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De Vita, B., Estudo de diferentes sistemas e curvas de congelacado na eficiéncia
da congelabilidade e fertilidade de Sémen eqiino. Botucatu, 2004. 101p.
Dissertacéo (Mestrado) — Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

Resumo

O presente estudo objetivou comparar diferentes curvas de congelacao utilizando-se
uma maquina com curvas programadas (TK3000®) com congelagcdo em vapor de
nitrogénio liquido, utilizando sémen de garanhdes de alta e baixa congelabilidade.
Comparou-se a eficacia do periodo de estabilizagdo do sémen em diferentes sistemas
de transporte refrigerado (Botutainer® e Equitainer®) em relacdo & estabilizagdo feita
em refrigerador Minit(ib® previamente a congelacdo. No experimento | e Il foram
utilizados 4 garanhdes com sémen de alta congelabilidade. As amostras foram
refrigeradas durante 20 minutos previamente & congelacdo em refrigerador Minitiib®
(GM), Botutainer® (GB) e Equitainer® (GE). Nao houve diferenca entre os grupos
guanto a motilidade total (MT) e motilidade progressiva (MP): GM (67,1;32,1%); GB
(65,2;31,9%); GE (63,4;30,4%) demonstrando que os dispositivos podem ser utilizados
como uma alternativa aos refrigeradores. Os valores de integridade de membrana
plasmatica (IMP%) foram GM(49,43%); GB(48,70%); GE(44,90°). No experimento |l
foram utilizadas 3 curvas programadas na TK3000® (C1, C2, C3) e a metodologia em
caixa de isopor (GC). As comparagOes foram realizadas em relagdo ao GC e néo
apresentaram diferenca significativa. Valores em porcentagem de MT, MP e IMP:
GCxC1 (70 x 67,5; 35,7 x 32; 48,3 x 46); GCxC2 (63,3 x 67,66; 33,3 x 34,8; 45,4 x
48,3); GCxC3 (63,2 x 65; 32,2 x 32,4; 48,09 x 49,3). No teste de fertilidade, as
inseminagdes foram realizadas com amostras congeladas com C2 e GC apresentando
indices de prenhez de 65 e 60% respectivamente, sem diferenca significativa. A
TK3000® foi to eficaz quanto & metodologia de congelagdo em caixa de isopor em
relacdo a congelabilidade e fertilidade. Todas as curvas testadas foram eficientes na
manutengdo da viabilidade espermatica. No experimento Ill, foram utilizados 8
garanhdes da raga Mangalarga Marchador. As amostras foram divididas e congeladas
simultaneamente em duas maquinas em diferentes curvas (G2 e G3) e na caixa de
isopor (GC). Para a analise estatistica, as amostras seminais foram divididas em dois
grupos de acordo com a motilidade total pds-descongelacdo (acima ou abaixo de
50%). Os resultados das amostras que apresentaram indice acima de 50% péds-
descongelacdo: MT (GC:61,8%" G2: 75,0%% G3: 66,3%™); MP (GC: 28,0%"
G2:41,0%% G3: 27,5%"); IMP (GC: 51,3%% G2: 55,0%% e G3: 53,5%7), demonstram
superioridade significativa do G2 em relagdo GC na MT e do G2 em relagéo ao GC e
G3 na MP . Os resultados das amostras que apresentaram indice abaixo de 50% pés-
descongelagdo MT (GC: 13,3% °; G2: 20,5%% G3: 19,5%%); MP (GC: 3,8%% G2:
6,8%% G3: 6,0% ?); IMP (GC:16,8%% G2: 20,8%° e G3: 19,5%?%), demonstram
superioridade do G2 na MT. A curva mais rapida da TK3000® demonstrou ser mais
eficaz na congelabilidade de animais da raca Mangalarga Marchador considerados
“poor freezers”

Palavras-chave: Equino; Sémen; Curvas de Congelagao; Fertilidade



De Vita, B., Influence of different systems and freezing ratios in equine
semen freezability and fertility. Botucatu, 2004. 95p. Dissertacdo (Mestrado)
— Faculdade de MedicinaVeterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.

Abstract

This present study compared freezing ratios in a programmable freezer (TK3000)
performed by usual methodology, using good freezers and poor freezers stallions. The
semen stabilization period efficiency was compared in cooled semen transport systems
(Botutainer® e Equitainer®) in relation with Minitiib® fridge before the cryopreservation.
Four good freezers stallions was used in experiments | and Il. Samples were cooled
during 20 minutes before the cryopreservation in a Minit(ib® fridge (GM), Botutainer®
(GB) and Equitainer® (GE). There was not difference between groups in relation with
total motility (TM) and progressive motility (PM): CM (67,1;32,1%); GB (65,2;31,9%);
GE (63,4;30,4%) showing that transport systems can be used as an alternative instead
of fridges. Plasma membrane integrity (MPI%) values were CM (49,43%); GB (48,70%);
GE (44,90°). Three frozen rations were used in experiment Il in the TK3000® (C1, C2,
C3) and the isothermic box (CG). Results from each freezing ratio were compared to
the control group and no difference was observed. Percentage values from TM, PM
and MPI were the following: CGxC1(70x67,5; 35,7x32; 48,3x46); CGxC2 (63,3x67,66;
33,3x34,8; 45,4x48,3); CGxC3 (63,2x65; 32,2x32,4; 48,09x49,3). In the fertility test,
artificial inseminations were performed with C2 and GC frozen samples showing
pregnancy rates of 65 and 60%, respectively, without significant difference. The
TK3000® was as efficient as the isothermic box frozen methodology in relation to
freezability and fertility. All freezing ratios were efficient in semen viability maintenance.
Ten Mangalarga Marchador breed stallions were used in the experiment Illl. The
samples were shared and frozen simultaneously in two programmable freezers with
different ratios (G2 e G3) and in an isothermic box (CG). For the statistical analisys,
semen samples were divided in two groups in according to post-thawed total motility
(under or above of 50%). Samples results that showed rates above 50%: TM
(CG:61,8%°; G2: 75,0%% G3: 66,3%*); PM (CG: 28,0%" G2:41,0%% G3: 27,5%");
PMI (CG: 51,3%% G2: 55,0%" and G3: 53,5%°?), showed significant superiority of G2 in
relation to CG in MT and G2 in relation to CG and G3 in MP. Samples results that
showed rates under 50% post- thawed TM (CG: 13,3% °; G2: 20,5%°; G3: 19,5%);
PM (CG: 3,8%% G2: 6,8%%; G3: 6,0% ?); PMI (CG:16,8%%; G2: 20,8%° e G3: 19,5%?),
showed superiority of G2 in TM. The TK3000® fastest freezing ratio showed to be more
efficient in the semen freezability of poor freezers Mangalarga Marchador breed
stallions.

Keys Words: Equine; Semen; Freezing Ratios; Fertility



1 Introducao

O desenvolvimento de biotecnologias cada vez mais modernas tem contribuido
para os avancos na area de Reproducao Animal. A criopreservacdo de sémen se
destaca por suas inumeras vantagens: diminuicdo de custos com aquisicdo de
animais geneticamente superiores; armazenamento por tempo indeterminado;
utilizacdo do sémen de animais excepcionais mesmo apds a perda da capacidade
reprodutiva ou morte; racionalizacdo do uso do reprodutor com aumento da relagao
macho/fémea; controle de doencas venéreas e facilidade no transporte a longas
distancias.

A retomada do crescimento da industria do cavalo nos ultimos anos,
favorecida pela liberacado da utilizacdo das biotécnicas por diversas associacoes de
criadores, contribuiu para impulsionar as pesquisas e melhorar o potencial genético
de nosso plantel. O plantel brasileiro é o segundo maior do mundo com 5,9 milhdes
de cabecas gerando 500 mil empregos diretos.

Embora as inovacoes das técnicas de congelacao de sémen eqlino tenham
proporcionado uma grande melhora aos indices de fertilidade na ultima década, os
resultados laboratoriais e indices de prenhez ainda sao variaveis, demonstrando a
necessidade do estabelecimento de uma padronizagdo da metodologia.

Na espécie equina, especialmente, esse quadro é agravado pela grande
variacdo entre garanhdes e entre ejaculados de um mesmo garanh&o na habilidade
de suportar o processo de criopreservacdo. Em vista disto, muitos estudos tém
buscado aumentar a eficiéncia do processo de congelacédo, por meio da melhoria
dos diluentes, dispositivos de refrigeracéo, intensidade e tempo de centrifugacéo,

curvas adequadas a criopreservacao e metodologias de inseminacgao artificial.



Porém, o processo de criopreservacao de sémen equino envolve inUmeros
processos fisico-quimicos que sdo responsaveis pela integridade e viabilidade
espermatica, assim como pela fertilidade do sémen congelado equino (Graham,
1996). Segundo Wolfe e Briant (2001) estes eventos fisico-quimicos a baixas
temperaturas sdo capazes de inviabilizar as células submetidas a criopreservagao.
Alguns estudos ja foram publicados demonstrando taxas de refrigeragao adequadas
para evitar as alteragdes causadas pelo choque frio durante a refrigeracao e o efeito
de solucdo durante a congelacdo de sémen eqlino, porém os dispositivos
comumente utilizados para estes processos sdo dispositivos passivos, podendo
levar a variacoes dessas taxas por influéncia da temperatura ambiente, temperatura

inicial da amostra e massa da mesma.

Em busca de minimizar estes efeitos, foram desenvolvidas maquinas de
congelacdo espermatica que permitem o controle automatizado da queda de
temperatura. Tais maquinas ja existem ha algum tempo no exterior, porém, em
decorréncia de seu alto custo e de ndo serem portateis, sdo pouco utilizadas no

Brasil.

O presente estudo teve por objetivo testar a eficiéncia de diferentes curvas de
congelacio inseridas num aparelho computadorizado, nacional e portatil (TK3000®)
e compara-las com a metodologia usual de congelacdo em caixa de isopor,
utilizando garanhdes que apresentam sémen de alta e baixa congelabilidade, bem
como avaliar a eficacia do periodo de estabilizacdo do sémen em sistemas de
transporte refrigerado (Botutainer® e Equitainer®) em comparacdo a estabilizagdo

feita em refrigerador programavel Minitiib® previamente a congelagao.



2 Revisao de Literatura

2.1 Bases Fisico-Quimicas da Criopreservacao

A exposicao das células espermaticas a temperatura abaixo das fisiolégicas,
mesmo antes de ocorrer a congelagao, é responsavel por mudangas na organizagao
bidimensional dos lipideos da membrana e também por alteracbes das propriedades
de enzimas encontradas na membrana, diminuindo a longevidade dos
espermatozoides apds a descongelacao, através do adiantamento da capacitacao
espermatica (Holt, 2000).

Quando uma suspensao celular é refrigerada abaixo de 0°C, ocorrre a
formagcdo de cristais de gelo extracelulares, resultando numa concentracdo de
solutos no liquido remanescente. Tanto a formagéo de grandes cristais, quanto a
concentracdo intracelular de solutos e modificacdes correlacionadas que resultam na
desidracao das células durante a criopreservacao podem levar a danos reversiveis
ou nao ao espermatozoide (Pickett & Amann, 1993). Porém, a desidratacdo é um
evento desejavel, pois reduz a probabilidade de se formarem grandes cristais de
gelo dentro da célula que causariam danos as estruturas internas e/ou da membrana
plasmatica (Squires et al., 1999).

Segundo Mazur (1977), uma curva de congelagdo 6tima deve ser lenta o
suficiente para previnir a formacao do gelo intracelular, porém rapida o bastante para
previnir as crioinjurias ligadas aos efeitos osméticos.

Se a célula for congelada rapidamente, ndo ha tempo suficiente para que esta
desidrate e mantenha o equilibrio osmaético, com possibilidade de formacao de
cristais de gelo intracelulares. Neste caso, como os espermatozdides nao terdo

sofrido desidratacdo conforme o gelo extracelular derreter, ndo havera grande



influxo de agua, devendo entao ser descongelado rapidamente, de modo que o gelo
intracelular que se formou durante a congelacdo néo tenha tempo para recristalizar
(Amann & Pickett, 1987).

Em contrapartida, se as células forem congeladas numa velocidade mais
lenta, elas desidratam por causa do meio extracelular super concentrado, eliminando
a possibilidade de formacao de grandes cristais podendo, no entanto, sofrer danos
morfofuncionais devido a desidratagcdo e exposicao a elevadas concentracdes de
solutos em seu interior (Mazur, 1977). Sendo assim, a descongelagdo também
devera ser lenta para permitir a fusdo dos cristais de gelo extracelulares.

A descongelacdo destes cristais provoca diluicao dos solutos e lentamente
ocorre a reidratacdo das células. Se o sémen for descongelado rapidamente, os
cristais extracelulares descongelam-se muito rapidamente e a &gua invade
bruscamente as células, causando ingurgitamento e danos a membrana plasmatica
(Holt, 2000).

A facilidade de transporte de agua depende da permeabilidade da membrana
espermatica a qualquer temperatura, determinada pela proporcao superficie-volume
e pelo indice de congelacédo. Se a célula for suficientemente permeavel a 4gua ou o
indice de congelacao for suficientemente baixo, a pressdo permanece pequena,
aumentando a concentracdo de solutos ao redor dos espermatozéides e alternando
o gradiente osmético; assim, desidratacdo a medida que a agua saia da célula para
se congelar no meio extracelular, ocorre a desidratagcdo. Embora os cristais de gelo
deformem a célula, eles ndo sado capazes de romper a membrana plasmatica

(Amann & Pickett, 1987; Jasko, 1994).



2.2 Etapas da Congelacao de Sémen Eqiiino
2.2.1 Centrifugacao

A centrifugacdo é uma etapa indispensavel para o procedimento de
congelagcdo e tem como fungdes eliminar o plasma seminal e promover um
sedimento altamente concentrado em espermatozéides. Esta concentracdo é
essencial, porque permite o envasamento do sémen em doses Unicas (macrotubos),
ou em palhetas de 0,5 mL, que facilita a atividade a campo. Os efeitos deletérios
deste procedimento podem ser minimizados com a utilizacdo de diluidores
especificos para este fim e utilizacao de baixas forcas de centrifugacao 400 a 550x g
(Jasko, 1994; Heitland et al., 1996). Pickett et al. (1975) concluiram que as
centrifugacdes entre 370 e 829x g nao produziram efeito deletério no sémen.

A diluicdo do sémen antes de ser centrifugado é realizada em diferentes
proporcdes, que variam de 1:1 a 1:4, ou com concentracdes de 50 a 80 x 10%/mL
com solucdes a base de glicose-EDTA, Ringer com lactato de s6dio ou diluidores a
base de leite (Papa et al., 1988).

O tempo de centrifugacao pode ser definido de acordo com caracteristicas
individuais do sémen de cada garanhao. Longos periodos de centrifugacao, acima
de 12 minutos, resultam numa alta recuperacado espermatica, contudo predispéem
as células a possiveis injurias. A centrifugacéo feita a 600x g por dez minutos
apresentou recuperacdo espermatica de 87%, sem alteracbes significativas nos
parametros espermaticos, tratando-se entdo de intensidade e tempo de
centrifugacao recomendaveis (Dell’Aqua Jr., 2000).

Para alguns garanhdes, a recuperacdo de espermatozéides chega a 80%

sem influenciar na motilidade do sémen, porém, para 0s que possuem baixa



motilidade espermatica inicial, requer-se uma centrifugacdo mais vagarosa, para
evitar a perda excessiva de espermatozéides (Neves Neto, 2004).

Ap6s a centrifugacdo, o sobrenadante é aspirado restando apenas o “pellet”
de espermatozodides formado no fundo do tubo da centrifuga, que sera
ressuspendido, com um diluidor de congelacdo a um volume apropriado para a

concentragao e forma de acondicionamento do sémen (Jasko, 1994).

2.2.2 Diluentes e Crioprotetores

Os espermatozoéides passam por um processo continuo de transformacdes,
desde a sua formag&o nos testiculos até o momento da fertilizacdo no oviduto.
Quando as células espermaticas sao resfriadas e/ou congeladas, na tentativa de
prolongar sua vida util e facilitar o transporte até a égua, seu ciclo fisiologico €
interrompido além de provocar diversas alteracées que podem ser reversiveis ou
ndao, mas que afetam a capacidade fecundante do espermatozéide. Para que a
criopreservacao tenha sucesso, é necessario que o espermatozéide seja colocado
em um ambiente apropriado (diluidor), que minimize os danos nas membranas, e
nao acione prematuramente o mecanismo de capacitacdo espermatica e a reagao
do acrossomo (Loomis, 1992).

Para a diluicdo do sémen equiino ha necessidade da formulagédo de diluentes
de congelacdo utilizando substancias quimicas e/ou biolégicas puras e
equipamentos adequados, com o objetivo de excluir materiais téxicos e impurezas
do ambiente do sémen. Os diluidores deve ser preparados assepticamente e quando
nao congelados, estocados no periodo maximo de umas semana. Os carboidratos
como a glicose, lactose entre outros, usualmente sdo adicionados como fonte de

energia para os espermatozéides (Squires et al., 1987).



Tanto a gema de ovo quanto o leite desnatado, que também contém
nutrientes utilizados pelos espermatozoides, sdo usados para proteger as células
espermaticas contra o “choque-frio”, a medida que elas sao resfriadas de 37°C para
5°C. Uma vairedade de tampdes pode ser usada para manter o pH
aproximadamente neutro (6,8 a 7,2) e uma pressdao osmotica préxima de 320
miliosmois/Kg de agua, equivalente a do sémen (Squires et al., 1987).

Para inibir o crescimento de microorganismos no sémen, sao utilizados varios
antibiéticos como a penicilina, estreptomicina, kanamicina, gentamicina entre outros,
além de combinacdes entre estes que atuam como largo espectro bactericida (Picket
et al., 1987).

Neves Neto (2004),relatou que na grande maioria dos estudos com sémen
congelado equino, o diluidor empregado é o meio Lactose-EDTA-gema de ovo,
proposto por Martin et al. (1979), com resultados de fertilidade bastante variados
entre os diversos trabalhos publicados.

