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MAZIERO, R. R. D. Comparacio entre diferentes taxas de congelacio e volumes de
armazenamento de sémen na viabilidade espermaitica em garanhdes de alta e baixa
congelabilidade. Botucatu, 2010. 94p. Dissertagcdo (Mestrado) — Faculdade de

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

RESUMO

A criopreservagao de s€émen equino mostra-se como importante instrumento no ganho
genético de rebanhos pela maximizacdo do uso de bons reprodutores. Porém, nos
programas de inseminacdo artificial, a utilizacdo de espermatozoides criopreservados
apresenta indices de fertilidade inferiores aos obtidos com sémen a fresco, constituindo
um dos maiores entraves a plena difusdo dessa biotecnologia. Assim, o experimento 1
teve como objetivo avaliar o movimento espermatico pelo sistema computadorizado
(CASA) e a integridade da membrana plasmatica por microscopia de epi-fluorescéncia
de espermatozoides equino congelados em palhetas de 0,5 e 0,25 mL, em diferentes
taxas de congelacdo na viabilidade espermadtica. Para desenvolver o projeto foram
utilizadas trés metodologias de congelagdo: o método convencional em caixa de isopor
e dois equipamentos automatizados, um deles a maquina Mini Digitcool® (IMV -
Technologies - Franga), que possibilita uma variacao de -10°C a -60°C por minuto € o
outro equipamento TK® 4000C (TK Equipamentos para Congelagdo) que possibilita
uma varia¢ao de -10°C a -40°C por minuto. Para tanto foram utilizados 3 ejaculados de
4 garanhdes de diferentes ragas, para cada protocolo de congelacdo, sendo o protocolo
1: caixa de isopor x maquina TK® 4000C na taxa de -20°C/min x maquina Mini
Digitcool® na taxa de -20°C/min; protocolo 2: caixa de isopor x maquina TK® 4000C
na taxa de -40°C/min x maquina Mini Digitcool® na taxa de -40°C/min e protocolo 3:
caixa de isopor x maquina TK® 4000C na taxa de -40°C/min x maquina Mini
Digitcool® na taxa de -60°C/min. Para a andlise pos-descongelacdo as palhetas de 0,5
mL foram descongeladas a 46°C por 20 segundos e as palhetas de 0,25 mL a 46°C por
15 segundos. A andlise estatistica das varidveis estudadas no sémen
congelado/descongelado foi realizada mediante o pacote SAS 9.1. Inicialmente,
empregou-se o programa R de andlise descritiva Box Plot. Em seguida, os dados foram
analisados mediante o programa Proc. MIXED, uma andlise de variancia, para
investigar o efeito do tratamento, ou seja, as taxas de congelagdo e as palhetas

utilizadas, considerando o efeito animal como aleatério. Adotou-se um nivel de
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probabilidade de 0,05 para diferencas estatisticamente significativas. Nao houve efeito
de interacdo entre as metodologias de congelagdo utilizadas e as taxas de congelagdo,
entretanto foram observadas diferencas estatisticas entre os dois volumes de
armazenamento de sémen. As palhetas de 0,5 mL apresentaram parametros

motilidade total (MT, %), motilidade progressiva (MP, %), velocidade ao longo de uma
trajetoria média (VAP, um/s), velocidade progressiva (VSL, um/s), velocidade
curvilinear (VCL, pm/s) e percentagem de espermatozoides rapidos (RAP, %)
superiores aos parametros encontrados em palhetas de 0,25 mL. Ja no experimento 2 foi
realizado o teste de fertilidade dos ejaculados de garanhdes de alta e baixa
congelabilidade, seguindo o protocolo 2 para congelagdo das amostras. Foram
inseminadas 35 €guas clinicamente sadias, tanto nuliparas como multiparas, com ciclo
estral monitorado por ultrassonografia. Apds os foliculos atingirem 35 mm, a ovulagdo
foi induzida com 1 mL (intra muscular) de acetato de deslorelina (GnRH). Apds 36
horas, as éguas foram monitoradas a cada 6 horas até comprovada a ovulacdo e em
seguida inseminadas com 800 x 10° milhdes de espermatozoides totais. O diagndstico
de gestagcdao foi realizado 15 dias apos a ovulacdo, com auxilio do ultrassom. Para
avalia¢do dos indices de fertilidade entre os garanhdes e metodologias de congelagdo
realizou-se analise de regressdo logistica empregando-se o Proc GENMOD do pacote
SAS 9.1. Adotou-se um nivel de probabilidade de 0,05 para diferencas estatisticamente
significativas. Nao foram encontradas diferencas entre as metodologias de congelagdo e
as taxas de prenhez obtidas, sendo que para a caixa de isopor a taxa foi de 58,33 %, para
a maquina TK® 4000C foi de 61,54 % e para a maquina Mini Digitcool® o indice de
gestagdo foi de 50,0 %. Assim, a metodologia convencional em caixa de isopor
mostrou-se similar a metodologias em maquinas automatizadas em taxas lentas e
rapidas de congelagdo, as amostras de s€émen equino criopreservadas em palhetas de 0,5
mL apresentaram qualidade seminal superior a palhetas de 0,25 mL e os indices de
fertilidade, tanto de garanhdes de alta como de baixa congelabilidade alcangaram
indices satisfatorios de prenhez, com relagdo aos dados encontrados na literatura

cientifica.

Palavras-chave: Equino. Sémen. Criopreservac¢ao. Volume. Taxa de congelagao.
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MAZIERO, R. R. D. Comparison of different freezing rates and semen storage volume
on sperm viability of poor and good freezer stallions. Botucatu, 2010. 94p. Dissertagao
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Equine semen cryopreservation comes as an important tool to enhance the herd gene
pool by maximizing the use of the top genetic merit stallions. However, the use of
frozen semen in the artificial insemination programs presents reduced fertility rates in
comparison to those obtained with fresh semen, being one of the biggest hindrances to
spread this biotechnology. Thus, Experiment 1 aimed to evaluate the motility pattern
using a computer-assisted sperm analysis (CASA) and plasma membrane integrity by
epifluorescence microscopy of equine semen that were frozen in 0.5 and 0.25mL straws
at different freezing rates and their relationship with sperm viability. Three different
methodologies were used: conventional method with isothermic box and two automated
systems: the Mini Digitcool® machine (IMV - Technologies - France), which allows a
range from -10°C to -60°C per minute, and the TK® 4000C (TK Equipamentos para
Congelacao, Brazil), that provides a range from -10°C to -45°C per minute. Therefore 3
ejaculates for 4 animals were used for each freezing protocol. On protocol 1 we
compared isothermic box vs. TK® 4000C machine at a -20°C/min rate vs. Mini
Digitcool® at a -20°C/min rate; Protocol 2 compared isothermic box vs. TK® 4000C
machine at a -40°C/min rate vs. Mini Digitcool® at a -40°C/min rate; and Protocol 3
compared isothermic box vs. TK® 4000C machine at a -40°C/min rate vs. Mini
Digitcool® at a -60°C/min rate. The 0.5mL-straw samples were thawed at 46°C/20 sec
whereas samples from the 0.25mL straws were thawed at 46°C/15 sec for post-thawing
analysis. Statistical analysis from the frozen-thawed semen evaluated parameters was
performed using the statistics software SAS 9.1. At first, it was used the descriptive
analysis Box Plot R program. Then, data were analyzed using Proc. MIXED, a variance
analysis to investigate the treatment effect (freezing rates and straw sizes), considering
the animal as a random effect. Statistical significance was set at p < 0.05. There was no
interaction effect between freezing methodologies and freezing rates, however,
statistical differences were observed between the two straw volumes. The 0.5mL straws

presented superior values for total motility (TM, %), progressive motility (PM, %),
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angular progressive velocity (VAP, um/s), progressive velocity (VSL, pm/s), track
speed (VCL, um/s) and percentage of rapid sperm (RAP, %) when compared to values
from 0.25mL straws. In experiment 2, fertility trial was performed according to the
freezing protocol 2, using stallions considered as good and poor freezers. Thirty-five
clinically healthy nulliparous and multiparous mares that had their estrus cycle
monitored by US were inseminated. Ovulation was induced with ImL of deslorelin
acetate (GnRH) intramuscularly injection, when a 35mm follicle was detected. 36 hours
later, mares were monitored every 6 hours until ovulation was detected. When it was
detected, mares were inseminated with 800 x 10° total sperm. Pregnancy was confirmed
via ultrasound examination 15 days after ovulation. In order to assess fertility rates
among stallions and freezing methodologies it was performed logistic regression using
the Proc GENMOD from SAS 9.1. Significance was set at p < 0.05. There was no
significant difference between the freezing methodologies and the obtained pregnancy
rates. Pregnancy rates were 58.33%, 61.54% and 50% for the isothermic box, TK®
4000C and Mini Digitcool® respectively. Hence, the conventional method using
1sothermic box was similar to the automated machines in low and fast freezing rates,
and samples frozen in 0.5mL straws presented superior seminal quality from those
frozen in 0.25mL straws. Fertility rates, for both good and poor freezer stallions reached

satisfactory pregnancy rates in relation to the results found in scientific literature.

Key words: Equine. Semen. Cryopreservation. Volume. Freezing rate.



1. INTRODUCAO

O Brasil € um dos paises que mais geram produtos utilizando biotecnologias da
reproducao (VIANA & CAMARGO, 2007), porém com resultados muito variaveis.
Para isso, o desenvolvimento de técnicas para a preservacdo e estocagem de sémen
possibilita o melhor aproveitamento de animais geneticamente superiores, favorece o
armazenamento de material genético daqueles animais ameagados de extingdo, além de
permitir o transporte de s€émen a longas distdncias e controlar as doengas sexualmente
transmissiveis.

Para a maximizacdo do desempenho dos machos, as biotécnicas envolvendo a
criopreservacao do s€émen equino vem ganhando destaque por propiciarem, além de um
banco genético de facil acesso, a total utilizagdo de machos que apresentam boas
caracteristicas tanto para a reproducdo como para o desempenho atlético.

Entretanto, os danos provocados pela criopreservacdo sdo irreversiveis a
integridade estrutural, bioquimica e biofisica da célula espermatica resultando assim,
em menores taxas de fertilidade (AURICH, 2008). Desse modo, métodos que evitem ao
maximo lesdes a célula espermatica sdo aprimorados desde a descoberta do efeito
crioprotetor do glicerol por Polge et. al., (1949).

Além dos crioprotetores, a taxa de refrigeragdo, congelagao e descongelacao sao
fatores determinantes para a difusdo desta biotecnologia e contribuem para uma menor
variabilidade nas taxas de prenhez (METCALF, 2007). Assim, sistemas automatizados
de controle da queda de temperatura durante o processo de criopreservacdo vém sendo
desenvolvidos, todavia ainda apresentam custo elevado e de dificil manipulagao,
principalmente pela maioria dos aparelhos ndo serem portateis.

Outro fator importante que interfere na viabilidade espermdtica € a variagao
individual entre os garanhdes. Para alguns animais, mesmo aplicando os cuidados
necessarios durante todo o procedimento, os espermatozdides que sobrevivem ao
processo de criopreservagao sdo insuficientes para garantir um adequado potencial de
fertilidade (BRINSKO et al., 2000). No levantamento realizado por Alvarenga et al.
(1996), ficou claro a existéncia dos fatores racial e individual relacionados com
resisténcia a congelacdo na espécie eqiiina. Ragas de salto (Hannoveriano, Holstainer e
Trackner) apresentaram uma porcentagem maior de individuos tolerantes a
criopreservacao (80%) em relagdo as racas Mangalarga ¢ Mangalarga Marchador

15%). Estima-se também que 20% dos garanhdes sdo bons congeladores, 60%
g g



apresentam indices aceitaveis para congelacdo e 20% congelam mal (VIDAMENT et
al., 1997).

A sanidade reprodutiva das éguas, a qualidade do sémen utilizado e o manejo
reprodutivo para a cobertura também sdao de fundamental importancia para que os
resultados dos programas de inseminagao artificial (IA) e de transferéncia de embrides
(TE) com sémen congelado equino obtenham o sucesso.

No entanto, a utilizacdo do sémen criopreservado equino ainda apresenta
menores taxas de fertilidade quando comparadas aos resultados de sémen fresco ou
resfriado (SAMPER & MORRIS, 1998; WATSON, 2000). Desse modo, com o intuito
de maximizar a utilizagdo do s€émen equino congelado e diminuir os dados provocados
pelo processo de criopreservacdo, melhorando as taxas de fertilidade, varios protocolos
vém sido desenvolvidos e testados, como a combinacdo de diferentes volumes de
armazenamento e diferentes taxas de congelagdo. Apesar de muitas pesquisas
procurarem a melhor combina¢do de ambos, ainda ndo se tem ao certo o melhor
protocolo para a criopreservacao do s€men (NASCIMENTO et al., 2008).

Por outro lado, a avaliacdo do potencial de fertilidade de uma amostra de sémen
¢ de grande valia para o emprego destas biotécnicas de reprodugdo. Entretanto, o alto
custo e o consumo de tempo das avaliagdes, aliado a complexidade e dependéncia da
estabilidade laboratorial imposta pelos diversos métodos de analise tornam impraticavel
a adogdo de tais métodos na rotina comercial das diversas espécies (MARTINEZ-
RODRIGUEZ, 2005; MORRELL et al., 2010).

Assim, este trabalho teve como objetivo comparar a viabilidade espermatica de
garanhdes de alta e baixa congelabilidade em diferentes taxas de congelacdo, em
metodologia convencional em caixa de isopor, nos aparelhos automatizados nacional
TK® 4000 C (TK Tecnologia em Congelacao Ltda, Uberaba, Minas Gerais, Brasil) e
em equipamento importado Mini Digitcool® ZH 400 (IMV Technologies, Franca), nas
palhetas francesas de 0,5 e 0,25mL (Experimento 1). Adicionalmente, o experimento 2
teve como objetivo comparar o protocolo de congelacio e a fertilidade dos

espermatozdides em um esquema de inseminagdo pré-determinado.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Criopreservaciao de sémen eqiiino

2.1.1 Estrutura dos espermatozéides e membrana plasmatica

Os espermatozoéides foram descritos inicialmente por Leeuwenhoek ha 330 anos
(VARNER e JOHNSON, 2007). Originam-se de um processo denominado
espermatogénese, a partir de células primordiais localizadas nos tibulos seminiferos.

Anatomicamente, os espermatozoides sdao divididos em cabeca e cauda. A
forma, tamanho e estrutura da cabeca variam entre as espécies e contém o nucleo, o
acrossomo € os componentes do citosolicos. A cabega ¢ subdividida em regido
acrossomal, segmento equatorial, regido pods-acrossomal, anel posterior, o qual ¢
delimitado pela jun¢do entre a cabega e o flagelo. J& a cauda dos espermatozoides pode
ser dividida em quatro regides distintas: o colo ou peg¢a de conexdo, a pega
intermediaria, a peca principal e a peca terminal, todas envolvidas por uma mesma
membrana (BARTH e OKO, 1989; VARNER e JOHNSON, 2007).

A membrana plasmatica envolve todo o espermatozoide e ¢ formada por uma
bicamada lipidica, contendo fosfolipidios, colesterol, glicolipidios e diferentes tipos de
proteinas organizados em modelo de mosaico fluido. Esta fluidez da membrana ¢
fundamental para que a todas as suas fungdes sejam realizadas de forma plena. Desse
modo, as composic¢oes relativas entre fosfolipidios e colesterol e a temperatura durante
o processo de criopreservagdo sdo os principais fatores que alteram a integridade das
células (ALBERTS et al., 1997).

Os fosfolipidios, cujas cadeias de dacidos graxos sdo predominantemente
poliinsaturadas, quando submetidos a redugdo da temperatura, assumem uma forma
conica, na qual as extremidades hidrofobicas sdo externas e as hidrofilicas internas.
Essa estrutura ¢ denominada de forma “hexagonal II” ou micela invertida. Quando a
membrana estd em transicdo da fase fluida/cristalina para a fase gel, para muitos
lipidios, a formacdo dessa micela invertida ¢ transitoria; entretanto, para certos
fosfolipidios, esta estrutura persiste. Como conseqiiéncia, tem-se aumento da

permeabilidade da membrana com o estabelecimento de canais que permitem a entrada



de ions e pequenas moléculas, podendo desestabilizar a membrana, causando danos

irreparaveis e perda de viabilidade (SQUIRES et al., 1999; WATSON, 2000).

2.1.2. Principios da criopreservacao

No processo de criopreservacdo, o sémen ¢ inicialmente refrigerado a
temperatura ambiente, ou seja, de 37°C a 20°C, o que parece ndo ocasionar maiores
danos aos espermatozodides. Entretanto, o estresse inicial acontece quando os
espermatozdides passam da temperatura corporal para 5°C, caracteristico da fase de
transi¢do na qual a membrana plasmatica passa do estado liquido cristalino para o
estado gel (GRAHAM, 1996).

