ANTONIO SYLVIO LOPES DE MEDEIROS

RESISTENCIA OSMOTICA,
CONGELABILIDADE E
FERTILIDADE DO SEMEN DE
GARANHOES FRENTE A DIFERENTES
CRIOPROTETORES

Tese apresentada a Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual
Paulista — UNESP, Campus de Botucatu -SP,
para obtencdo do titulo de Doutor em Medicina
Veterinaria - Area de Reproducg&o Animal.

Orientador: Prof. Adj. MARCO ANTONIO ALVARENGA

BOTUCATU - SP
- 2007 -



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TECNICA DE AQUISICAO E TRATAMENTO
DA INFORMACAO
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: Selma Maria de Jesus

Medeiros, Antonio Sylvio Lopes de.

Resisténcia osmotica, congelabilidade e fertilidade do sémen de garanhGes
frente a diferentes crioprotetores / Antonio Sylvio Lopes de Medeiros. —
Botucatu [s.n.], 2007.

Tese (doutorado) — Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Botucatu, 2007.

Orientador: Marco Antonio Alvarenga

Assunto CAPES: 50504002

1. Equino - Reproducéo 2.Inseminag&o artificial
CDD 636.10824

Palavras-chave: Congelabilidade; Crioprotetores; Espermatozoides;
Garanhdes; Resisténcia Osmotica




Dedicatoria

»

Senhor, meu coracdo ndo se enche de orgulho, meu olhar ndo se levanta
arrogante.
N&o procuro grandezas, nem coisas superiores a mim, ao contrario
mantenho em calma e sossego minha alma.
Assim esta a minha alma em mim mesmo.

Salmo 130.

Numa s6 palavra de Deus compreende-se duas coisas.
A Deus pertence o poder, ao senhor pertence a bondade, pois dais a cada
um segundo suas obras.

Salmo 61- 12, 13.

AlR

A minha esposa Aparecida, minhas filhas Marina e Milena e a0 meu
filho Gabriel, 0 mais novo integrante de minha familia, que surgiu durante
esta jornada para me encher de energia e motivagéo.

Agradeco do fundo do meu coracéo, pela paciéncia, pelo estimulo e
apoio em minhas conquistas e derrotas.
Voceés serdo sempre a razdo de meu existir.

;.|
Ludovico Lopes de Medeiros Neto e Maria Isabel Ornelas Lopes de
Medeiros.
Pessoas de fibra, que diversas vezes renunciaram seus interesses proprios
em razéo dos meus.
Os quais eu devo minha educacéo e meu carater, moldados em valores
concretos da vida.



Agradecimentos

Ao meu orientador Prof. Dr. Marco Antonio Alvarenga.

Pela orientacdo, ndo s6 neste projeto, mas também em minha vida
profissional.

Aproveito para expressar meus agradecimentos, principalmente pela
paciéncia, pela confianca e pelos exemplos de competéncia e carater.

Ao meu amigo Prof. Dr. Frederico Ozanam Papa.

Como em meu mestrado, foi meu grande incentivador, transmitindo um
entusiasmo contagiante transmitido nas pesquisas voltadas a area de
Reproducdo Animal.

Ao meu amigo José Antonio Dell”Aqua Jr., pelo companheirismo, apoio

e incentivos em momentos decisivos em minha vida profissional.

A minha amiga Fab|ana, pelos ensinamentos, paciéncia e

companheirismo durante a execucao das avaliac6es de eletroforese.
Ao Gustavo Aradjo, pelo auxilio nas analises estatisticas.
Aos amigos de pds — graduacdo Marcio Teoro do Carmo, Daniel Pasquini, Gabriel

Felicio, Heder Nunes Ferreira, Viviane Chirimeia pela grande ajuda neste projeto e

pelos momentos de descontracéo.

A Professora Dra. Maria Denise Lopes, por ter aberto as portas de seu

laboratorio para execucdo das avaliacOes de eletroforese.



Agradecimentos

Aos Professores Dra. Fernanda da Cruz Landim e Alvarenga, Dr. Sony
Dimas Bicudo, Dr. Jodo Carlos Pinheiro Ferreira, Dr. Nereu Carlos Prestes,
Dr. Cezinande de Meira pelas aulas ministradas e duvidas solucionadas
durante o curso de mestrado.

Aos Funcionarios do departamento de Reproducdo, Edilson, Cristina
Valter e Miguel por suas ajudas durante o trabalno e momentos de
descontracdo nos tempos vagos.

Ao Professor Dr. Nicolau Puoli Filho, pelos ensinamentos e pela
abertura da Fazenda Edigardia para a execucéo do teste de fertilidade deste
projeto.

Aos Funcionarios da Fazenda Edigardia, Senhor Benedito, Senhor
Tamiro e Senhor Jodo, pela grande colaboracdo no manejo das eéguas

utilizadas neste projeto.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do estado de Sdo Paulo (FAPESP)

pela bolsa de mestrado (Processo 02/14088-2).