Em 1993, Papa et al. testaram a eficiéncia de um novo diluidor para
congelacao de sémen a base de glicina-gema de ovo comparando—0 com 0 meio
lactose-EDTA-gema de ovo e observaram melhores indices de motilidade, vigor
espermatico e integridade de acrossoma com a utilizagéao do novo diluidor.

Zahn et al. (2002) observaram melhores resultados de prenhez quando
utilizaram o meio MP50 (Papa et al., 2002) em comparacao ao diluidor M9 (Papa et
al., 1998). Em 2004, Neves Neto concluiu que a utilizacdo dos diluidores BME-
adaptado, MP50 e FR-4 foram eficientes para a biotecnologia de criopreservacao de
sémen equino.

Vidament (2005) comparou os diluentes Lactose-Glucose-EDTA modificado

(Cochran et al., 1984); INRA-82 (Palmer, 1984) e Kenney Frozen Extender (Burns,



1982) e observou que a motilidade pds descongelacao foi maior quando utilizado o
meio INRA82 em relacdo ao meio Lactose-glicose-EDTA, porém o meio Kenney FE
apresentou motilidade pés descongelacdo maior do que o meio INRA82. No entanto,
a porcentagem de acrossomos integros e o indice de prenhez por ciclo foram
claramente reduzidos quando o sémen foi preparado com o meio Kenney Frozen
Extender (38%) em relacdo ao meio INRA82 (63%).

Pasquini et al. (2007) compararam os trés diluentes atualmente mais
utilizados no mundo: INRA-82, Lactose-EDTA-gema de ovo e Botu-Crio® e
observaram que em relacéo aos parametros motilidade total, motilidade progressiva
e porcentagem de espermatozéides rapidos, o diluente Botu-Crio® foi superior aos
demais diluentes estudados.

Os crioprotetores devem ser adicionados ao meio diluente para que haja uma
protecdo do espermatozéide durante a criopreservacao e descongelacdo. Ao longo
de varios anos uma gama de substancias tem sido utilizada para fornecer protecao
adequada as células espermaticas durante a criopreservagao (Squires et al., 1999;
Arruda, 2000).

Keith (1998) relatou a existéncia de uma divisdo basica que agrega o0s
crioprotetores em penetrantes e nao penetrantes. Os crioprotetores ndo penetrantes
sao algumas substéancias, dentre as quais lipideos, lipoproteinas e macromoléculas
como por exemplo: gema de ovo, leite, alguns acucares e a albumina sérica bovina,
eficientes na protecédo dos espermatozéides durante a congelagdo sem que para isto
necessitem penetrar nas células. Estes crioprotetores nao penetrantes protegem as
células através de mecanismos osmoticos, promovendo um meio hipertbnico que

induz a saida de agua das células, levando a desidratacdo do espermatozéide e



reduzindo a probabilidade de formacdo de cristais de gelo no interior da célula
(Amann & Pickett, 1987).

Os crioprotetores penetrantes sdo substancias que atuam tanto no meio intra
como extracelular, sendo mais comumente utilizados o glicerol, etilienoglicol,
dimetilsulféxido (DMSQO) e amidas (Keith, 1998). Acredita-se que os crioprotetores
penetrantes atuem através de propriedades de ligacgdo com a agua ou por
propriedades coligativas (Watson, 1979).

Nos protocolos de criopreservacdo de sémen equino, o crioprotetor mais
utilizado é o glicerol (Martin et al. 1979; Papa, 1987, Graham, 1996). Porém, o0 uso
do glicerol pode estar relacionado a baixa motilidade pds descongelacdo e a
reducao da fertilidade. Sua toxicidade parece causar desnaturacao das proteinas,
alteracées nas interagdes da actina, além de ocasionar mudangcas nos eventos
citoplasmaticos devido ao aumento da viscosidade pelo glicerol intracelular,
modificacdes na polimerizacao da tubulina, na associacao de microtubulos, atuagéao
direta na membrana plasmatica, alteracbes no glicocalix e nas proteinas de
superficie celular (Hammerstedt & Graham, 1992).

A estrutura molecular € um parametro importante para determinar a eficiéncia
dos crioprotetores, uma vez que possuem afinidade pela agua devido a presenca de
grupamentos amina e hidroxila em sua composi¢éo, os quais favorecem a formacéao
de pontes de hidrogénio com as moléculas de agua (Baudot et al., 2002). Segundo
Dalimata e Graham (1997), estas ligagdes alteram a orientacdo das moléculas de
agua dos cristais de gelo criando um ambiente menos prejudicial as células.

A adicdo e remocgao do glicerol no sémen equino ocasionam reducao da

motilidade, diminuicdo da integridade de membrana celular e acrossomal,
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demonstrando um maior estresse osmoético em comparacdo com outros
crioprotetores (Ball & VO, 2001).

Com a hipotese de que o Glicerol pudesse levar a efeitos prejudiciais na
congelacao de espermatozéides eqliinos, diversas pesquisas foram iniciadas no
intuito de estudar substancias alternativas a este crioprotetor. Comparando os
efeitos do etilenoglicol e do glicerol, Alvarenga et al.(2000a) demonstraram atuacéo
semelhante de ambos, sendo que quando combinados possibilitam a reducédo do
teor de glicerol, diminuindo seu efeito tdéxico. Em outro estudo comparativo entre o
glicerol e outros crioprotetores, dentre eles etilienoglicol, dimetilformamida e
dimetilsulféxido, utilizando dez ejaculados de dez garanhdes, constatou-se a
equivaléncia no uso dos crioprotetores com excecao do dimetilsulféxido, o qual
apresentou resultado inferior (Alvarenga et al., 2000b).

Na mesma linha de pesquisa em 2003, Rossi et al. compararam os efeitos
dos crioprotetores dimetilformamida 2% + dimetilsulféxido 2%, dimetilformamida 3%,
metilformamida 2% + glicerol 2 %, dimetil-acetamida 2% + glicerol 2%;
metilformamida 3%; dimetil-acetamida 3% no meio MP50 e o diluente MP50 em sua
formulagéo original (dimetil-formamida 2% + glicerol 3%) e observaram que né&o
houve diferenca entre os crioprotetores e suas associacdes para os parametros
analisados (motilidade total e integridade de membrana).

Ja Neves Neto (2004), relatou que o glicerol a 5% no diluidor BME-adaptado
foi superior aos crioprotetores etilenoglicol e dimetilformamida a 5%,e também a
associacao dos crioprotetores glicerol a 3% e etilenoglicol a 2% na habilidade de
preservar o espermatozoide equino durante a congelagao e descongelagéao.

Em 2006, Melo et al.,, demonstraram que o crioprotetor dimetilacetamida

mostrou-se superior na protecdo espermatica durante o processo de congelagdo em
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relacdo a dimetilformamida, apesar das amidas utilizadas apresentarem estruturas
quimicas semelhantes.

Ferreira et al. (2007) testaram o uso de diferentes concentracdes de glicerol e
metilformamida na criopreservacdo de sémen eqtino no meio INRA82 e concluiram
que a eficiéncia da metilformamida foi superior ao uso do glicerol e as concentracdes
de 2% de glicerol e 3% de metilformamida foram mais adequadas na protecéo
contra as crioinjurias da célula espermética.

Medeiros et al. (2007), concluiram que, sob estresse osmético, os
crioprotetores a base de amidas sado superiores ao glicerol em preservar a
motilidade e a integridade de membrana dos espermatozdides de garanhdes e
levantaram a hipotese de que a menor viscosidade dos crioprotetores a base de
amidas associada ao seu menor peso molecular, quando comparado ao glicerol,
permite uma melhor permeabilidade destes crioprotetores através da membrana
plasmatica, induzindo conseqlientemente um menor dano osmético.

Visando estudar variagdes individuais e raciais quando da congelacdo com
glicerol ou dimetilformamida a 5% em meio diluente a base de leite desnatado e
gema de ovo desenvolvido por Palmer (1984), Alvarenga (2002) observou que um
maior percentual de garanhdes apresentou sémen de boa congelabilidade com o
uso da dimetilformamida. Tanto as diferencas favoraveis a este crioprotetor quanto a
melhoria da motilidade pds descongelacdo foram mais marcantes nos reprodutores
menos resistentes ao processo de congelagdo de sémen.

Em relacdo ao uso do glicerol e na avaliacdo da fertilidade de garanhdes de
alta e baixa congelabilidade submetidos ao estresse osmoético com solugdes
hipersaturadas de crioprotetores a base de amidas (dimetilacetamida,

metilformamida, dimetilformamida) e glicerol na concentracdo de 1 molar, houve uma
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diferenca entre individuos de padrdes diferentes de congelabilidade em relacédo a
resisténcia osmoética dos espermatozéides aos crioprotetores. Segundo os autores,
este fato esta relacionado a uma maior eficiéncia das células espermaticas de
individuos com sémen de alta congelabilidade a regulagdo do equilibrio osmotico

celular (Medeiros et al., 2007).

2.2.3 Estabilizacao

Alguns protocolos incluem um periodo de resfriamento do sémen antes da
congelacao com o objetivo de recuperar as células espermaticas dos efeitos da
centrifugaca@o e diminuir as injurias que podem ter sido causadas pelo choque frio
(Jasko, 1994). A ocorréncia do choque pelo frio pode ser evitada ou amenizada
refrigerando-se lentamente o sémen eqlino diluido até 4°C, a taxas iguais ou
inferiores a 0,05°C/min (Pickett & Amann, 1993).

O termo choque frio define algumas modificacbes que ocorrem no
espermatozoide quando submetido a uma curva de refrigeracdo rapida (Jasko,
1994). Esse processo se caracteriza por padrdao anormal de movimento espermatico,
perda rapida de motilidade, danos no acrossoma e membrana plasmatica, reducao

do metabolismo e perda dos componentes intracelulares (Amann & Graham, 1992).

Squires et al. (1999) relataram que os componentes da membrana plasmatica
(lipideos e proteinas) se movimentam lateralmente dentro da cabecga, acrossoma, e
“colo” do espermatozoéide. Esse estado normal da membrana é chamado estado
liquido cristalino. A refrigeracdo altera a orientacdo dos lipideos afetando a

estabilidade da membrana ou induzindo a um desarranjo das moléculas, com
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formacgao de pontos de fragilidade que levam a uma permeabilidade excessiva ou

mesmo a ruptura da membrana (Amann & Graham, 1992).

As injurias causadas por essas alteracées na célula durante a refrigeracéao
podem acontecer de forma direta afetando as estruturas celulares, pela ruptura da
membrana e conseqlentes modificacbes bioquimicas e metabdlicas que sao
imediatamente evidentes pela alteragcdo na motilidade, ou de forma indireta, pela
alteracdo das funcbes celulares, como diminuicdo dos processos metabdlicos

(Kayser et al., 1992; Squires et al., 1999).

A despeito da conhecida sensibilidade do espermatozoéide eqliino ao choque
pelo frio, alguns estudos foram desenvolvidos com o intuito de avaliar a possibilidade
de se congelar sémen de garanhdes sem refrigeracao prévia. Em dois estudos, um
realizado por Vidament (2000) em que se utilizou o diluente INRA 82 e outro em que
o sémen foi congelado por First et al. (2003) em meio a base de lactose-EDTA-
gema de ovo, houve queda significativa na motilidade pds-descongelacao quando

nao se realizou a refrigeracao antes da congelacdo em ambos os trabalhos.

2.2.4 Curvas de Congelacao

O processo de congelacao de sémen equino envolve inUmeros eventos fisico-
quimicos que sao responsaveis pela integridade e viabilidade espermatica, assim
como pela fertilidade do sémen congelado eqlino (Graham, 1996).

A busca de taxas 6timas de refrigeracdo/congelacao e descongelacdo das
células espermaticas tem sido motivo de estudos em diversas espécies de animais.
Fiser e Fairfull (1990) estudaram os fatores velocidade de congelagao, nivel de
glicerol no meio de congelacao e sistema de envase para o sémen de suinos. Os

melhores resultados de motilidade e integridade acrossomal foram obtidos com a
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utilizacdo de 3% de glicerol no meio diluente e uma velocidade de congelacdo de

30°C/min com o sémen acondicionado em palhetas de 0,5 mL.

Em outro estudo, espermatozdides colhidos da cauda do epididimo de caes
foram congelados em palhetas de 0,25 mL a diferentes taxas (0,5, 3, 11, 58 ou
209°C/min). As taxas de 0,5 e 3°C/min foram obtidas utilizando-se dispositivos
préprios para congelacdo, enquanto as taxas de 11, 58 e 209°C/min foram
determinadas pela distancia entre as palhetas e o nitrogénio liquido. A motilidade
espermatica apos a descongelacao foi reduzida com baixas taxas de congelacéo,
atingiu valores maximos a taxa de 11°C/min e diminuiu significativamente (P<0,01)

com taxas de congelacao mais elevadas (YU et al., 2002).

Blanco et al (2000) comparam a sobrevivéncia espermatica ap6s congelacao
rapida (50°C/min) ou lenta (1°C/min de +4 a -20°C seguido de 2°C/min de —20 a -
70°C) do sémen de seis espécies de aves (galo, peru, aguia dourada, aguia de
Bonelli, aguia imperial e falcdo peregrino) e observaram que a congelacao rapida foi
prejudicial em quatro das seis espécies estudadas, mostrando as variacbes

interespecificas existentes.

A comparacao de trés métodos de congelacdo de sémen suino por meio de
maquinas mostrou resultados significativamente superiores em parametros de
motilidade computadorizada e viabilidade espermatica quando foram usados
equipamentos que impunham uma velocidade de congelagcdo em torno de 40°C/min

em comparacao a velocidade de congelacao de 6°C/min (Thurston et al., 2003).

Kumar et al. (2003), compararam as curvas de 1°C/min, 30°C/min e 50°C/min
para a congelacdo de sémen de bovino, ovino e suino em duas maquinas

programaveis de congelacdo, sendo uma comercial (Planer Cryo 10®) e outra
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maquina nao comercial desenvolvida por Medrano et al. (2002). Os autores
concluiram que a curva de 30°C/min e que a maquina desenvolvida por Medrano
foram mais eficientes entre manutencdo da viabilidade espermatica nas trés

espécies estudadas.

A avaliacdo da permeabilidade da membrana espermatica a agua durante a
congelacao a diferentes taxas, mostrou que as taxas de congelacido de 29°C/Min e
60°C/Min sdo as mais adequadas a congelacdo de sémen de garanhdes em meios

diluidores com e sem crioprotetor (Devireddy et al., 2002).

Um recente trabalho (Clulow et al, 2007) demonstrou que a motilidade total
poés-descongelacdo de amostras em diferentes concentragdes (40 e 400x10°) e
diferentes volumes (0,25 e 0,5mL) foi consistentemente mais alta quando a
congelacao foi feita em maquina de congelacdao programavel, em comparacao a
utilizacdo da caixa Styrofoam © contendo nitrogénio liquido. A curva programada na
méaquina de congelacdo Planer Kryo® foi de 50°C/min. por um minuto, seguida de
10°C/min. por seis minutos e aumentando gradativamente até 50°C/min. até que a
temperatura das amostras atingisse 110°C. Posteriormente esta taxa foi mantida até
que temperatura das palhetas alcancassem 150°C. Esta curva foi baseada na taxa

de congelacdo da caixa Styrofoam®observada em mensuragao prévia.

2.2.5 Congelacao de Sémen Eqiiino Pés-Refrigeracao

Além dos estudos em relacao as taxas de congelacao mais adequadas para a
criopreservacao de sémen das diferentes espécies, facilitados pelo surgimento de

equipamentos automatizados nos quais as curvas podem ser programadas e
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controladas em maquinas computadorizadas, algumas pesquisas demonstraram
uma nova técnica de congelacdo apdés 24 horas de refrigeracdo (Crocket et al.,

2001; Beckamn et al 2004; Melo, 2005).

Segundo Crocket et al. (2001), observaram que a congelacao apés 24 horas
de refrigeracdo resultou na reducdo da motilidade progressiva. No entanto, a
congelacdo de sémen refrigerado por 18 horas nao afetou a viabilidade e a
fertilidade na pesquisa de Beckman et al., (2004). Melo (2005), demonstrou que a
congelacao apo6s 24 horas de refrigeracao foi tao eficiente quanto a convencional na

manutenc¢ao da viabilidade espermatica, bem como dos indices de fertilidade.

2.3 Métodos de Avaliacao do Sémen Criopreservado

Apbs os procedimentos de refrigeracdo e congelacdo, o sémen congelado
equino deve ser analisado laboratorialmente com o objetivo de averiguar a
intensidade dos danos causados a célula espermatica. Porém, alguns autores
afirmaram que os ensaios desenvolvidos atualmente n&do podem ser correlacionados
consistentemente com a fertilidade das amostras seminais (Katila, 2001). As
possiveis causas para este fato, poderiam ser a prépria complexidade do
espermatozoide, a colheita de dados sobre a fertilidade, e os fatores envolvidos na
padronizacdo da analise espermatica (Graham e Mocé, 2005). Os mesmos autores
relatam que muitos estudos sao realizados visando predizer a fertilidade do sémen
congelado equino baseando-se nos testes laboratoriais. Apesar das dificuldades
para encontrar essas correlagdes, a importancia de se conduzir ensaios laboratoriais

em todas as amostras seminais usadas para inseminacdo artificial ou para
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determinar causas de infertilidade dependem desses resultados (Graham e Mocé,

2005).

2.3.1 Motilidade

Segundo Katila (2001), a motilidade espermatica é importante porque reflete
diversos aspectos do metabolismo espermatico. No entanto para estimar o potencial
fertilizante do sémen, a motilidade deve ser avaliada em conjunto com outros
parametros seminais.

O espermatozéide eqlino apresenta diversas caracteristicas espécie-
especificas como cabeca assimétrica, insercdo abaxial da cauda e acrossoma de
pequeno volume. O movimento circular aberto, por exemplo, pode ser encontrado
em espermatozoides normais pela alta incidéncia de inser¢do abaxial da cauda do
espermatozoide em equinos (Kenney et al 1983). Portanto, a avaliacido da motilidade
nao deve levar em consideracdo apenas a motilidade progressiva, pois pode estar

sub-estimando a boa motilidade do sémen de alguns garanhdes (Katila, 2001).