Se o processo de refrigeracdo ¢ realizado de modo inadequado, acontece o
choque térmico. Este fendmeno acarreta a danos parcialmente irreversiveis a célula
espermatica o qual se caracterizam por movimento anormal (circular ou retrégrado),
perda rapida de motilidade, lesdes no acrossomo, danos a membrana plasmatica,
redugdo do metabolismo e perda de componentes intracelulares (GRAHAM, 1996).

Durante o processo de congelacdo, a suspensdo de espermatozoides atinge
temperaturas abaixo do ponto de congelagdo do meio, conhecido como super
resfriamento, antes que haja a formagao de cristais. Quando os cristais de gelo comegam
a se formar, ocorre um aumento na temperatura que ¢ necessario para a cristalizagdo, o
que pode vir a ser deletério para o espermatozoéide, sendo minimizado pelo uso de taxas
adequadas de congelacdo e de meios crioprotetores (GRAHAM, 1996; SQUIRES, 1999,
MEDEIROS, 2007).

A faixa critica de temperatura para os espermatozoides ¢ em torno de -3° C e -
10° C, neste momento ocorre a formacao de cristais de gelo e liberagdao do calor latente
de fusdo, o qual acarreta um aumento de temperatura do sistema e as maiores injlrias
celulares. Sendo assim, a velocidade de congelacdo neste periodo deve ser o mais rapido
possivel (WATSON, 2000; CHAVEIRO et al., 2006).

Durante este intervalo, ocorre uma mudanga no gradiente osmotico entre os
meios intra e extracelular, alterando o equilibrio e desse modo acontece a desidratacdo
celular. Neste ponto, a taxa de congelagdo deve ser lenta, para evitar a congelagdo da
agua intracelular. A perda de dgua e a desidratagdo sdo eventos desejaveis, por reduzir a
probabilidade de se formarem grandes canais de gelo intracelulares que causam danos

as estruturas internas, assim como a membrana plasmatica (SQUIRES, 1999). No



entanto, a desidratagdo severa promove a desnaturacdo de macromoléculas e
encolhimento excessivo da célula, levando ao colapso da membrana plasmatica

(MEDEIROS, 2007).

2.1.3 Mecanismo de lesiao celular decorrentes da criopreservaciao

O processo de criopreservacao provoca uma reducao da viabilidade espermatica
devido a lesdes nas membranas, principalmente na plasmatica, acrossomal externa e a
mitocondrial (ORTEGA-FERRUSOLA et al., 2009). A desestabilizagdo da membrana
plasmatica apds a congelagdo assemelha-se a uma capacitagdo fisiologica do
espermatozdide, desse modo o espermatozdide capacitado e/ou com o acrossomo
reagido tem uma vida limitada (WATSON, 2000).

Durante a criopreservagao os espermatozodides sdo expostos a variagdes extremas
de temperatura e osmolaridade. Neste momento, ocorre a formacao de cristais de gelo
com aumento das concentragdes de soluto no meio extracelular elevando a
osmolaridade. Assim, as c€lulas perdem agua para manter o equilibrio entre o meio intra
e extracelular. Quando, novamente estas células sdo expostas a meios isoténicos, como
acontece na descongelacdo ou mesmo, quando entram em contato com secre¢des do
trato reprodutivo das fémeas, ocorre uma entrada de agua na célula (MEDEIROS,
2007).

As alteragdes decorrentes do choque térmico ocorrem durante a fase de
transi¢do, a qual ¢ caracterizada pela passagem da membrana plasmatica do estado
liquido/cristalino para a fase gel, devido a alteracio na forma das moléculas de
fosfolipidios induzidos pela refrigeragdo (AMANN e PICKETT, 1987). Essas alteracdes
impossibilitam os fosfolipidios de se moverem lateralmente, resultando na formagao de
dominios cristalinos, com pequenas regides de lipidios no estado liquido onde ficam
aderidas as proteinas. Esta agregacdo protéica resulta no aumento da permeabilidade da
membrana e decréscimo da atividade metabolica (HAMMERSTED et al., 1992).

Assim, alteragdes bruscas de temperatura durante o processo de criopreservagao
devem ser evitadas, pois as mudangas graduais na membrana plasmatica e de fluxos
16nicos conferem maior resisténcia as células durante a congelagdo. Da mesma forma,
os fosfolipidios da gema de ovo (componente do diluidor), interagem com os lipidios da

membrana dos espermatozdides conferindo-lhes maior resisténcia ao choque térmico e



auxilio na preservacdo da integridade celular durante a preservagdo do sémen
(WATSON, 2000).

2.1.4 Meios diluidores e crioprotetores

Os meios diluidores sdo constituidos de substancias que preservam a membrana
plasmatica, mediante a estabilizacdo do pH do meio, neutralizagdo dos produtos toxicos
produzidos pelos espermatozoides, protegdo contra o choque térmico, manutencao do
equilibrio eletrolitico e osmotico, inibi¢ao do crescimento bacteriano e fornecimento de
energia (FURST, 2006).

Sendo assim, a presenca de algumas substincias como os agucares, lipoproteina
da gema do ovo, proteinas do leite e alguns aminoacidos, no meio diluidor alteram as
propriedades fisicas da solu¢do no processo de congelagdo e também promovem
protecdo aos espermatozoides quanto a formagdo de cristais de gelo intracelular,
desidratacdo excessiva da célula, danos osmoticos e oxidativos (WATSON, 2000).

Desse modo, os crioprotetores sao classificados em penetrantes e nao-
penetrantes ¢ devem proteger os espermatozodides tanto no processo de congelagdo
como na descongelagdo. O glicerol ¢ um crioprotetor penetrante e ¢ o mais utilizado na
congelacdo de sémen de garanhdes, uma vez que atua na protecdo das estruturas
celulares, tanto intra como extracelular, aumentando o numero de canais de solvente
que permanecem ndo congelados e dilui as altas concentragdes de sal. J& os
crioprotetores ndo-penetrantes como a lactose e as lipoproteinas presentes na gema de
ovo, atuam somente no meio extracelular (GRAHAM, 1996).

Durante décadas diluentes e seus constituintes tém sido estudados e testados na
congelacdo de sémen de garanhdes com resultados bastante varidveis em relagdo
resultados laboratoriais de viabilidade espermdtica e indices de fertilidade
(MEDEIROS, 2007).

Os crioprotetores mais utilizados para congelagdo de sémen eqiiino sdo: o
glicerol, etilenoglicol, DMSO e as amidas, sendo o glicerol o crioprotetor mais utilizado
nos meios de congelacdo em concentragdes de 2 a 5%. No entanto, trabalhos
demonstram um efeito deletério do glicerol ao espermatozoide de diferentes espécies.
Estes efeitos toxicos do glicerol tém sido reportados por ocasionar desnaturacdo de
proteinas, alterarem as interacdes da actina e induzir a liberacdo das proteinas do seu

local na membrana (FAHY et al., 1990).



A gema de ovo no meio crioprotetor beneficia os espermatozoides por manter a
pressdo coloidal do meio e também a lipoproteina de baixa densidade, contida na gema,
estabiliza a membrana espermadtica durante a congelagdao e descongelagao (WATSON,
2000). Holt (2000) revisou os aspectos relacionados a congelacdo de sémen e relatou
que os efeitos crioprotetores da gema de ovo estdo envolvidos com a porgdo
lipoprotéica de baixa densidade a qual protege as células espermaticas do choque
térmico, da fase de transicdo dos lipideos e danos a membrana plasmatica a
temperaturas abaixo do ponto de congelacao da solugao.

Constituintes do leite também desempenham importante papel na
criopreservacdo de espermatozdides. As proteinas do leite exercem um papel na
criopreservacao semelhante a da gema de ovo. A eficiéncia dos meios diluentes a base
de leite tem sido atribuida a sua composi¢cdo protéica que atua como tampao € a
propriedade quelante frente a metais pesados (SALAMON e MAXWELL, 2000).

Muitos autores relatam a importancia da interagdo entre as formulacdes de
diluidores com substancias crioprotetoras melhorando o desempenho das células
espermaticas nas avaliagdes laboratoriais e em testes de fertilidade (ARRUDA, 2000;
PAPA et al., 2002).

Existe uma grande variacdo entre os crioprotetores, sendo assim, Arruda (2000)
evidenciou uma interagcdo entre meio diluidor de congelacdo e o crioprotetor. Durante
este estudo, foram utilizados os meios de congelagdo Lactose — EDTA — gema de ovo,
INRAS2 e meio a base de leite desnatado e os crioprotetores glicerol e etilenoglicol.
Quando se utilizou o meio diluente Lactose — EDTA - gema de ovo, os crioprotetores
ndo apresentaram diferencas estatisticas entre as avaliagdes efetuadas, contudo com a
utilizacdo dos meios INRAS2 e do meio diluente de congelacdo a base de leite o
etilenoglicol houve uma tendéncia de melhoria nos parametros avaliados.

Na busca de novas alternativas de substincias crioprotetoras para congelag¢ao do
sémen eqiiino, Keith (1998) avaliou vdarias formas de amidas (formamida,
metilformamida, dimetilformamida, acetamida e metilacetamida) como agentes
crioprotetores em comparacao ao glicerol e observou que a metilformamida (0,9 M) foi
superior em manter o motilidade total dos espermatozdides de garanhdes no tempo 0
pos-descongelamento em relacdo ao glicerol 0,55 M (54,2% a 51,6% respectivamente) e
no tempo 20 (minutos) pos-descongelamento a metilformamida 0,6 M também foi
superior ao glicerol 0,55 M (50,6% a 41,7% respectivamente.), em relagdo a motilidade

progressiva a metilformamida 0,9 M no tempo 0 foi superior ao Glicerol 0,55 M (34,8%



a 29,4% respectivamente) e no tempo 20 pds-descongelamento metilformamida 0,6 M
foi mais eficiente do que o glicerol (30,0% a 23,3% respectivamente) € na preservacao
da viabilidade celular.

Graham (2000) também obteve resultados de motilidade inferiores ao glicerol
(p<0,05), utilizando os crioprotetores acetamida, metilacetamida, formamida,
metilformamida, dimetilformamida na concentragdao de 0,55M (60, 8, 20, 5, 40 ¢ 37%
respectivamente). No entanto, em um segundo experimento em que se utilizou os
crioprotetores etilenoglicol, metilformamida, dimetilformamida nas concentragdes de
0,6 e 0,.9M em comparacdo ao glicerol a 0,6M, o crioprotetor metilformamida a 0,9M
obteve melhor motilidade em relacdo aos demais tratamentos (p<0,05).

Alvarenga et al., (2005) relataram que esta caracteristica dos crioprotetores a
base de amida, em se adaptarem melhor como agentes crioprotetores para o s€émen de
garanhdes, que apresentam resultados insatisfatorios com o glicerol, possam estar
relacionado a menor viscosidade das amidas em relacdo ao glicerol resultando em uma
maior permeabilidade destes crioprotetores consequentemente diminuindo os riscos de

estresse osmotico nas células espermaticas.

2.1.5 Concentracio e armazenamento do s€émen criopreservado

Existem diversos métodos de envase de sémen criopreservado relatados na
literatura. Inicialmente, amostras de sémen congelado equino eram mantidas na forma
de pellets (MERKT et al., 1975). Posteriormente, foram mantidas em tubos de aluminio
(LOVE et al., 1989) e macrotubos de 1,0, 2,5, 4,0 ¢ 5,0 mL (MARTIN et al., 1979;
PAPA et al., 1989; ARRUDA et al., 1994).

O 1nicio do uso de palhetas de plastico deu-se em 1940, na Dinamarca. Logo em
seguida, as técnicas para o armazenamento do sémen em palhetas foram desenvolvidas
e aperfeicoadas por Cassou e Jondet. Durante a década de 60, Cassou introduziu
palhetas de policloreto de vinila, com didmetro de 2,8 mm e volume de 0,5 mL, a qual
substituiu palhetas de maior diametro. Em 1968, este mesmo estudioso, introduziu a
palheta de 0,25 mL que permanece em uso até os dias atuais (STEVENSON et al.,
2009).

Assim, espera-se que menores volumes de palheta tendem a proporcionar maior
superficie de contato com o meio externo, o que permite maior uniformidade entre as

células durante o processo de refrigeracdo, congelagdo e descongelacdo; enquanto que



menores concentragdes espermaticas tendem a manter maior numero de células viaveis,
pois possuem maior quantidade de nutrientes por célula. E possivel que ocorram
interacdes entre a concentragdo espermatica € o volume de armazenamento ou mesmo
um efeito compensatorio do aumento da concentragdo na diminuicdo do volume
(NASCIMENTO et al., 2008).

No estudo em que se comparou o armazenamento do sémen equino congelado
em pellets (0,2 mL) e em macrotubo de 5 mL, observou-se que a motilidade total e
percentagem de espermatozoides com acrossomos intactos foram semelhantes nos dois
métodos de envase. Porém, como discussdo destacou-se que a criopreservagdo em
macrotubos possibilitava uma melhor manipula¢do da dose inseminante, além de evitar
o contato direto dos espermatozoides com o nitrogénio liquido (VIERTH, 1979).

Em seguida, outros estudos mostraram que a congelacdo de sémen em palhetas
de menor volume ofereciam melhores parametros espermaticos pos-descongelacdo por
possibilitarem uma maior area de superficie em relagdo ao volume, dessa forma uma
taxa de refrigeracdo, congelacdo e descongelagdo mais uniformes (AMANN &
PICKETT, 1987; LOOMIS & CLARK, 1998).

Valores de motilidade progressiva (%) e velocidade curvilinea (um/s) avaliadas
por sistema computadorizaram foram superiores em amostras de sémen congeladas em
meio a base de glicerol a 4% em palhetas de 0,5 mL comparadas a amostras congeladas
em macrotubo de 2,5 mL, confirmando o fato de que amostras congeladas em menores
volumes melhoram os pardmetros espermaticos (HEITLAND et al., 1996).

Em 2001, Dell’Aqua Jr. et al. compararam o armazenamento de sémen equino
congelado em palhetas de 0,5 ¢ 0,25 mL com taxa de descongelacdo a 38°C por 40
segundos e 38°C por 30 segundos, respectivamente € encontraram melhores pardmetros
espermaticos quando da utiliza¢dao de palhetas de 0,25 mL. Porém, com a realizacdo do
teste de fertilidade foram encontradas maiores taxas de prenhez no grupo de éguas
inseminadas com sémen envasado em palhetas de 0,5 mL, na concentragdo de 150 x 10°
sptz pos-ovulagao.

Com relacdo a concentracdo espermadtica por palheta, autores sugeriram ser
provavel que a qualidade seminal pds-descongelacdo esteja diretamente relacionada
com a quantidade de agentes crioprotetores por unidade de volume (ANGOLA et al.,
1992). Entretanto, Papa et al. (1989) encontraram indices de fertilidade semelhantes em

éguas inseminadas com sémen congelado armazenado em macrotubos alemaes de 4 mL,
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na concentragio espermatica de 100 x 10° espermatozéides/mL e em palhetas de 2 mL,
contendo 200 x 10° espermatozoides/mL.

Assim, Nascimento et al. (2008) observou que a qualidade seminal equina pos-
descongelagdo ¢ influenciada pela concentragdo espermadtica, de maneira que ha
diminuicdo gradativa nesta qualidade com o aumento gradativo da concentracao (de 100
para 200 e de 200 para 400 x 10° espermatozéides/mL) independentemente do volume
da palheta utilizado (0,5 ou 0,25 mL).

Corroborando com estes dados, Avanzi (2010) observou efeito significativo
(p<0,05) da concentracdo sobre as varidveis de motilidade total (MT), motilidade
progressiva (MP), velocidade ao longo de uma trajetéria média (VAP), velocidade
progressiva (VSL), velocidade curvilinear (VCL), freqiiéncia de batimento flagelar e
espermatozdides rapidos, denotando superioridade para a criopreservagdo em
concentracOes mais baixas. Este autor utilizou as concentragdes de 100x106, 200x10° e
400x10° de espermatozoides totais/mL no meio diluente de congelagdo Botu-Crio®.