SUMARIO

LISTADE TABELAS........c.ooooii e i
LISTADE GRAFICOS...........coiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e iv
LISTADE FIGURAS. ...t v
LISTADE ANEXOS ... vi
1. INTRODUGAO. ..o, 01
2. OBUETIVOS..... ..ottt 03
3. REVISAO DE LITERATURA . ..........cooviiieiieceeeeeeeee e 04

3.1. Fatores que influenciam a congelabilidade do sémen............ 04

3.1.1. Fatores individuais relacionados a congelabilidade e

regulacdo osmotica da célula espermatica............cccceeee..... 04

3.1.2. Meios diluentes e substancias crioprotetoras...................... 1

3.1.3. Taxa de congelagdo...........ccocvviiiiiiiiiiiiiieieee e 20

4. MATERIAIS E METODOS..........cooiiiiieeeeeeteeeeee e 23
EXperimento L. 23
Experimento L. 28
Experimento ... 34

5. RESULTADOS. ... ..ottt e e e e s anre e e e 36
Experimento L. 36
Experimento ... 44
Experimento lll...............oo 58

B. DISCUSSAOD.........oomiiiiiiiieieieieirieiee ettt nenenees 60
7.CONCLUSOES..........coiiiiiiiiiniieieee e 71
8. CONSIDERAGOES FINAIS...........coooovieiieeeeeeeeeeeeeeeeee e, 72

9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.............c.cocoovovieeiieeeeeeeeeeee, 73



indice

INDICE

LiSta de TabEIAS. ......eeeeeeeeeeeee e a
LiSTA 0B GraATICOS. ..o b
YA L) (0 TR C
RESUIMNIO. .ottt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eennees d
I 1] 8 0o (1 [o= Lo OSSR USSR
2. REVISAD A& LITEIatUra......coeeeeeeeeeeeeee et

2.1 Comportamento das celulas espermaticas em baixas
temperaturas

2.2 Agentes crioprotetores adicionados ao meio diluente de
congelacéo

2.2.1 Agentes crioprotetores ndo penetrantes

2.2.1.1 Acgucares.

2.2.1.2 Gema de ovo.

2.2.1.3 Proteinas do leite.

2.2.1.4 Aminoacidos.

2.2.2 Agentes crioprotetores penetrantes.

2.2.2.1 Glicerol.

2.2.2.2 Etilenoglicol.

2.2.2.3 DMSO (Dimetilsulféxido)



indice

2.2.24 Amidas.

2.3 Métodos de avaliacdo do sémen pds-descongelacéo.

2.3.1 Avaliacdo da Motilidade espermatica.

2.3.2 Avaliacdo da integridade da membrana plasmatica dos
espermatozoides.

2.3.3 Avaliacao da integridade acrossomal.

3. MateriaiS € METOUOS. ......ccveiiiiiiieiieeie e

3.1 Experimentos.

3.1.1 Experimento I.

3.1.2 Experimento IlI.

3.2 Animais.

3.3 Analise e processamento do sémen a fresco.

3.4 Crioprotetores e meio diluente utilizado na congelacdo das
amostras do experimento | e 1.

3.5 Acondicionamento, estabilizacdo e congelacdo das amostras dos
experimentos | e I1.

3.6 Descongelacdo das amostras.

3.7 Metodologias de avaliacdo espermatica pos-descongelacdo do
experimento I.

3.7.1 Analise da Motilidade esperméatica por Microscopia optica.

3.7.2 Anélise computadorizada do movimento espermatico.



indice

3.7.3 Analise da integridade da membrana espermatica através de
sondas fluorescentes.

3.7.4 Anadlise ultraestrutural da integridade acrossomal atraves de
Microscopia eletronica de transmissao (MET).

3.7.5 Avaliacdo da integridade acrossomal através de sondas
fluorescentes.

3.7.6 Teste de Fertilidade do sémen pods-descongelacéo.

3.8 Metodologias de avaliacdo espermatica pos-descongelacdo do

experimento Il.

3.8.1 Analise da Motilidade esperméatica por Microscopia optica.

3.8.2 Analise Computadorizada do movimento espermatico.

3.8.3 Analise da integridade da membrana espermatica através de
sondas fluorescentes.

4. Anélise Estatistica.

5 Resultados.

5.1 Resultados do experimento I.

5.2 Resultados do experimento I1.

6. Discusséo.

7. Reviséao bibliografica.



LISTA DE TABELAS

Tabela 01: Médias em porcentagem e Desvio Padrdo dos parametros
espermaticos de motilidade total (MT) e motilidade progressiva (MP)
computadorizada e integridade de membrana plasmatica (IMP) em
comparacdo aos tratamentos DA (dimetilacetamida a 5%), MF
(metilformamida a 5%), DF (dimetilformamida a 5%) e GL (glicerol a
5%), de diferentes garanndes (N=27)......uueeeiiiiiiieieiiiiiie e