2.3.1.1 Microscopia de Luz

A avaliacdo da motilidade espermatica por microscopia de luz envolve
estimativas subjetivas da viabilidade dos espermatozdides e da qualidade da
motilidade. Portanto, para estimativa deste parametro, € necessaria um técnico com
muita pratica e um microscopio adequadamente equipado. O movimento

espermatico é extremamente suscetivel as condi¢des ambientais, de modo que é
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necessario proteger o sémen de condicoes ou agentes prejudiciais antes da analise
(Ax et al., 2004).

Segundo Jasko et al. (1992), uma baixa correlacdo foi encontrada entre
fertilidade e motilidade total (r=0,40) e entre fertilidade e motilidade progressiva
(r=0,46) quando utilizadas inseminagdes artificiais com sémen a fresco. Com a
utilizacdo de sémen congelado, o coeficiente de correlagdo encontrado foi de
apenas 0,32 (Samper et al., 1991). Este fato pode ser explicado pelo nimero
insuficiente de fémeas inseminadas para resultar em significancia estatistica, devido
ao alto custo de trabalhos deste tipo (Katila, 2001).

Uma baixa motilidade espermatica pode sugerir a nao utilizacdo de uma
amostra seminal, porém uma boa motilidade nao indica necessariamente que a
capacidade fertilizante dos espermatozoides sera mantida, devido a interacdo dos

fluidos genitais femininos com a motilidade espermatica (Blach et al.,1989).

2.3.1.2 Analise Computadorizada da Motilidade Espermatica (CASA)

A avaliagdo computadorizada do sémen permite avaliar a motilidade seminal
de forma objetiva, ou seja, sem a possibilidade de erros humanos e influéncias
“tendenciosas” por parte do examinador. Este sistema permite ainda que as
velocidades dos espermatozéides sejam determinadas e alguns sistemas podem ser
equipados com a capacidade de avaliar também a morfologia das células
espermaticas (Graham & Mocé, 2005). O sistema de avaliacdo de morfologia
automatica foi validado para o sémen humano, mas ndo para o sémen equino

(Katila, 2001).
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As caracteristicas especificas de motilidade nem sempre demonstram a
qualidade do sémen a fresco ou congelado de garanhdes, pois nao existem valores
definidos para caracteristicas de movimento espermatico normais ou anormais. Nao
existem, tampouco, padrées internacionais estabelecidos na espécie equina de
valores maximos ou minimos para tamanho de cabeca, brilho, velocidades minimas
ou retilinearidade dos espermatozéides. O estabelecimento destes valores € uma
necessidade urgente para os utilizadores do sistema de analise espermatica
computadorizada (Katila, 2001).

Em um trabalho francés nenhum dos parametros mensurados pelo CASA
(VCL,LIN,ALH,MOT,RAP) teve correlacao significativa com a fertilidade (Palmer &
Magistrini, 1992).

A superioridade da analise espermatica automatica ainda nao esta
comprovada, no entanto este € ainda, o Unico método de avaliar com acuracia

parametros como velocidade e linearidade (Katila, 2001).

2.3.2 Integridade de Membrana Plasmatica

Todos os testes laboratoriais de analise de sémen buscam a predicdo da
capacidade fertilizante do sémen. Dentre estes exames a técnica que utiliza sondas
fluorescentes vem ganhando importdncia por sua caracteristicas de marcar
estruturas especificas das células e de detectar integridade estrutural ou

funcionalidade de forma clara (Celeghini, 2005).

A utilizacdo de sondas fluorescentes necessita de um microscopio de
epifluorescéncia. Segundo Colenbrander et al. (2003), combinacdées das sondas
fluorescentes Diacetato de 6-carboxifluoresceina (CFDA) e lodeto de Propideo (IP),

ou SYBER-14 e IP, sdo normalmente utilizadas. A CFDA é permeavel a membrana e
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sofre a acao de esterases dentro da célula integra, emitindo fluorescéncia verde. O
IP ndo é permeavel a membrana plasmatica integra e, quando em contato com o
nucleo de uma célula com a membrana plasmatica rompida, transmite fluorescéncia
de cor vermelha (Graham & Mocé, 2005). Ja o SYBER-14, por ser permeavel a
membrana, emite fluorescéncia verde em contato o nucleo de todas as células.
Porém, quando utilizada juntamente com o IP, nas células com danos na membrana,
a fluorescéncia transmitida pelo IP € maior, resultando numa coloragédo vermelho-

alaranjada (Garner & Johnson, 1995).

Zlccari (1998) trabalhando com fluorocromo CFDA e IP, observou em sémen
congelado de garanhdes uma boa correlacao entre a perda de motilidade durante a

incubagdo com o aumento do percentual de membranas lesadas.

2.4 Variacoes Inter e Intra-Raciais na Viabilidade de Sémen Congelado Eqiiino

A criopreservagao de sémen bovino € utilizada comercialmente ha décadas.
Atualmente, a utilizacdo desta biotecnologia apresenta taxas de concepcéo
equivalentes ou ainda melhores do que as obtidas com a utilizagdo de sémen a
fresco. No entanto, este fato ndo € observado na maioria das espécies de mamiferos
nas quais a fertilidade é claramente reduzida apds os protocolos de criopreservagao
(Watson, 2000). Este fato pode ser em parte explicado pelo descarte de animais de
baixa fertilidade e baixa resisténcia a congelacdo na criacdo de bovinos, que tem
permitido a selegédo de individuos e linhagens, favorecendo a melhoria na fertilidade

do sémen congelado (Alvarenga, 2002).

Na equideocultura, ndo ha nenhum tipo de selecao por aptidao a congelacao

e 0s parametros seminais podem variar tanto entre as racas como entre individuos
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da mesma raca. Amann et al. (1987), avaliaram 136 ejaculados de 17 garanhdes e
verificaram que 80% da variagdo na porcentagem de espermatozéides com
motilidade progressiva imediatamente apds a descongelagdo, foi associada a

ejaculados de um mesmo garanhéo e 20% entre os garanhdes.

Alvarenga et al.,, em 1996 , observaram que as ragas Mangalarga Paulista e
Mangalarga Marchador tiveram menor aproveitamento em comparacao a racas de
origem germanica e Quarto de Milha, na avaliacdo da congelabilidade de 90
ejaculados de diferentes ragas, demonstrando haver um fator racial relacionado a
resisténcia do sémen ao processo de congelacao. Esta hipotese foi reforcada pelo
mesmo autor, quando concluiu que os garanhdes da raca Mangalarga Marchador
apresentaram uma menor resisténcia ao processo de congelacao e descongelacao

do sémen em relacdo a outras ragas estudadas (Alvarenga, 2002).

Apesar das causas determinantes da variabilidade da resisténcia do sémen
ao processo de congelacdo ainda nao serem bem elucidadas, alguns estudos tém
observado que esta variabilidade pode estar relacionada a fatores genéticos. Em
suinos, demonstrou-se haver correlagdo entre o formato de cabega do
espermatozoide suino e fertilidade, além da existéncia de marcadores genéticos

para congelabilidade (Thurston et al., 2001; Thurston et al., 2002).

Reforcando esta idéia, pesquisas demonstraram que, quanto maior a fluidez
da membrana antes do congelamento, melhor a resposta a congelagao (Giraud et
al., 2000) e que espécies que apresentam baixas concentracées de colesterol e
altas concentracées de acidos graxos poliinsaturados sdo mais predispostas aos
danos do choque-frio, ja que o processo de congelacéo leva a um enrijecimento da

membrana plasmatica (Darin-Bennett et al., 1973).
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Holt (2000) revisou a importancia das diferencas especificas e individuais na
criopreservacao de sémen e concluiu que a preservacao da integridade espermatica
durante a congelacdo e descongelacdo é claramente importante, porém que a
habilidade fertilizante do sémen congelado depende também do contexto bioldgico
no qual é utilizado. O mesmo autor concluiu ainda, que o conhecimento das
crioinjurias e a revelacao de fatores genéticos relacionados a resisténcia seminal a
congelacao podem auxiliar muito na elucidadacao das diferencas especificas e
individuais quanto a congelabilidade, contribuindo para o desenvolvimento desta

biotecnologia.
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2.5 Fertilidade com Sémen Congelado Eqiiino

A variabilidade entre as metodologias de congelagéo, crioprotetores, meios
diluentes, técnica e numero de inseminacgdes artificiais torna dificil a comparacéo
entre os indices de fertilidade publicados por diversos autores. Para melhor
visualizacdo, os dados de fertilidade de diversos trabalhos nacionais e internacionais

foram descritos na Tabela 1e 2, respectivamente.

Tabela 1: indices de Fertilidade, dados nacionais

Autor(es) Metodologia N° de sptz 1A Fertilidade
Arruda et al.(1986) 400 a 500x10° Intracornual 66,7%
apud Neves Neto(2004
Papa (1987) macrotubo 400x10° Corpo do utero 52%
Neves Neto (1999) Palheta 0,5 ml 800x10° Corpo do utero 40,0% BME

Palheta 0,5ml 800x10° Corpo do Gtero 53,3% M9
Dell’aqua Jr. (2000) Palheta 0,5 ml 150x10° Corpo do utero 40% pré e pés
Palheta 0,5 ml 150x10° Apice corno 50% pré e pds
Palheta 0,5 ml 800x10° Corpo do utero 20% pos
Palheta 0,5 ml 400/400x10° Corpo do utero 30% pré e pos
Palheta 0,25ml 50x10° Corpo do utero 40% pos
Palheta 0,25ml 50x10° Apice cornual 0% pos
Palheta 0,25ml 50x10° Corpo do utero 20% pos
Gomes (2002) Palheta 0,5 ml 40x10° Corpo do utero 30%
Palheta 0,5 ml 40x10° Endoscopia 66,6%
Ledo (2002) Palheta 0,5 ml 400x10° Corpo do utero 0%
Palheta 0,5 ml 10x10° Endoscopia 33,3%
Zahn (2002) Palheta 0,5 ml 400x10° Corpo do utero 75% s/ colesterol
Palheta 0,5 ml 400x10° Corpo do utero 25% c/ colesterol
Medeiros (2003) Palheta 0,5 ml 800x10° Corpo do utero 0% glicerol
Palheta 0,5 ml 800x10° Corpo do Gtero 40% DF
Neves neto (2004) Palheta 0,5 ml 400/400x10° Apice cornual 45,0% BME
Palheta 0,5 ml 400/400x10° Apice cornual 60,0 % MP50
Palheta 0,5 ml 400/400x10° Apice corneal 40,0% FR4

*Adaptado de Melo, 2005



Tabela 2: indices de Fertilidade, Dados internacionais

Autores Envase N°sptz/palheta 1A Fertilidade
Nagase (1967) 0,3 ml Nao relatado 10-30 pellets 33%
Bader (1968) Pellet Nao relatado Nao relatado 39%
Ellery (1971) Saché plastico  Nao relatado 1 saché 41%
Baczynski (1973) Ampola Nao relatado Nao relatado 4%
Klug (1975) Pellet Nao relatado 18-33 pellets 27%
Merkt (1975) Pellet Nao relatado 30 pellets 60%
Tischner(1975) 2,5ml 400-700x10° 2-4 ampolas 26%
Nishikawa (1975) Palheta 1ml 75-125x10° 3-5 palhetas 56%
Naumenkov 0.2ml N&o relatado 1 Pellet 53%
(1979)

Martin (1979) Palheta 4 ml 200-400x10° 1 palheta 63%
Tischner (1979) 20-25 ml 300x10° 1 tubo alum. 32%
Naumenkov 25 ml N&o relatado 1 tubo alum. 62%
(1979)

Muller (1982) 15ml Nao relatado 1 tubo alum. 52%
Loomis (1983) Palheta 0,5 ml 250x10° 1 palheta 29%
Cochran (1983) Palheta 1ml 250x10° 1 palheta 28%
Cristanelli (1984) Palheta 0,5 ml 385x10° 1 palheta 56%
Volkmann (1987) Palheta 0,5 ml 325x10° 1 palheta 44%
Volkmann (1987) Palheta 0,5 ml 325x10° 2 palhetas 73%
Kloppe (1988) Palheta 4ml 600x10° 1 palheta 60%
Love (1989) 10-12 ml 1000-1200x10° 1 tubo alum. 55%
Love (1989) Palheta 4ml 400x10° 1 palheta 46%
Braun (1990) Pellet Nao relatado 1 Pellet 0%
Haard (1991) Palheta 0,5 ml 500x10° 1 palheta 60%
Samper (1991) Palheta 2,5 ml 200x10° 1 palheta 51%
Jasko (1992) Palheta 0,5 ml 800x10° 1 palheta 56%
Thomassen Palheta 0,5 ml 150x10° 7 palhetas 43%
(1993)

Samper (1994) Palheta 2,5 ml 200x10° 1 palheta 38%
Heitland(1995) Palheta 0,5 ml 200x10° 4 palhetas 17% e 50%

*Adaptado de Melo 2005
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3. Material e Método

3.1 Experimento I: Utilizacao de sistemas de refrigeracdao de sémen eqiliino na

establizacao das amostras seminais previamente a congelacao
3.1.1 Animais

Foram utilizados 4 garanhdes com idades entre 5 e 20 anos, das racas
Westfallen, Quarto de Milha, Puro Sangue Arabe e Hannoverano, pertencentes ao
Centro de Reproducdo e Biotecnologia Equina (CERBEQ) e Departamento de
Reproducao Animal e Radiologia Veterinaria-FMVZ-UNESP/Botucatu.  Foram
utilizados 9 ejaculados dos garanhdes das racas Westfallen e Hannoverano, e 9
ejaculados dos garanhdes das ragas Quarto de Milha (QM) e Puro Sangue Arabe
(PSA) totalizando 36 ejaculados. Porém, 6 amostras (3 QM, 3PSA) foram
desprezadas pela dificuldade de armazenamento das palhetas no sistema

Equitainer®.
3.1.2 Colheita de Sémen

A colheita de sémen foi realizada com vagina artificial (Biotech Botucatu, SP-
Brasil), composta por um tubo rigido de fibra de vidro mucosa de latex e mucosa
plastica descartavel, acoplada a um copo coletor isotérmico contendo uma camisa

sanitaria descartavel, na temperatura de aproximadamente 45°C.
3.1.3 Analises Laboratoriais

Cada ejaculado foi filtrado com auxilio de um filtro de nylon e o volume
mensurado em proveta graduada. Em seguida, foi feita avaliacdo macroscoépica
quanto a cor, odor e aspecto com o objetivo de eliminar amostras que

apresentassem alguma anormalidade. Uma pequena aliquota foi retirada para
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avaliacao dos parametros de motilidade total e progressiva (CASA - Anexo 1) e
concentracao, realizada em microscopio de luz com contraste de fase (200X), com
auxilio de uma camara de Neubauer apds diluicdo na proporcdo de 1:20

(sémen/agua destilada).

3.1.4 Processamento do Sémen

Os ejaculados foram diluidos na proporcdo de 1:1 com diluente Botu-Sémen®

(Biotech Botucatu, SP- Brasil) e centrifugados por 10 minutos a 600xg. Os “pellets”
foram ressuspendidos com diluente para criopreservagdo Botu-Crio® (Biotech
Botucatu, SP- Brasil) na concentragdo de 200x10° espermatozéides viaveis por mL,
envasados em palhetas de 0,5 mL e divididos em 3 grupos. No Grupo M, as
palhetas foram dispostas horizontalmente em geladeira Minitub® (Minitub do Brasil)
a 5°C por 20 minutos. No Grupo B, as palhetas foram colocadas verticalmente no
sistema de transporte refrigerado de sémen Botutainer® (Biotech Botucatu, SP-
Brasil), previamente equilibrado na temperatura interna de 5°C e mantidas por 20
minutos. No Grupo E, as palhetas foram dispostas verticalmente no sistema
Equitainer® (Hamilton Research INC., USA), também previamente equilibrado a

temperatura interna de 5°C e mantidas pelos mesmos 20 minutos.

Apés o periodo de estabilizacdo, a congelacao seguiu-se da mesma maneira
para os 3 grupos. As palhetas foram colocadas horizontalmente a 6 cm acima do
nivel de nitrogénio liquido (N2) em caixa de isopor de 40 litros com dimensdes de
40x30x25 cm, contendo 3,5 cm de N, e foram mantidas em vapor de N, por 20

minutos e depois criopreservadas por imersao direta no mesmo.

As palhetas foram descongeladas em banho Maria a 46°C por 20 segundos

(Dell’Aqua Jr., 2000) e analisadas quanto a motilidade total e progressivas (CASA),
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integridade de membrana plasmatica por microscopia de fluorescéncia através da
associacdo das sondas lodeto de Propideo e Diacetato de 6-carboxifluoresceina
segundo Zuccari (1998). Os constituintes das solucdes estoque e da solucao de

trabalho estao descritos nos Anexos 2 e 3.
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3.2 Experimento IlI: Influéncia de diferentes sistemas e curvas de congelacao

na eficiéncia da congelabilidade e fertilidade de sémen eqiiino.
3.2.1 Animais, Colheita do Sémen e Analises Laboratoriais

Os animais utilizados no Experimento Il foram os mesmos utilizados no
Experimento |I. No entanto, foram utilizados 9 ejaculados de cada um dos 4
garanhdes. A metodologia de colheita do sémen e as analises laboratoriais também

foram feitas como descrito no Experimento |.

3.2.2 Processamento do Sémen

A diluicao, centrifugacéo, ressuspensao e envase das amostras foram feitas
da mesma maneira descrita no Experimento |. Para a congelacdo das amostras
foram utilizadas 3 diferentes curvas de congelagdao programadas em uma maquina
automatizada (TK3000® - TK tecnologia em congelacdo, Uberaba, Brasil). O periodo
de resfriamento a 5°C das amostras dos grupos congelados na maquina foi
realizado com uma curva de 0,5°C/min. As amostras do Grupo Controle (GC) foram
refrigeradas a 5°C em refrigerador programavel Minitib® por 20 minutos. A
congelacao foi realizada utilizando uma caixa de isopor de 40 litros de dimensdes de
40x30x25cm, contendo 3,5 cm de nitrogénio liquido, na qual as palhetas eram
dispostas a 6 cm do nivel do nitrogénio por 20 minutos e congeladas por imersao

direta no mesmao.