Em contrapartida, Blanes et al. (2005), avaliando as motilidade total e
progressiva, pelo sistema computadorizado, de amostras de sémen equino congelado em
palhetas de 0,5 mL nas concentragdes espermaticas de 100, 200, 300 e 400 x 10°
sptz/mL, também ndo encontraram diferenca entre as concentracdes. Da mesma forma,
Heitland et al. (1996) também encontrou igualdades nas motilidade total e progressiva
(CASA) entre amostras de s€émen equino congeladas em palhetas de 0,5 mL, nas
concentragdes de 20, 200 e 400 x 10° sptz/mL e somente ocorreu diminui¢do destas

motilidades quando a concentragio espermatica foi elevada para 800 x 10° sptz/mL.
2.1.6 Taxas de congelacio

A taxa de congelagdo ¢ de extrema importancia na manutencdo da integridade
celular. Assim, uma taxa ideal deve ser lenta o bastante para permitir a desidratagao
suficiente da célula espermatica para evitar a formagao de cristais de gelo intracelular e
rapida o bastante para evitar a exposicdo dos espermatozoides nas solugdes
hipersaturadas no momento da formagao dos cristais de 4gua no ambiente extracelular
(GRAHAM, 1996; WATSON, 2000; VARNER, 2007; MEDEIROS, 2007). Para uma
otima taxa de congelagdo, requer-se dois passos, a refrigeracdo até atingir -5°C na taxa

de -3 a -5 °C/min e consequentemente a taxa de -20 a -50°C/min até atingir -196°C.
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Sendo assim, a descongelacdo vai depender de como o sémen foi congelado. Se
os espermatozoides sdo congelados em taxas moderadas, necessitam de taxas adequadas
de descongelacao. Neste caso, como o gelo extracelular descongela lentamente, diluira
o soluto das fragdes de dgua nao congeladas, o que permite que a dgua se difunda para
dentro da célula até atingir a concentracdo inicial. Se o espermatozoide ¢ descongelado
rapidamente, o gelo derrete rapidamente diluindo o soluto do meio e a dgua entrara
muito rapidamente no espermatozédide, o qual se encontra altamente concentrado,
danificando o espermatozéoide (GRAHAM, 1996).

Outros fatores isolados ou associados como a quantidade de solutos
(crioprotetores no meio de congelacdo), tipo de envase, tempo e altura em relagdo ao
nivel do nitrogénio liquido em caixa de isopor e taxa de congelacio em maquinas
programaveis alteram a velocidade de congelacdo e a viabilidade espermatica apos a
descongelagao (CLULOW, 2008).

Clulow et al. (2008) ao comparar a congelacdo em caixa isotérmica e maquina
programada com taxa rapida, observaram diferencas entre palhetas de 0,5 ¢ 0,25 mL.
Estes autores observaram que as palhetas de 0,25 mL em caixa isotérmica apresentaram
uma queda mais rapida de temperatura em relagdo a palheta de 0,5 mL. Em contraste,
verificaram uma rapida queda de temperatura em palheta de 0,5 mL no aparelho
automatizado de congelagdo, porém ndo foram encontradas diferengas nos parametros
espermaticos entre as amostras criopreservadas. A despeito desta anormalidade de
resultados encontrados, estes autores sugerem mais estudos comparando estes dois
volumes de armazenamento de s€émen equino.

A comparagdo entre sistemas automatizados de congelagdo tem sido objeto de
varios estudos nas diversas espécies de animais. Em sémen suino, um sistema no qual a
taxa de congelagdo foi de -40°C/minuto obteve-se uma melhor viabilidade espermatica
poés-descongelacdo aos demais sistemas com taxa de congelagdo em torno de -
60°C/minuto. Os autores atribuem esta melhoria na resposta pos-descongelacao ao fato
da taxa de congelagdo rapida expor a célula espermatica a um menor tempo na fase de
liberagdo do calor latente durante a formagdo dos cristais de gelo, periodo que ¢
extremamente prejudicial a célula espermatica (THURSTON et. al., 2003).

Outros autores relatam, entretanto, que o fator individual no s€émen suino ¢ de
grande importancia na taxa de congelagdo. Alguns animais apresentaram melhor
qualidade espermatica, quando da congelacdo rapida (-80°C/minuto) e outros na

congelag¢do mais lenta (-24°C/minuto). Estes mesmos autores descrevem que a variagdo
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individual para a taxa de congelacdo ¢ definida geneticamente, pela composicao da
membrana plasmatica e das proteinas (MEDRANO, et al., 2009).

Cancel et al. (1997) mostraram que a fertilidade de touros estava associada com
a proteina osteopontina, presente no plasma seminal. Eles encontraram uma correlagao
positiva e significante entre esta proteina e o ndo retorno ao cio, em fémeas inseminadas
com sémen congelado de touros de alta fertilidade. Assim, a otimizacdo das taxas de
congelacdo também depende da expressdao de genes, em diferentes niveis celulares,
como os componentes do plasma seminal.

Assim, em suinos, as duas maiores familias de proteinas do plasma seminal
identificadas sdo a espermadesina e a fibronectina tipo II, as quais participam da
capacitacdo e da fertilizagdo. Conseqiientemente, a presenca dessas proteinas e a
manipulagdo adequada do ejaculado interferem na congelabilidade do sémen dessa
espécie (BERGERON et. al, 2005).

Em sémen de garanhdes Devireddy et. al., (2002), associaram a permeabilidade
da membrana plasmatica, com crioprotetores e meios diluentes, com a taxa ideal para
congelacdo do sémen de garanhdes e concluiram que taxa de congelacdo entre -
29°C/minuto com a utilizagdo do diluente Kenney e taxas em torno de -60°C/minuto em
diluente a base de Lactose — EDTA permitiram uma desidratagdo das células
espermaticas dentro de seus limites fisiologicos, e foram ideais a congelacao de sémen
de garanhdes sem que houvesse danos pela formacao de cristais intracelulares.

Outro estudo comparando diferentes taxas de congelacdo com diferentes meios
crioprotetores mostraram que em sémen bovino, taxas rapidas de até -150°C/min, na
faixa entre -10°C e -100°C favorecem a porcentagem de espermatozoides viaveis, assim
com motilidade elevada, e os valores de VAP, VSL e VCL, nos meios Tris-gema e
sucrose (CHAVEIRO et al., 20006).

A relagdo entre a constituicdo do meio crioprotetor e a taxa de congelagdo ¢ de
extrema importdncia na manutencdo da integridade da célula espermatica. Segundo
Woelders et al. (1997) a taxa ideal para congelagao de s€émen bovino ¢ obtida na faixa
entre -76 e -140°C/minuto, em que sdo mantidos os parametros de integridade de
membrana plasmatica, acrossomal, motilidade espermatica e integridade de DNA. Esta
taxa de congelagdo ¢ elevada comparada a outras espécies como suinos (entre -30 a -
50°C/min) e carneiros (entre -50 e -60°C/min). Estes autores relatam que o aumento da
osmolaridade do meio e a presenca de tetralose ou sucrose conferem maior prote¢do aos

espermatozdides nestas taxas elevadas de congelagdo.
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Os danos celulares provocados em taxas rapidas de congelagdo sdo atribuidos a
formagdo de gelo intracelular. Entretanto, Morris et al. (2007) observaram que os
mecanismos de lesdo a célula espermatica devem-se ao balango osmdtico que ocorre
durante o processo de descongelacdo. Neste trabalho, estes autores verificaram que
existe uma ampla faixa de resfriamento de espermatozodides equinos. Estes valores
variam entre -0,3 a -3000°C/minuto na presenca de crioprotetor (glicerol) nao
apresentaram formacao de gelo intracelular, confirmados pela técnica de crioscopia
(Cryo Scanning Electron Microscopy - CryoSEM). Pela técnica de calorimetria -
Differential Scanning Calorimetry (DSC), estes autores concluiram que os danos
provocados a morfologia da célula espermatica eqiiina devem-se apenas ao choque
osmotico no momento da descongelacao.

Em geral uma taxa de congelacdo tida como Otima, na maioria das espécies
animais, varia entre -30 e -50°C/minuto, obedecendo a caracteristicas de protocolos de
congelagdo, variacdes entre espécies e individuos. Estas taxas de congelacdo trazem
resultados satisfatorios na viabilidade celular (MEDRANO et al., 2009). Ja Sieme et al.
(2008) afirmam que a taxa 6tima de congelacdo de s€émen equino pode variar entre -20 e
-100°C/min, dependendo do método de processamento do ejaculado e do tipo de
armazenamento dos espermatozoides.

Diante destes estudos, observa-se que as maquinas de congelagdo, que controlam
a queda de temperatura, possibilitam que sejam minimizadas as variagdes individuais
dentro de cada espécie, reduzindo assim, a propor¢ao de ejaculados ruins (MEDRANO

et al., 2009).
3. Material e Métodos
3.1 Experimento 1: Estudo comparativo da viabilidade espermatica de garanhdes de
alta e baixa congelabilidade em diferentes taxas de congelacao em palhetas de 0,5 e 0,25
mL.
3.1.1 Animais

Foram utilizados 04 garanhdes, das ragas Arabe, Hannoverano, Mangalarga

Marchador e Westfallen, sob regime regular de colheita de sémen, pertencentes ao

Centro de Reproducdo e Biotecnologia Eqiiina — “CERBEQ”, vinculado ao
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Departamento de Reprodugdo Animal e Radiologia Veterinaria da Faculdade de

Medicina Veterindria e Zootecnia — UNESP — Campus de Botucatu, SP.

3.1.2 Colheita dos ejaculados

Antes da colheita dos ejaculados foi realizada a higienizagdo do pénis de cada
garanhdo, com agua corrente e secagem com compressa estéril para a remocao das
sujidades.

As colheitas de sémen foram realizadas em manequim com vagina artificial
modelo “Botucatu” (Biotech Botucatu/ME Ltda., Botucatu, SP, Brasil) constituida de
resina de fibra de vidro, mucosa de latex, mucosa plastica e copo coletor revestido de
camisa sanitdria descartavel, totalizando 03 ejaculados de cada garanhdo para cada

protocolo de congelagao.

3.1.3 Processamento e criopreservacio das amostras

Ap0s a colheita, o sémen foi filtrado para remogado da fracdo gel e de sujidades,
avaliando-se a concentracao espermatica pela camara de Neubauer. Os parametros de
cinética espermatica foram avaliados pelo analisador computadorizado dos movimentos
espermaticos - CASA (HTM-IVOS 12; Hamilton-Thorne Research, Danvers, MA,
USA) depositando uma aliquota de 10 uL de sémen em uma cdmara de Makler (Makler
Counting Chamber”, Sefi-Medical Instruments ltd., Haifa, Israel) pré-aquecida a 37°C.
Em cada amostra avaliou-se no minimo 500 células e somente os ejaculados com
motilidade total igual ou superior a 60% foram utilizados para criopreservacao.

Para criopreservacdo dos ejaculados empregou-se a técnica descrita por Papa et
al. (2002), na qual cada ejaculado foi diluido em meio diluente a base de leite desnatado
e glicose (Botu-Sémen®, Biotech Botucatu/ME Ltda., Botucatu, SP, Brasil) em uma
propor¢dao de 1:1 (meio:sémen) e centrifugado a 600g por 10 minutos. Apds a
centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e os pellets ressuspendidos para a
concentracio de 100x10° de espermatozodides totais no meio diluente de congelagio

Botu-Crio® (Biotech Botucatu/ME Ltda., Botucatu, SP, Brasil).
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Apoés a adicdo do diluente de congelagdo e adequada homogeneizagdo, as
amostras de sémen foram envasadas em palhetas francesas de 0,5 mL e de 0,25 mL,
previamente identificadas com o nome do garanhdo, partida da colheita do ejaculado e
protocolo de congelagdo, e em seguida lacradas com alcool polivinilico.

O total de palhetas foi dividido em 3 partes, uma parte destinada a congelagao
em caixa de isopor, outra parte destinada a congelagdo na maquina automatizada Mini
Digitcool® ZH 400 (IMV Technologies, Franca) e as palhetas restantes submetidas a
congelacdo na maquina automatizada TK® 4000C (TK Tecnologia em Congelagao
Ltda, Uberaba, Minas Gerais, Brasil).

Assim, as palhetas foram distribuidas em uma grade e resfriadas a 5°C por 20
minutos em geladeira Minitub® (Minitub do Brasil Ldta), na taxa de -3 a -5°C/minuto.
Decorrido este periodo, a grade contendo as palhetas foram transferidas para os devidos
sistemas de congelagdo.

A taxa de congelacdo na caixa de isopor foi realizada utilizando uma caixa
isotérmica de isopor de 42 litros com 3,5cm de nitrogénio (N;) liquido e as palhetas
dispostas horizontalmente a 6 cm acima do nivel do N, com uma taxa de congelagao
com velocidade de 10°C/min entre 5°C e -60°C e velocidade de 8°C/min entre -60°C e -
100°C.

Os equipamentos automatizados Mini Digitcool® ZH 400 (IMV - Technologies -
Franca) e TK® 4000C (TK Tecnologia em Congelacdao) possibilitam apenas uma taxa
por processamento, sendo assim os protocolos de congelacdo foram realizados

conforme descrito a seguir:

- Protocolo 1:
- Congelacao em caixa de isopor: velocidade de 10°C/min entre 5°C a -60°C e
velocidade de 8°C/min entre -60°C a -110°C.
- Maquina Automatica TK® 4000C: velocidade de 15°C/min entre 5°C a -10°C e
velocidade de 20°C/min entre -10°C a -140°C.
- Méquina Automatica Mini Digitcool® ZH 400: velocidade de 15°C/min entre 5°C a -
10°C e velocidade de 20°C/min entre -10°C a -140°C.

- Protocolo 2:
- Congelacdo em caixa de isopor: velocidade de 10°C/min entre 5°C a -60°C e

velocidade de 8°C/min entre -60°C a -110°C.
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- Maquina Automatica TK® 4000C: velocidade de 15°C/min entre 5°C a -10°C e
velocidade de 40°C/min entre -10°C a -140°C.

- Maquina Automatica Mini Digitcool® ZH 400: velocidade de 15°C/min entre 5°C a -
10°C e velocidade de 40°C/min entre -10°C a -140°C.

- Protocolo 3:

- Congelacdo em caixa de isopor: velocidade de 10°C/min entre 5°C a -60°C e
velocidade de 8°C/min entre -60°C a -110°C.

- Méquina Automatica TK®4000C: velocidade de 15°C/min entre 5°C a -10°C e
velocidade de 40°C/min entre -10°C a -140°C.

- Méquina Automatica Mini Digitcool® ZH 400: velocidade de 15°C/min entre 5°C a -
10°C e velocidade de 60°C/min entre -10°C a -140°C.

Ap0s realizada a taxa de congelagdo, as palhetas francesas foram mergulhadas
em nitrogénio liquido a -196°C, colocadas em globettes devidamente identificados de
acordo com o protocolo de congelagdo e entdo armazenados em botijoes criogénicos.

Na figura 1 estd simplificado o esquema de congelacdo de sémen equino

criopreservado.
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COLHEITA DO SEMEN
(vagina artificial)

<4

DILUICAO (1:1)
(Botu-Sémen® Biotech Botucatu)

<4

CENTRIFUGACAO
600g/10 min

<4

DILUICAO PARA
CRIOPRESERVACAO
Botucrio® Biotech Botucatu
100 x 10° sptz totais

| —

ENVASE DO SEMEN

PALHETA

0,5 mL [100 x 10°sptz totais]

\

| !

PALHETA
0,25 mL [100 x 10° sptz totais]

Y §

CONGELACAO
Protocolo Protocolo Protocolo
1 2 3

Figura 1: Esquema simplificado do processamento do sémen equino criopreservado.
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3.1.4 Descongelagdo das amostras e avaliacoes espermaticas

Para as palhetas de 0,5 mL a descongelagao foi realizada a 46°C por 20
segundos. Ja para as palhetas de 0,25 mL a descongelacao foi realizada a 46°C por 15
segundos. Para analise das amostras de sémen criopreservado empregou-se a avaliagdo
computadorizada considerando as seguintes varidveis: motilidade total (MT, %),
motilidade progressiva (MP, %), velocidade ao longo de uma trajetéria média (VAP,
um/s), velocidade progressiva (VSL, pm/s) velocidade curvilinear (VCL, um/s),
deslocamento lateral de cabeca (AHL, um), percentagem de espermatozodide rapidos
(RAP, %) e percentagem de espermatozdides médios (MED, %).

Adicionalmente, foi realizada a analise de integridade da membrana plasmatica
(IMP, %) empregando-se a técnica modificada por Harrison e Vickers (1990) pela
associacdo das sondas fluorescentes diacetato de 6-carboxifluoresceina (CFDA) e iodeto

de propidio (IP).

3.1.5 Analise estatistica

A andlise estatistica das variaveis estudadas no s€émen congelado/descongelado
foi realizada mediante o pacote SAS 9.1. Inicialmente, empregou-se o programa R de
analise descritiva Box Plot. Em seguida, os dados foram analisados mediante o
programa Proc. MIXED, uma andlise de varidncia, para investigar o efeito do
tratamento, ou seja, as taxas de congelacdo e as palhetas utilizadas, considerando o
efeito animal como aleatério. Foram consideradas variancias heterogéneas nos varios
tratamentos. Adotou-se um nivel de probabilidade de 0,05 para diferencas

estatisticamente significativas.

3.2 Experimento 2: Comparagdo dos parametros espermaticos e a fertilidade de

espermatozdides congelados com diferentes taxas de congelagao.

3.2.1 Animais

Foram utilizados 04 garanhdes, clinicamente sadios, previamente submetidos a
exame andrologico com idade entre 6 a 15 anos, das racas Arabe, Hannoverano,

Mangalarga Marchador e Westfallen, sob regime regular de colheita de sémen,
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pertencentes ao Centro de Reproducao e Biotecnologia Eqiiina — “CERBEQ”, vinculado
ao Departamento de Reprodugdo Animal e Radiologia Veterinaria da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP — Campus de Botucatu, Sao Paulo.