Tabela 02: Médias em porcentagem e Desvio Padrdo dos parametros
espermaticos de motilidade total (MT) e motilidade progressiva (MP)
computadorizada e integridade de membrana plasmatica (IMP) em
comparacdo aos tratamentos DA (dimetilacetamida a 5%), MF
(metilformamida a 5%), DF (dimetilformamida a 5%) e GL (glicerol a
5%), de garanhdes de congelabilidade aceitavel (N=9).............cccevvvvnnnnne

Tabela 03: Médias em porcentagem e Desvio Padrdo dos parametros
espermaticos de motilidade total (MT) e motilidade progressiva (MP)
computadorizada e integridade de membrana plasmatica (IMP) em
comparacdo aos tratamentos DA (dimetilacetamida a 5%), MF
(metilformamida a 5%), DF (dimetilformamida a 5%) e GL (glicerol a
5%), de garanhdes de congelabilidade ndo aceitavel (n=12)....................

Tabela 04: Médias em porcentagem e Desvio Padrdo dos parametros
espermaticos de motilidade total (MT) e motilidade progressiva (MP)
computadorizada e integridade de membrana plasmatica (IMP) em
comparacdo aos tratamentos DA (dimetilacetamida a 5%), MF
(metilformamida a 5%), DF (dimetilformamida a 5%) e GL (glicerol a
5%), dos garanhdes de alta congelabilidade (N=4)...........ccovvviiiiiiiviiinnnn.

Tabela 05: Médias em porcentagem e Desvio Padrdo dos parametros
espermaticos de motilidade total (MT) e motilidade progressiva (MP)
computadorizada e integridade de membrana plasmatica (IMP) em
comparacdo aos tratamentos DA (dimetilacetamida a 5%), MF
(metilformamida a 5%), DF (dimetilformamida a 5%) e GL (glicerol a
5%), dos garanhdes de baixa congelabilidade (N=6)..........cccccevveeireennnnn.n.

Tabela 06 — Médias em percentagem e Desvio padrdo dos parametros
de Motilidade Total (MT), Motilidade Progressiva (MP), Linearidade
(LIN), Réapidos (RAP), Integridade de Membrana (IMP), Integridade
Acrossomal (IAC) e Potencial de Membrana Mitocondrial (PMM +) de
espermatozoides de garanhdes expostos ao estresse osmoético em
solugbes a 1 Molar dos crioprotetores, dimetilacetamida (DA),
metilformamida (MF), dimetilformamida (DF) e glicerol (GL). (n=10
garanh0es/ 20 Jaculados)..........ccoveeiiiiiiiiii i

Tabela 07 — Médias em percentagem e Desvio padrdo dos parametros
de Motilidade Total (MT), Motilidade Progressiva (MP), Linearidade
(LIN), Réapidos (RAP), Integridade de Membrana (IMP), Integridade
Acrossomal (IAC) e Potencial de Membrana Mitocondrial (PMM +), dos

39

39

40

40

41

48



espermatozoides de garanhfes em solucdo isosmoética, apos serem
submetidos ao estresse osmotico nas solugdes hiperosmoticas dos
crioprotetores,  dimetilacetamida  (DA), metilformamida  (MF),
dimetilformamida (DF) e glicerol (GL). (n=10 garanhdes/ 20 ejaculados).

Tabela 08 - Médias em percentagem e Desvio padrdo dos parametros
de Motilidade Total (MT), Motilidade Progressiva (MP), Linearidade
(LIN), Réapidos (RAP), Integridade de Membrana (IMP), Integridade
Acrossomal (IAC) e Potencial de Membrana Mitocondrial (PMM +) dos
espermatozéides de garanhdes de alta congelabilidade expostos ao
estresse osmotico em solugdbes a 1 Molar dos crioprotetores,
dimetilacetamida (DA), metilformamida (MF), dimetilformamida (DF) e
glicerol (GL). (n=4 garanhdes/ 8 ejaculados)............cccccuvrrriiiiiiiiiiiiiieeeeenn,

Tabela 09 - Médias em percentagem e Desvio padrdo dos parametros
de Motilidade Total (MT), Motilidade Progressiva (MP), Linearidade
(LIN), Rapidos (RAP), Integridade de Membrana (IMP), Integridade
Acrossomal (IAC) e Potencial de Membrana Mitocondrial (PMM +), dos
espermatozdides de garanhdes de alta congelabilidade, em solugéo
isosmatica, apos serem submetidos ao estresse osmotico nas solucoes
hiperosmdticas dos crioprotetores, dimetilacetamida (DA),
metilformamida (MF), dimetilformamida (DF) e glicerol (GL). (n=4
garanhdes/ 8 €Jaculados)............ceiiieiiiieiiieieieeeee e