As curvas programadas na maquina foram: Curva 1- Curva similar a curva de
congelagdo a 6 cm do nivel do N2 em caixa de isopor (C1): 15°C/min. entre +5°C e -

60°C 4°C/min. entre -60°C e -100°C ; Curva 2- Curva de aceleragdo constante, na
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velocidade maxima permitida pela maquina (C2): 20°C/min. entre +5°C e -100°C e
Curva 3- Curva inicial na velocidade maxima permitida pela maquina, seguida de
uma desaceleracdo baseada na que ocorre na curva da caixa de isopor quando a 6
cm do nivel de N2 (C3): 20°C/min. até -60°C e posteriormente a uma curva de
10°C/min. entre -60°C e -100°C. Cada ejaculado foi dividido em duas amostras,
sendo uma submetida a congelagédo usual (GC) e a outra na maquina programada
com uma das 3 curvas (C1,C2 ou C3). Sendo assim, as comparacoes dos
resultados das taxas de congelacdo foram realizadas sempre em relacao ao seu

grupo controle.

Apbs a descongelacdo das palhetas, os parametros espermaticos foram
avaliados utilizando-se o sistema computadorizado Hamilton Thorm (CASA), e
integridade de membrana plasmatica (IMP) por microscopia de fluorescéncia através

da associagao das sondas diacetato de 6-carboxifluoresceina e iodeto de propideo.

As amostras de sémen para o teste de fertilidade foram colhidas, analisadas,
centrifugadas, ressuspendidas e envasadas como descrito no experimento |. Cada
amostra foi dividida em dois grupos sendo o Grupo Controle (GC) congelado com a
metodologia usual descrita no experimento | e o Grupo 2 em que os ejaculados
foram congelados na maquina TK3000, utilizando-se a curva de numero 2 (C2).
Apesar de ndo haver diferenca significativa entre as diferentes curvas automatizadas

estudadas, foi escolhida a curva 2, por ser a mais rapida programada na TK3000®.
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3.2.3 Teste de Fertilidade

O teste de fertilidade foi realizado no periodo de Janeiro a Margo de 2007 nas
instalacées do Centro de Reproducédo e Biotecnologia Equina (CERBEQ). Foram
utilizados 2 ciclos (um ciclo por grupo) de 23 éguas mesticas com idades entre 5 e
15 anos, e um garanhao de fertilidade comprovada da raca Westfallen pertencentes
ao Centro de Reproducao e Biotecnologia Equina (CERBEQ) e Departamento de

reproducao Animal e Radiologia Veterinaria-FMVZ-UNESP/Botucatu.

As éguas foram monitoradas diariamente através de palpacao retal e
ultrassonografia. A inducdo da ovulacao foi realizada através da administracdo de
img de deslorelina por via intramuscular no momento em que as éguas

apresentavam um foliculo pré-ovulatério de aproximadamente 35 mm de diametro.

Foram realizadas duas inseminagdes, uma pré-ovulacdo (36 horas apés a
inducdo da ovulacédo) e outra inseminacado imediatamente apds a ovulacdo com
400x10° de espermatozdides vidveis cada, no apice do corno ipsilateral & ovulagao

com auxilio de uma pipeta de inseminagao flexivel (Minitiib®- Minitub do Brasil).

O diagnéstico de gestacao foi realizado entre 12 e 15 dias apds a deteccao da

ovulacdo, por meio de ultrassonografia (Falcon® Pie Medical).
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3.3 Experimento llI: Estudo de diferentes sistemas e curvas de congelacao na

eficiéncia da congelabilidade de garanhdes da raca Mangalarga Marchador

Ao término do Experimento Il, observou-se que nao houve diferenca
significativa entre os diferentes tratamentos, quer seja laboratorial, quer seja na
fertiidade, provavelmente por terem sido utilizados garanhdes de alta
congelabilidade do sémen, o que motivou a execucdo do Experimento Ill com
garanhdes de baixa congelabilidade do sémen pertencentes a raga Mangalarga
Marchador. No momento da realizacdo do Experimento Il foi possivel utilizar dois
exemplares da maquina TK3000%, o que possibilitou o teste de novas curvas com

um mesmo ejaculado.

3.3.1 Animais

Foram utilizados 8 garanhdes da raga Mangalarga Marchador, sendo sete
pertencentes ao Haras Ogar , situado na cidade de Lins, no estado de Sao Paulo e
um pertencentes ao Centro de Reproducdo e Biotecnologia Eqlina (CERBEQ) e
Departamento de Reprodugcdo Animal e Radiologia Veterinaria-FMVZ-

UNESP/Botucatu. Para o experimento, utilizou-se um ejaculado de cada garanhao.

3.3.2 Colheita do Sémen

O sémen foi colhido da mesma maneira descrita no Experimento |.
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3.3.3 Analise Laboratorial

Para os animais locados no Haras Ogar-Lins, foi realizada a andlise da
motilidade total do sémen dos 7 animais de forma subjetiva com auxilio de um
microscépio de luz, imediatamente apds a colheita e diluicdo com o meio Botu-
Sémen® (Biotech Botucatu, SP-Brasil). A andlise laboratorial do sémen do garanh&o
pertencentes ao Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria-

FMVZ-UNESP/Botucatu, foi feita da mesma maneira descrita no Experimento |.

3.3.4 Processamento do Sémen

As amostras colhidas no Haras Ogar foram diluidas em meio diluente Botu-
Sémen® na proporcao de 2:1 (diluente:sémen) e armazenadas por um periodo de 3
hs no sistema de transporte refrigerado Botutainer®, ou seja, tempo necessario para
o transporte do Haras até o laboratéro. Os ejaculados colhidos no Departamento de
Reproducao Animal e Radiologia Veterindria foram submetidos @ mesma diluicdo e
periodo de refrigeracdo para padronizacdo do procedimento. Apds o periodo de
refrigeracdo, uma aliquota de 1 mL de todas as amostras foi aquecida por 10
minutos a 36°C e entdo avaliadas quanto a motilidade total e progressiva pelo

CASA.

A centrifugacao, ressuspensao e envase foram efetuadas da mesma forma
descrita no Experimento |. Ap6s o processamento, as amostras foram entao

divididas em trés grupos e congeladas simultaneamente:

Grupo Controle (GC): Metodologia usual de congelacdo em caixa de isopor descrita

no experimento |.
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Grupo 2: Congelacdo realizada através da maquina de congelacao TK3000,

programada com uma curva de 25°C por minuto até -120°C.

Grupo 3: Congelacdo realizada através da maquina de congelacao TK3000,
programada com uma curva de 20°C/min. entre +5°C e -60°C e 10°C/min. entre -

60°C e -100°C.

Apbés a descongelacdo das palhetas (descrita no Experimento 1), os
parametros espermaticos foram avaliados pelo CASA, e a integridade de membrana
plasmatica (IMP) por microscopia de fluorescéncia através da associacdo das

sondas diacetato de 6-carboxifluoresceina e iodeto de propideo.

Para a analise estatistica, as amostras foram divididas em dois grupos de
acordo com a porcentagem de motilidade total (acima ou abaixo de 50%) com o
intuito de diminuir os efeitos do alto desvio padrao encontrado quando as amostras

s&o comparadas em apenas um grupo.
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3.4 Analise Estatistica

No Experimento |, para comparacao dos efeitos do sistema de refrigeracdo na
estabilizacdo de amostras previamente a congelacdo na qualidade do sémen
descongelado foi feita a analise de variancia (ANOVA). Nos casos em que foi
verificada variacdo, foi utilizado o teste de Tukey para avaliar as diferencas

significativas entre os grupos.

No Experimento Il, a andlise de variancia foi feita para verificar a eficiéncia
dos sistemas e curvas de congelagdo na viabilidade do sémen descongelado. O
teste de Tukey foi realizado, nos casos em que houve variacdo, para verificar as
diferencas significativas entre os grupos e, para o teste de fertilidade, foi aplicado o

teste Qui-quadrado na comparacao dos indices de fertilidade.

No Experimento Ill, para a comparagao entre os sistemas e curvas utilizadas
na congelabilidade do sémen descongelado também foi feita a analise de variancia e

nos casos em que houve variacao, aplicou-se o teste de Mann-Whitney U-statistic.

Em todas as analises, os resultados foram considerados significativos quando

p<0,05.
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4. Resultados
4.1 Experimento |

Utilizacao de sistemas de refrigeracao de sémen eqliino na estabilizacao das

amostras seminais previamente a congelacao

Entre as metodologias de estabilizacdo avaliadas nado houve diferenca
significativa para os valores de motilidade total e motilidade progressiva. No entanto,
quando avaliada a integridade de membrana plasmatica, observou-se inferioridade
na utilizacdo do sistema equitainer® em relacdo aos outros sistemas estudados

(p<0,05), conforme descrito na Tabela 3.

Tabela 3: Médias e desvios padrdao, em porcentagem, dos parametros
espermaticos de motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP) e integridade de
membrana plasmatica (IMP) das amostras de sémen descongeladas, submetidas ao

periodo de estabilizagdo prévio a congelacdo nos sistemas Minit(ib®, Botutainer® e

Equitainer®

Sistemas
Variaveis Minitub® Botutainer® Equitainer®
MT 67,16+£10,34 65,60+10,63 63,46+11,45
MP 32,10+7,84 31,9016,71 30,40x7,27
IMP 49,435,432 48,707,122 44,90+6,74°

Médias seguidas de diferentes letras, na mesma linha, diferem estatisticamente (p<0,05).
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4.2 Experimento Il

Influéncia de diferentes sistemas e curvas de congelacao na eficiéncia da

congelabilidade e fertilidade de sémen eqiiino.

Os valores, dos parametros Motilidade Total, Motilidade Progressiva e
Integridade de Membrana Plasmatica ndo diferiram significativamente entre as
amostras congeladas com a metodologia usual (GC) e com a curva 1 inserida na

Maquina TK 3000 (C1), conforme demonstrado na Tabela 4.

Tabela 4: Médias e desvios padrao, em porcentagem, dos parametros espermaticos
de motilidade total, motilidade progressiva e integridade de membrana das amostras
descongeladas obtidas através da congelacdo sob a curva C1 da maquina de
congelacao TK3000 e seu respectivo grupo controle (GC) congelado em caixa de

isopor.

Curvas de Congelacao

Variaveis GC C1
MT 70,0816,46 67,5+6,29
MP 35,7518,47 32,00+9,00
IMP 48,3315,12 46,08+5,31

Quando comparadas a metodologia usual (GC) e a maquina de congelacéo
TK3000, programada com a curva 2 (C2), também nao houve diferenca significativa
entre as varidveis Motilidade Total, Motilidade Progressiva e Integridade de
Membrana Plasmatica. Os resultados, em porcentagem, estdo evidenciados na

Tabela 5.
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Tabela 5: Médias e desvios padrao, em porcentagem, dos parametros espermaticos
de motilidade total, motilidade progressiva e integridade de membrana das amostras
descongeladas obtidas através da congelacdo sob a curva C2 da maquina de
congelacao TK3000 e seu respectivo grupo controle (GC) congelado em caixa de

isopor

Curvas de Congelacao

Variaveis GC C2
MT 63,00£9,05 67,67£10,74
MP 33,0815,17 33,90+9,20
IMP 45,41+7,77 48,3317,40

Quando utilizada a maquina TK3000 programada com a curva 3 (C3) em
comparacdo a metodologia usual (GC), os pardmetros seminais estudados
Motilidade Total, Motilidade Progressiva e Integridade de Membrana Plasmatica

também nao diferiram significativamente, como ratificado na Tabela 6, a seguir.

Tabela 6: Médias e desvios padrao, em porcentagem, dos parametros espermaticos
de motilidade total, motilidade progressiva e integridade de membrana das amostras
descongeladas obtidas através da congelacdo sob a curva C3 da maquina de
congelacao TK3000 e seu respectivo grupo controle (GC) congelado em caixa de

isopor

Curvas de Congelacao

Variaveis GC C3
MT 63,25+12,13 65,00+8,42
MP 31,66%7,08 32,41+3,86

IMP 48,72+6,14 50,00+5,40
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4.3 Teste de Fertilidade

Os indices de prenhez encontrados quando da utilizagcdo de sémen congelado
com a metodologia usual (GC) e com a maquina TK3000 programada com a curva 2
(G2) nas inseminagdes artificiais nao diferiram significativamente conforme

demonstra a Tabela 7.

Tabela 7: Numero de éguas prenhes e ndo prenhes e indice de prenhez obtidos
através da inseminacao artificial de 46 ciclos de 23 éguas utilizando sémen
congelado sob a curva C2 da maquina de congelacdo TK3000 e do grupo controle,
congelado em caixa de isopor

Metodologia
Eguas GC G2
Prenhes 14 15
Nao Prenhes 9 8

indice de Prenhez 60% 65%
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4.4 EXPERIMENTO il

Estudo de diferentes sistemas e curvas de congelacao na eficiéncia da

congelabilidade de garanhoes da raca Mangalarga Marchador.

Quando comparadas as médias e desvios padrao da motilidade total do
sémen dos animais que apresentaram indice acima de 50% p6s-descongelacao,
observou-se que o Grupo 2 foi significativamente superior ao Grupo Controle, no
entanto ndo houve diferenca quando comparado ao Grupo 3. Em relacdo a
motilidade progressiva, o Grupo 2 foi significativamente superior aos demais grupos.
J4, quando comparados os valores de integridade de membrana plasmatica nao
foram observadas diferencas significativas entre os grupos estudados conforme

demonstrado na Tabela 8.

Tabela 8: Médias e desvios padrao dos parametros espermaticos motilidade total
(MT), motilidade progressiva (MP) e integridade de membrana plasmatica (IMP), em
porcentagem, das amostras seminais que apresentaram motilidade total acima de
50% pds-descongelacao, do grupo controle “GC” (caixa de isopor) e das curvas do
grupo G2 e G3 (maquinas de congelagéo).

Metodologia
Variaveis GC G2 G3
MT 61,8+8,3 75,045,5 66,3+4,5%
MP 28,0+7,5° 41,0+7,0° 27,5+1,3°
IMP 51,3+7,42 55,0+6,3° 53,5+7,7°

Médias seguidas de diferentes letras, na mesma linha, diferem estatisticamente (p<0,05)
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Quando comparadas as meédias e desvios padrao da motilidade total do
sémen dos animais que apresentaram indice abaixo de 50% pos-descongelacao,
observou-se que o Grupo 2 foi significativamente superior ao Grupo Controle, no
entanto ndo houve diferenca quando comparado ao Grupo 3. Em relacdo a
motilidade progressiva e integridade de membrana plasmatica, nao foram
observadas diferencas significativas entre os grupos estudados, de acordo com a

Tabela 9.

Tabela 9: Médias e desvios padrao dos parametros espermaticos motilidade total
(MT), motilidade progressiva (MP) e integridade de membrana plasmatica (IMP), em
porcentagem, das amostras seminais que apresentaram motilidade total abaixo de
50% pés-descongelacao, do grupo controle “GC” (caixa de isopor) e das curvas do

grupo G2 e G3 (maquinas de congelagao).

Metodologia
Variaveis GC G2 G3
MT 13,3+2,2° 20,5+3,3? 19,545,2%
MP 3,8+1,5° 6,8+3,0° 6,0+3,2°
IMP 16,8+3,9° 20,8+5,4° 19,547,02

Médias seguidas de diferentes letras, na mesma linha, diferem estatisticamente (p<0,05)

Os valores de motilidade total, motilidade progressiva e integridade de
membrana plasmatica dos ejaculados que apresentaram porcentagem acima e
abaixo de 50% de motilidade total estdo ilustrados nas Figuras 1, 2, 3, 4, 5e 6 a

sequir :
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Figura 1: Avaliacdo computadorizada (CASA) dos ejaculados de quatro garanhdes da raga Mangalarga
Marchador os quais apresentaram valores acima de 50% de motilidade total p6s-descongelacdo. GC: Caixa de
isopor, a 6 cm do nivel de nitrogénio liquido; G2: Maquina de congelag¢édo, 25°C/min de +5°C até -120°C; G3:
Maquina de congelagao 20°C/min de +5°C até -60°C e 10°C/min entre -60°C e -100°C.
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Figura 2: Avaliacdo computadorizada (CASA) dos ejaculados de quatro garanhdes da raga Mangalarga
Marchador os quais apresentaram valores abaixo de 50% de motilidade total p6s-descongelagéo. GC: Caixa de
isopor, a 6 cm do nivel de nitrogénio liquido; G2: Maquina de congelagao, 25°C/min de +5°C até -120°C; G83:
Maquina de congelagao 20°C/min de +5°C até -60°C e 10°C/min entre -60°C e -100°C.
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Figura 3: Avaliagdo computadorizada (CASA) da motilidade progressiva dos ejaculados de quatro garanhdes da
raca Mangalarga Marchador os quais apresentaram valores acima de 50% de motilidade total pos-
descongelacdo. GC: Caixa de isopor, a 6 cm do nivel de nitrogénio liquido; G2: Maquina de congelagao,
25°C/min de +5°C até -120°C; G3: Maquina de congelacao 20°C/min de +5°C até -60°C e 10°C/min entre -60°C

e -100°C.
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Figura 4: Avaliacdo computadorizada (CASA) da motilidade progressiva dos ejaculados de quatro garanhdes da
raga Mangalarga Marchador os quais apresentaram valores abaixo de 50% de motilidade total pos-
descongelagdo. GC: Caixa de isopor, a 6 cm do nivel de nitrogénio liquido; G2: Maquina de congelagao,
25°C/min de +5°C até -120°C; G3: Maquina de congelagao 20°C/min de +5°C até -60°C e 10°C/min entre -60°C

e -100°C.
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Figura 5: Avaliagdo computadorizada (CASA) da integridade de membrana plasmatica dos ejaculados de quatro
garanhdes da raca Mangalarga Marchador, os quais apresentaram valores abaixo de 50% de motilidade total
poés-descongelagdo. GC: Caixa de isopor, a 6 cm do nivel de nitrogénio liquido; G2: Maquina de congelagéao,
25°C/min de +5°C até -120°C; G3: Maquina de congelacdo 20°C/min de +5°C até -60°C e 10°C/min entre -60°C
e -100°C.
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Figura 6: Avaliacao computadorizada (CASA) da integridade de membrana plasmatica dos ejaculados de quatro
garanhdes da raga Mangalarga Marchador os quais apresentaram valores abaixo de 50% de motilidade total
poés-descongelagdo. GC: Caixa de isopor, a 6 cm do nivel de nitrogénio liquido; G2: Maquina de congelagao,
25°C/min de +5°C até -120°C; G3: Maquina de congelagao 20°C/min de +5°C até -60°C e 10°C/min entre -60°C
e -100°C.
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5 Discussao

No presente estudo, foram utilizados os sistemas de transporte refrigerado de
sémen equino (Equitainer® e Botutainer®) para a estabilizagdo seminal previamente
a congelacdo, em comparagao a utilizagdo do refrigerador programavel Minittib®. A
utilizacdo destes sistemas pode facilitar o procedimento de congelagdo a campo,
pois apresentam um menor custo e maior praticidade do que o refrigerador
programavel. Melo (2005) utilizou o sistema Minitiib® para o periodo de estabilizacdo
das amostras seminais durante 20 minutos a 5°C e obteve resultados de motilidade
total e progressiva (68,9%; 31,6%) similares ao do presente experimento (GM:

67,1%; 32,1% - GB: 65,2%; 31,9% - GE: 63,4%; 30,4%).