Para o teste de fertilidade foram utilizadas 35 éguas da raga Brasileiro de
Hipismo, clinicamente sadias, sendo 20 primiparas e 15 multiparas, pertencentes ao

Haras Itapua da cidade de Avaré/SP.

3.2.2 Colheita dos ejaculados

Para o teste de fertilidade foram colhidos dois ejaculados por garanhdo, com os

mesmos procedimentos descritos no item 3.1.2.

3.2.3 Processamento e criopreservacio das amostras

Apo6s a colheita, o s€émen foi processado conforme descrito no experimento 1
(item 3.1.3). Porém, apés a adi¢do do diluente de congelagdo Botu-Crio® (Biotech
Botucatu/ME Ltda., Botucatu, SP, Brasil) e homogeneizagdao das amostras, o sémen foi
envasado apenas em palhetas francesas de 0,5 mL, com concentragdo espermatica de
100 x 10 ® espermatozoides vidveis/mL e em seguida lacradas com alcool polivinilico.

Assim, o total de palhetas foi dividido em 3 partes, distribuidas em grades e
resfriadas a 5°C por 20 minutos em geladeira Minitub® (Minitub do Brasil Ldta).
Decorrido este periodo, as grades contendo as palhetas foram transferidas para os
devidos meios de congelacdo, obedecendo ao protocolo de congelacdo 2, conforme

descrito anteriormente (item 3.1.3).

3.2.4 Teste de fertilidade

As éguas foram distribuidas aleatoriamente em 03 grupos: caixa de isopor,
maquina 1 (TK® 4000) e maquina 2 (Mini Digitcool® ZH 400). E distribuidas
conforme o acasalamento, sendo o garanhdo “A” do Haras Itapud, ou garanhdo “B” do
Haras Itapud ou com o “pool” dos ejaculados dos garanhdes pertencentes ao Centro de
Reprodugdo e Biotecnologia Equina “CERBEQ” do Departamento de Reprodugio
Animal e Radiologia Veterinaria da FMVZ - UNESP, conforme a escolha do Médico

Veterinario responsavel pelo Haras.
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As fémeas foram monitoradas por exame ultrassonografico transretal e depois
da constatacao de um foliculo com 35 mm a ovulagdo foi induzida com 1 mg de GnRH
(deslorelina). Passadas 36 horas da administracdo do indutor de ovulagdo, os animais
foram acompanhados de 6 em 6 horas, por ultrassonografia do aparelho genital, até¢ a
detec¢do da ovulagdo e neste momento inseminadas com 8 palhetas com 100 x 10° de
espermatozodides moveis pré-congelagao.

As palhetas foram descongeladas a 46°C por 20 segundos e posteriormente 0s
espermatozdides depositados na extremidade do corno uterino com auxilio de pipeta
flexivel', pelo desvio por manipulagdo retal. As palhetas foram acondicionadas dentro
da pipeta flexivel e com auxilio de um mandril os espermatozdides foram depositados
na extremidade do corno ipsilateral a ovulacao.

O diagnostico de gestacao foi realizado entre 12 e 15 dias apos a ovulagdo, com

auxilio do ultrassom (Pie Medical Falcon 100 Vet).

3.2.5 Analise estatistica

A andlise estatistica para comparar os diferentes garanhdes foi realizada
mediante ao teste ndo paramétrico de Kruskall Wallis em virtude do baixo niimero de
ejaculados colhidos (n= 2). Para avaliacdo dos indices de fertilidade entre os garanhdes
e metodologias de congelagdo realizou-se analise de regressdo logistica multipla
incluindo nos modelos as varidveis garanhdo e metodologia. Adotou-se um nivel de

probabilidade de 0,05 para diferencas estatisticamente significativas.

4. Resultados

4.1 Resultados Experimento 1

Comparaciao entre diferentes taxas de congelacio na criopreservac¢iao do sémen

equino em palhetas de 0,5 e 0,25 mL

! Minitub do Brasil Ltda, Porto Alegre-RS, Brasil
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Nas tabelas 1 e 2 estdo demonstrados os valores médios e os erros padrdo das
médias pos-descongelacdo analisadas pelo sistema computadorizado CASA e pela
microscopia de epi-fluorescéncia dos espermatozoides equinos criopreservados.

Na tabela 3 estdo demonstradas as médias totais e os erros padrao das médias
nas palhetas de 0,5 e de 0,25 mL.
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Tabela 1. Médias com respectivos erros padrdo das varidveis analisadas pos-
descongelagdo de motilidade total (MT, %), motilidade progressiva (MP, %),
percentagem de espermatozdides rapidos (RAP, %) e integridade de membrana

plasmatica (IMP, %) nos diferentes protocolos de congelagao.

Parametros espermaticos

Protocolo de congelaciao MT (%) MP (%) RAP (%) IMP (%)
c'o,5 67,3 (4,50 27,8(3,3)° 504 (6,8)" 38,9 (2,6)
c'0,25 60,5 (4,6)° 243 (3.4)° 43.9(6,9)° 334 (2,4)

M1 20%0,5 67,5(52)°  29.8(3,6)* 52,8(7.3) 37,3 (2,1)
M1 200,25 63,1 (4,7)° 249(3.8)° 46,6(7.6)° 34,727}
M1 40° 0,5 69,9 (4,6 29,6 (3,4 54,6 (69" 382 (22)
M1 40° 0,25 61,9 (4,8)° 25234 47,7(7,1)°  37,1(2,0)°
M2 20% 0,5 67,7 (5,00  285(3,3)* 532(73)" 48,7 (3,1
M2 200,25 61,0 (53)° 239(3,7)° 42.8(83)° 44,7 (2,9}
M2 40° 0,5 71,1 (4,6)° 309 (3.6)* 554 (7.1  37,8(28)"
M2 40° 0,25 62,0 (5,1)°  2453,7)° 454(7,5° 334 (24)"
M2 60° 0,5 66,2 (49"  292(3,6)* 51,7(7.4" 34,2(2,6)"
M2 60° 0,25 60,5 (4,8)°  26,5(3,5)°  46,3(7,3)" 32,6 (3,4)]

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas (p < 0,05).

Onde: 0,5: palheta francesa de 0,5 mL; 0,25: palheta francesa de 0,25 mL.

Onde: C': congelagdo em caixa de isopor, M1 20% congelagdo em maquina TK® 4000C; taxa de -
20°C/min; M1 40%: congelagdo em méaquina TK® 4000C; taxa de -40°C/min; M2 20* congelagdo em
maquina Mini Digitcool®ZH 400 de -20°C/min; M240%: congelagdo em maquina Mini Digitcool®ZH
400 de -40°C/min; M2 60°: congelagio em maquina Mini Digitcool®de -60°C/min.



23

Tabela 2. Médias com respectivos erros padrdo das variaveis analisadas pos-
descongelagdo de velocidade ao longo de uma trajetéria média (VAP, um/s), velocidade
progressiva (VSL, um/s) e velocidade curvilinear (VCL, um/s) nos diferentes protocolos

de congelacao.

Parametros espermaticos

Protocolo de congelacio VAP (pm/s) VSL (nm/s) VCL (pm/s)
c'o,s 91,9 (4,3)" 71,3 (3,1) 172,8 (6,1)*
c'0,25 90,1 (4,3)° 69,7 (3,1)° 168,0 (6,1)°

M1 20%0,5 94,7 (4,4)* 73,7 (3,1)* 176,9 (6,5)°
M1 20% 0,25 93,5 (4,9)° 71,6 (3,5)° 174,5 (7,2)°
M1 40°0,5 95,5 (4,3)" 73,2 (3,0)* 177,7 (6,2)
M1 40° 0,25 93,9 (4,4)° 72,1 (3,2)° 173,7 (6,4)°
M2 20% 0,5 96,1 (4,7)* 73,9 (3,2)* 179,9 (6,9)°
M2 200,25 90,9 (5,3)° 69,4 (3,7)° 170,7 (7,6)°
M2 40° 0,5 96,5 (4,7)° 75,1 (3,3)° 178,0 (6,3)"
M2 40° 0,25 90,3 (4,8)" 69,5 (3,4)° 169,5 (6,9)°
M2 60° 0,5 92,6 (4,5)" 71,8 (3,3)* 171,2 (6,5)°
M2 60° 0,25 94,3 (4,6)° 73,1 (3,3)° 173,9 (6,7)°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas estatisticas (p < 0,05).

Onde: 0,5: palheta francesa de 0,5 mL; 0,25: palheta francesa de 0,25 mL.

Onde: C': congelagdo em caixa de isopor, M1 20% congelagio em maquina TK® 4000C; taxa de -
20°C/min; M1 40°: congelagio em méaquina TK® 4000C; taxa de -40°C/min; M2 20*: congelagio em
maquina Mini Digitcool®ZH 400 de -20°C/min; M240%: congelagdo em maquina Mini Digitcool®ZH
400 de -40°C/min; M2 60°: congelagio em maquina Mini Digitcool®de -60°C/min



Tabela 3. Médias e erro padrdo das caracteristicas do movimento espermatico avaliados
pelo sistema CASA e pela microscopia de epi-fluorescéncia de sémen equino congelado

em palhetas francesas de 0,5 ¢ 0,25 mL.

Volume da palheta (mL)
Parametros espermaticos 0,5 0,25
MT (%) 68,3 (4,3)" 61,5 (4,3)
MP (%) 29,3 (3,2) 24,9 (3,3)°
RAP (%) 53,0 (6,8)" 454 (6,8)°
VAP (um/s) 94,5 (4,2)* 92,2 (4,2)°
VSL (um/s) 73,2 (2,9)° 70,9 (3,0)°
VCL (um/s) 176,1 (5,9)* 171,7 (5,9)°
IMP (%) 39,2 (2,6) 35,9 (2,6)

Letras diferentes numa mesma linha indicam diferenga estatistica (p < 0,05).
MT: motilidade total; MP: motilidade progressiva; RAP: espermatozdides rapidos;
VAP: velocidade ao longo de uma trajetoria média; VSL: velocidade; VCL: velocidade

curvilinear; IMP: integridade de membrana plasmaética.

4.1.1 Efeito do volume de armazenamento

Quando comparados os dois tipos de palhetas francesas (0,5mL e 0,25 mL) nos
protocolos de congelagdo foram encontradas diferencas estatisticas nos seguintes
parametros espermadticos: motilidade total (MT, %), motilidade progressiva (MP, %),
velocidade ao longo de uma trajetéria média (VAP, %), velocidade progressiva (VSL,
um/s), velocidade curvilinear (VCL, pm/s) e percentagem de espermatozdides rapidos
(RAP, %).

Conforme observado na tabela 1, as motilidade espermaticas computadorizadas
diferiram entre os dois volumes estudados (p < 0,05), sendo a percentagem geral média
da motilidade total (MT) de 68,3 para a congelagdo utilizando palheta de 0,5 mL e 61,5
para palheta de 0,25 mL e da motilidade progressiva (MP) de 29,3 na palheta de 0,5 mL
e 24,9 na palheta de 0,25 mL.
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Além da motilidade, a percentagem de espermatozoides rapidos também diferiu
entre os volumes (p < 0,05), sendo a percentagem geral média em palhetas de 0,5 mL de
53,0 e em palhetas de 0,25 mL de 45.,4.

A percentagem média de espermatozdides com membrana plasmatica integra
ndo diferiu entre os volumes das palhetas sendo para as palhetas de 0,5 mL de 39,2 e em
palhetas de 0,25 mL de 35,9.

Para todas as varidveis de velocidade espermatica avaliadas neste experimento
(Tabela 2) observou-se diferenca estatistica entre os volumes da palheta. Para a
velocidade ao longo de uma trajetéria média (VAP) (p < 0,05), as médias foram de 94,2
para a palheta de 0,5 mL e de 92,2 um/s para a palheta de 0,25 mL. Para a velocidade
progressiva (VSL) (p < 0,05), as médias foram de 73,2 para a palheta de 0,5 mL e de
70,9 um/s para a palheta de 0,25 mL e para a velocidade curvilinear (VCL) as médias

foram para a palheta de 0,5 mL de 176,1 e de 171,7 pm/s para a palheta de 0,25 mL.

4.1.2 Efeito do protocolo de congelagao

Nao foram observadas diferengas estatisticas nas avaliagdes espermaticas pos-
descongelagdo, entre os protocolos de congelagdo (p > 0,05) utilizados, como
demonstrados nas tabelas 1 e 2. Os resultados dos trés protocolos de congelagdo

utilizados serdo apresentados individualmente a seguir:

- Protocolo 1: taxa de -20°C/minuto:

A motilidade total (MT) na taxa de -20°C/min ndo diferiu entre os protocolos de
congelacdo (p > 0,05) tendo na caixa de isopor (C) a percentagem meédia de 67,3 em
palheta de 0,5 mL e de 60,5 em palheta de 0,25 mL. Na maquina TK® 4000 (M1 20)
percentagem média de 67,5 em palheta de 0,5 ml e de 63,1 em palheta de 0,25 mL. E na
maquina Mini Digitcool® ZH 400 (M2 20) a percentagem média de 67,7 em palheta de
0,5 mL e 61,0 em palhetas de 0,25 mL.

Para a motilidade progressiva (MP) na taxa de -20°C/min a estatistica nao
indicou diferenca entre os métodos de congelagao (p > 0,05) utilizados, sendo na caixa
de isopor (C) a percentagem média de 27,8 para palheta de 0,5 mL e de 24,3, na
maquina TK® 4000 (M1 20) a percentagem média de 29,8 para a palheta de 0,5 mL e
de 24,9 para a palheta de 0,25 mL e na méaquina Mini Digitcool® ZH 400 (M2 20) a
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percentagem média foi de 28,5 para a palheta de 0,5 mL e de 23,9 para a palheta de 0,25
mL.

A percentagem média de espermatozoides rapidos (RAP) na taxa de -20°C/min
na caixa de isopor (C) foi de 50,4 para palhetas de 0,5 mL e 43,9 nas palhetas de 0,25
mL. Na maquina TK® 4000 (M1 20) percentagem média foi de 52,8 para palhetas de
0,5 mL e de 46,6 para palhetas de 0,25 mL e na maquina Mini Digitcool® ZH 400 (M2
20) a percentagem média de 53,2 para palhetas de 0,5 mL e de 42,8 para palhetas de
0,25 mL. Estes dados também nao diferiram entre os protocolos de congelagdao (p >
0,05) realizados.

As velocidades espermaticas também ndo apresentaram diferengas estatisticas
entre os protocolos de congelacdo na taxa de -20°C/min, denotando a velocidade ao
longo de uma trajetéria média (VAP) uma média na caixa de isopor (C) de 91,9 em
palhetas de 0,5 mL e de 90,1 um/s em palhetas de 0,25 mL, na maquina TK® 4000 (M1
20) de 94,7 para palhetas de 0,5 mL e 93,5 um/s em palhetas de 0,25 mL. E na maquina
Mini Digitcool® ZH 400 (M2 20) a média de 96,1 nas palhetas de 0,5 mL e de 90,9
um/s em palhetas de 0,25 mL.

Para a velocidade progressiva (VSL) os valores obtidos na taxa de -20°C/min,
apresentaram igualdade entre os métodos de congelagdo apresentando na caixa de
1sopor (C) média de 71,3 em palhetas de 0,5 mL e 69,7 um/s em palhetas de 0,25 mL,
na maquina TK® 4000 (M1 20) de 73,7 em palhetas de 0,5 mL e 71,6 um/s em palhetas
de 0,25 mL e na maquina Mini Digitcool® ZH 400 (M2 20) 73,9 para palhetas de 0,5
mL e 69,4 um/s em palhetas de 0,25 mL.

A velocidade curvilinear (VCL) apresentou dados similares quando da utilizagao
da taxa de -20°C/min, sendo na caixa de isopor (C) a média de 172,8 para palhetas de
0,5 mL e de 168,0 um/s em palhetas de 0,25 mL, na maquina TK® 4000 (M1 20) de
176,9 nas palhetas de 0,5 mL e de 174,5 um/s em palhetas de 0,25 mL e na maquina
Mini Digitcool® ZH 400 (M2 20) de 179,9 em palhetas de 0,5 mL e de 170,7 pm/s em
palhetas de 0,25 mL.

Para o pardmetro de percentagem de espermatozdide com membrana plasmatica
integra (IMP) na taxa de -20°C/min ndo foram demonstradas diferencas estatistica entre
os métodos de congela¢do tendo como média na caixa de isopor (C) um valor de 38,9
em palhetas de 0,5 mL e de 33,4 em palhetas de 0,25 mL, na maquina TK® 4000 (M1
20) de 37,3 em palhetas de 0,5 mL e 38,7 nas palhetas de 0,25 mL e na maquina Mini
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Digitcool® ZH 400 (M2 20) de 34,7 nas palhetas de 0,5 mL e de 44,7 em palhetas de
0,25 mL.

