndo interfere na
qualidade seminal do sémen congelado e descongelado, ao comparar o procedimento
com protocolos que utilizavam tempo de equilibrio de 1 hora, antes do
congelamento. Vidament et al. (2000) relataram que a adi¢ao do glicerol no sémen a
4°C, imediatamente antes do congelamento, ndo incrementa a qualidade espermatica
nas avaliagdes pds-descongelamento, sendo que essas conclusdes corroboram as do
presente estudo, que verificou que o tempo de equilibrio ndo apresentou efeito
benéfico sobre a congelabilidade espermatica. Adicionalmente, Guay & Rondeau
(1981) relataram que a adicdo fracionada do glicerol, durante o processo de
resfriamento do sémen de garanhdes, preserva, de maneira adequada, o sémen,
quando realizadas as avaliagdes pos-descongelamento.

No entanto, os estudos relacionados a adigdo de crioprotetores de células
espermaticas, em diferentes etapas do resfriamento do sémen, apresentam resultados
contraditdrios, quando analisados em outras espécies, ou mesmo com outros agentes
crioprotetores. Mello et al. (2005) concluiram que a adicdo fracionada de
dimetilformamida ao sémen eqiiino melhora os parametros de motilidade
espermatica progressiva e de integridade de membrana, ndo corroborando os
resultados deste estudo.

Os registros de Silva et al (2006) corroboram as conclusdes do presente
estudo. Os autores ndo observaram diferengas na congelabilidade do sémen canino,
quando compararam a adi¢do do glicerol, durante diferentes etapas do resfriamento,
antes do congelamento do mesmo. A adi¢do do crioprotetor foi realizada quando o

sémen apresentava temperatura de 22° C ou de 4° C.
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No presente estudo, a diferenga entre o percentual de motilidade espermatica
total e motilidade espermaética progressiva retilinea foi menor, ap6s o congelamento
do sémen. Sugere-se com isso que as células espermaticas com motilidade curvilinea
sd0 mais sensiveis a criopreservagdao, € que o procedimento seleciona as células
espermaticas com motilidade retilinea.

Na tabela 10, estdo sumariados os valores de correlacdo simples de Pearson
entre caracteristicas fisicas do sémen eqiiino pré-resfriamento, os testes Hiposmotico
e supravital, independente dos protocolos de congelamento. Observa-se correlagdo
positiva (P < 0,05) entre os parametros fisicos, dentro do sémen congelado e
descongelado e dentro do sémen pré-resfriado, mas ndo entre os pardmetros fisicos
dos dois tipos de sémen (P > 0,05). Os valores obtidos nos testes Hiposmoticos do
sémen congelado e descongelado ndo apresentaram correlagdes (P > 0,05) com os
parametros fisicos de ambos os tipos de s€émen, com excecdo do vigor espermatico
do sémen pré-resfriado, que apresentou valores de correlagao considerados médios (r

=0,37).

Tabela 10: Correlagdes simples de Pearson entre caracteristicas fisicas do s€men
eqiiino diluido pré-resfriamento, com caracteristicas fisicas, teste
Hiposmotico e supravital do s€men pos descongelamento.

MotTotD MotRetD  VigorD  MotPré VigPré HostD  SVD

Mot TotD 1 0,96 0,80 NS* NS NS 0,81
MotRetD 1 0,79 NS NS NS 0,81
VigorD 1 NS NS NS 0,64
Mot Pré 1 0,37 NS NS
Vig Pré 1 NS NS
HostD 1 NS
SVD 1

MotTotD = motilidade total do sémen congelado e descongelado; MotRetD = motilidade retilinea do
s€men congelado e descongelado; VigorD = vigor do sémen congelado e descongelado; MotPré =
motilidade total do sémen pré-resfriamento; VigorPré = vigor do s€men pré-resfriamento; HostD =
teste hiposmdtico do sémen congelado e descongelado; SVD = coloragdo supravital por eosina-
negrosina do sémen congelado ¢ descongelado.

NS* = ndo significativo. P > 0,05.