Tabela 10 - Médias em percentagem e Desvio padrdo dos parametros
de Motilidade Total (MT), Motilidade Progressiva (MP), Linearidade
(LIN), Réapidos (RAP), Integridade de Membrana (IMP), Integridade
Acrossomal (IAC) e Potencial de Membrana Mitocondrial (PMM +) dos
espermatozoéides de garanhfes de baixa congelabilidade expostos ao
estresse osmotico em solugdes a 1 Molar dos crioprotetores,
dimetilacetamida (DA), metilformamida (MF), dimetilformamida (DF) e
glicerol (GL). (n=6 garanhdes/ 12 ejaculados)............cccccccviiiiiiieeieeeeeeennn,

Tabela 11 - Médias em percentagem e Desvio padrdo dos parametros
de Motilidade Total (MT), Motilidade Progressiva (MP), Linearidade
(LIN), Rapidos (RAP), Integridade de Membrana (IMP), Integridade
Acrossomal (IAC) e Potencial de Membrana Mitocondrial (PMM +), dos
espermatozoéides de garanhfes de baixa congelabilidade, em solugéo
isosmatica, apos serem submetidos ao estresse osmoético nas solucdes
hiperosméticas dos crioprotetores, dimetilacetamida (DA),
metilformamida (MF), dimetilformamida (DF) e glicerol. (n=12
ejaculados/6 garannNBESs)..........uuuiiiiiiiiiiiiie e

Tabela 12 - Médias em percentagem e desvio padrdo dos parametros
de motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), integridade de
membrana (IMP) e integridade acrossomal (IAC) dos espermatozéides
de garanhdes de alta congelabilidade expostos ao estresse osmotico
com os diferentes tratamentos, nas situacdes de exposicdo a solucéo
hiperosmoética e isosmotica (n=8ejaculados/4 garanhdes)........................

49

50

51

52

53



Tabela 13 — Percentual de perda nos parametros de motilidade total e
progressiva computadorizada, integridade de membrana e acrossomal,
apos os espermatozoéides de garanhdes de alta congelabilidade, serem
submetido ao estresse osmatico, nos crioprotetores, dimetilacetamida
(DA), metilformamida (MF), dimetilformamida (DF) e glicerol (GL), em
=] EoTor= T JF= Lol oXo ] 1 (0] [ TS

Tabela 14 — Médias em percentagem e desvio padrdo dos parametros
de motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), integridade de
membrana (IMP) e integridade acrossomal (IAC) dos espermatozoides
de garanhdes de baixa congelabilidade expostos ao estresse osmotico
com os diferentes tratamentos, nas situacdes de exposi¢cdo a solugéo
hiperosmotica e isosmotica (n=12 ejaculados/6 garanhdes).....................

Tabela 15 — Percentual de perda nos parametros de motilidade total e
progressiva computadorizada, integridade de membrana e acrossomal,
apos os espermatozoides de garanhfes de baixa congelabilidade,
serem submetido ao estresse osmotico, nos crioprotetores,
dimetilacetamida (DA), metilformamida (MF), dimetilformamida (DF) e
glicerol (GL), em relagdo ao CoNtrole............ccccceeeeeeiieiiieee e

Tabela 16 — Percentual de fertilidade do sémen de garanhdes de Alta
(G11) e Baixa (G33) congelabilidade, quando submetidos ao estresse
osmoético nos diferentes crioprotetores: dimetiacetamida (DA),
metilformamida (MF), dimetilformamida (DF) e glicerol (GL).....................

55

56

57



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1 - Comparacdo dos parametros de motilidade total e
integridade de membrana espermatica poOs-descongelacdo entre 0s
garanhdes de congelabilidade aceitavel e ndo aceitavel, segundo os
diferentes tratameEntoS. .. ... ..o

Grafico 02 - Comparacdo dos parametros de Motilidade Total e
Integridade de Membrana espermatica pos-descongelacdo entre 0s
garanhdes de congelabilidade aceitavel e ndo aceitavel..........................

Grafico 03 - Comparacdo dos parametros de motilidade total e
integridade de membrana espermatica pos-descongelacdo entre o0s
garanhdes de congelabilidadeaceitavel, segundo diferentes tratamentos.

Grafico 04 - Comparacdo dos parametros de motilidade total e
integridade de membrana espermatica pés-descongelacdo entre os
garanhdes de congelabilidade nado aceitavel, nos tratamentos DA
(dimetilacetamida a 5%), MF (metilformamida a 5%), DF
(dimetilformamida a 5%) e GL (glicerol a 5%)..........ccccccveeeeiieiiiiiiiiiieeeeeenns

Grafico 05 - Comparacdo entre garanhdes de Alta (n=4) e Baixa
congelabilidade (n=6) no parametro de motilidade total espermatica pos-
descongelacdo nos tratamentos DA (dimetilacetamida a 5%), MF
(metilformamida a 5%), DF (dimetilformamida a 5%) e GL (glicerol a 5%)

Grafico 06 - Comparacdo entre garanhdes de Alta (n=4) e Baixa (n=6)
congelabilidade com médias de Integridade de membrana espermatica
pos-descongelacdo nos tratamentos DA (dimetilacetamida a 5%), MF
(metilformamida a 5%), DF (dimetilformamida a 5%) e GL (glicerol a

Grafico 07 - Comparacao entre a fertilidade do sémen de garanhdes de
Alta (G11) e Baixa (G33) congelabilidade, quando submetidos ao
estresse osmotico nos diferentes crioprotetores: dimetiacetamida (DA),
metilformamida (MF), dimetilformamida (DF) e glicerol (GL).....................