- Protocolo 2: taxa de -40°C/minuto:

Como todos os protocolos de congelagdo tém a caixa de isopor (C) como um
grupo controle, os dados obtidos por esse método de congelagdao nao serdo repetidos.

A motilidade total (MT) na taxa de -40°C/min ndo diferiu entre os protocolos de
congelacdo (p > 0,05) tendo na maquina TK® 4000 (M1 40) a percentagem média de
69,9 em palhetas de 0,5 mL e 61,9 em palhetas de 0,25 mL e na maquina Mini
Digitcool® ZH 400 (M2 40) de 71,1 nas palhetas de 0,5 mL e 62,0 em palhetas de
0,25mL.

Para o parametro de motilidade progressiva (MP) na taxa de -40°C/min
observou-se resultados sem diferencas estatisticas entre os protocolos (p > 0,05),
apresentando como média na maquina TK® 4000 (M1 40) a percentagem média de 29,6
em palhetas de 0,5 mL e de 25,2 nas palhetas de 0,25 mL e na maquina Mini
Digitcool® ZH 400 (M2 40) de 30,9 nas palhetas de 0,5 mL e de 24,5 em palhetas de
0,25mL.

A percentagem média de espermatozoides rapidos (RAP) na taxa de -40°C/min
na maquina TK® 4000 (M1 40) percentagem média foi de 54,6 (6,9) para palhetas de
0,5 mL e de 47,7 para palhetas de 0,25 mL e na maquina Mini Digitcool® ZH 400 (M2
40) a percentagem média de 55,4 para palhetas de 0,5 mL e de 45,4 para palhetas de
0,25 mL. Estes dados também nao diferiram entre os protocolos de congelagdao (p >
0,05) realizados.

As velocidades espermaticas também ndo apresentaram diferencas estatisticas
entre os protocolos de congelacdo na taxa de -40°C/min, denotando a velocidade ao
longo de uma trajetéria média (VAP) a média na maquina TK® 4000 (M1 40) de 95,5
para palhetas de 0,5 mL e 93,9 um/s em palhetas de 0,25 mL e na maquina Mini
Digitcool® ZH 400 (M2 40) a média de 96,5 nas palhetas de 0,5 mL e de 90,3 um/s em
palhetas de 0,25 mL.

Para a velocidade progressiva (VSL) os valores obtidos na taxa de -40°C/min,
apresentaram igualdade entre os métodos de congelacdo apresentando como média na

maquina TK® 4000 (M1 40) de 73,2 em palhetas de 0,5 mL e 72,1 pm/s em palhetas de
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0,25 mL e na maquina Mini Digitcool® ZH 400 (M2 40) de 75,1 para palhetas de 0,5
mL e 69,5 um/s em palhetas de 0,25 mL.

Igualdade entre os protocolos também foram observadas na velocidade
curvilinear (VCL) quando da utilizagdao da taxa de -40°C/min, sendo na maquina TK®
4000 (M1 40) de 177,7 nas palhetas de 0,5 mL e de 173,7 um/s em palhetas de 0,25 mL
e na maquina Mini Digitcool® ZH 400 (M2 40) de 178,0 em palhetas de 0,5 mL e de
169,5 um/s em palhetas de 0,25 mL.

Para os valores de percentagem de espermatozdide com membrana plasmatica
integra (IMP) na taxa de -40°C/min ndo se observaram diferencas estatistica entre os
métodos de congelacdo tendo como média na maquina TK® 4000 (M1 40) de 38,2 em
palhetas de 0,5 mL e 37,1 nas palhetas de 0,25 mL e na maquina Mini Digitcool® ZH
400 (M2 40) de 37,8 nas palhetas de 0,5 mL e de 33,4 em palhetas de 0,25 mL.

- Protocolo 3: taxa de -60°C/minuto:

Como apenas a maquina Mini Digitcool® ZH 400 possibilita a realizagdo da
taxa de -60°C/min, foram realizadas durante este protocolo a taxa de congelagcdo na
caixa de isopor (C), como grupo controle e a taxa de -40°C/min na maquina TK® 4000
por ser a taxa mais rapida desse equipamento.

Como descrito nas tabelas 1 ¢ 2, a media de motilidade total (MT) obtidas no
protocolo 3 ndo apresentaram diferencas estatisticas entre as metodologias de
congelagdo, sendo a maquina Mini Digitcool® ZH 400 (M2 60) de 66,2 % nas palhetas
de 0,5 mL e de 60,5 % nas palhetas de 0,25 mL.

Para os valores de motilidade progressiva (MP) nao foram encontradas
diferencas entre os métodos de congelagdo apresentando como média na maquina Mini
Digitcool® ZH 400 (M2 60) de 29,2 em palhetas de 0,5 mL e de 26,5 em palhetas de
0,25 mL.

A percentagem média de espermatozoides rapidos (RAP) na taxa de -60°C/min a
maquina Mini Digitcool® ZH 400 (M2 60) foi de 51,7 para palhetas de 0,5 mL e de
46,3 para palhetas de 0,25 mL. Estes dados também ndo diferiram entre os protocolos
de congelacdo (p > 0,05) realizados.

As velocidades espermaticas também ndo apresentaram diferencas estatisticas

entre os protocolos de congelacdo na taxa de -60°C/min, denotando a velocidade ao
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longo de uma trajetoria média (VAP) a média na maquina Mini Digitcool® ZH 400
(M2 60) de 92,6 nas palhetas de 0,5 mL e de 94,3 um/s em palhetas de 0,25 mL.

Para a velocidade progressiva (VSL) os valores obtidos na taxa de -60°C/min,
apresentaram igualdade entre os métodos de congelagdo apresentando como média a
maquina Mini Digitcool® ZH 400 (M2 60) de 71,8 para palhetas de 0,5 mL e 73,1 pm/s
em palhetas de 0,25 mL.

Igualdade entre os protocolos também foram observadas na velocidade
curvilinear (VCL) quando da utilizagao da taxa de -60°C/min, sendo na maquina TK®
4000 (M1 40) de 177,7 nas palhetas de 0,5 mL e de 173,7 um/s em palhetas de 0,25 mL
e na maquina Mini Digitcool® ZH 400 (M2 40) de 178,0 em palhetas de 0,5 mL e de
169,5 um/s em palhetas de 0,25 mL.

Para os valores de percentagem de espermatozdide com membrana plasmatica
integra (IMP) na taxa de -60°C/min ndo se observaram diferencas estatistica entre os
métodos de congelacdo tendo como média a maquina Mini Digitcool® ZH 400 (M2 60)
de 34,2 nas palhetas de 0,5 mL e de 32,6 em palhetas de 0,25 mL.

Os graficos de 1 a 9 representam uma analise descritiva - Box Plot, dos
parametros espermaticos obtidos pelo método computadorizado CASA como
motilidade total (MT, %), motilidade progressiva (MP, %), velocidade ao longo de uma
trajetoria média (VAP,um/s), velocidade progressiva (VSL, upm/s), velocidade
curvilinea (VCL, pum/s), deslocamento lateral de cabeca (AHL, um), percentagem de
espermatozodide rapidos (RAP, %), percentagem de espermatozoides médios (MED, %)
e pela integridade de membrana plasmatica (IMP, %) por microscopia de epi-
fluorescéncia.

Estes graficos sdo representados esquematicamente como: 0 trago espesso na
horizontal — mediana; retangulo separado em 1° quartil (acima) e 2° quartil (abaixo);

traco descontinuo — valores permitidos.
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Grafico 1: Parametros espermdticos de Motilidade Total (MT, %) nos diversos

protocolos de congelacdo e nos dois volumes de palhetas.
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Grafico 2: Parametros espermaticos de Motilidade Progressiva (MP, %) nos diversos

protocolos de congelacdo e nos dois volumes de palhetas.

Onde: eixo X: Palheta.Trat: 1c': congelacio em caixa de isopor e palheta de 0,5 mL; 2¢*: congelagdo em caixa de isopor e palheta
de 0,25 mL; 1m120*: congelagio em maquina TK® 4000C; taxa de -20°C/min; e palheta de 0,5 mL; 2m120* congelagio em
maquina TK® 4000C; taxa de -20°C/min; e palheta de 0,25 mL; 1m140°: congelagio em méaquina TK® 4000C; taxa de -40°C/min;
e palheta de 0,5 mL; 2m140°% congelagio em maquina taxa TK® 4000C de -40°C/min e palheta de 0,25 mL; 1m220”: congelagio
em maquina Mini Digitcool®ZH 400 de -20°C/min e palheta de 0,5 mL; 2m220%: congelagio em maquina Mini Digitcool®ZH 400
de -20°C/min e palheta de 0,25 mL; 1m240°: congelagio em maquina Mini Digitcool®ZH 400 de -40°C/min e palheta de 0,5 mL;
2m240": congelagio em maquina Mini Digitcool®ZH 400 de -40°C/min e palheta de 0,25 mL; 1m260'": congelagio em méaquina
Mini Digitcool®de -60°C/min e palheta de 0,5 mL; 2m260'*: congelagio em méaquina Mini Digitcool®ZH 400 de -60°C/min e
palheta de 0,25 mL.
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Grifico 3: Parametros espermaticos de Velocidade ao longo de uma trajetoria média

(VAP, pm/s) nos diversos protocolos de congelacdo e nos dois volumes de palhetas.
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Grafico 4: Parametros espermaticos de Velocidade Progressiva (VSL, um/s) nos

diversos protocolos de congelacao e nos dois volumes de palhetas.

Eixo X: Palheta.Trat: 1c': congelagio em caixa de isopor e palheta de 0,5 mL; 2¢*: congelagdo em caixa de isopor e palheta de
0,25 mL; 1m120°: congelagio em maquina TK® 4000C; taxa de -20°C/min; e palheta de 0,5 mL; 2m120*: congelagio em méaquina
TK® 4000C; taxa de -20°C/min; e palheta de 0,25 mL; 1m140°; congelacdo em maquina TK® 4000C; taxa de -40°C/min; e palheta
de 0,5 mL; 2m140°: congelagio em maquina taxa TK® 4000C de -40°C/min e palheta de 0,25 mL; 1m220’: congelagdo em
maquina Mini Digitcool®ZH 400 de -20°C/min e palheta de 0,5 mL; 2m220%: congela¢io em maquina Mini Digitcool®ZH 400 de -
20°C/min e palheta de 0,25 mL; 1m240°: congelagio em maquina Mini Digitcool®ZH 400 de -40°C/min e palheta de 0,5 mL;
2m240": congelagdo em maquina Mini Digitcool®ZH 400 de -40°C/min e palheta de 0,25 mL; 1m260'": congelagio em méaquina
Mini Digitcool®de -60°C/min e palheta de 0,5 mL; 2m260'*: congelagio em méaquina Mini Digitcool®ZH 400 de -60°C/min e
palheta de 0,25 mL.
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Grafico 5: Pardmetros espermaticos de Velocidade Curvilinea (VCL, pm/s) nos

diversos protocolos de congelagdo e nos dois volumes de palhetas.
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Grafico 6: Parametros espermaticos de Deslocamento Lateral de Cabeca (um) nos

diversos protocolos de congelacao e nos dois volumes de palhetas.

Eixo X: Palheta.Trat: 1c': congelagio em caixa de isopor e palheta de 0,5 mL; 2¢*: congelagdo em caixa de isopor e palheta de
0,25 mL; 1m120°: congelagio em maquina TK® 4000C; taxa de -20°C/min; e palheta de 0,5 mL; 2m120*: congelagio em méaquina
TK® 4000C; taxa de -20°C/min; e palheta de 0,25 mL; 1m140°; congelacdo em maquina TK® 4000C; taxa de -40°C/min; e palheta
de 0,5 mL; 2m140°: congelagio em maquina taxa TK® 4000C de -40°C/min e palheta de 0,25 mL; 1m220’: congelagio em
maquina Mini Digitcool®ZH 400 de -20°C/min e palheta de 0,5 mL; 2m220%: congela¢io em maquina Mini Digitcool®ZH 400 de -
20°C/min e palheta de 0,25 mL; 1m240°: congelagio em maquina Mini Digitcool®ZH 400 de -40°C/min e palheta de 0,5 mL;
2m240": congelagdo em maquina Mini Digitcool®ZH 400 de -40°C/min e palheta de 0,25 mL; 1m260'": congelagio em méaquina
Mini Digitcool®de -60°C/min e palheta de 0,5 mL; 2m260'*: congelagio em méaquina Mini Digitcool®ZH 400 de -60°C/min e
palheta de 0,25 mL.
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Grafico 7: Parametros espermaticos de percentagem de espermatozoides rapidos

(RAP, %) nos diversos protocolos de congelacao e nos dois volumes de palhetas.
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Grifico 8: Parametros espermaticos de percentagem de espermatozoides Médios (MED,

%) nos diversos protocolos de congelacdo e nos dois volumes de palhetas.

Eixo X: Palheta.Trat.: 1c': congelagio em caixa de isopor e palheta de 0,5 mL; 2¢*: congelagio em caixa de isopor e palheta de
0,25 mL; 1m120°: congelagdo em maquina TK® 4000C; taxa de -20°C/min; e palheta de 0,5 mL; 2m120* congelacdo em maquina
TK® 4000C; taxa de -20°C/min; e palheta de 0,25 mL; 1m140°: congelagio em maquina TK® 4000C; taxa de -40°C/min; e palheta
de 0,5 mL; 2m140°: congelacio em maquina taxa TK® 4000C de -40°C/min e palheta de 0,25 mL; 1m220’: congelagio em
maquina Mini Digitcool®ZH 400 de -20°C/min e palheta de 0,5 mL; 2m220%: congelagio em maquina Mini Digitcool®ZH 400 de -
20°C/min e palheta de 0,25 mL; 1m240°: congelagio em maquina Mini Digitcool®ZH 400 de -40°C/min e palheta de 0,5 mL;
2m240": congelagio em maquina Mini Digitcool®ZH 400 de -40°C/min e palheta de 0,25 mL; 1m260'": congelagio em méaquina
Mini Digitcool®de -60°C/min e palheta de 0,5 mL; 2m260'*: congelagio em méaquina Mini Digitcool®ZH 400 de -60°C/min e
palheta de 0,25 mL.
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Grafico 9: Parametros espermaticos de percentagem de Integridade de Membrana

Plasmatica (%) nos diversos protocolos de congelacao e nos dois volumes de palhetas.

Eixo X: Palheta.Trat.: 1c ': congelagdio em caixa de isopor e palheta de 0,5 mL; 2¢ % congelagdo em caixa de isopor
e palheta de 0,25 mL; 1m120 3: congelagio em maquina TK® 4000C; taxa de -20°C/min; e palheta de 0,5 mL;
2m120 *: congelagio em maquina TK® 4000C; taxa de -20°C/min; e palheta de 0,25 mL; 1m140 5: congelagdo em
maquina TK® 4000C; taxa de -40°C/min; e palheta de 0,5 mL; 2m140 ®: congelagio em méaquina taxa TK® 4000C
de -40°C/min e palheta de 0,25 mL; 1m220 7 congelagdo em maquina Mini Digitcool®ZH 400 de -20°C/min e
palheta de 0,5 mL; 2m220 ®: congelagio em maquina Mini Digitcool®ZH 400 de -20°C/min e palheta de 0,25 mL;
1m240 °: congelagiio em maquina Mini Digitcool®ZH 400 de -40°C/min ¢ palheta de 0,5 mL; 2m240 ': congelagio
em maquina Mini Digitcool®ZH 400 de -40°C/min ¢ palheta de 0,25 mL; 1m260 '': congelagio em maquina Mini
Digitcool®de -60°C/min e palheta de 0,5 mL; 2m260 '*: congelagio em maquina Mini Digitcool®ZH 400 de -
60°C/min e palheta de 0,25 mL.
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4.2 Resultados - Experimento 2

Comparacio entre os parametros espermaticos e a fertilidade de espermatozodides

congelados em diferentes taxas de congelacio.

Os valores médios e seus respectivos desvios padrdo dos pardmetros
espermaticos dos ejaculados dos garanhdes pertencentes ao Haras Itapud estdo descritos
na tabela 4. Estes animais estdo classificados em A (alta congelabilidade) e B (baixa
congelabilidade) e separados de acordo com o protocolo de congelacdo em caixa de
isopor (C), maquina TK® 4000C (M1) e maquina Mini Digitcool® ZH 400 (M2). Os
ejaculados foram congelados de acordo com o protocolo 2 e segue descrito abaixo:

- Congelagao em caixa de isopor (C): velocidade de 10°C/min entre 5°C a -60°C e
velocidade de 8°C/min entre -60°C a -110°C.

- Méquina Automatica TK 4000C: (M1): velocidade de 15°C/min entre 5°C a -10°C e
velocidade de 40°C/min entre -10°C a -140°C.

- Maquina Automatica Mini Digitcool®(M2): velocidade de 15°C/min entre 5°C a -10°C
e velocidade de 40°C/min entre -10°C a -140°C.
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Todas as caracteristicas de cinética espermatica avaliada pos-descongelagao
apresentaram diferencas significativas entre os garanhdes A e B (p < 0,05),
evidenciando uma grande diferenca de qualidade seminal entre garanhdes de alta
(garanhdo A) e de baixa congelabilidade (garanhao B), porém nao foram observadas
diferengas entre os sistemas de congelagdo.