Os testes estatisticos utilizados demonstraram que no presente estudo nao
houve diferenca significativa entre os valores dos paradmetros espermaticos de
motilidade total e motilidade progressiva das amostras quando comparadas as
diferentes formas de refrigeracdo. No entanto, quando avaliada a integridade de
membrana plasmatica, observou-se inferioridade na utilizagdo do sistema
Equitainer® em relacdo aos outros sistemas estudados (p<0,05). O sistema
Equitainer® demonstrou ser significativamente inferior ao sistema Botutainer® e ao
refrigerador Minitiib® na manutencdo da integridade de membrana plasmatica das
células espermaticas. A superioridade do sistema Minitib® em relagdo ao
Equitainer®, neste experimento, pode ser explicada pela manutencdo do controle
automatizado da temperatura promovido pelo refrigerador. No entanto, Avanzi et al.
(2007) compararam os sistemas Botutainer® e Equitainer® sob diferentes
temperaturas simulando estresse térmico pelo frio (-4°C), pelo calor (38°C), além da

temperatura ambiente (24°C), diferentemente do que foi observado no presente
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experimento, ndo foram encontradas diferencas significativas da integridade de
membrana plasmatica entre os sistemas testados sob diferentes temperaturas.
Apesar da manutengao da viabilidade espermatica, as taxas de refrigeracéao
utilizadas no presente estudo (3,4°C/min. no refrigerador programavel e 1,13°C/min
nos sistemas de transporte) foram diferentes das taxas recomendadas por Kayser et
al (1992). Estes autores concluiram que o espermatozéide equino pode ser
refrigerado rapidamente de 37 a 20°C, mas deve ser refrigerado a uma taxa menor
que 0,1°C por minuto e preferencialmente a 0,05°C por minuto, de 20 a 5°C para
manter a maxima sobrevivéncia espermatica. Os sistemas de transporte refrigerado
Equitainer® e Botutainer® apresentam taxas de refrigeracdo de 0,03 e 0,05°C/min.
respectivamente e sao considerados adequados a biotecnologia de sémen

refrigerado.

Apesar das curvas utilizadas no presente trabalho serem mais rapidas do que
as recomendadas por Kayser et al. (1992), as trés metodologias testadas permitiram
a obtencdo de bons resultados de motilidade total (G1=67,1%, G2=65,2%,
G3=63,4%), motilidade progressiva (G1=32,1%, G2=31,9%, G3=30,4%) e
integridade de membrana plasmatica (G1=49,4%°% G2=48,7%° G3=44,9%"),
demonstrando que os trés dispositivos foram eficientes na estabilizacdo seminal
prévia a congelacdo. Esta similaridade talvez possa ser explicada com base nos
animais utilizados por apresentarem sémen de alta congelabilidade e o meio diluente
Botu-Crio®, que tem demonstrado oferecer uma maior protecdo as células
espermaticas durante o processo de congelacdo de sémen equino em comparacao
aos diluentes mais utilizados no mundo, INRA 82 e Lactose-EDTA-gema de ovo,

conforme descrito por Pasquini et al (2007).
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A maior dificuldade encontrada na utilizacdo do sistema Equitainer®, no
experimento | foi 0 armazenamento das palhetas em seu interior, ja que a altura do
recipiente interno deste sistema € menor do que a altura das palhetas de 0,5mL
utilizadas, ocorrendo o dobramento de algumas amostras que tiveram que ser
desprezadas. No sistema Botutainer®, ndo houve dificuldade no armazenamento das
palhetas visto que foi desenvolvido e adaptado a palhetas de 0,5 e 0,25 mL.

Nos Experimentos Il e lll foram comparadas diferentes curvas inseridas em
uma maquina nacional e portatili de congelacdo de sémen (TK3000®) em
comparacado a metodologia de congelagdo em caixa de isopor. Além de facilitar o
procedimento de congelacdo nas propriedades rurais, as maquinas programaveis
colaboram com os estudos que buscam encontrar taxas ideais de congelacéao
seminal para as diferentes espécies. Ainda sao poucos os trabalhos em relagao a
taxa ideal de congelacdo para o sémen equlino, o que dificulta a comparacao entre

os resultados.

O periodo de estabilizacdo dos grupos congelados na caixa de isopor foi
realizado no refrigerador Minittib® (3,4°C/min) por 20 minutos e dos grupos
congelados na maquina TK3000% foi feito na mesma (0,5 /min) por aproximadamente
40 minutos, ndo sendo observadas diferengas significativas quanto aos valores de
motilidade total, progressiva e integridade de membrana plasmatica. Estes achados
contrariam os observados por Blanes et al. (2005), que demonstraram que a
motilidade total foi superior quando a estabilizacdo foi realizada a 5°C por 20

minutos em comparagédo a 60 minutos com o diluente Botucrio®.

No presente experimento, apesar de mais lentas do que a curva 6tima
sugerida por Devireddy et al. (2002) (~29 sem adicdo de crioprotetores e

~69°C/minuto com adicédo de crioprotetores), as curvas de congelacao C1(15°C/min.
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entre +5°C e -60°C e 4°C/min. de -60°C até -100°C); C2(20°C/min. entre +5°C até -
100°C) e C3(20°C/min. até -60°C e 10°C/min. entre -60°C até -100°C), programadas
na maquina TK3000® demonstraram ser tdo eficientes quanto a metodologia em
caixa de isopor na manutencdo da viabilidade espermatica. Deve-se levar em
consideracao que os resultados de Devireddy et al. (2002) foram obtidos através da
avaliacdo da permeabilidade da membrana espermatica a agua durante a
congelacdo em diferentes taxas, feita através de um equipamento termoanalitico e
que o glicerol foi o crioprotetor utilizado, sendo que as taxas poderiam variar se as

amidas fossem utilizadas.

A semelhanca entre os resultados das diferentes curvas testadas em relagéao
ao controle na caixa de isopor, no presente experimento, provavelmente pode ser
explicada pela utilizacdo de garanhdes que apresentam sémen de alta
congelabilidade. Esses achados corroboram com os descritos por Papa et al.
(2003), que nao observaram diferencas na motilidade e integridade de membrana
pds descongelacao de espermatozoides eqliinos congelados a diferentes alturas do
nitrogénio liquido (1,3,6 € 9 cm) e com os achados de Clulow et al. (2007) que ao
comparar uma mesma curva executada na maquina Planer Kryo® e na caixa de
isopor Styrofoam® (50°C/min. por um minuto, seguida de 10°C/min. por seis minutos
e aumentando gradativamente até 50°C/min. até que a temperatura das amostras
atingissem 110°C, esta taxa foi mantida até que temperatura das palhetas
alcancasse 150°C) observaram que nao houve diferenca significativa entre os
parametros de motilidade total e integridade acrossomal (eosina-nigrosina).
Devireddy et al. (2002), também observaram que o percentual de membrana
plasmatica integra n&o diferiu significativamente quando utilizadas as curvas de 20,

50, 70 e 130°C/min nas amostras com crioprotetor.
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A eficiéncia na manutencdo da viabilidade espermatica observada no
presente experimento, mesmo tendo utilizado curvas mais lentas do que as
sugeridas por Devirredy et al. (2002) e Clulow et al. (2007), pode ser explicada pela
utilizacao de taxas moderadas e ndo lentas de congelacédo. As taxas moderadas nao
expdem as células por um periodo muito longo a fase de liberacdo de calor latente
de fusdo que ocorre na fase de formacdo de cristais de gelo (-10°C). Este fato
também pode ser atribuido a acdo do diluente Botu-Crio® que conforme os
resultados encontrados por Pasquini et al. (2007) ofereceu maior protecao as células
espermaticas durante a congelacdo em comparacao aos diluentes mais utilizados no
mundo INRA 82 e Lactose-EDTA-gema de ovo. A utilizacao de animais com sémen
de alta congelabilidade também podem ter contribuido na observacdo destes

resultados.

Para o teste de fertilidade a curva de congelacao escolhida para ser utilizada
foi a C2 (20°C/min.) por ser a mais rapida entre as curvas programadas na TK3000®
e portanto mais pratica. A andlise estatistica dos dados demonstrou ndo haver
diferenca entre os indices de prenhez obtidos com o sémen congelado através da
maquina TK3000 (65%) e com a metodologia usual em caixa de isopor (60%),

demonstrando que as duas metodologias foram eficientes.

Os trabalhos que buscam taxas ideais de congelacdao de sémen equino
encontrados na literatura ndo realizaram o teste de fertilidade ou ndo oferecem
dados sobre o mesmo. Porém, os obtidos neste experimento foram iguais ou
superiores aos indices de fertiidade encontrados em diversos estudos
desenvolvidos no Brasil e no exterior que foram apresentados na Tabela 1 e 2,

apesar dos mesmos nao terem utilizado maquinas de congelacao.
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A raca Mangalarga Marchador foi escolhida e utilizada no Experimento lll,
visto que a mesma apresenta uma menor resisténcia ao processo de congelagao e
descongelacdo quando comparada a diversas ragas, entre elas podemos destacar
as germanicas e a Quarto de Milha que foram utilizadas no Experimento Il. Esta
resisténcia menor a congelabilidade ja havia sido observada por Alvarenga et al.
(1992) e Alvarenga (2002) apesar dos autores terem utilizado diluidores diferentes
dos atuais.

No entanto, experimentos que testaram diferentes taxas e curvas de
congelacdo na espécie eqlina sempre usaram garanhdées de boa ou alta
congelabilidade resultando em semelhangas nos dados de motilidade total
observados por Clulow et al. (2007), bem como os obtidos por Devireddy et al.
(2002) que trabalharam com permeabilidade de membrana a agua.

A curva C1 (15°C/min entre +5 e -60°C e 4°C/min entre -60 e -100°C),
utilizada no Experimento Il, simulava a curva realizada pela congelacédo na caixa de
isopor e neste experimento optou-se por ndo usa-la, mantendo apenas a congelagcao
na caixa de isopor como metodologia controle (GC). A partir deste momento utilizou-
se a curva mais rapida programada no segundo exemplar da maquina, G2
(25°C/min.) e a curva intermediaria entre as programadas na maquina TK3000°
utilizada no Experimento I, C3 (20°C/min. até -60°C e 10°C/min entre -60 e -100°C)
gue neste experimento foi renomeada como G3.

Os oito garanhdes considerados como animais de baixa resisténcia seminal a
congelagéo apresentaram grande variagao entre seus resultados de motilidade total
e motilidade progressiva (Anexo 4, Tabela 14) demonstrando existir variagdes
mesmo entre individuos de uma mesma raca em relacdo a resisténcia seminal a

congelacao como descrito por Alvarenga (2002). Para que o alto desvio padréo nao
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exercesse influéncia na analise estatistica, estes ejaculados foram divididos em dois
grupos de acordo com a motilidade total pés-descongelacdao (acima ou abaixo de
50%) e analisados separadamente.

Quando comparadas as médias e desvios padrao da motilidade total do
sémen dos animais que apresentaram indice acima de 50% p6s-descongelacao,
observou-se que o Grupo 2 (75,0%) foi significativamente superior ao Grupo
Controle (61,8%), no entanto ndo houve diferenca quando comparado ao Grupo 3
(66,3%). Em relacdo a motilidade progressiva, o Grupo 2 (41,0%) foi
significativamente superior aos demais grupos (GC: 28,0% e G3: 27,5%). Quando
comparados os valores de integridade de membrana plasmatica nao foram
observadas diferencas significativas entre os grupos estudados (GC: 51,3%; G2:
55,0% e G3: 53,5%). Ja, quando comparadas as médias e desvios padrdo da
motilidade total do sémen dos animais que apresentaram indice abaixo de 50% pés-
descongelacao, observou-se que o Grupo 2 (20,5%) foi significativamente superior
ao Grupo Controle (13,3%), no entanto ndo houve diferenca quando comparado ao
Grupo 3 (19,5%). Em relacao a motilidade progressiva (GC: 3,8%; G2: 6,8% e G3:
6,0%) e integridade de membrana plasmatica (GC: 16,8%; G2: 20,8% e G3: 19,5%),
nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos estudados.

Como era esperado, a utilizacdo de animais de baixa resisténcia seminal a
congelagdo evidenciou uma tendéncia de melhores resultados em relagdo a
manutenc¢ao da viabilidade do sémen quando da utilizacdo de curvas de congelagéao
mais rapidas para animais considerados “poor freezers”, que conforme achados de
Medeiros et al. (2007), demonstram ter uma menor eficiéncia na regulacdo do
equilibrio osmatico celular. Estes resultados corroboram com os de Thurston et al.

(2003) que demonstraram que a curva de congelacdo mais rapida (40°C/min) foi
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superior a curva mais lenta (6 °C/min) na eficiéncia da congelacdo de sémen suino,
por manter a curva de congelacdo mais homogenia.

A utilizacao de um crioprotetor do grupo das amidas no meio diluente Botu-
Crio® (dimetilformamida) também contribuiu para melhores resultados na
manutencdo da viabilidade espermatica de animais de baixa resisténcia seminal a
congelacao, por apresentarem um menor peso molecular e serem mais permeaveis
ao espermatozdide acarretam menores injarias principalmente as células
espermaticas de animais com menor eficiéncia na regulacao do equilibrio osmético
durante a congelagao, corroborando com os achados de Medeiros et al. (2007) que
observaram melhores indices de fertilidade quando utilizaram sémen congelado
contendo amidas em relacdo ao glicerol (dimetilacetamida 56%, metilformamida

62%, dimetilformamida 52% e glicerol 30%).
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6 Conclusoes

Com base nos resultados obtidos e nas condicdes em que se realizou o
presente trabalho foi possivel concluir que:

e Os sistemas de transporte refrigerado de sémen eqliino Botutainer® e
Equitainer® sdo tao eficientes quanto o refrigerador programavel Minitiib® no
periodo de estabilizacdo seminal prévio a congelacdo, facilitando o
procedimento de congelacdo de sémen a campo;

e Todas as curvas testadas no Experimento Il foram eficientes na
congelabilidade de sémen equino em relacao aos parametros espermaticos
estudados;

e A maquina de congelagdo TK3000® foi td0 eficaz quanto & metodologia de
congelagao em caixa de isopor.

e Com relacdo a fertilidade, tanto a congelacao automatizada como a realizada

na caixa de isopor foram eficazes;

e A curva mais rapida da maquina TK3000® demonstrou ser mais eficaz na
congelabilidade do sémen de animais da raca Mangalarga Marchador
considerados “poor freezers”.
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7 Consideracoes Finais

A analise dos dados do Experimento Il demonstrou ndo haver diferenga
significativa entre as curvas utilizadas, hipotetizando que utilizar amostras de sémen
de alta congelabilidade pode ter mascarado os eventuais efeitos que as diferentes
curvas poderiam causar sobre as células espermaticas. Isso nos levou a acreditar
que estas diferencas poderiam ser evidenciadas, com a utilizacdo de amostras
seminais de baixa congelabilidade, razdo pela qual foi programado e executado o
Experimento lll.

O Experimento Il evidenciou que curvas mais rapidas permitem melhores
resultados na congelacdo de sémen de animais com baixa resitséncia seminal a
congelagcdo, no entanto as maquinas nacionais, até o presente momento, nao

oferecem curvas de congelacao superiores a 25 °C/minuto.

Portanto, novos estudos devem ser realizados em relagcao as curvas ideais a
congelacao do sémen equino utilizando-se sistemas automatizados que oferecam
curvas de congelacao mais rapidas e animais com baixa resisténcia ao processo a
criopreservagcado, na tentativa de evidenciar a hipotese de que o sistema
automatizado possa desenvolver uma curva ideal e com isso melhorar os resultados,
principalmente nos garanhfes de baixa congelabilidade denominados na literatura

internacional de “poor freezers”.
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RESUMO

Este estudo objetivou analisar a viabilidade da utilizacdo de sistemas de transporte de
sémen refrigerado na estabilizacdo das palhetas previamente a congelacdo. Os ejaculados
foram diluidos em meio diluente Botu-Sémen®, centrifugados por 10 minutos a 600xg e 0s
pellets ressuspendidos no diluente para criopreservacdo Botucrio®, envasados em palhetas de
0,5 ml e divididos em trés grupos. No Grupo M, as palhetas foram dispostas horizontalmente
em geladeira Minitub® a 5°C por 20 minutos. Nos Grupos B e E, as palhetas foram colocadas
respectivamente nos sistemas Botutainer® e Equitainer®, previamente equilibrados na
temperatura interna de 5°C e mantidas nestes sistemas também por 20 minutos. A congelagao
seguiu-se da mesma maneira para os 3 grupos. As palhetas foram descongeladas em banho
maria a 46°C por 20 segundos e analisadas quanto a motilidade total (MT) e progressiva (MP)
(CASA), e integridade de membrana por microscopia de fluorescéncia (IMP). Nao foram
observadas diferencas estatiscas (P>0,05) para os valores de MT (G1=67,1%"; G2=65,2%" ¢
G3=63,4%") e MP (G1=32,1%"; G2=31,9%" ¢ G3=30,4%"). Para os valores de IMP nio
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foram observadas diferencas estatisticas entre os Grupos 1 e 2, no entanto o Grupo 3
apresentou um valor significativamente inferior (P<0,05) em comparacdo aos outros grupos
(G1=49,4%", G2= 48,7%", G3= 44,9%"). Os resultados demonstraram que os dispositivos
de transporte refrigerado de sémen podem ser empregados na estabilizacdo das amostras
seminais previamente a congelacdo como uma alternativa aos refrigeradores, facilitando o

procedimento de criopreservacio a campo.