41

42

42

43

43

44



LISTA DE FIGURAS

Figura 01 - Esquema da metodologia aplicada no Experimento I............

Figura 02 - Fotos de espermatozoides corados com iodeto de propideo,
e IO o | N G N

Figura 03 - Esquema da metodologia do Experimento Il..........................

Figura 04 - llustracdo da curva, com mediana, para distribuicdo da
motilidade total do tratamento com glicerol, incluindo a sele¢cdo dos
garanhdes pertencentes ao Quartil superior e inferior...........cccccceeeeeeeeenn.

Figura 05 - llustragdo da curva, com mediana, para distribuicdo da
integridade de membrana do tratamento com glicerol, incluindo a
selecéo dos garanhdes pertencentes ao Quartil superior e inferior...........

32

33

38



Vi

LISTA DE ANEXOS

Anexo 01 - Motilidade total (MT) e Motilidade progressiva (MP)
computadorizada e Integridade de membrana (INT), p6s — descongelacéo
quando da utilizacdo dos crioprotetores a 5% (v/v): dimetilacetamida (DA),
metilformamida (MF), dimetilformamida (DF) e glicerol (GL), na sele¢do dos
garanhdes utilizados no experimento.

Anexo 02 - Solucbes de estoque para a utilizacdo na técnica de fluorescéncia
para avaliacéo de integridade de membrana.

Anexo 03 - Solucéo de Trabalho para coloracao fluorescente.

Anexo 04 - Protocolo de fluorescéncia das combinagbes de sondas
fluorescentes.



RESUMO

O estresse osmotico induzido pelos crioprotetores aos espermatozoides
durante o processo de criopreservacdo € um dos principais fatores que
comprometem a viabilidade espermética. O presente estudo objetivou avaliar a
viabilidade dos espermatozdides de garanhfes submetidos ao estresse
osmotico com diferentes tipos de amidas e glicerol. O Experimento | teve como
objetivo estudar a congelabilidade do sémen de 27 garanhdes, quando da
utilizacdo dos crioprotetores dimetilacetamida (DA), metilformamida (MF),
dimetilformamida (DF) e glicerol (GL), onde crioprotetores a base amidas foram
superiores em relagao ao glicerol em preservar a motilidade e a integridade da
membrana espermatica (p<0,001). Dentre os 27 garanhdes selecionou-se, 9
individuos de congelabilidade aceitavel, 12 individuos de congelabilidade n&o
aceitavel quando do uso do GL. No grupo de congelabilidade aceitavel ndo
houve diferenca entre os crioprotetores quanto a motilidade total (MT), quanto a
motilidade progressiva (MP) e integridade de membrana (IM). No grupo de
congelabilidade ndo aceitavel as amidas foram sempre superiores ao glicerol
guanto a MT, MP e IM (p<0,001). Entre os animais de congelabilidade aceitavel
foram selecionados 4 individuos de alta congelabilidade, onde nédo se observou
diferengcas entre os tratamentos amidas em comparacdo ao glicerol nos
parametros de MT, MP e IM (p>0,05). Entre os animais de congelabilidade ndo
aceitavel selecionou-se 6 garanhfes, para 0s quais 0s tratamentos amidas
foram superiores ao glicerol em todos os parametros avaliados (p<0,0001).

No Experimento Il, foram utilizados os 4 garanhdes de alta congelabilidade e 6
de baixa congelabilidade. Avaliou-se a viabilidade dos espermatozoides de
garanhBes submetidos ao estresse osmoético com solugbes hipertdnicas dos
crioprotetores a base de amidas e Glicerol na concentracdo de 1 Molar. O
sémen foi incubado por 10 minutos, em seguida realizou-se uma rediluicdo
para retorno a isosmolaridade.. Durante o periodo de incubacdo nas solucdes
hiperténicas observou-se uma queda na MT (12,93+15,22% 61,53+16,17";
44,67+22,68% 41,73+24,28°, DA, MF, DF e GL respectivamente) em relagdo ao
controle (81,4+9,15% sendo esta queda mais evidente na solucdo de DA. Para