Assim, apesar de ndo ter sido encontrada diferenga estatistica entre os trés
sistemas de congelagdo (p > 0,05) (Tabela 4), como a caixa de isopor (C), maquina
TK® 4000C (M1) e maquina Mini Digitcool® ZH 400 (M2), a utilizacdo de ejaculados
de garanhdo baixa congelabilidade (garanhdo B) demonstrou que os parametros
espermaticos apresentaram uma melhora quando submetidos a uma taxa de congelagao
mais rapida (taxa de -40°C/min). Sendo assim, o garanhdo B apresentou como
motilidade total 48% em caixa de isopor, 65 % na maquina M1 e 60 % na maquina M2.
J& a percentagem de motilidade progressiva foi de 16,5 % em caixa de isopor, 28,5 % na
M1 e de 31,0 % na M2. E para a percentagem de espermatozoides rapidos encontrou-se
25,5 % na caixa de isopor (C), 49 % na maquina M1 e 37% na maquina M2.

As velocidades desenvolvidas pelos espermatozoides (garanhdo A) também
foram superiores nas maquinas 1 e 2 em comparacdo com a caixa de isopor, apesar de
ndo haver diferenga estatistica entre os sistemas de congelacdo (p > 0,05). Sendo valor
de VAP de 78 um/s na caixa de isopor, 97 um/s na maquina M1 e de 95,5 pum/s na
maquina M2, o valor de VSL 64,5 um/s na caixa de isopor, 75,5 pm/s na maquina M1 e
de 76,5 um/s na M2. E finalmente o valor de VCL de 145,5 um/s na caixa de isopor,
183 pm/s na M1 e 177,5 um/s na maquina M2.

Na tabela 5 estdo descritos os valores médios e seus respectivos desvios padrao
dos parametros espermaticos dos ejaculados dos garanhdes pertencentes do Centro de
Reproducao e Biotecnologia Eqiiina “CERBEQ” da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da UNESP — Botucatu. Estes animais estdo classificados em C (baixa
congelabilidade) e D (alta congelabilidade) e separados de acordo com o protocolo de
congelagdo do Grupo 2 (taxa de congelagdo de -40°C/min). Para a realizacdo das
inseminacdes artificiais foi utilizado um “pool” de ejaculados por cada inseminagdao
realizada, ou seja, duas palhetas de cada garanhdo, cada uma delas com concentragdo de

100 x 10° espermatozoides totais.
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Nao foi observado efeito significativo da metodologia de congelacdo sobre as
taxas de concepg¢do, entre os garanhdes A, B e o “pool” dos ejaculados dos garanhdes

(garanhoes C e D) (p > 0,05).

Tabela 6: Efeito do protocolo de congelagado utilizado sobre o efeito do garanhao.

Valor p
Efeito do Protocolo (X1) 0,8205
Efeito do Garanhao (X2) 0,0786

Onde Logit Pi= 0,8487 — (0,097 X1) + (0,7724 X2) sendo X1 o efeito do
protocolo e X2 o efeito do garanhdo.

Apesar de ndo ter sido encontrada diferenca estatistica entre os dados, houve
uma tendéncia do efeito do garanhdo 0,05 < p < 0,10 sobre as taxas de concepcao,
segundo os valores de p descritos na tabela 6. A justificativa por ndo ter ocorrido este
efeito significativo fica por conta do baixo nimero de inseminagdes, embora os
resultados sugiram que o “pool” de sémen dos garanhdes pertencentes ao Departamento
de Reprodugdo da FMVZ ¢ mais efetivo no aumento dos indices de fertilidade.

Na tabela 7 estdo apresentados os dados de taxa de concepcao obtidos nas trés
metodologias de congelacao. Quando o ejaculado foi congelado em caixa de isopor (C)
obteve-se uma taxa de gestacdo média de 58,33% (12), num total de 35 éguas
inseminadas. Na criopreservacdo do sémen equino no sistema automatizado TK® 4000
C (M1) teve-se 61,54% (13) de taxa de prenhez e na maquina Mini Digitcool® uma

percentagem de 50 (10) do total de éguas inseminadas.

Tabela 7: Taxa de Concep¢do em percentagem (%) nos trés sistemas de congelacdo

utilizados: caixa de isopor, maquina TK® 4000 C e maquina Mini Digitcool® ZH 400.

Taxa de Concepgao

Protocolo Concepcao (%) n
C' 58,33 12
M1? 61,54 13
M2’ 50,00 10

C': caixa de isopor, M1*: maquina TK® 4000 C; M2°: maquina Mini Digitcool®.
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Diante dos resultados encontrados nos exames laboratoriais e pelo historico
reprodutivo dos animais, observa-se que as taxas de concep¢do encontradas com a
utilizacao do “pool” dos ejaculados dos garanhdes da FMVZ apresentaram um aumento
no numero de gestacdes obtidas, assim como nos indices de prenhez encontrados pelo
garanhdo A, o qual apresenta alta congelabilidade.

Assim, foi realizado o teste estatistico, no qual se comparou o efeito dos
garanhdes utilizados no “pool” e o garanhao A (alta congelabilidade) versus o garanhdo
B (baixa congelabilidade), independentemente do sistema de congelacdo utilizado. Estes

dados estdo descritos na tabela 8.

Tabela 8. Descricao dos garanhdes utilizados no teste de fertilidade, nimero de

inseminagdes realizadas e taxas de concepg¢ao obtidas.

numero de numero de
Garanhoes _ taxa de concep¢ao (%)
inseminagoes prenhezes
B 18 8 44.,44*
A + “pool” 17 12 70,59%

Letras diferentes entre as colunas indicam diferenca estatistica (p < 0,05).

Embora exista uma diferenca entre as taxas de concepg¢do obtidas, esta ndo foi
significativa para protocolo de congelacio ou para garanhdo. Uma informacao
interessante ¢ que a probabilidade de se obter uma prenhez com a utilizagdo do
ejaculado do garanhdo A (alta congelabilidade) ou com o “pool” dos ejaculados ¢ quase
3 vezes maior (Tabela 9, odds ratio) do que ao se utilizar o ejaculado do garanhdao B

(baixa congelabilidade).

Tabela 9. Efeito do protocolo de congelacdo e do garanhdo sobre as taxas de

concepgao.

Variaveis p Odds ratio

Protocolo de congelacao (X1) 0,9015 0,9493
Garanhao (X2) 0,1244 2,992
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5. Discussao

No presente estudo foram comparados diferentes protocolos de congelagao de
sémen equino, em dois tipos de palhetas francesas, de 0,5 e de 0,25 mL. Das avaliagdes
espermaticas pds-descongelagcdo ndo foram encontradas diferengas estatisticas entre os
protocolos de congelagdo utilizados, tanto dos pardmetros analisados pelo sistema
computadorizado CASA como dos parametros avaliados pelo microscopio de epi-
fluorescéncia.

Entretanto, quando comparados os dois volumes de armazenamento de sémen,
em palhetas de 0,5 e de 0,25 mL observaram-se diferengas estatisticas. Isto demonstra
que ocorreu uma alteracdo da qualidade seminal quando os espermatozoides foram
armazenados em diferentes volumes, mesmo com a mesma concentracdo espermatica
por palheta. Sendo assim, quanto as caracteristicas de cinética espermatica deduz-se que
palheta de 0,5 mL apresenta melhor qualidade seminal que de 0,25 mL.

Quanto a qualidade seminal, Nascimento et al. (2008) observou que apenas a
variavel de retilinearidade (STR) apresentou um maior valor médio em palheta de 0,5
mL que a de 0,25 mL, enquanto que a velocidade curvilinea (VCL) foi maior em 0,25
mL, pelas avaliacdes pelo sistema computadorizado CASA. Todas as demais
informacdes advindas desta tecnologia sugerem uma igualdade na qualidade
espermatica pos-descongelagcdo no armazenamento em palhetas de 0,5 e 0,25 mL. Estes
resultados divergem dos resultados obtidos neste estudo, em que ficou claro uma
alteracdo da qualidade seminal entre palhetas de 0,5 e 0,25 mL, mostrando uma
inferioridade dos parametros espermaticos em palhetas de 0,25 mL. Diferentemente do
nosso estudo, em que foi utilizado um periodo de refrigeragdao a 5°C por 20 minutos,
Nascimento et al. (2008) utilizou um tempo de refrigeragdo em torno de 80 minutos.
Assim, ¢ possivel que este tempo de refrigeracdo maior possa ter acarretado em um
resultado disperso dos obtidos neste experimento.

Adicionalmente, diferente dos resultados obtidos no presente estudo, em que
palhetas de 0,5 mL apresentaram valores de cinética espermatica superiores a palhetas
de 0,25 mL, Dell’Aqua Jr. et al. (2001) quando compararam os resultados laboratoriais
de sémen equino criopreservado em palhetas de 0,5 e 0,25 mL observaram valores
superiores de cinética espermatica em palhetas de 0,25 mL. Entretanto, a metodologia
de manipulacdo dos ejaculados foi diferente da realizada no presente estudo, estes

autores utilizaram o meio de congelacdo M9H na dilui¢do de 200 x 10° células
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espermaticas vidveis por mL e submetidos a um periodo de refrigeragdo a 5°C por 1
hora.

Corroborando com os dados obtidos neste estudo, Nothling e Shuttleworth
(2005) encontraram melhores parametros espermaticos em sémen canino pos-
descongelagdao em palhetas de 0,5 mL do que em 0,25 mL. Estes autores utilizaram
também diferentes taxas de congelacdo com dois niveis de distdncia do vapor de
nitrogénio liquido, a 3,5 e a 8,0 cm e concluiram ndo haver diferenga entre os
parametros espermaticos, nestas diferentes taxas. Este estudo preconizou um periodo de
estabilizacdo de 20 minutos a 5°C similar ao presente estudo.

Clulow et al. (2008), diferentemente dos resultados encontrados neste estudo,
observaram similaridade entre os parametros espermaticos como motilidade total (MT,
%), motilidade progressiva (MP, %), morfologia e integridade de acrossomo em dois
volumes de armazenamento de sémen equino, palhetas de 0,5 e 0,25 mL. Entretanto,
assim como no presente estudo, estes autores observaram que o método de congelagdo
em caixa isotérmica (Styrofoam® Box) e em maquina de congelagdo programada
(Planer Kryo 10 series III - Planer Products, Middlesex, UK), em diferentes taxas de
congelacdo, possibilitaram a manuten¢do da viabilidade dos espermatozdides equinos,
com valores similares de cinética espermatica entre as duas metodologias.

Igualmente ao presente estudo, Maxwell et al. (1995) observaram que s€émen de
carneiro congelado em palheta de 0,5 mL, apresentaram motilidade espermatica (MT,
%) superior a palhetas de 0,25 mL. Estes autores hipotetizaram que a diferenca na area
de superficie entre o dois volumes de palhetas resultam em uma menor taxa de
congelagdo para palhetas de maior volume, a qual beneficia a sobrevivéncia dos
espermatozdides ovinos. Sendo assim, espermatozdides equinos apresentam uma taxa
de congelagao menor em palheta de 0,5 mL, por ter uma maior area de superficie entre
as células criopreservadas, apresentando um melhor indice de sobrevivéncia
espermatica (STEVENSON et al., 2009)

Assim como neste estudo, Senger et al. (1983) verificaram que as taxas de
congelagdo, em diferentes volumes de palheta, apresentaram uma interagdo com a
motilidade espermatica obtida. Estes autores concluiram que o sémen envasado em
palhetas francesas de 0,5 mL apresentou uma melhor qualidade espermatica pos-
descongelagdo do que as palhetas de 0,25 mL. Ademais, apesar de menores volumes,
teoricamente apresentarem melhores parametros espermaticos pds-descongelagdo pela

maior homogeneidade na distribui¢do da temperatura entre os espermatozoéides, estes
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autores sugerem que os estudos sejam aprimorados, a fim de se obter um protocolo de
congelagao ideal.

As percentagens de espermatozdides com membrana plasmatica integras nao
diferiram entre os protocolos de congelagdo como também entre os dois volumes de
armazenamento. Embora haja uma correlagdo positiva entre a motilidade espermatica e
a percentagem de espermatozoides com membrana plasmatica integra (DELL’AQUA
JR. et al.,, 2001), este estudo demonstra que as taxas e os diferentes sistemas de
congelacdo preconizados interferiram na maioria das varidveis de cinética espermatica
obtidas pelo equipamento CASA, mas ndo integridade da membrana plasmatica. Tem-se
entdo, que existam outros fatores na estrutura da célula que interfira na qualidade de seu
deslocamento, como a estrutura flagelar.

Autores descreveram que os crioprotetores, como o glicerol, alteram a
polimerizacdo e despolimerizagdo de microtubos do citoesqueleto (KEATES, 1980).
Desse modo, a estrutura flagelar do espermatozdide possivelmente também ¢ afetada
por agentes crioprotetores, ja que ¢ composto por nove microtubulos duplos periféricos
e dois microtubulos centrais (NASCIMENTO et al., 2008).

Diferentemente dos resultados obtidos neste estudo, Dell’Aqua Jr. et al. (2001)
observaram uma melhor integridade de membrana plasmaética por microscopia de epi-
fluorescéncia e pelo teste hiposmodtico em ejaculados criopreservados em palhetas de
0,25 mL. Possivelmente, estes resultados mostram uma diferenga na qualidade seminal
das amostras congeladas em meios crioprotetores diferentes. No presente estudo,
utilizou-se um meio diluente do grupo das amidas (dimetilformamida) que por
apresentar menor peso molecular e por ser mais permeéavel ao espermatozoide acarretam
a menos injurias pela maior protecao a célula e talvez esteja mais adaptado ao uso em
palhetas de 0,5 mL (MEDEIROS, 2007; PASQUINI et al., 2007).

Com relagdo ao protocolo de congelacdo utilizado neste experimento, os
parametros espermaticos nos sistemas automatizados, que possibilitam um melhor
controle da taxa de congelacdo, apresentaram similaridade com os resultados obtidos no
método convencional na caixa de isopor.

Assim, os resultados deste estudo mostram que as taxas mais rapidas (-60°C/min
ou -40°C/min), intermedidrias (-20°C/min) e mais lentas (-8 a -10°C/min) acarretam a
valores similares de qualidade seminal pds-descongelagdo. Talvez esses valores estejam
diretamente relacionados ao tipo de crioprotetor utilizado, como também com a

proporcao de crioprotetor/espermatozoide. Durante a congelagdo, os espermatozdides
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sdo direcionados para os canais de solu¢des ndo congeladas entre os cristais de gelo.
Estes canais tornam-se progressivamente mais estreitos com a diminuicdo da
temperatura (NASCIMENTO et al., 2008). Tais canais sdo de extrema importancia
durante a criopreservacdo, pois 15% da 4gua extracelular ¢ mantida ndo-congelada
favorecendo a sobrevivéncia dos espermatozodides. Assim, quanto maior a quantidade de
moléculas crioprotetoras por célula, maior a percentagem de canais de agua ndo-
congelada, ocasionando melhor qualidade seminal pds-descongelagao (DEVIREDDY et
al., 2002).

As trés metodologias testadas e as taxas de congelacdo mais rapidas, permitiram
a obtencdo de bons resultados pos-descongelacdo. Os dados obtidos de motilidade total
(MT, %) foram similares aos obtidos por De Vita (2008) quando comparou taxas de
congelagdo em sistema automatizado (TK® 3000) e em caixa de isopor. Este autor
verificou que metodologias de congelacdo em taxas mais rapidas, permitiram eficiente
taxa de congelabilidade em espermatozoides equinos. Concluindo assim, que a
utilizacdo de animais com sémen tanto de alta como de baixa congelabilidade e a
utilizacdo do meio diluente Botu-Crio® permitiram a obtengdo de resultados
satisfatorios de parametros espermaticos pos-descongelacao.

Este presente estudo utilizou taxas de congelagdo, entre -20°C/min e -60°C/min.
Apesar disto, os resultados de cinética espermatica e de integridade espermadtica pds-
descongelagdo foram similares. Da mesma forma, Devireddy et al. (2002) relataram
uma ampla taxa congelagdo de sémen equino de -29°C/min (sem adi¢do de
crioprotetores) a taxas de -69°C/min (com adi¢@o de crioprotetor a base de glicerol) com
a manutencao da viabilidade celular.

Estes achados corroboram com os dados descritos por Papa et al. (2003), que
nado observaram diferengas de motilidade e integridade de membrana plasmatica pds-
descongelagdo de espermatozdides equinos congelados em diferentes alturas do
nitrogénio liquido (1, 3, 6 ¢ 9 cm), deste modo em diferentes taxas de congelagdo.