Por outro lado, o teste supravital utilizado para o sémen congelado e
descongelado apresentou correlacdo alta (P < 0,05) com os parametros fisicos do
sémen congelado e descongelado. No entanto, Guay & Rondeau (1981) nao
recomendaram a associagdo desses corantes para esse tipo de avaliacdo, e sim a
utilizagdo apenas de eosina em concentragdes superiores a 5 %, devido a alteragdo na

permeabilidade de membrana, induzida pelo processo de criopreservagao.
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Adicionalmente, a utilizagdo de eosina e negrosina para o procedimento de
coloracdo supravital pode ndo apresentar correlagdo com a real integridade da célula,
por corar apenas uma regido da cabeca do espermatozdide, ndo permitindo a
avaliacdao da integridade da cauda. Vale ressaltar que a concentracdo dos corantes,
descritas por Barth & Oko (1989), foram utilizadas primariamente para avaliacao do
sémen bovino, mas apresentou-se bastante satisfatoria para a avaliagcdo da integridade
de membrana dos espermatozoéides criopreservados no presente estudo.

Na tabela 11, estdo sumariados os valores de correlacdo entre as
caracteristicas fisicas pra o sémen “in natura” e “congelado e descongelado” para os
3 diferentes protocolos de congelamento (T1, T2 e T3). Observou-se correlagdo entre

os parametros fisicos do sémen, dentro dos trés tratamentos propostos (P < 0,05).

Tabela 11: Correlagdes simples de Pearson entre parametros espermaticos do sémen
“in natura” (IN) e congelado e descongelado (D) de garanhdes criados
em regime semi-intensivo.

MotD  VigD SVD  HostD MotIN VigIN SVIN HostIN

Tratamento 1

MotD 1 0,66 NS* 0,54 NS NS NS NS
VigD 1 NS NS NS NS NS NS
SVvD 1 NS NS NS NS NS
HostD 1 NS NS NS NS
Tratamento 2
MotD 1 0,94 NS 0,85 NS NS NS NS
VigD 1 NS 0,78 NS NS NS NS
SVvD 1 NS NS 0,54 0,52 NS
HostD 1 NS NS NS NS
Tratamento 3
MotD 1 0,69 NS NS NS NS NS NS
VigD 1 0,63 NS NS NS NS NS
SVD 1 NS NS NS NS NS
HostD 1 NS NS NS NS

MotD = motilidade espermatico total do s€émen congelado e descongelado; VigD = vigor espermatico do sémen congelado e
descongelado; SVD = coloragdo supravital por eosina-negrosina do sémen congelado e descongelado; HostD = teste
hiposmoético do s€émen congelado e descongelado; MotIN = motilidade espermético total do sémen “in natura” VigIN = vigor
espermatico do sémen “in natura”; SVIN = colora¢do supravital por eosina-negrosina do sémen “in natura”; HostIN = teste
hiposmoético do sémen “in natura”.
NS* = ndo significativo. P > 0,05.

Correlagdes entre o teste Hiposmotico, utilizado para o sémen congelado e
descongelado, e o parametro fisico de motilidade espermatica total do mesmo sémen
foram observadas em todos os tratamentos utilizados (P < 0,05), com exce¢ao do
vigor espermatico, analisado no tratamento 1 (P > 0,05) (tabela 11). Estes dados

estdo de acordo com a literatura consultada, sendo que correlagdes entre os mesmos
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parametros do sémen congelado foram descritas por Neild, et al. (1999) e Alves et al.
(2005).

A coloragdo supravital do sémen congelado e descongelado ndo apresentou
correlacdo com os parametros fisicos analisados (P > 0,05), com exce¢ao do vigor
espermatico das amostras descongeladas no tratamento 3. Com relacdo aos testes
Hiposmoticos realizados nos protocolos de criopreservacao (T1, T2 e T3), verificou-
se correlagdo apenas entre os testes de integridade de membrana do sémen “in
natura” com a coloragdo supravital do sémen congelado e descongelado, no
tratamento 2 (P < 0,05), ndo havendo correlacio com as demais caracteristicas
estudadas no sémen congelado e descongelado (P > 0,05).

As diferencas de correlacdes entre os parametros do sémen congelado e
descongelado, observadas quando os valores sumariados nas tabelas 10 e 11 sdo
confrontados, devem-se a avaliagdo por tratamento, onde o “n” amostral é reduzido.
Isso modifica o grau de significancia do coeficiente de correlagdo, mas ndo o valor
do coeficiente em si. Por outro lado, a auséncia de correlacdes entre muitos
parametros analisados no presente estudo, mostra que os testes complementares
utilizados possuem grande importincia na avaliacdo espermadtica, uma vez que 0s
mesmos possibilitam o conhecimento das alteragdes que ocorrem durante o
procedimento de criopreservacdo, que ndo sdo evidenciados pelas avaliagdes
convencionais de motilidade e vigor espermatico.