Palavras—chave: equino, s€men, estabilizacdo, criopreservacao.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the efficiency of the cooled semen transport
systems for equine sperm samples before freezing. The samples were diluted in Botu-
Sémen® extender and centrifuged at 600xg for 10 minutes. Then, pellets were
ressuspended with Botucrio® cryopreservation extender, loaded into 0.5 mL straws and
divided in three groups. On Group M, straws were placed horizontally in a refrigerator
Minitub® at 5°C for 20 minutes. For groups B and E, the straws were placed in
Botutainer® and Equitainer® systems, respectively. Both systems were previously
equilibrated for an internal temperature of 5°C and straws were maintained inside then
during 20 minutes. After the stabilization period, the same freezing process was
performed for all groups. The straws were thawed at 46°C for 20 seconds. Sperm
samples were evaluated for Total Motility (TM) and Progressive Motility (PM) (CASA)
and Membrane Integrity (MPI) using fluorescent microscopy. Statistical differences
were not observed (p>0.05) for Total Motility (G1=67.1% ; G2=65.2% e G3= 63.4%)
and Progressive Motility (G1=32.1%; G2=31.9% e G3=30.4%) values obtained in all
groups. Although MPI percentages were not different between groups 1 and 2, group 3
showed a decrease when compared to the other groups (G1=49.4%, G2= 48.7%, G3=
44.9%). These results demonstrate that cooled semen transport systems can be used for
stabilization of equine sperm samples before freezing, being an alternative for replacing

refrigerators.

Keywords: equine, semen, stabilization, cryopreservation.

INTRODUCAO

O desenvolvimento de biotecnologias cada vez mais modernas tem contribuido para
os avancos na darea de Reprodugao Animal. A criopreservagdo de sémen se destaca por
suas indmeras vantagens: diminuicdo de custos com aquisicdio de animais
geneticamente superiores; armazenamento por tempo indeterminado; utilizacdo do
sémen de animais excepcionais mesmo apds a perda da capacidade reprodutiva ou
morte; racionalizacdo do uso do reprodutor com aumento da relacdo macho/fémea;

controle de doengas venéreas e facilidade no transporte a longas distancias.
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Alguns protocolos incluem um periodo de resfriamento do sémen antes da
congelacdo com o objetivo de recuperar as células espermdticas dos efeitos da
centrifugacdo e diminuir as injdrias que podem ter sido causadas pelo choque frio
(Jasko, 1994). A ocorréncia do choque pelo frio pode ser evitada ou amenizada
refrigerando-se lentamente o sémen eqiiino diluido até 4°C, a taxas iguais ou inferiores a

0,05°C/min (Pickett & Amann, 1993).

O termo choque frio define algumas modificacbes que ocorrem no
espermatozdide quando submetido a uma curva de refrigeracdo rapida (Jasko, 1994).
Esse processo se caracteriza por padrao anormal de movimento espermatico, perda
rdpida de motilidade, danos no acrossoma e membrana plasmdtica, reducdo do

metabolismo e perda dos componentes intracelulares (Amann & Graham, 1992).

Squires et al. (1999) relataram que os componentes da membrana plasmética
(lipideos e proteinas) se movimentam lateralmente dentro da cabeca, acrossoma, e
“colo” do espermatozdide. Esse estado normal da membrana é chamado estado liquido
cristalino. A refrigeracdo altera a orientacdo dos lipideos afetando a estabilidade da
membrana ou induzindo a um desarranjo das moléculas, com formacdo de pontos de

fragilidade que levam a uma permeabilidade excessiva ou mesmo a ruptura da

membrana (Amann & Graham, 1992).

As injdrias causadas por essas alteracdes na célula durante a refrigeracao podem
acontecer de forma direta afetando as estruturas celulares, pela ruptura da membrana e
conseqiientes modificacdes bioquimicas e metabdlicas que sdo imediatamente evidentes
pela alteracdo na motilidade, ou de forma indireta, pela alteracdo das funcdes celulares,

como diminui¢do dos processos metabdlicos (Kayser et al., 1992; Squires et al., 1999).

A despeito da conhecida sensibilidade do espermatozdéide eqiiino ao choque pelo
frio, alguns estudos foram desenvolvidos com o intuito de avaliar a possibilidade de se
congelar sémen de garanhdes sem refrigeracdo prévia. Em dois estudos, um realizado
por Vidament (2000) em que se utilizou o diluente INRA 82 e outro em que o sémen foi
congelado por Fiirst et al. (2003) em meio a base de lactose-EDTA-gema de ovo, houve
queda significativa na motilidade pds-descongelacdo quando ndo se realizou a

refrigeracdo antes da congelagdo em ambos os trabalhos.
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No presente estudo, foram utilizados os sistemas de transporte refrigerado de
sémen eqiiino (Equitainer® e Botutainer®) para a estabilizacdo seminal previamente a
congelacdo, em comparacdo a utilizacdo do refrigerador programavel Minitib®. A
utilizacdo destes sistemas pode facilitar o procedimento de congelacdo a campo, pois

apresentam um menor custo e maior praticidade do que o refrigerador programével.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados 4 garanhdes com idades entre 5 e 20 anos, das ragas
Westfallen, Quarto de Milha, Puro Sangue Arabe e Hannoverano, pertencentes ao
Centro de Reprodugcdo e Biotecnologia Eqiiina (CERBEQ) e Departamento de
Reproducdo Animal e Radiologia Veterindria-FMVZ-UNESP/Botucatu.  Foram
utilizados 9 ejaculados dos garanhdes das racas Westfallen e Hannoverano, e 9
ejaculados dos garanhdes das ragas Quarto de Milha (QM) e Puro Sangue Arabe (PSA)
totalizando 36 ejaculados. Porém, 6 amostras (3 QM, 3PSA) foram desprezadas pela

dificuldade de armazenamento das palhetas no sistema Equitainer®.
Colheita de Sémen

A colheita de s€men foi realizada com vagina artificial (Biotech Botucatu, SP-
Brasil), composta por um tubo rigido de fibra de vidro mucosa de latex e mucosa
pléstica descartdvel, acoplada a um copo coletor isotérmico contendo uma camisa

sanitdria descartdvel, na temperatura de aproximadamente 45°C.
Analises Laboratoriais

Cada ejaculado foi filtrado com auxilio de um filtro de nylon e o volume
mensurado em proveta graduada. Em seguida, foi feita avaliacdo macroscopica quanto a
cor, odor e aspecto com o objetivo de eliminar amostras que apresentassem alguma
anormalidade. Uma pequena aliquota foi retirada para avaliacdo dos parametros de
motilidade total e progressiva (CASA) e concentracio, realizada em microscopio de luz
com contraste de fase (200X), com auxilio de uma camara de Neubauer apos diluicdo na

propor¢ao de 1:20 (sémen/4dgua destilada).
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Processamento do Sémen

Os ejaculados foram diluidos na propor¢do de 1:1 com diluente Botu-Sémen®
(Biotech Botucatu, SP- Brasil) e centrifugados por 10 minutos a 600xg. Os “pellets”
foram ressuspendidos com diluente para criopreservacio Botu-Crio® (Biotech Botucatu,
SP- Brasil) na concentracdo de 200x10° espermatozéides vidveis por mL, envasados em
palhetas de 0,5 mL e divididos em 3 grupos. No Grupo M, as palhetas foram dispostas
horizontalmente em geladeira Minitub® (Minitub do Brasil) a 5°C por 20 minutos. No
Grupo B, as palhetas foram colocadas verticalmente no sistema de transporte
refrigerado de s€men Botutainer® (Biotech Botucatu, SP- Brasil), previamente
equilibrado na temperatura interna de 5°C e mantidas por 20 minutos. No Grupo E, as
palhetas foram dispostas verticalmente no sistema Equitainer® (Hamilton Research
INC., USA), também previamente equilibrado a temperatura interna de 5°C e mantidas

pelos mesmos 20 minutos.

Ap6s o periodo de estabilizacdo, a congelacdo seguiu-se da mesma maneira para
os 3 grupos. As palhetas foram colocadas horizontalmente a 6 cm acima do nivel de
nitrogénio liquido (N) em caixa de isopor de 40 litros com dimensdes de 40x30x25
cm, contendo 3,5 cm de N, e foram mantidas em vapor de N, por 20 minutos e depois

criopreservadas por imersao direta no mesmo.

As palhetas foram descongeladas em banho Maria a 46°C por 20 segundos
(Dell’Aqua Jr., 2000) e analisadas quanto a motilidade total e progressivas (CASA),
integridade de membrana plasmdtica por microscopia de fluorescéncia através da

associacdo das sondas Iodeto de Propideo e Diacetato de 6-carboxifluoresceina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo nao houve diferenca significativa entre os valores dos
parametros espermaticos de motilidade total e motilidade progressiva das amostras
quando comparadas as diferentes formas de refrigeracao. No entanto, quando avaliada a
integridade de membrana plasmatica, observou-se inferioridade na utilizacao do sistema
Equitainer® em relacdo aos outros sistemas estudados (p<0,05). Melo et al (2006)

e . el ® L, J - ..
utilizaram o sistema Minitiib~ para o periodo de estabilizacdo das amostras seminais
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durante 20 minutos a 5°C e obteveram resultados de motilidade total e progressiva
(68,9%; 31,6%) similares ao do presente experimento (GM: 67,1%; 32,1% - GB:
65,2%; 31,9% - GE: 63,4%; 30,4%).

Tabela 1: Médias e desvios padrdo (%) dos parametros espermdticos de
motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP) e integridade de membrana
plasmdtica (IMP) das amostras de sémen descongeladas, submetidas ao periodo de

estabilizacdo prévio a congelac@o nos sistemas Minitiib®, Botutainer® e Equitainer®

Sistemas
Variaveis Minitub® Botutainer® Equitainer”
MT 67,16+£10,34 65,60+10,63 63,46+11,45
MP 32,10+7,84 31,90+6,71 30,40+7,27
IMP 49,43+5,43" 48,70+7,12° 44,90+6,74°

Médias seguidas de diferentes letras, na mesma linha, diferem estatisticamente

(p<0,05).

O sistema Equitainer® demonstrou ser significativamente inferior ao sistema
Botutainer® e ao refrigerador Minitiib® na manutencio da integridade de membrana
plasmdtica das células espermdticas. A superioridade do sistema Minitiib® em relacdo
ao Equitainer®, neste experimento, pode ser explicada pela manutencdo do controle
automatizado da temperatura promovido pelo refrigerador. No entanto, Avanzi et al.
(2007) compararam os sistemas Botutainer® e Equitainer® sob diferentes temperaturas
simulando estresse térmico pelo frio (-4°C), pelo calor (38°C), além da temperatura
ambiente (24°C), diferentemente do que foi observado no presente experimento, nao
foram encontradas diferencas significativas da integridade de membrana plasmatica
entre os sistemas testados sob diferentes temperaturas.

Apesar da manutencdo da viabilidade espermdtica, as taxas de refrigeracdo
utilizadas no presente estudo (3,4°C/min. no refrigerador programavel e 1,13°C/min nos
sistemas de transporte) foram diferentes das taxas recomendadas por Kayser et al

(1992). Estes autores concluiram que o espermatozdide eqiiino pode ser refrigerado
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rapidamente de 37 a 20°C, mas deve ser refrigerado a uma taxa menor que 0,1°C por
minuto e preferencialmente a 0,05°C por minuto, de 20 a 5°C para manter a maxima
sobrevivéncia espermdtica. Os sistemas de transporte refrigerado Equitainer® e
Botutainer® apresentam taxas de refrigeracio de 0,03 e 0,05°C/min. respectivamente e

sdo considerados adequados a biotecnologia de sémen refrigerado.

Apesar das curvas utilizadas no presente trabalho serem mais rapidas do que as
recomendadas por Kayser et al. (1992), as trés metodologias testadas permitiram a
obtencdo de bons resultados de motilidade total (G1=67,1%, G2=65,2%, G3=63,4%),
motilidade progressiva (G1=32,1%, G2=31,9%, G3=30,4%) e integridade de membrana
plasmitica (G1=49,4%", G2=48,7%", G3=44,9%"), demonstrando que os trés
dispositivos foram eficientes na estabilizacdo seminal prévia a congelacdo. Esta
similaridade talvez possa ser explicada com base nos animais utilizados por
apresentarem sémen de alta congelabilidade e o meio diluente Botu-Crio®, que tem
demonstrado oferecer uma maior protecao as células espermaticas durante o processo de
congelacdo de s€men eqiiino em comparagdo aos diluentes mais utilizados no mundo,

INRA 82 e Lactose-EDTA-gema de ovo, conforme descrito por Pasquini et al (2007).

A maior dificuldade encontrada na utilizacdo do sistema Equitainer®, no
experimento I foi o armazenamento das palhetas em seu interior, j4 que a altura do
recipiente interno deste sistema é menor do que a altura das palhetas de 0,5mL
utilizadas, ocorrendo o dobramento de algumas amostras que tiveram que ser
desprezadas. No sistema Botutainer®, nao houve dificuldade no armazenamento das

palhetas visto que foi desenvolvido e adaptado a palhetas de 0,5 e 0,25 mL.

CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos e nas condi¢cdes em que se realizou o presente
trabalho foi possivel concluir que os sistemas de transporte refrigerado de s€émen eqiiino
Botutainer® e Equitainer® sdo tdo eficientes quanto o refrigerador programével
Minitiib® no periodo de estabilizacdo seminal prévio a congelacdo, facilitando o

procedimento de congelacdo de sémen a campo
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Resumo

O presente estudo objetivou comparar diferentes curvas de congelacao utilizando-se
uma maquina com curvas programadas (TK3000®) com congelagdo em vapor de
nitrogénio liquido, utilizando sémen de garanhdes de alta e baixa congelabilidade. No
experimento | foram utilizados 4 garanhdes com sémen de alta congelabilidade. Trés
curvas foram programadas na TK3000® (C1, C2, C3) em comparagdo com a
metodologia em caixa de isopor (GC). As comparagdes foram realizadas em relagao
ao GC e nao apresentaram diferenca significativa. Valores em porcentagem de
motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP) e integridade de membrana
plasmatica (IMP): GCxC1 (70 x 67,5; 35,7 x 32; 48,3 x 46); GCxC2 (63,3 x 67,66; 33,3
x 34,8; 45,4 x 48,3); GCxC3 (63,2 x 65; 32,2 x 32,4; 48,09 x 49,3). No teste de
fertilidade, as inseminagdes foram realizadas com amostras congeladas com C2 e GC
apresentando indices de prenhez de 65 e 60% respectivamente, sem diferenga
significativa. A TK3000® foi tdo eficaz quanto & metodologia de congelacdo em caixa
de isopor em relagcao a congelabilidade e fertilidade. Todas as curvas testadas foram
eficientes na manutencdo da viabilidade espermatica. No experimento Il, foram
utilizados 8 garanhdes da raca Mangalarga Marchador. As amostras foram divididas e
congeladas simultaneamente em duas maquinas em diferentes curvas (G2 e G3) e na
caixa de isopor (GC). Para a andlise estatistica, as amostras seminais foram divididas
em dois grupos de acordo com a motilidade total p6s-descongelagao (acima ou abaixo
de 50%). Os resultados das amostras que apresentaram indice acima de 50% péds-
descongelagdo: MT (GC:61,8%° G2: 75,0%% G3: 66,3%%); MP (GC: 28,0%"
G2:41,0%% G3: 27,5%"); IMP (GC: 51,3%% G2: 55,0%% e G3: 53,5%7), demonstram
superioridade significativa do G2 em relagdo GC na MT e do G2 em relagéo ao GC e
G3 na MP . Os resultados das amostras que apresentaram indice abaixo de 50% pés-
descongelacdo MT (GC: 13,3% °; G2: 20,5%% G3: 19,5%*); MP (GC: 3,8%% G2:
6,8%% G3: 6,0% ?); IMP (GC:16,8%% G2: 20,8%° e G3: 19,5%?%), demonstram
superioridade do G2 na MT. A curva mais rapida da TK3000® demonstrou ser mais
eficaz na congelabilidade de animais da raca Mangalarga Marchador considerados
“poor freezers”

Palavras-chave: Equino; Sémen; Curvas de Congelagao; Fertilidade
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Introducao

O processo de congelagdo de sémen eqiiino envolve inimeros eventos fisico-
quimicos que sdo responsaveis pela integridade e viabilidade espermética, assim como
pela fertilidade do s€émen congelado eqiiino (Graham, 1996).

A busca de taxas 6timas de refrigeracdo/congelacdo e descongelacao das células
espermaticas tem sido motivo de estudos em diversas espécies de animais. Fiser e
Fairfull (1990) estudaram os fatores velocidade de congelacdo, nivel de glicerol no meio
de congelacgdo e sistema de envase para o sémen de suinos. Os melhores resultados de
motilidade e integridade acrossomal foram obtidos com a utilizagdo de 3% de glicerol
no meio diluente e uma velocidade de congelacdo de 30°C/min com o sémen

acondicionado em palhetas de 0,5 mL.

Em outro estudo, espermatozdides colhidos da cauda do epididimo de caes
foram congelados em palhetas de 0,25 mL a diferentes taxas (0,5, 3, 11, 58 ou
209°C/min). As taxas de 0,5 e 3°C/min foram obtidas utilizando-se dispositivos
proprios para congelagdo, enquanto as taxas de 11, 58 e 209°C/min foram determinadas
pela distancia entre as palhetas e o nitrogénio liquido. A motilidade espermatica apds a
descongelac¢ao foi reduzida com baixas taxas de congelagdo, atingiu valores maximos a
taxa de 11°C/min e diminuiu significativamente (P<0,01) com taxas de congelagao mais

elevadas (YU et al., 2002).