Para o teste de fertilidade, foi utilizada a taxa de congelagdo obtida na caixa de
isopor (-8°C/min) e as taxas de congelacdo nas maquinas automatizadas foram de -
40°C/min. Para as maquinas automatizadas, escolheu-se essa taxa por ser a mais rapida
da maquina da TK® 4000 e a taxa similar da maquina Mini Digitcool® ZH 400.

A analise estatistica demonstrou ndo haver diferenga entre os indices de prenhez
obtidos com o sémen congelado nas maquinas (61,54% na maquina TK® 4000 e 50,0%

na maquina Mini Digitcool® ZH 400) e na metodologia usual em caixa de isopor
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(58,33%). Esta similaridade de resultados possivelmente se deve ao baixo numero de
inseminagdes realizadas, por se tratar de uma criagdo comercial, em que ndo foi possivel
a repeticao das metodologias.

Entretanto, as taxas de concepcao obtidas neste estudo, foram similares as
encontradas por De Vitta (2008), em que foram obtidos 65% de taxa de prenhez com
uso do s€émen congelado pela méquina TK® 3000 e 60% de prenhez com a metodologia
usual em caixa de isopor, mostrando que as duas metodologias foram eficientes.

Os dados de fertilidade obtidos quando da utilizacao dos ejaculados do “pool” da
FMVZ e do garanhdo A (alta congelabilidade) apresentaram uma tendéncia de maior
taxa de concepcao. Estes dados confirmam que existe uma correlacdo entre os dados
observados na avaliagdo espermatica laboratorial com os resultados de fertilidade.

Sobre a utilizagdo do “pool” de ejaculados para o teste de fertilidade, observou-
se que os garanhdes de alta congelabilidade apresentam uma superioridade de indices de
gestacdo em comparagdo com ejaculados de garanhdes de baixa congelabilidade,
mostrando que existe uma correlacdo entre “bons congeladores” e taxas elevadas de

concepecao.

6. Conclusao

Considerando os dados obtidos neste experimento, conclui-se que a
criopreservacao de espermatozoides equinos € alterada pelo volume da palheta utilizada,
de 0,5 ou de 0,25 mL, de modo que hd uma diminuicdo da qualidade seminal em
palhetas de menor volume, ou seja, de 0,25 mL, independentemente do protocolo de
congelagdo utilizado.

Observou-se ainda que taxas mais rapida de congelag@o apresentam similaridade
com as mais lentas, e que o método convencional de congelagdo de sémen em caixa de
isopor apresenta pardmetros espermaticos semelhantes a aparelhos automatizados.

Com relagdo ao teste de fertilidade dos animais, por termos a disponibilidade de
um pequeno numero de fémeas, ndo foi possivel detectar diferencas estatisticas entre os
protocolos de congelagdo utilizados. Porém, observou-se que os animais que
apresentam ejaculados com alta congelabilidade apresentaram maior taxa de concepg¢ao

nas fémeas inseminadas.
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ANEXO 1: Descri¢cao dos constituintes das solucdes estoque utilizadas no preparo da

solucdo de trabalho utilizada na técnica de avaliacdo da integridade de membrana

plasmatica do sémen congelado.

Solucio Estoque das Sondas Fluorescente

Solugoes Constituintes Quantidades
Estoque 1P Todeto de Propideo’ 10 mg
Solugao Fisioldgica 20 mL
Estoque CDFA Diacetato de 6-carboxifluoresceina” 9,2 mg
DMSO 20 mL
Estoque de Formaldeido Formalina a 40 % 1 mL
Solugdo Fisiologica 79 mL
Estoque de Citrato de Sodio | Citrato de Sodio 3g
Solugao Fisiologica 100 mL

'P 4170 - Sigma
> C 5041 — Sigma
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ANEXO 2: Constituintes da solugdo de trabalho utilizada na avaliagdo de integridade

de membrana plasmatica do sémen equino.

Solucio Quantidade
Solucao de Citrato de Sédio 3 % 0,96 mL
Solucao de Formaldeido 10 uL
Solugdo de Iodeto de Propideo 10 uL
Solugdo de Carboxifluoresceina 20 uL
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ANEXO 3: Normas para apresentacao de trabalho a Revista “Veterinaria e Zootecnia”

Artigos Cientificos

1. Pagina de rosto, com:

e Titulo do trabalho em portugués, em inglés e espanhol, fonte Times New
Roman, tamanho 12, com espagamento simples, em negrito e centralizado, em letra
maitscula. Quando necessario, indicar a entidade financiadora da pesquisa em chamada
de rodapé;

e Nomes completos dos autores, em que somente a primeira letra de cada nome
deve ser maiuscula, do lado direito da pagina. Digité-los, separados por linha, com
chamadas de rodapé numeradas e em sobrescrito, que indicardo o cargo e enderego
profissional dos autores, seguidos da institui¢do onde o trabalho foi desenvolvido ou &s
quais estdo vinculados;

e Nome, endereco, telefone, fax e correio eletronico, para correspondéncia;

e Em caso de envolvimento de seres humanos ou animais de experimentacdo,
encaminhar o parecer da Comissao de Etica ou equivalente, assinalando, no trabalho,

antes das referéncias, a data da aprovagao.

2. Pagina com resumo, abstract e resumen

e Tanto o resumo, como o abstract € o resumen devem ser seguidos do titulo do
trabalho no respectivo idioma, e conter no maximo 400 palavras cada um, com
informagdes referentes a introdug¢do, metodologia, resultados e conclusdes. O texto de
ser justificado e digitado em paragrafo tnico e espaco 1.5, comecando por RESUMO. O
abstract e o resumen devem ser traducao fiel do resumo. Independente da lingua em que
o artigo for apresentado deverd conter o resumo em portugués, inglés e espanhol.

e Devem conter, no maximo, cinco palavras-chave, key words e palabras-clave

que identifiquem o contetido do texto.

3. A estrutura do artigo devera conter:
Introduc¢do: Deve ser clara e objetiva e relacionada ao problema investigado e a
literatura pertinente, bem como aos objetivos da pesquisa. A introdugdo estabelece os

objetivos do trabalho.
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Material e Métodos: Devem oferecer informagdes de reprodutibilidade da pesquisa, de
forma clara e concisa, como varidveis, populagdo, amostra, equipamentos e métodos
utilizados, inclusive os estatisticos.

Resultados: Apresentacdo dos resultados obtidos, que devem ser descritos sem
interpretacdes e comparagdes. Poderd ser sob a forma de tabelas, em folha a parte, no
maximo de cinco, ordenadas em algarismos ardbicos e encabecadas pelo titulo, de
acordo com as normas de apresentacao tabular da ABNT/WBR 6023/2000 da
Associagdo Brasileira de Normas Técnicas, identificadas no texto como Tabela; sob a
forma de figuras, nos casos de graficos, fotografias, desenhos, mapas, etc., ordenadas e
algarismos arabicos, até no maximo de seis e citadas no texto como Figura. Devem ser
identificadas em folha a parte, onde deve constar o titulo do artigo. Fotografias podem
ser em preto e branco ou coloridas, identificadas com o (s) nome (s) do (s) autor (es) no
verso. No caso de desenhos originais, a impressdo deve ser em papel adequado, de
qualidade.

Discussao: Deve ser entendida como a interpretagdao dos resultados, confrontando com
a literatura pertinente, apresentada na introdugdo. Se julgar conveniente, os resultados e
a discussdo poderdo ser apresentados conjuntamente.

Conclusdes: E a sintese final, fundamentada nos resultados e discussio.

Referéncias: Devem ser apresentadas de acordo com as normas de Vancouver

(http://www.icmje.org/).

Deverao ser editorados em Microsoft Word for Windows, para a edicdo de
textos, Excel (qualquer versdo) para graficos, formato JEPG ou GIF (imagem) para
fotografias, desenhos e mapas, em trés vias (uma original e duas copias) impressas,
formato A4 (21,0 x 29,7 cm), em espago duplo, mantendo margens de 2,5 cm, nas
laterais, no topo e pé de cada pagina, fonte Times New Roman, tamanho 12 e
numeracdo consecutiva das paginas em algarismos arabicos, a partir da folha de
identificacdo. Deverdo também apresentar numeracdo nas linhas, reiniciando a
contagem a cada nova pagina. [lustragdes e legendas devem ser apresentadas em folhas
separadas. Encaminhar copia em disquete 3 'z de alta densidade ou CD, identificado
com titulo do artigo e nome dos autores. Nas copias deve (m) ser omitido (s) o (s) nome
(s) do (s) autor (es), o local onde se realizou o trabalho, bem como o rodapé.

Nao serdao fornecidas separatas. Os artigos estardo disponiveis em formato PDF

no enderego eletronico da revista. Para as demais se¢des da revista sdo validas as
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normas anteriores. Nao devem exceder 15 paginas. Abreviaturas ndo usuais devem ser

empregadas apOs a escrita por extenso na primeira utilizagao.
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COMPARACAO ENTRE DIFERENTES SISTEMAS DE CONGELACAO E
VOLUMES DE ARMAZENAMENTO DE SEMEN NA VIABILIDADE
ESPERMATICA EM GARANHOES DE ALTA E BAIXA CONGELABILIDADE

RESUMO

O presente experimento teve como objetivo avaliar o movimento espermatico pelo
sistema computadorizado (CASA) e a integridade da membrana plasmatica por
microscopia de epi-fluorescéncia de espermatozoides equino congelados em palhetas de
0,5 e 0,25 mL, em diferentes sistemas de congelagdo na viabilidade espermatica. Foram
utilizadas trés metodologias de congelacdo: o método convencional em caixa de isopor e
dois equipamentos automatizados, a maquina Mini Digitcool® (IMV - Technologies —
Franca) e o equipamento TK® 4000C (TK Equipamentos para Congelagdo). Foram
utilizados 3 ejaculados, de 4 animais obedecendo ao seguinte protocolo de congelagdo:
caixa de isopor vs. maquina TK® 4000C na taxa de -40°C/min vs. maquina Mini
Digitcool® na taxa de -40°C/min. Para a analise p6s-descongelacao as palhetas de 0,5
mL foram descongeladas a 46°C por 20 segundos e as palhetas de 0,25 mL a 46°C por
15 segundos. A andlise estatistica das variaveis foi realizada mediante o pacote SAS
9.1. Empregou-se o programa R de analise descritiva Box Plot. Em seguida, os dados
foram analisados mediante o programa Proc. MIXED (p< 0,05). Nao houve efeito de
interacdo entre as metodologias de congelagdo utilizadas e as taxas de congelacdo,
entretanto foram observadas diferengas estatisticas entre os dois volumes de
armazenamento de sémen. As palhetas de 0,5 mL apresentaram parametros de
motilidade total (MT, %), motilidade progressiva (MP, %), velocidade ao longo de uma
trajetoria média (VAP, um/s), velocidade progressiva (VSL, um/s), velocidade
curvilinear (VCL, pm/s) e percentagem de espermatozoides rapidos (RAP, %)
superiores aos parametros encontrados em palhetas de 0,25 mL. Assim, concluiu-se que
espermatozodides equinos criopreservados em palhetas de 0,5 mL apresentam melhores
parametros de cinética espermatica do que aqueles armazenados em palhetas de 0,25
mL. Adicionalmente, concluiu-se que sistemas automatizados, os quais possibilitam
taxas mais rapidas de congelagdo, acarretam a resultados similares de qualidade seminal

a criopreservagdo em sistema convencional de caixa de isopor.

Palavras-chave: Equino. Sémen. Criopreservagdo. Volume. Taxa de congelagao.
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COMPARISON OF DIFFERENT SYSTEMS FREEZING AND SEMEN
STORAGE VOLUME ON SPERM VIABILITY OF POOR AND GOOD
FREEZER STALLIONS

ABSTRACT

The experiment aimed to evaluate the motility pattern using a computer-assisted sperm
analysis (CASA) and plasma membrane integrity by epifluorescence microscopy of
equine semen that were frozen in 0.5 and 0.25 mL straws at different systems freezing
and their relationship with sperm viability. Three different methodologies were used:
conventional method with isothermic box and two automated systems: the Mini
Digitcool® machine (IMV - Technologies — France). Therefore 3 ejaculates per 4
animals were used for each freezing protocol. We compared isothermic box vs. TK®
4000C machine at a -40°C/min rate vs. Mini Digitcool® at a -40°C/min rate. The 0.5 mL
straw samples were thawed at 46°C/20sec whereas samples from the 0.25 mL straws
were thawed at 46°C/15sec for post-thawing analysis. Statistical analysis from evaluated
parameters was performed using the statistics software SAS 9.1. At first, it was used the
descriptive analysis Box Plot R program using Proc. MIXED (p < 0.05). There was no
interaction effect between freezing methodologies and freezing rates, however,
statistical differences were observed between the two straw volumes. The 0.5 mL straws
presented superior values for total motility (TM, %), progressive motility (PM, %),
angular progressive velocity (VAP, um/s), progressive velocity (VSL, pm/s), track
speed (VCL, um/s) and percentage of rapid sperm (RAP, %) when compared to values
from 0.25 mL straws. Thus, we concluded that equine sperm cryopreserved in 0.5 mL
straw presented superior values for kinects parameters. Additionally, concluded that
automated systems, lead similar results for sperm quality cryopreservation in a

conventional isotherm box.

Keywords: Equine. Semen. Cryopreservation. Volume. Freezing rate.
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COMPARICION ENTRE DIFRENTES SISTEMAS DE CONGELACION Y
VOLUMEN DE CONSERVACION DE SEMEN SEMENTALES SOBRE LA
VIABILIDAD DE LOS ESPERMATOZOIDES EN ALTO Y BAJO
CONGELADOS

RESUMEN

El presente experimento tuvo como objetivo evaluar el patrén de motilidad de esperma
mediante un analisis asistido por ordenador (CASA) y integridad de la membrana
plasmatica por microscopia de epifluorescencia de semen equino que se congelaron en
0,5 y 0,25 ml pajuela a la congelacion diferentes sistemas y su relacion con la viabilidad
de los espermatozoides. Tres diferentes metodologias utilizadas fueron: método
convencional con caja isotérmica y dos sistemas automatizados: el Mini Digitcool
maquina ® (IMV - Tecnologias - Francia). Por lo tanto 3 eyaculados por cada 4
animales se utiliz6 para cada protocolo de congelaciéon. Se compararon los
conocimientos tradicionales cavas isotérmicas vs ® 4000C maquina en una tasa de -
40°C/min vs Mini Digitcool ® en una tasa de -40°C/min. Las muestras de 0,5 mL de
pajuela fueron descongeladas a 46°C/20sec mientras que las muestras de las pajuelas
fueron descongeladas a 0,25 ml 46°C/15sec para el andlisis post-descongelacion. El
analisis estadistico de los parametros estudiados se realizd utilizando el software
estadistico SAS 9.1. Al principio, se utiliz el analisis descriptivo Diagrama de caja
programa de R utilizando Proc. MIXED (p < 0,05). No efecto de interaccion entre los
métodos de congelacion y tasas de congelacion, sin embargo, se observaron diferencias
estadisticas entre los dos volimenes de pajuela. El 0,5 mL pajas presentd valores
superiores a la motilidad total (MT, %), la motilidad progresiva (MP, %), velocidad a lo
largo de una trayectoria media (VAP, um/s), velocidad progresiva (VSL, pm/s),
velocidad curvilinea (VCL, um/s) y el porcentaje de espermatozoides rapido (RAP, %)
en comparacion con valores de 0,25 ml pajuela. Asi, llegamos a la conclusion de que el
esperma equino congelado en pajuela de 0,5 ml presentd valores superiores para los
parametros kinects. Ademas, concluyd que los sistemas automatizados, plomo
resultados similares para la criopreservacion de espermatozoides de calidad en una caja

isotérmica convencionales.

Palabras-clave: Equinos. Semen. Criopreservacion. Volumen. Tasa de congelacion
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INTRODUCAO

O Brasil ¢ um dos paises que mais geram produtos utilizando biotecnologias da
reprodugado (1), porém com resultados muito varidveis. Para isso, o desenvolvimento de
técnicas para a preservagao e estocagem de s€men possibilita o0 melhor aproveitamento
de animais geneticamente superiores, favorece o armazenamento de material genético
daqueles animais ameacados de extingdo, além de permitir o transporte de s€émen a
longas distancias e controlar as doengas sexualmente transmissiveis.

Entretanto, os danos provocados pela criopreservacdo sao irreversiveis a
integridade estrutural, bioquimica e biofisica da célula espermatica resultando assim, em
menores taxas de fertilidade (2). Desse modo, métodos que evitem ao maximo lesdes a
célula espermatica sdo aprimorados desde a descoberta do efeito crioprotetor do glicerol
por Polge et al. (3).

Além dos crioprotetores, a taxa de refrigeracdo, protocolo de congelagdao e
descongelagdo sdao fatores determinantes para o sucesso desta biotecnologia e
contribuem para uma menor variabilidade nas taxas de prenhez (4). Assim, sistemas
automatizados de controle da queda de temperatura durante o processo de
criopreservacao vém sendo desenvolvidos, todavia ainda apresentam custo elevado e de
dificil manipulagdo, principalmente pela maioria dos aparelhos nao serem portateis.