As avaliagdes dos aspectos fisicos do s€émen por muito tempo estiveram
diretamente ligadas a capacidade fecundante da célula espermatica. Porém sempre
foram caracterizadas pelo grau elevado de subjetividade de leitura, ou mesmo, pela
inviabilidade econdmica, quando analisadas em equipamentos computadorizados.
Assim, as avaliagdes dos testes in vitro nem sempre presumem a real capacidade que
a c¢lula espermatica tem de fertilizar um ovdcito no trato reprodutivo feminino.
Essas conclusdes foram relatadas por Snoeck et al. (2003), que propuseram que o
efeito toxico do glicerol poderia estar relacionado a alteragcdes na capacidade
fecundante da célula, e ndo aos parametros analisados in vitro. Assim, sugere-se que
os testes de fertilidade sejam os melhores indicadores da viabilidade do sémen
congelado e descongelado, ¢ que os parametros ideais de leitura do sémen in vitro,
devem ser correlacionados com o mesmo, € ndo com os demais pardmetros de
avaliacdo, por assim perderem o carater de complementariedade entre si. Porém, no

presente estudo, os testes de fertilidade nao foram realizados.
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Nesse sentido, Jasko (1990) propuseram que as andlises da morfologia
espermadtica poderiam substituir as triagens de fertilidade, devido ao fato de terem
registrado correlagdo positiva entre o percentual de células espermaticas
morfologicamente normais e indices de gestagao.

Porém, os dados sumariados na tabela 12 demonstram que, no presente
estudo, ndo houve diferengas nos valores dos diferentes tratamentos, no que se refere
a percentual de defeitos espermadticos maiores, defeitos espermaticos menores e
defeitos espermaticos totais no sémen congelado e descongelado, sugerindo que,
possivelmente, ndo haja diferencas entre o sémen submetido a cada tratamento,
quanto a capacidade fecundante. Por outro lado, os valores de morfologia
encontrados para o sémen congelado e descongelado demonstram que o processo de
criopreservacdo aumenta a quantidade de patologias espermaticas no sémen eqiiino

(tabela 13).

Tabela 12: Valores médios e desvios padrdo * dos defeitos de patologia espermatica
do sémen eqiiino congelado ¢ descongelado, de acordo com diferentes
protocolos de congelamento.

Trat DefMa DefMe DefTot
1 35,5+12,0 46+2,5 40,1 £11,5
2 33,7+7,9 595+2,8 39,6 +8,2
3 36,1 +8,9 8,2+4,6 443 +7.7
Méd 35,1 +£9,5 6,3+3,6 41,4+9,.2
CV 27,8 54,7 224

DefMe = defeitos espermaticos menores; DefMa = defeitos espermaticos maiores; Deftot = defeitos
espermaticos totais; Trat = tratamento; Méd = média; CV = Coeficiente de Variagdo
* (P <0,05) ANOVA e teste de Tukey de 5 % de probabilidade erro

As relagdes registradas entre o teste supravital e o percentual de defeitos
espermaticos maiores, e defeitos espermaticos totais sao consideradas médias (r =
0,49, e 0,36, respectivamente, P < 0,05). A correlacdo entre defeitos espermaticos
menores € 0 mesmo teste ¢ negativa (r = -0,37, P < 0,05), ndo sendo encontradas, no
presente estudo, explicagdes bioldgicas para esse fato, uma vez que o teste supravital
indicaria o percentual de células vivas (normais). Apesar disso, ressalta-se que Jasko
(1990) relataram que os defeitos espermdticos possuem alta correlacdo com
fertilidade. Os registros do presente estudo indicam que a coloracdo supravital foi o
teste que mais se aproximou das avaliagdes morfologicas do sémen, o que sugere

relacao desse teste com fertilidade, com base nos relatos desses autores.
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Os valores de motilidade espermatica total e vigor espermatico de acordo com
os tempos no teste de termoresisténcia estdo sumariados na tabela 13. Nao foram
registradas diferencas entre os valores médios dos diferentes tratamentos (P > 0,05),
havendo, para todos os tratamentos, comportamentos similares (comportamento

quadratico em fun¢ao do tempo).

Tabela 13: Valores médios e desvios padrao* da motilidade espermatica total (Mot) e
do vigor espermatico (vig) do sémen eqiiino congelado ¢ descongelado,
ao longo do tempo do teste de termorresisténcia.