0 parametro integridade de membrana observou-se uma queda nas solugdes



de DA, MF, DF e GL (48,47+9,49", 49,20+8,47", 53,07+12,04°, 42,33+12,15°
respectivamente) em relacdo ao controle (61,87+13,62%), sendo mais
acentuada para o tratamento GL. Quando expostos a condicdo de
isoosmolaridade o0s espermatozoides previamente incubados com 0s
crioprotetores & base de amidas apresentaram uma Motilidade Total superior
(p<0,0001) ao glicerol (66,33+15,03",72,8+11,43",66,73+13,44°, 43,33+24,56°
DA, MF, DF e GL respectivamente). Em relagdo a integridade de membrana
também se observou uma superioridade dos tratamentos amidas (p<0,0001)
em relacédo ao glicerol (37,67+9,47°, 40,47+8,47°, 38,13+1,65°, 22+13,49° DA,
MF, DF e GL respectivamente). O Experimento Il objetivou avaliar a fertilidade
dos espermatozdides de garanhfes de Alta e Baixa congelabilidade
submetidos ao estresse osmotico em solugdes com crioprotetores a base de
amidas (DA, MF,DF) e GL na concentracdo de 1 Molar. Utilizou-se 2
garanhdes, sendo um garanhdo de alta e um de baixa congelabilidade.. Foram
utilizados 250 ciclos de 25 éguas os quais foram subdivididos entre os
tratamentos DA, MF, DF, GL e grupo controle (25 ciclos/tratamento). Os indices
de fertilidade com o garanhdo de alta congelabilidade, foram: Grupo Controle
80% (20/25); DA 72% (18/25), MF 80% (20/25), DF 68% (17/25) e GL 60%
(15/25), ndo havendo diferenga estatistica (p>0,05). Em relacdo a taxa de
fertilidade obtida com garanh&@o de baixa congelabilidade os resultados foram:
Grupo Controle 72%% (18/25); DA 40%" (10/25), MF 44%® (11/25); DF 32%"
(8/25); GL 0° (0/25). No total das inseminacdes dos dois garanhdes observou-
se novamente uma superioridade dos tratamentos amidas em relacdo ao
tratamento glicerol (p<0,001): Grupo controle 76%? (38/50), DA 56%* (28/50),
MF 62% (31/50), DF 52%%° (26/50), GL 30%° (15/50). Os resultados de
fertilidade obtidos neste experimento demonstraram haver uma diferenca entre
individuos resisténcia osmotica dos espermatozoéides aos crioprotetores. Esta
sensibilidade ficou evidente nos garanhdes da raca Mangalarga Marchador
principalmente quando do uso do Glicerol. Concluimos de forma geral as
amidas induzem a um menor dano osmotico quando comparado ao glicerol, o
que favorece a congelabilidade e fertilidade de sémen de garanhdes que

apresentem resultados ruins quando do uso do Glicerol.



ABSTRACT

The sperm osmotic stress induced by the cryprotectors during cryopreservation
IS an important factor involved on sperm viability. The present study aimed to
study the viability and fertility after induction of osmotic stress using different
amides and glycerol. Experment 1 aimmed to study the semen freezability of 27
stallions with the utilization of the cryoprotectors dimetilacetamida (DA),
metilformamida (MF), dimetilformamida (DF) e glicerol (GL), the amidas based
cryoprotectors were superior to glycerol in the ability to preserve pos thaw
motility and membrane integrity (p<0,001). From these 27 stallions 9 were
selected and classified with acceptable freezability and 12 as non acceptable
freezabilty based on post thaw quality after frozen with GL. No differences were
observe on total motility (TM), progressive motility (PM) and membrane integrity
(MI) for the acceptable and non acceptable freezabilty groups. Four stallions
with higher freezabilty were selected from the acceptable group and no
differences between amides and glicerol were observed (p>0.05). From the
non acceptable group 6 stallions with lower freezability were sellected, and
amides were superior to GL for all post thaw evaluated parameters. (p<0,0001).
On Experiment Il, the same 10 stallions were used to evaluated the effect of
the osmaotic stress on the viability of fresh semen. The semen was incubated for
10 minuts in a 1 Molar solution of each studied cryoprotector. A significant
decrease on total motility were observed after the incubation on the hypertonic
solution (12,93+15,22% 61,53+16,17°; 44,67+22,68°; 41,73+24,28°, DA, MF, DF
e GL respective) when compared with the control group (81,4+9,15%). The lower
motility was observed on the DA treatment. Also a higher decrease in the
membrane integrity was observed in the solution of DA, MF, DF e GL
(48,47+9,49"°,  49,20+8,47°°, 53,07+12,04°, 42,33+12,15° respectively)
compared with control (61,87+13,62%). The GL treatment induced a higher
membrane damage (p<0,0001). When the sperm returned to an isosmolarity
condition (300 mOsm) the total motility was higher for all amides (p<0,0001)
compared with glycerol (66,33+15,03° , 72,8+11,43°, 66,73+13,44",
43,33+24,56° DA, MF, DF e GL respectively). Also the membrane integrity was



superior for the of amides (p<0,0001) compared with glycerol (3767+9,47° ,
40,47+8,47°, 38,13+1,65", 22+13,49° DA, MF, DF e GL respectively).