Blanco et al (2000) comparam a sobrevivéncia espermdtica apds congelacao
rapida (50°C/min) ou lenta (1°C/min de +4 a -20°C seguido de 2°C/min de —20 a -70°C)
do sémen de seis espécies de aves (galo, peru, dguia dourada, dguia de Bonelli, dguia
imperial e falcdo peregrino) e observaram que a congelacdo rapida foi prejudicial em

quatro das seis espécies estudadas, mostrando as variagdes interespecificas existentes.

A comparacdo de trés métodos de congelacio de sémen suino por meio de
maquinas mostrou resultados significativamente superiores em parametros de
motilidade computadorizada e viabilidade espermdtica quando foram usados
equipamentos que impunham uma velocidade de congelacdo em torno de 40°C/min em

comparacao a velocidade de congelacao de 6°C/min (Thurston et al., 2003).

Kumar et al. (2003), compararam as curvas de 1°C/min, 30°C/min e 50°C/min
para a congelacdo de s€émen de bovino, ovino e suino em duas maquinas programaveis

de congelacdo, sendo uma comercial (Planer Cryo 10®) e outra méquina nio comercial
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desenvolvida por Medrano et al. (2002). Os autores concluiram que a curva de 30°C/min
e que a maquina desenvolvida por Medrano foram mais eficientes entre manutengdo da

viabilidade espermatica nas trés espécies estudadas.

A avaliacdo da permeabilidade da membrana espermadtica a dgua durante a
congelagdo a diferentes taxas, mostrou que as taxas de congelagdo de 29°C/Min e
60'C/Min sdo as mais adequadas a congelagdo de sémen de garanhdes em meios

diluidores com e sem crioprotetor (Devireddy et al., 2002).

Um recente trabalho (Clulow et al, 2007) demonstrou que a motilidade total pds-
descongelacdao de amostras em diferentes concentragdes (40 e 400x10°% e diferentes
volumes (0,25 e 0,5mL) foi consistentemente mais alta quando a congelacdo foi feita
em maquina de congelacdo programdavel, em comparacdo a utilizacdo da caixa

Styrofoam ©

contendo nitrogénio liquido. A curva programada na madaquina de
congelacdo Planer Kryo® foi de 50°C/min. por um minuto, seguida de 10°C/min. por
seis minutos e aumentando gradativamente até 50°C/min. até que a temperatura das
amostras atingisse 110°C. Posteriormente esta taxa foi mantida até que temperatura das
palhetas alcancassem 150°C. Esta curva foi baseada na taxa de congelacdo da caixa

® P
Styrofoam ,observada em mensuracao prévia.

O presente estudo teve por objetivo testar a eficiéncia de diferentes curvas de
congelagdo inseridas num aparelho computadorizado, brasileiro e portatil (TK3000®) e
compara-las com a metodologia usual de congelacio em caixa de isopor, utilizando

garanhdes que apresentam sémen de alta e baixa congelabilidade
Material e Método

Experimento I

Foram utilizados 4 garanhdes de com idades entre 5 e 20 anos, das racas Westfallen,
Quarto de Milha, Puro Sangue Arabe ¢ Hannoverano, pertencentes ao Centro de Reproducio e
Biotecnologia Eqiiina (CERBEQ) e Departamento de reprodu¢do Animal e Radiologia
Veterinaria-FMVZ-UNESP/Botucatu. Para o teste de fertilidade foram utilizados 2 ciclos (um
ciclo por grupo) de 23 éguas mesticas com idades entre 5 e 15 anos, e um garanhdo de
fertilidade comprovada da ragca Westfallen também pertencentes ao Centro de Reprodugdo e
Biotecnologia Eqiiina (CERBEQ) e Departamento de reprodu¢do Animal e Radiologia
Veterinaria-FMVZ-UNESP/Botucatu.
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Nove ejaculados dos garanhdes de cada garanhdo foram utilizados, totalizando 36
ejaculados. A colheita de s€men foi realizada com vagina artificial modelo (Biotech Botucatu,
SP, Brasil), composta por um tubo rigido de PVC, mucosa de litex e mucosa pléstica
descartdvel, acoplada a um copo coletor isotérmico contendo uma camisa sanitdria descartdvel,

na temperatura de aproximadamente 45°C.

Cada ejaculado foi filtrado com auxilio de um filtro de nylon e o volume mensurado em
proveta graduada. Em seguida, foi feita avaliagdo macroscépica quanto a cor, odor e aspecto
com o objetivo de eliminar amostras que apresentassem alguma anormalidade. Uma pequena
aliquota foi retirada para avaliagdo dos parametros de motilidade total e progressiva (CASA) e
concentracdo, realizada em microscopio de luz com contraste de fase (20X), com auxilio de uma

camara de Neubauer ap6s dilui¢do na proporcao de 1:20 (sémen/dgua destilada).

Para a congelacdo das amostras foram utilizadas 3 diferentes curvas de
congelacdo programadas em uma maquina automatizada (TK3000® - TK tecnologia em
congelacao, Uberaba, Brasil). O periodo de resfriamento a 5°C das amostras dos grupos
congelados na mdaquina foi realizado com uma curva de 0,5°C/min. As amostras do
Grupo Controle (GC) foram refrigeradas a 5°C em refrigerador programavel Minitiib®
por 20 minutos. A congelagdo foi realizada utilizando uma caixa de isopor de 40 litros
de dimensdes de 40x30x25cm, contendo 3,5 cm de nitrogé€nio liquido, na qual as
palhetas eram dispostas a 6 cm do nivel do nitrogénio por 20 minutos e congeladas por

imersao direta no mesmo.

As curvas programadas na maquina foram: Curva 1- Curva similar a curva de
congelacdo a 6 cm do nivel do N, em caixa de isopor (C1): 15°C/min. entre +5°C e -
60°C 4°C/min. entre -60°C e -100°C ; Curva 2- Curva de aceleracdo constante, na
velocidade maxima permitida pela maquina (C2): 20°C/min. entre +5°C e -100°C e
Curva 3- Curva inicial na velocidade maxima permitida pela maquina, seguida de uma
desaceleracdo baseada na que ocorre na curva da caixa de isopor quando a 6 cm do nivel
de N, (C3): 20°C/min. até -60°C e posteriormente a uma curva de 10°C/min. entre -
60°C e -100°C. Cada ejaculado foi dividido em duas amostras, sendo uma submetida a
congelacao usual (GC) e a outra na maquina programada com uma das 3 curvas (C1,C2
ou C3). Sendo assim, as comparagdes dos resultados das taxas de congelacdo foram

realizadas sempre em relagdo ao seu grupo controle.

As palhetas foram descongeladas em banho Maria a 46°C por 20 segundos

(Dell’Aqua Jr., 2000) e os parametros espermdticos foram avaliados utilizando-se o
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sistema computadorizado Hamilton Thorm (CASA), e integridade de membrana
plasmatica (IMP) por microscopia de fluorescéncia através da associagdo das sondas

diacetato de 6-carboxifluoresceina e iodeto de propideo segundo Ziccari (1998).

As amostras de s€men para o teste de fertilidade foram colhidas, analisadas,
centrifugadas, ressuspendidas e envasadas como descrito no experimento I. Cada
amostra foi dividida em dois grupos sendo o Grupo Controle (GC) congelado com a
metodologia usual descrita no experimento I e o Grupo 2 em que os ejaculados foram
congelados na maquina TK3000, utilizando-se a curva de nimero 2 (C2). Apesar de ndo
haver diferenca significativa entre as diferentes curvas automatizadas estudadas, foi

escolhida a curva 2, por ser a mais rdpida programada na TK3000°.

O teste de fertilidade foi feito no periodo de Janeiro a Margo de 2007 nas instalagdes do
Centro de Reproducdo e Biotecnologia Eqiiina (CERBEQ). As éguas foram monitoradas
diariamente através de palpacdo retal e ultrassonografia. A indu¢do da ovulacdo foi realizada
através da administracdo de 1mg de deslorelina por via intramuscular no momento em que as
éguas apresentavam um foliculo pré-ovulatério de aproximadamente 35 mm de didmetro.
Foram realizadas duas inseminagdes (pré e pés-ovulacdo) com 400x10° de espermatozéides
vidveis cada, no 4pice do corno ipsilateral a ovulagdo com auxilio de uma pipeta de inseminagao
flexivel (Minitiib®) e o diagnéstico de gestacio foi realizado entre 12 e 15 dias apés a detecgio

da ovulacgdo, por meio de ultrassonografia.
Experimento 11

Ao término do Experimento I, observou-se que ndo houve diferenca significativa
entre os diferentes tratamentos, quer seja laboratorial, quer seja na fertilidade,
provavelmente por terem sido utilizados garanhdes de alta congelabilidade do sémen, o
que motivou a execu¢do do Experimento II com garanhdes de baixa congelabilidade do
sémen pertencentes a raga Mangalarga Marchador. No momento da realizacdo do
Experimento II foi possivel utilizar dois exemplares da méquina TK3000%, o que
possibilitou o teste de novas curvas com um mesmo ejaculado.

Foram utilizados 8 garanhdes da raga Mangalarga Marchador, sendo sete
pertencentes ao Haras Ogar , situado na cidade de Lins, no estado de Sao Paulo e um
pertencentes ao Centro de Reprodugdo e Biotecnologia Eqiiina (CERBEQ) e
Departamento de Reproducio Animal e Radiologia Veterindria-FMVZ-

UNESP/Botucatu. Para o experimento, utilizou-se um ejaculado de cada garanhdo.
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Para os animais locados no Haras Ogar-Lins, foi realizada a analise da motilidade total
do sémen dos 7 animais de forma subjetiva com auxilio de um microscépio de luz,
imediatamente apés a colheita e dilui¢io com o meio Botu-Sémen® (Biotech Botucatu,
SP-Brasil). A andlise laboratorial do s€men do garanhdo pertencentes ao Departamento
de Reprodugdo Animal e Radiologia Veterindria-FMVZ-UNESP/Botucatu, foi feita da

mesma maneira descrita no Experimento 1.

As amostras colhidas no Haras Ogar foram diluidas em meio diluente Botu-
Sémen® na proporcdo de 2:1 (diluente:sémen) e armazenadas por um periodo de 3 hs no
sistema de transporte refrigerado Botutainer®, ou seja, tempo necessdrio para o
transporte do Haras até o laboratéro. Os ejaculados colhidos no Departamento de
Reprodugdo Animal e Radiologia Veterindria foram submetidos a mesma dilui¢do e
periodo de refrigeracdo para padronizagdo do procedimento. Apds o periodo de
refrigeracdo, uma aliquota de 1 mL de todas as amostras foi aquecida por 10 minutos a

36°C e entdo avaliadas quanto a motilidade total e progressiva pelo CASA.

A centrifugacdo, ressuspensdo e envase foram efetuadas da mesma forma
descrita no Experimento I. Apds o processamento, as amostras foram entdo divididas

em trés grupos e congeladas simultaneamente:

Grupo Controle (GC): Metodologia usual de congelacdo em caixa de isopor descrita

no experimento I.

Grupo 2: Congelagdo realizada através da mdaquina de congelagdo TK3000,

programada com uma curva de 25°C por minuto até -120°C.

Grupo 3: Congelagdo realizada através da madquina de congelacio TK3000,
programada com uma curva de 20°C/min. entre +5°C e -60°C e 10°C/min. entre -60°C

e -100°C.

Ap6s a descongelacdo das palhetas (descrita no Experimento I), os parametros
espermadticos foram avaliados pelo CASA, e a integridade de membrana plasmatica
(IMP) por microscopia de fluorescéncia através da associacdo das sondas diacetato de

6-carboxifluoresceina e iodeto de propideo.

Para a andlise estatistica, as amostras foram divididas em dois grupos de acordo

com a porcentagem de motilidade total (acima ou abaixo de 50%) com o intuito de
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diminuir os efeitos do alto desvio padrdo encontrado quando as amostras sao

comparadas em apenas um grupo.
Resultados
Experimento I

Os valores, dos parametros Motilidade Total, Motilidade Progressiva e Integridade de
Membrana Plasmatica ndo diferiram significativamente entre as amostras congeladas com a
metodologia usual (GC) e com a curva 1 inserida na Méquina TK 3000 (C1), conforme

demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1: Médias e desvios padrdo, em porcentagem, dos parametros espermdticos de
motilidade total, motilidade progressiva e integridade de membrana das amostras descongeladas
obtidas através da congelacdo sob a curva Cl da mdaquina de congelagdio TK3000 e seu

respectivo Grupo Controle.

Curvas Utilizadas

Variaveis GC (Caixa de Isopor) C1 (TK3000)
MT 70,08+6,46 67,5+6,29
MP 35,75+8,47 32,00+9,00
IMP 48,3345,12 46,08+5,31

Quando comparadas a metodologia usual (GC) e a mdquina de congelacdo TK3000,
programada com a curva 2 (C2), também ndo houve diferenca significativa entre as varidveis
Motilidade Total, Motilidade Progressiva e Integridade de Membrana Plasmadtica. Os resultados,

em porcentagem, estdo evidenciados na Tabela 2.
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Tabela 2: Médias e desvios padrdo, em porcentagem, dos parametros espermdticos de
motilidade total, motilidade progressiva e integridade de membrana das amostras descongeladas
obtidas através da congelacdo sob a curva C2 da mdquina de congelagdo TK3000 e seu

respectivo grupo controle GC congelado

Curvas Utilizadas

Variaveis GC (Caixa de Isopor) C2 (TK3000)
MT 63,00+9,05 67,67£10,74
MP 33,08+5,17 33,90+9,20
IMP 45,417,777 48,33+7,40

Quando utilizada a maquina TK3000 programada com a curva 3 (C3) em comparagio a
metodologia usual (GC), os parametros seminais estudados Motilidade Total, Motilidade
Progressiva e Integridade de Membrana Plasmatica também nao diferiram signifcativamente,

como ratificado na Tabela 3, a seguir:

Tabela 3: Médias e desvios padrdo, em porcentagem, dos parametros espermdticos de
motilidade total, motilidade progressiva e integridade de membrana das amostras descongeladas
obtidas através da congelacdo sob a curva C3 da mdaquina de congelagdio TK3000 e seu

respectivo grupo controle GC congelado

Curvas Utilizadas

Variaveis GC (Caixa de Isopor) C3 (TK3000)
MT 63,25+12,13 65,00+8,42
MP 31,66+7,08 32,41+3,86
IMP 48,72+6,14 50,00+5,40

Os indices de prenhez encontrados quando da utilizacdo de sémen congelado com a
metodologia usual (GC) e com a mdquina TK3000 programada com a curva 2 (G2) nas

inseminacdes artificiais nao diferiram significativamente conforme demonstra a Tabela 4.
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Tabela 4: Numero de éguas prenhes e ndo prenhes e indice de prenhez obtidos através da
inseminacdo artificial de 46 ciclos de 23 éguas utilizando s€men congelado sob a curva C2 da

méquina de congelagdo TK3000 e do grupo controle, congelado em caixa de isopor

Metodologia
Eguas GC (Caixa de Isopor) G2 (TK3000)
Prenhes 14 15
Nao Prenhes 9 8
Indice de Prenhez 60% 65%

Experimento II

Quando comparadas as médias e desvios padrdo da motilidade total do s€émen
dos animais que apresentaram indice acima de 50% pds-descongelacdo, observou-se
que o Grupo 2 foi significativamente superior ao Grupo Controle, no entanto nao houve
diferenca quando comparado ao Grupo 3. Em relagdo a motilidade progressiva, o Grupo
2 foi significativamente superior aos demais grupos. J4, quando comparados os valores
de integridade de membrana plasmética ndo foram observadas diferencas significativas

entre os grupos estudados conforme demonstrado na Tabela 5.

Tabela 5: Médias e desvios padrdo dos pardmetros espermadticos motilidade total (MT), motilidade
progressiva (MP) e integridade de membrana plasmatica (IMP), em porcentagem, das amostras seminais
que apresentaram motilidade total acima de 50% pds-descongelacdo, do grupo controle “GC” (caixa de

isopor) e das curvas do grupo G2 e G3 (mdquinas de congelagdo).

Metodologia
Variaveis GC G2 G3
MT 61,8+8,3° 75,0+5,5 66,3+4,5%°
MP 28.0+7,5° 41,0+7,0° 27,5+1,3
IMP 51,3+7,4% 55,0+6,3 53,5+7,7°

Médias seguidas de diferentes letras, na mesma linha, diferem estatisticamente (p<0,05)
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Quando comparadas as médias e desvios padrdo da motilidade total do s€émen
dos animais que apresentaram indice abaixo de 50% pds-descongelagcdo, observou-se
que o Grupo 2 foi significativamente superior ao Grupo Controle, no entanto nao houve
diferenca quando comparado ao Grupo 3. Em relacio a motilidade progressiva e
integridade de membrana plasmatica, ndo foram observadas diferengas significativas

entre os grupos estudados, de acordo com a Tabela 6.

Tabela 6: Médias e desvios padrao dos parametros esperméticos motilidade total (MT),
motilidade progressiva (MP) e integridade de membrana plasmdtica (IMP), em
porcentagem, das amostras seminais que apresentaram motilidade total abaixo de 50%
pos-descongelacdo, do grupo controle “GC” (caixa de isopor) e das curvas do grupo G2

e G3 (maquinas de congelacgdo).

Metodologia
Variaveis GC G2 G3
MT 13,342,2° 20,5+3,3" 19,5+5,2%°
MP 3,8+1,5% 6,8+3,0" 6,0+3,2%
IMP 16,8+3,9% 20,8+5.,4% 19,5+7,0%

Médias seguidas de diferentes letras, na mesma linha, diferem estatisticamente (p<0,05)
Discussao

Nos Experimentos I e II foram comparadas diferentes curvas inseridas em uma
mdquina nacional e portatil de congelacdo de sémen (TK3000®) em comparacio com a
metodologia de congelacdo em caixa de isopor. Além de facilitar o procedimento de
congelacdo nas propriedades rurais, as mdaquinas programdveis colaboram com os
estudos que buscam encontrar taxas ideais de congelacdo seminal para as diferentes
espécies. Ainda sdao poucos os trabalhos em relagao a taxa ideal de congelagcdo para o

sémen eqiiino, o que dificulta a comparacdo entre os resultados.