Teste de Termoresisténcia (minutos)

0 30 60 90 120
Mot Vig Mot Vig Mot Vig Mot Vig Mot Vig
1 30,0 £6,7 2,6+0,5 19,4494 2,0+0,3 10,8+ 5,5 1,7£0,4 58£3,7 1,3+04 2,3+£3,0 0,8+0,5
2 30,0£3,0 2,5+0,6 15,9+9,2 2,0+0,7 10,5+ 6,5 1,6£0,5 74£54 1,2+0,3 44+33 1,L1+0,5
3 30,5+ 11,1 2,6£0,6 14,1+ 7,7 2,1+0,2 11,4+ 7,4 1,6 £0,4 6,449 1,3+04 3,7+28 1,1+0,2
X 30,2+ 10,3 2,6£0,5 16,5 + 8,8 2,0+ 0,5 10,91+ 6,3 1,704 6,5 +4,6 1,3+0,4 3,5+3,1 1,0+ 0,4

* (P> 0,05) ANOVA e teste de Tukey com 5 % de probabilidade erro.

Os valores registrados no presente estudo sugerem que o tempo de equilibrio
com o glicerol ndo incrementa a longevidade das células espermaticas, ndo
corroborando as conclusdes de Ohata et al. (2005), que concluiram que o tempo de
equilibrio com o glicerol ¢ importante, por manter a integridade acrossomal da célula
espermatica e por aumentar sua longevidade.

E interessante notar que as médias de motilidade espermatica e vigor
espermaticos apresentaram resultados desfavoraveis quanto a fertilidade, a partir de
30 minutos, de acordo com os valores preconizados pelo CBRA (1998) (motilidade
espermatica total menor que 20%, e vigor espermatico menor que 2). Esses
resultados corroboram parcialmente os argumentos de Zuccari (1998), que concluiu
que a avaliacdo de longevidade espermatica de sémen de garanhdes deve ser
reduzida em relacdo a outras espécies, uma vez que dificilmente apresentara mais de
10 % de motilidade espermatica e vigor espermatico 2, com mais de 120 minutos de
incubacdo, no teste de termo resisténcia. Para a autora, apesar da pouca motilidade
espermadtica, o vigor espermatico com escore 2 ainda apresenta relagdes com a
fertilidade. No entanto, os dados na tabela 13

e a figura 2 demonstram que, com 90 minutos de incubag¢do no teste de
termoresisténcia, poucas foram as avaliagdes com mais de 10 % de populagdo
espermadtica viva, e nenhuma com escore maior que 2. Isso sugere que as amostras de

sémen congelado e descongelado obtidas nesse estudo nao sao aptas a fertilizagdo, ao
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se avaliar a longevidade das mesmas, por meio do teste de termoresisténcia, proposto

pela autora supracitada.

35
30 Trat 1 § =29,99 - 0,4x + 0,0014x2 (R2 = 0,75; p < 0,006);
—~ 25 | Trat 2 ¥ =29,09 - 0,43x+ 0,0019x2 (R2=0,56; p < 0,005);
S Trat 3§ =29,43 - 0,44 x+ 0,002 x2 (R2=0,61 ; p <0,002)
= 20 .
2
g 15
5}
~ 10 .
5
0
0 30 60 90 120
Tempo (minutos)
—— Trat 1 Controle — —# — Tratamento 2 - - - A- - - Tratamento 3

Figura 2: Motilidade espermatica total de s€émen eqiiino congelado e descongelado,

em trés diferentes protocolos de congelamento em funcao do tempo de teste
de termoresisténcia.
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5. CONCLUSOES

O tempo de equilibrio do glicerol com o sémen eqiiino ndo contribui para
melhoria na qualidade do processo de criopreservacdao na espécie eqiiina, quanto a
motilidade espermatica total, motilidade espermética progressiva retilinea e vigor
espermatico e aspectos morfo-estruturais e funcionais da membrana plasmatica.

Os parametros fisicos e de integridade de membrana do sémen “in natura” e
pos-centrifugado apresentam pouca capacidade de predizer a qualidade dos
parametros fisicos e de integridade de membrana do sémen congelado e
descongelado.

No presente estudo, as amostras de sémen, congeladas e descongeladas,
submetidas ao teste de termorresisténcia, apresentaram resultados desfavoraveis
quanto a fertilidade, com 30 minutos de incubagao.

As varias relagdes ndo significativas registradas entre o0s testes
complementares e os parametros fisicos do sémen, nas diferentes analises,
demonstram que os parametros analisados sdo insubstituiveis entre si, de forma que
analisam a qualidade espermadtica sob diferentes aspectos, contribuindo de forma

complementar para a avaliagdo in vitro dos espermatozoides eqiiinos como um todo.
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