Deste modo, este trabalho teve como objetivo comparar a viabilidade
espermatica de garanhdes de alta e baixa congelabilidade em diferentes sistemas de
congelacdo, na metodologia convencional em caixa de isopor, nos aparelhos
automatizados nacional TK® 4000C (TK Tecnologia em Congelagdo Ltda, Uberaba,
Minas Gerais, Brasil) e em equipamento importado Mini Digitcool® ZH400 (IMV

Technologies, Franca), nas palhetas francesas de 0,5 e 0,25mL.
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MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizados 04 garanhdes, de racas variadas (Arabe, Hannoverano,
Mangalarga Marchador e Westfallen), sob regime regular de colheita de sémen,
pertencentes ao Centro de Reproducao e Biotecnologia Eqiiina — “CERBEQ”, vinculado
ao Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria da Faculdade de

Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP — Campus de Botucatu, SP.

Colheita dos ejaculados
As colheitas de sémen foram realizadas em manequim com vagina artificial
modelo “Botucatu” (Biotech Botucatu/ME Ltda., Botucatu, SP, Brasil), totalizando 03

ejaculados de cada garanhao.

Processamento e criopreservacio das amostras

Ap0s a colheita, o sémen foi filtrado para remogado da fracdo gel e de sujidades,
avaliando-se na fragdo livre de gel a concentracdo espermatica, pela camara de
Neubauer. Os parametros de cinética espermatica foram avaliados pelo analisador
computadorizado dos movimentos espermaticos - CASA (HTM-IVOS 12; Hamilton-
Thorne Research, Danvers, MA, USA) depositando uma aliquota de 10 pL de sémen
em uma cAmara de Makler (Makler Counting Chamber®, Sefi-Medical Instruments Itd.,
Haifa, Israel) pré-aquecida a 37° C. Em cada amostra avaliou-se no minimo 500 células
e somente os ejaculados com motilidade total igual ou superior a 60% foram utilizados
para criopreservagao

Para criopreservagdo dos ejaculados empregou-se a técnica descrita por Papa et

al. (2002), na qual cada ejaculado foi diluido em meio diluente a base de leite desnatado
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e glicose (Botu-Sémen®, Biotech Botucatu/ME Ltda., Botucatu, SP, Brasil) em uma
propor¢ao de 1:1 (meio:sémen) e centrifugado a 600 g por 10 minutos. Apos a
centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e os pellets ressuspendidos para a
concentracdo de 100 x 10° de espermatozoides totais no meio diluente de congelagio
Botu-Crio® (Biotech Botucatu/ME Ltda., Botucatu, SP, Brasil).

Ap6s a adicdo do diluente de congelagdo e adequada homogeneizagdo, as
amostras de sémen foram envasadas em palhetas francesas de 0,5 mL e de 0,25 mL,
previamente identificadas com o nome do garanhdo, partida da colheita do ejaculado e o
sistema de congelagdo, e em seguida lacradas com alcool polivinilico.

O total de palhetas foi dividido em 3 partes, uma parte destinada a congelagao
em caixa de isopor, outra parte destinada a congelagdo na maquina automatizada Mini
Digitcool® ZH 400 (IMV Technologies, Franca) e as palhetas restantes submetidas a
congelacdo na maquina automatizada TK® 4000C (TK Tecnologia em Congelagao
Ltda, Uberaba, Minas Gerais, Brasil).

Assim, as palhetas foram distribuidas em uma grade e resfriadas a 5° C por 20
minutos em geladeira Minitub® (Minitub do Brasil Ldta). Decorrido este periodo, a
grade contendo as palhetas foram transferidas para os devidos sistemas de congelagao.

A congelagdo na caixa de isopor foi realizada utilizando uma caixa isotérmica de
42 litros com 3,5cm de nitrogénio (N,) liquido e as palhetas dispostas horizontalmente a
6 cm acima do nivel do N, com uma taxa de congelagdo na velocidade de - 10° C/min
entre 5° C e -60° C e velocidade de - 8° C/min entre -60° C e -100° C.

Os equipamentos automatizados Mini Digitcool® ZH 400 (IMV - Technologies -
Franca) e TK® 4000C (TK Tecnologia em Congelagdo) obedeceram ao seguinte

protocolo:
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e Maiquina Automatica TK® 4000 C: velocidade de -15°C/min entre 5° C a -10° C
e velocidade de - 40° C/min entre -10°C a -140°C.
e Maiquina Automatica Mini Digitcool® ZH 400: velocidade de - 15° C/min entre
5°Ca-10° C e velocidade de - 40° C/min entre -10° C a -140° C.
Apos realizada a taxa de congelagdo, as palhetas francesas foram mergulhadas
em nitrogénio liquido a -196° C, colocadas em globettes devidamente identificados de

acordo com o protocolo de congelagdo e entdo armazenados em botijoes criogénicos.

Descongelaciao das amostras e avaliagoes espermaticas

Para as palhetas de 0,5 mL a descongelagdo foi realizada a 46° C por 20
segundos. Ja para as palhetas de 0,25 mL a descongelacdo foi realizada a 46° C por 15
segundos, de acordo com o proposto por Dell’Aqua Jr. et al. (5). Para analise das
amostras de sémen criopreservado empregou-se a avaliacdo computadorizada CASA
considerando as seguintes variaveis: motilidade total (MT, %), motilidade progressiva
(MP, %), percentagem de espermatozoides rapidos (RAP, %), velocidade ao longo de
uma trajetéria média (VAP, um/s), velocidade progressiva (VSL, um/s) e velocidade
curvilinear (VCL, um/s).

Adicionalmente, foi realizada a analise de integridade da membrana plasmatica
(IMP, %) empregando-se a técnica modificada por Harrison e Vickers (6) pela
associagao das sondas fluorescentes diacetato de 6-carboxifluoresceina e iodeto de

propidio.

Analise estatistica
A andlise estatistica das variaveis estudadas no s€émen congelado/descongelado

foi realizada mediante o pacote SAS 9.1. Inicialmente, empregou-se o programa R de
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analise descritiva Box Plot. Em seguida, os dados foram analisados mediante o
programa Proc. MIXED, uma andlise de varidncia, para investigar o efeito do
tratamento, ou seja, as taxas de congelacdo e as palhetas utilizadas, considerando o
efeito animal como aleatorio. Adotou-se um nivel de probabilidade de 0,05 para

diferencas estatisticamente significativas.

RESULTADOS

Na tabela 1 estdo demonstrados os valores médios e os erros padrao das
variaveis analisadas pds-descongelacdo pelo sistema computadorizado CASA e pela
microscopia de epi-fluorescéncia dos espermatozoides equinos criopreservado.

Conforme apresentado na tabela 1, ndo foram observadas diferencas estatisticas
nas avaliagdes espermaticas pds-descongelacdo entre os sistemas de congelacdao (p >
0,05), ou seja, entre a caixa de isopor, maquina TK® 4000 C e a maquina Mini
Digitcool® ZH 400. Entretanto, quando comparados os dois tipos de palhetas francesas
(0,5mL e 0,25 mL), em todos os sistemas de congelacdo foram encontradas diferencas
estatisticas (p < 0,05) nos seguintes parametros espermaticos: motilidade total (MT, %),
motilidade progressiva (MP, %), velocidade ao longo de uma trajetéria média (VAP,
um/s), velocidade progressiva (VSL, um/s), velocidade curvilinear (VCL, pm/s) e

percentagem de espermatozoéides rapidos (RAP, %).

DISCUSSAO

No presente estudo foram comparados diferentes protocolos de congelagdo para
o sémen equino, em dois tipos de palhetas francesas, de 0,5 e de 0,25 mL. Das
avaliagdes espermaticas pds-descongelagdo ndo se encontrou diferengas estatisticas

entre os sistemas de congelag¢do utilizados, tanto para os parametros analisados pelo
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sistema computadorizado CASA como para os parametros avaliados pelo microscopio
de epi-fluorescéncia.

Entretanto, quando comparados os dois volumes de armazenamento de sémen,
em palhetas de 0,5 e de 0,25 mL observaram-se diferengas estatisticas. Isto demonstra
que ocorreu uma alteracdo da qualidade seminal quando os espermatozoides foram
armazenados em diferentes volumes, mesmo com a mesma concentragdo espermatica
por palheta. Sendo assim, quanto as caracteristicas de cinética espermatica deduz-se que
palheta de 0,5 mL apresenta melhor qualidade seminal que palheta de 0,25 mL.

Quanto a qualidade seminal, Nascimento et al. (7) observou que apenas a
variavel de retilinearidade (STR) apresentou um maior valor médio em palheta de 0,5
mL que a de 0,25 mL, enquanto que a velocidade curvilinea (VCL) foi maior em 0,25
mL, pelas avaliagdes pelo sistema computadorizado CASA. Todas as demais
informacdes advindas desta tecnologia sugerem uma igualdade na qualidade
espermatica pos-descongelagcdo no armazenamento em palhetas de 0,5 e 0,25 mL. Estes
resultados divergem totalmente dos resultados obtidos neste estudo, em que ficou claro
uma alteracdo da qualidade seminal entre palhetas de 0,5 ¢ 0,25 mL, mostrando uma
inferioridade dos parametros espermaticos em palhetas de 0,25 mL. Diferentemente do
nosso estudo, em que foi utilizado um periodo de refrigeracdo de 20 minutos,
Nascimento et al. (7) utilizou um tempo em torno de 80 minutos. Assim, ¢ possivel que
este tempo de refrigeragdo maior possa ter acarretado em um resultado disperso dos
obtidos neste experimento.

Adicionalmente, Dell’Aqua Jr. et al. (5) quando comparou resultados
laboratoriais de sémen equino criopreservado em palhetas de 0,5 e 0,25 mL sugerem
valores superiores de cinética espermatica quando da utilizagdo de palhetas de 0,25 mL.

Tal diferenca observada em relagdo a este experimento, provavelmente, se deve a
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diferente técnica de congelagdo, principalmente pela utilizagdo outro meio crioprotetor.
No presente estudo foi utilizado um meio crioprotetor do grupo das amidas
(dimetilformamida), que por apresentar menor peso molecular e por ser mais permeavel
ao espermatozoéide acarreta a menos injurias pela maior prote¢ao a célula e talvez mais
adaptado ao uso em palhetas de 0,5 mL.

Corroborando com os dados obtidos neste estudo, Nothling e Shuttleworth (8)
encontraram melhores parametros espermaticos de s€émen canino pds-descongelacao em
palhetas de 0,5 mL que em 0,25 mL. Estes autores utilizaram diferentes taxas de
congela¢do, em dois niveis de distancia do vapor de nitrogénio liquido, a 3,5 ¢ a 8,0 cm.
Este estudo preconizou um periodo de refrigeracao a 5° C por 20 minutos, similar ao
presente experimento.

Igualmente ao nosso trabalho, Maxwell et al. (9) observaram que sémen de
carneiro congelado em palheta de 0,5 mL, apresentou motilidade espermatica (MT, %)
superior em comparagdo a palhetas de 0,25 mL. Estes autores hipotetizaram que a
diferenca na area de superficie entre o dois volumes de palhetas resultam em uma menor
taxa de congelagdo para palhetas de maior volume, a qual beneficiaria a sobrevivéncia
dos espermatozoides ovinos. Sendo assim, espermatozoides equinos apresentam uma
taxa de congelagdao menor em palheta de 0,5 mL, por ter uma maior area de superficie
entre as células criopreservadas, apresentando um melhor indice de sobrevivéncia
espermatica (10).

As percentagens de espermatozoides com membrana plasmatica integras nao
diferiram entre os protocolos de congelagdo como também entre os dois volumes de
armazenamento utilizados. Sendo assim, os protocolos utilizados ndo causaram
alteracdes nesta categoria celular. Apesar de a motilidade espermatica ter uma

correlacdo positiva com a percentagem de espermatozdides com membrana plasmatica
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integra (5), este estudo demonstra que os protocolos afetaram a maioria das variaveis da
cinética espermatica, mas nao integridade da membrana plasmatica. Tem-se entdo, que
possivelmente haja outros fatores na estrutura desta célula que interfira na qualidade de
seu deslocamento, além das membranas plasmaticas, como por exemplo, a estrutura
flagelar.

Com relagdo ao protocolo de congelacao utilizado neste experimento, os
parametros espermaticos nos sistemas automatizados, que possibilitam um melhor
controle da taxa de congelacao, apresentaram similaridade com os resultados obtidos no
método convencional na caixa de isopor. Isto demonstra que, além da praticidade do uso
da caixa de isopor, os custos para a realizacdo da congelacdo neste método sao
extremamente inferiores, o qual facilita a sua utilizacdo. Associado a isto, observou-se
que as taxas de congelagdo e o uso do diluente a base de amidas, potencializou a
eficiéncia de preservacao dos espermatozoides equinos (11).

Assim, os resultados deste estudo mostram que as taxas mais rapidas (maquinas)
e a mais lenta (caixa de isopor) acarretam a valores similares de qualidade seminal pos-
descongelagdo. Talvez esses valores estejam diretamente relacionados ao tipo de
crioprotetor utilizado (Botu-Crio®), como também com a propor¢ao de
crioprotetor/espermatozoide. Durante a congelacdo, os espermatozoides sao
direcionados para os canais de solu¢des ndo congeladas entre os cristais de gelo. Estes
canais tornam-se progressivamente mais estreitos com a diminui¢do da temperatura.
Assim, quanto maior a quantidade de moléculas crioprotetoras por célula, maior a
percentagem de canais de dgua ndo congelada, ocasionando melhor qualidade seminal
pos-descongelagao (7).

Os dados obtidos de motilidade total (MT, %) foram similares aos obtidos por

De Vita (12) quando comparou taxas de congelacdo em sistema automatizado (TK®
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3000) e em caixa de isopor, utilizando o meio diluente Botu-Crio®. Este autor verificou
que metodologias de congelacdo em taxas mais rapidas, permitiram eficiente taxa de
congelabilidade em espermatozoides equinos. Concluindo assim, que a utilizagdo de
animais com sémen de alta congelabilidade e a utilizacdo deste meio diluente permitiu a
obtencdo de resultados satisfatorios para os parametros espermaticos pos-

descongelacao.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que
espermatozdides equinos criopreservados em palhetas de 0,5 mL apresentam melhores
parametros de cinética espermatica avaliados pelo sistema automatizado CASA4 do que
aqueles armazenados em palhetas de 0,25 mL.

Adicionalmente, concluiu-se que sistemas automatizados, os quais possibilitam
taxas mais rapidas de congelagdo, acarretaram a resultados similares de qualidade

seminal aqueles criopreservados em sistema convencional de caixa de isopor.
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Tabela 1. Médias com respectivos erros padrdo das variaveis analisadas poOs-
descongelagdo de motilidade total (MT, %), motilidade progressiva (MP, %),
velocidade ao longo de uma trajetéria média (VAP, um/s), velocidade progressiva
(VSL, um/s), velocidade curvilinear (VCL, pum/s), percentagem de espermatozoides
rapidos (RAP, %), e integridade de membrana plasmatica (IMP, %) nos diferentes

sistemas de congelacdo e em palhetas francesas de 0,5 e de 0,25 mL.

Parametros espermaticos Caixa de isopor ~ TK® 4000C Mini Digitcool®
* Motilidade Total (MT, %)
0,5mL 67,3 (4,5) 69,9 (4,6) 71,1 (4,6)
0,25mL 60,5 (4,6) 61,9 (4,8) 62,0 (5,1)
* Motilidade Progressiva (MP, %)
0,5mL 27,8 (3,3) 29,6 (3,4) 30,9 (3,6)
0,25mL 24,3 (3.,4) 25,2 (3,4) 24,5 (3,7)
* Espermatozoides rapidos (RAP, %)
0,5mL 50,4 (6,8) 54,6 (6,9) 55,4 (7,1)
0,25mL 43,9 (6,9) 47,7 (7,1) 45,4 (7,5)
* Velocidade ao longo de trajetéria média (VAP, pm/s)
0,5 mL 91,9 (4,3) 95,5 (3,1) 96,5 (4,7)
0,25 mL 90,1 (4,3) 93,9 (4,4) 90,3 (4,8)
* Velocidade Progressiva (VSL, pm/s)
0,5 mL 71,3 (3,1) 73,2 (3,0) 75,1 (3,3)
0,25 mL 69,7 (3,1) 72,1 (3,2) 69,5 (3,4)
* Velocidade curvilinear (VCL, um/s)
0,5 mL 172,8 (6,1) 177,7 (6,2) 178,0 (6,3)
0,25 mL 168,0 (6,1) 173,7 (6,4) 169,5 (6,9)
Integridade de Membrana Plasmatica (IMP, %)
0,5mL 38,9 (2,6) 38,2 (2,2) 37,8 (2,8)
0,25mL 33,4(2,4) 37,1 (2,0) 33,4(2,4)

* p < 0,05 entre palhetas de 0,5 e 0,25 mL, para os pardmetros de MT, MP, RAP, VAP,

VSL e VCL.
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