O Experimento Il a fertility trial was conducted after induction of an osmotic
stress with the hyperosmotic solutions of amides and Glycerol using a final
concentration of 1 Molar. After this, the solutions return to a normal osmolarity.
A total of 250 cycles were used from 25 mares that were monitored with
ultrasonography and 500 millions sperms were used for Al. When semen from a
high freezability stallion was used the fertility was to control group 80% (20/25);
DA 72% (18/25), MF 80% (20/25), DF 68% (17/25) e GL 60% (15/25), and no
statistics differences were observed (p>0,05). The fertility rates with the poor
freezer stallion were: Control group 72%?2 (18/25); DA 40%" (10/25), MF 44%%
(11/25); DF 32%" (8/25); GL 0° (0/25). On the total of inseminations from both
stallions it was again observed a superiority of the amides treatments to the
glycerol group the fertility rates were to control group 76%? (38/50), DA 56%%
(28/50), MF 62%* (31/50), DF 52%%° (26/50), GL 30%° (15/50). The fertility
trials results showed a difference among the stallions with different pattern
freezability in relation to spermatic osmotic resistance to cryoprotectors . This
sensibility was evident in the low freezability stallion.  This individual
characteristics among stallions can be related to a better spermatic osmotic
regulation from high freezability stallions. The amides showed to induce a
smaller damage then glycerol. This factor can be related to a better permeability

of the amides in the sperm cell resulting in lower injuries.
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1. INTRODUGAO

by

O Agronegoécio relacionado a industria do cavalo ocupa lugar de
destaque na economia de paises desenvolvidos e em desenvolvimento.

Estudo recente realizado pela CEPEA (CENTRO DE ESTUDOS
AVANCADOS EM ECONOMIA APLICADA - ESALQ-USP) intitulado Estudo do
Complexo do Agronegdécio Cavalo, demonstrou que a contribuicdo que este
setor tras a economia nacional ainda € pouco conhecida na geracao de renda e
postos de trabalhos. O setor movimenta um valor econémico superior a R$ 7,5
bilhbes anuais, somente nas atividades analisadas, foram estimadas em cerca
de 640.000 pessoas ocupadas e considerando que cada emprego direto
corresponde a quatro empregos indiretos, tem-se 3,2 milhbes de empregos
diretos e indiretos, relacionados ao cavalo no Brasil. Baseados nestes numeros
e a posicdo de destaque ocupada pelo Brasil como criatério a nivel
internacional, incrementa e incentiva investimentos no melhoramento genético
e zootécnico do rebanho equino nacional.

Biotecnologias relacionadas a reproducdo assistida contribuem de
forma efetiva no ganho genético e melhoria da pecuéria e sendo a inseminacéo
artificial com sémen congelado uma ferramenta singular na expansao
gualitativa e econémica da pecudaria bovina no Brasil € no mundo.

Porém a utilizacdo de espermatozoides criopreservados para
inseminacao artificial apresenta uma denotacao de baixa fertilidade, em relagéo
ao sémen a fresco na maioria das espécies animais.

Muitas espécies apresentam diferencas entre a sensibilidade dos
espermatozoides a criopreservacao e dentre estas existem individuos os quais
possuem uma maior resisténcia ao processo de congelacao e descongelacéo.

O fato de individuos apresentarem sémen mais ou menos resistentes
ao congelamento implica que determinadas caracteristicas estruturais da
membrana plasmatica dos espermatozoides possam favorecer a sobrevivéncia
destes em condi¢cbes adversas impostas pela criopreservacao. Estudos em
diferentes espécies animais e principalmente em humanos evidenciam
variabilidades no fator congelabilidade relacionados a técnica empregada no
processo de congelagcdo, ao meio diluente e seus constituintes utilizados,

constituicdo da membrana espermética e principalmente um fator vem sendo
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intensamente estudado pela comunidade cientifica € o de espermatozoides de
diferentes espécies e individuos possuirem uma eficiéncia na regulacdo
volumétrica celular que os confere uma maior ou menor resisténcia osmatica
para suportar variacdes do ambiente extracelular durante o processo de
congelacéo e descongelacao.

Trabalhos recentes desenvolvidos demonstraram grandes variagdes
quanto a resposta pés-descongelacdo dos espermatozoides entre garanhdes,
porém uma melhor resposta foi constatada, quando substituiu o glicerol do
meio diluente por crioprotetores a base de amidas.

A criopreservacdo de sémen de garanhdes tem sido intensamente
estudada, porém os fatores que determinam a variacdo da resposta pos-
descongelacdo da célula espermatica entre os garanhdes, ainda permanecem

obscuras.
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2. OBJETIVOS

o Classificar a congelabilidade do sémen de garanhfes de diferentes
racas frente aos crioprotetores dimetilacetamida, metilformamida,

dimetilformamida e glicerol.

o Avaliar a resisténcia osmotica do sémen de garanhdes de alta e baixa
congelabilidade, frente aos crioprotetores dimetilacetamida, metilformamida,

dimetilformamida e glicerol.

o Avaliar a fertilidade do sémen a fresco de garanhdes de alta e baixa
congelabilidade, submetidos ao estresse osmaoticos com 0s crioprotetores

dimetilacetamida, metilformamida, dimetilformamida e glicerol.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 — Fatores que influenciam a congelabilidade do sémen

O processo de criopreservacao de espermatozéides envolve diversos
fatores que influenciam no resultado final como taxa de congelacdo e
descongelacdo, meio diluente e substancias crioprotetoras e principalmente a
resisténcia individual dos espermatozéides de alguns individuos ao processo

de congelacéo e descongelacao (Holt, 2000).