O periodo de estabilizacdio dos grupos congelados na caixa de isopor foi
realizado no refrigerador Minitiib® (3,4°C/min) por 20 minutos e dos grupos congelados
na mdquina TK3000® foi feito na mesma (0,5 /min) por aproximadamente 40 minutos,
ndo sendo observadas diferencgas significativas quanto aos valores de motilidade total,

progressiva e integridade de membrana plasmadtica. Estes achados contrariam os
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observados por Blanes et al. (2005), que demonstraram que a motilidade total foi
superior quando a estabilizacdo foi realizada a 5°C por 20 minutos em comparacgdo a 60

minutos com o diluente Botucrio®.

No presente experimento, apesar de mais lentas do que a curva 6tima sugerida
por Devireddy et al. (2002) (~29 sem adi¢cdo de crioprotetores € ~69°C/minuto com
adicdo de crioprotetores), as curvas de congelacdo C1(15°C/min. entre +5°C e -60°C e
4°C/min. de -60°C até -100°C); C2(20°C/min. entre +5°C até -100°C) e C3(20°C/min.
até -60°C e 10°C/min. entre -60°C até -100°C), programadas na maquina TK3000®
demonstraram ser tdo eficientes quanto a metodologia em caixa de isopor na
manutencdo da viabilidade espermdtica. Deve-se levar em consideracdo que os
resultados de Devireddy et al. (2002) foram obtidos através da avaliacdo da
permeabilidade da membrana espermética a dgua durante a congelacdo em diferentes
taxas, feita através de um equipamento termoanalitico e que o glicerol foi o crioprotetor

utilizado, sendo que as taxas poderiam variar se as amidas fossem utilizadas.

A semelhanca entre os resultados das diferentes curvas testadas em relagdo ao
controle na caixa de isopor, no presente experimento, provavelmente pode ser explicada
pela utilizagdo de garanhdes que apresentam sémen de alta congelabilidade. Esses
achados corroboram com os descritos por Papa et al. (2003), que ndo observaram
diferencas na motilidade e integridade de membrana pds descongelacio de
espermatozdides eqiiinos congelados a diferentes alturas do nitrogénio liquido (1,3,6 € 9
cm) e com os achados de Clulow et al. (2007) que ao comparar uma mesma curva
executada na maquina Planer Kryo® e na caixa de isopor Styrofoam® (50°C/min. por
um minuto, seguida de 10°C/min. por seis minutos e aumentando gradativamente até
50°C/min. até que a temperatura das amostras atingissem 110°C, esta taxa foi mantida
até que temperatura das palhetas alcangasse 150°C) observaram que ndao houve
diferenca significativa entre os parametros de motilidade total e integridade acrossomal
(eosina-nigrosina). Devireddy et al. (2002), também observaram que o percentual de
membrana plasmadtica integra ndo diferiu significativamente quando utilizadas as curvas

de 20, 50, 70 e 130°C/min nas amostras com crioprotetor.

A eficiéncia na manuten¢do da viabilidade espermaética observada no presente
experimento, mesmo tendo utilizado curvas mais lentas do que as sugeridas por

Devirredy et al. (2002) e Clulow et al. (2007), pode ser explicada pela utilizacdo de
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taxas moderadas e ndo lentas de congelacdo. As taxas moderadas ndo expdem as células
por um periodo muito longo a fase de liberacdo de calor latente de fusdo que ocorre na
fase de formacao de cristais de gelo (-10°C). Este fato também pode ser atribuido a ac¢ao
do diluente Botu-Crio® que conforme os resultados encontrados por Pasquini et al.
(2007) ofereceu maior protecdo as células espermadticas durante a congelacio em
comparacdo aos diluentes mais utilizados no mundo INRA 82 e Lactose-EDTA-gema
de ovo. A utilizacdo de animais com sémen de alta congelabilidade também podem ter

contribuido na observacao destes resultados.

Para o teste de fertilidade a curva de congelacao escolhida para ser utilizada foi a
C2 (20°C/min.) por ser a mais rdpida entre as curvas programadas na TK3000® e
portanto mais pratica. A andlise estatistica dos dados demonstrou ndo haver diferenca
entre os indices de prenhez obtidos com o sémen congelado através da madaquina
TK3000 (65%) e com a metodologia usual em caixa de isopor (60%), demonstrando

que as duas metodologias foram eficientes.

A raga Mangalarga Marchador foi escolhida e utilizada no Experimento II, visto
que a mesma apresenta uma menor resisténcia ao processo de congelacdo e
descongelacdo quando comparada a diversas racas, entre elas podemos destacar as
germanicas e a Quarto de Milha que foram utilizadas no Experimento I. Esta resisténcia
menor a congelabilidade ja havia sido observada por Alvarenga et al. (1992) e
Alvarenga (2002) apesar dos autores terem utilizado diluidores diferentes dos atuais.

No entanto, experimentos que testaram diferentes taxas e curvas de congelagcdo
na espécie eqiiina sempre usaram garanhdes de boa ou alta congelabilidade resultando
em semelhangas nos dados de motilidade total observados por Clulow et al. (2007), bem
como os obtidos por Devireddy et al. (2002) que trabalharam com permeabilidade de
membrana a dgua.

A curva C1 (15°C/min entre +5 e -60°C e 4°C/min entre -60 e -100°C), utilizada
no Experimento I, simulava a curva realizada pela congelacao na caixa de isopor e neste
experimento optou-se por ndo usd-la, mantendo apenas a congelacdo na caixa de isopor
como metodologia controle (GC). A partir deste momento utilizou-se a curva mais
rdpida programada no segundo exemplar da maquina, G2 (25°C/min.) e a curva
intermedidria entre as programadas na maquina TK3000® utilizada no Experimento II,
C3 (20°C/min. até -60°C e 10°C/min entre -60 e -100°C) que neste experimento foi

renomeada como G3.
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Os oito garanhdes considerados como animais de baixa resisténcia seminal a
congelacdo apresentaram grande variacdo entre seus resultados de motilidade total e
motilidade progressiva demonstrando existir variacdes mesmo entre individuos de uma
mesma raga em relacdo a resisténcia seminal a congelacdo como descrito por
Alvarenga (2002). Para que o alto desvio padrdo ndo exercesse influéncia na andlise
estatistica, estes ejaculados foram divididos em dois grupos de acordo com a motilidade
total pés-descongelacao (acima ou abaixo de 50%) e analisados separadamente.

Quando comparadas as médias e desvios padrdo da motilidade total do s€émen
dos animais que apresentaram indice acima de 50% pds-descongelacdo, observou-se
que o Grupo 2 (75,0%) foi significativamente superior ao Grupo Controle (61,8%), no
entanto ndo houve diferenca quando comparado ao Grupo 3 (66,3%). Em relacdo a
motilidade progressiva, o Grupo 2 (41,0%) foi significativamente superior aos demais
grupos (GC: 28,0% e G3: 27,5%). Quando comparados os valores de integridade de
membrana plasmdtica ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos
estudados (GC: 51,3%; G2: 55,0% e G3: 53,5%). Ja, quando comparadas as médias e
desvios padrio da motilidade total do sémen dos animais que apresentaram indice
abaixo de 50% pds-descongelagdo, observou-se que o Grupo 2 (20,5%) foi
significativamente superior ao Grupo Controle (13,3%), no entanto ndo houve diferenca
quando comparado ao Grupo 3 (19,5%). Em relacdo a motilidade progressiva (GC:
3,8%; G2: 6,8% e G3: 6,0%) e integridade de membrana plasmatica (GC: 16,8%; G2:
20,8% e G3: 19,5%), nao foram observadas diferengas significativas entre os grupos
estudados.

Como era esperado, a utilizacdo de animais de baixa resisténcia seminal a
congelacdo evidenciou uma tendéncia de melhores resultados em relacdo a manutengao
da viabilidade do sémen quando da utilizagdo de curvas de congelacdo mais rapidas
para animais considerados “poor freezers”, que conforme achados de Medeiros et al.
(2007), demonstram ter uma menor eficiéncia na regulacdo do equilibrio osmético
celular. Estes resultados corroboram com os de Thurston et al. (2003) que
demonstraram que a curva de congelacdo mais rapida (40°C/min) foi superior a curva
mais lenta (6°C/min) na eficiéncia da congelacao de sémen suino, por manter a curva de
congelacdo mais homogénia.

A utilizagdo de um crioprotetor do grupo das amidas no meio diluente Botu-
Crio® (dimetilformamida) também contribuiu para melhores resultados na manutencio

da viabilidade espermdtica de animais de baixa resisténcia seminal a congelacdo, por
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apresentarem um menor peso molecular e serem mais permedveis ao espermatozoide
acarretam menores injdrias principalmente as células espermadticas de animais com
menor eficiéncia na regulacdo do equilibrio osmético durante a congelagdo,
corroborando com os achados de Medeiros et al. (2007) que observaram melhores
indices de fertilidade quando utilizaram s€émen congelado contendo amidas em relacao
ao glicerol (dimetilacetamida 56%, metilformamida 62%, dimetilformamida 52% e

glicerol 30%).

Conclusao

Com base nos resultados obtidos e nas condi¢cdes em que se realizou o presente
trabalho foi possivel concluir que todas as curvas testadas no Experimento I foram
eficientes na congelabilidade de sémen eqiiino em relacdo aos parametros espermaticos
estudados e que maquina de congelacao TK3000° foi tdo eficaz quanto a metodologia
de congelacdio em caixa de isopor. Com relacdo a fertilidade, tanto a congelacdo
automatizada como a realizada na caixa de isopor foram eficazes. A curva mais rapida
da maquina TK3000® demonstrou ser mais eficaz na congelabilidade do sémen de

animais da ragca Mangalarga Marchador considerados “poor freezers”.
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ANEXO 1: Ajuste do HTMA-IVOS-10 para analise seminal em equinos
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Caracteristicas Ajuste
Numero de pontos examinados 30
Contraste das células em relacdo ao Campo 60 pixels
Tamanho minimo da célula 3 pixels
Contraste para células 30 pixels
Limite inferior para indice retilineo 80%
Referéncia para velocidade (VAP) média <70pm/s
Referéncia para velocidade (VAP) lenta <30um/s
Referéncia para velocidade (VSL) lenta <20um/s
Limite inferior de tamanho 0,62 pixels
Limite superior de tamanho 2,98 pixels
Limite inferior de intensidade 0,24
Limite superior de intensidade 1,19
Limite inferior de alongamento 0%
Limite superior de alongamento 100%
Lentos contados como méveis Nao
Magnificacdo 1,95
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ANEXO 2: Descricao dos constituintes das solucées de estoque utilizadas no

preparo da solucéo de trabalho utilizada na técnica de avaliacao de integridade

de membrana plasmatica do sémen congelado.

Solucao de Estoque das Sondas Fluorescentes

Solucoes Constituintes Quantidades
Estoque IP lodeto de Propideo’ 10mg
Solucéo Fisiolégica 20mL
Estoque CDFA Diacetato de 6- 9,2mg
carboxifluoresceina®
DMSO o0mL
Estoque de Formaldeido Formalina a 40% imL
Solucao Fisiolégica 79mL
Estoque de Citrato de Sédio Citrato de Sodio 39
Solucéo fisiolégica 100mL

P 4170 - Sigma

2C 5041 - Sigma
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ANEXO 3: Constituintes da solucao de trabalho utilizada na avaliagdo de

integridade de membrana plasmatica do sémen congelado.

Solugao Quantidade
Solucgao de Citrato de Sodio 3% 0,96mL
Solugéo de Formaldeido 10uL
Solucao de lodeto de Propideo 10uL

Solugao de Carboxifluoresceina

20pL
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Anexo 4:

Tabela 10: Dados encontrados, em porcentagem, de motilidade total (MT) e
motilidade progressiva (MP) das amostras de sémen a fresco dos ejaculados utilizados

no experimento | e Il.

Ejaculado MT (%) MP (%)
1 79 33
2 93 29
3 88 34
4 93 31
5 82 30
6 86 46
7 84 38
8 83 37
9 87 38
10 83 37
11 88 4
12 88 43
13 92 44
14 86 46
15 82 37
16 92 40
17 92 39
18 93 4
19 90 39

20 85 42
21 95 56
22 89 36
23 90 47
24 88 29
25 75 25
26 76 36
27 89 43
28 93 47
29 91 48
30 87 41
31 89 36
32 76 36
33 90 47
34 79 35
35 88 29

36 75 25
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Tabela 11: Dados de motilidade total e progressiva e integridade de membrana
plasmatica por ejaculado, do sémen descongelado submetido ao periodo de
estabilizacdo nos sistemas Minitiib®, Botutainer® e Equitainer® previamente a

congelagao em caixa de isopor.

Ejac. MT MP IMP
Minitiib® Botutainer®  Equitainer®  Minitib®  Botutainer”  Equitainer”  Minitib®  Botutainer®  Equitainer”
1 68 65 63 33 29 24 50 40 38
2 84 86 79 50 38 38 55 54 41
3 76 73 73 42 37 43 53 53 53
4 79 64 74 38 39 38 51 42 46
5 64 66 59 30 28 27 49 51 48
6 69 61 59 32 28 29 40 38 35
7 63 70 66 30 40 43 51 56 52
8 68 74 68 36 36 39 49 51 49
9 62 73 64 25 38 32 39 50 32
10 71 48 66 30 21 30 45 25 40
11 72 68 64 28 27 27 54 50 48
12 65 74 69 29 33 29 50 54 50
13 70 74 53 21 28 21 56 52 46
14 77 62 73 33 22 19 52 52 45
15 82 76 78 41 31 35 55 54 47
16 56 63 68 13 28 32 48 49 40
17 79 54 63 39 36 33 46 43 41
18 63 72 60 40 43 33 52 54 52
19 48 51 49 16 16 19 55 48 44
20 39 51 53 30 27 31 46 51 50
21 74 76 76 36 39 35 61 58 59
22 68 67 46 29 34 20 40 45 38
23 81 81 70 45 38 37 50 55 32
24 78 77 78 36 35 32 47 54 35
25 68 68 64 30 34 30 37 51 39
26 65 33 50 34 20 29 48 39 43
27 57 68 48 35 42 30 56 44 50
28 53 67 34 26 41 16 54 50 41
29 56 42 65 23 18 29 51 46 54

30 60 64 72 33 31 32 53 52 59
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Tabela 12: Dados, em porcentagem, dos valores dos parametros espermaticos
motilidade total por ejaculado, das amostras descongeladas obtidas através da
congelacao sob as curvas C1, C2 e C3 da maquina de congelacdo TK 3000 e

seus respectivos grupos controle (GC), congelados em caixa de isopor.

Motilidade total

Ejac. GC C1 Ejac. GC Cc2 Ejac. GC C3
4 79 74 22 68 74 13 70 70
3 76 75 23 81 84 14 77 76
2 84 82 24 78 76 15 82 78
1 68 67 25 68 74 16 56 55
5 64 64 26 65 59 17 79 75
6 69 60 27 57 78 18 63 63
7 63 67 28 53 81 19 48 53
8 68 60 29 56 52 20 39 65
9 62 69 30 60 56 21 74 69
10 71 64 31 60 60 34 60 60
11 72 63 32 50 62 35 63 63

12 65 65 33 60 56 36 48 53
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Tabela 13: Dados, em porcentagem, da avaliacido dos parametros
espermaticos motilidade progressiva por ejaculado, das amostras
descongeladas obtidas através da congelacdo sob as curvas C1, C2 e C3 da
maquina de congelacdo TK 3000 e seus respectivos grupos controle (GC),

congelados em caixa de isopor.

Motilidade Progressiva

Ejac. GC C1 Ejac. GC c2 Ejac. GC C3
1 38 39 22 45 45 13 21 26
2 42 45 23 36 29 14 33 33
3 50 39 24 30 30 15 41 36
4 33 29 25 34 26 16 21 26
5 30 24 26 35 49 17 39 36
6 32 25 27 26 35 18 40 33
7 30 29 28 23 24 19 21 26
8 36 28 29 33 29 20 30 34
9 25 25 30 34 53 21 36 35
10 30 30 31 33 29 34 29 36
11 54 51 32 35 40 35 33 33

12 29 20 33 33 29 36 36 35
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Tabela 14: Dados, em porcentagem, dos valores dos parametros espermaticos
de integridade de membrana plasmatica por ejaculado, das amostras
descongeladas obtidas através da congelacdo sob as curvas C1, C2 e C3 da
maquina de congelacdo TK 3000 e seus respectivos grupos controle (GC),

congelados em caixa de isopor.

Integridade de Membrana

Ejac. GC C1 Ejac. GC c2 Ejac. GC C3
1 50 49 22 42 53 13 40 42
2 54 51 23 30 33 14 61 53
3 45 41 24 53 48 15 46 54
4 39 40 25 51 49 16 46 54
5 49 43 26 54 58 17 45 49
6 51 48 27 56 59 18 52 48
7 40 36 28 48 46 19 46 38
8 43 48 29 37 43 20 48 53
9 50 43 30 47 41 21 55 54
10 55 55 31 50 57 34 52 53
11 53 52 32 40 50 35 56 52

12 51 47 33 37 43 36 40 42
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Tabela 15: Dados da avaliacdo dos parametros espermaticos de motilidade
total (MT) e progressiva (MP), por ejaculado, das amostras seminais
refrigeradas a 5°C por 3 horas no sistema de transporte refrigerado

Botutainer®.

Ejaculado MT MP
1 62 29
2 63 27
3 68 34
4 43 17
5 50 22
6 75 33
7 66 30
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Tabela 16: Dados, em porcentagem, dos parametros espermaticos de
motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP) e integridade de membrana
plasmatica (IMP) por ejaculado, das amostras seminais descongeladas, obtidas
através da congelagao sob as curvas dos grupos G2 e G3 das maquinas de

congelacao TK3000 e do grupo controle “GC”, congelado em caixa de isopor

MT MP IMP
Ejac. GC G2 G3 GC G2 G3 GC G2 G3
1 54 69 60 28 35 27 60 57 42
2 11 18 15 6 11 10 12 15 12
3 65 72 66 26 46 28 42 62 57
4 14 21 27 3 6 7 20 20 26
5 72 81 70 38 48 29 52 54 57
6 12 25 18 3 6 3 15 28 25
7 16 18 18 3 4 4 20 20 15
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