3.1.1 - Fatores individuais relacionados a congelabilidade e

regulagdao osmotica da célula espermatica.

O fator individual em relagcdo a congelabilidade tem sido intensamente
estudado, e trabalhos como o de Tischener (1979), Aman e Picket (1987) e
Vidament et. al. (1997), evidenciam este fator entre garanhdes. No Brasil
Alvarenga et.al., (1996) observou esta caracteristica em um levantamento
realizado na Unesp-Botucatu, onde se estudou 0 sucesso e insucesso ha
congelacdo de sémen equino, aproximadamente 80 garanhdes de racas
diferentes foram estudados, e concluiu-se que 50% dos garanhdes de racas de
hipismo (Hannoveriano, Holsteiner e Trackner) e Quarto de milha
apresentavam sémen com um bom padrao de motilidade pés-descongelacao.
Contudo, racas como Mangalarga e Mangalarga Marchador este percentual cai
para 15%, demonstrando assim haver um fator racial e muitas vezes individual
relacionado com a resisténcia espermatica ao processo de congelacao.

Em estudo sobre o assunto, pesquisadores franceses, ao avaliarem
ejaculados de 161 garanhdes observaram que destes 19, 30, 27 e 24%
obtiveram indices de congelabilidade (motilidade ap6s a descongelacéo) de
0%, 0 a 33%, 33 a 66% e acima de 66% respectivamente. Além disso, estes
autores encontraram uma alta correlacéo entre fertilidade do sémen a fresco e
congelabilidade (P<0,001) e uma correlacdo média entre fertilidade do sémen
congelado e indice de congelabilidade (Vidament et al., 1997). Posteriormente,

na Alemanha os autores Blottner et al., (2001), constataram que a resposta
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pos—descongelacdo do sémen de garanhbes nao € influenciada pela
sazonalidade, e sim por fatores relacionados ao proprio individuo.

Diferencas de congelabilidade entre individuos de algumas racas
foram observadas e resultados favoraveis foram obtidos, quando se utilizou
crioprotetores amidas em sémen de garanh0es 0s quais apresentavam
resultados pds - descongelacbes desfavoraveis com a utilizacdo do glicerol
como crioprotetor. (Medeiros et. al.,2002; Medeiros, 2003). Gomes et. al,,
(2002) demonstraram  melhorias nos parametros de  motilidade
computadorizada (CASA) e integridade de membrana com sémen congelado
com crioprotetores a base de amidas de garanhdes Mangalarga Marchador em
relacdo ao glicerol, sendo que raca € tida como as que apresentam resultados
insatisfatorios do sémen pos descongelagéo (Alvarenga et. al., 1996).

Alvarenga (2002) também encontrou resultados mais homogéneos
em relagéo a congelabilidade do sémen de garanhdes com a dimetilformamida
em comparacao ao glicerol e também observou que os garanhfes da raca
Mangalarga Marchador foram 0s que menos resistiram ao processo de
congelacdo quando do uso do glicerol como agente crioprotetor.

Fatores individuais também foram observados em espécies como
suinos, no qual Hernandez et. al. (2006) demonstraram que espermatozoéides
de cachacos com baixa congelabilidade apresentam um maior percentual de
lesbes na cromatina espermatica comparado com individuos de alta
congelabilidade. Posteriormente estes autores constataram a existéncias de
cachacos que apresentam variacdes quanto a congelabilidade do sémen em
relacdo ao protocolo de criopreservacéo utilizado e que a adequacao de fatores
como a taxa de descongelacdo e nivel de glicerol no diluente melhora as
respostas dos espermatozoides de individuos sensiveis aos protocolos de
criopreservacao tradicionais (Hernandez et.al., 2007). O trabalho desenvolvido
por Thurston et. al., (2002) reforgcaram a hipétese da existéncia de um fator
individual em relagdo a congelabilidade de sémen suino por evidenciarem
genes relacionados ao fator congelabilidade entre cachacos.

Dentre as variacbes entre espécies e individuos em relacdo a
criopreservacao, a sensibilidade ao choque frio, sofrido pelos espermatozoides
durante o processo de refrigeracdo, tem uma importante participacdo nas

injurias celulares que acometem as células no processo de criopreservacao.
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Estudos correlacionam a suscetibilidade aos danos da refrigeracdo com a
composicao de lipidios da membrana entre as espécies, ou seja, espécies que
contem concentracdes de esterbides baixa e concentracdes de acidos graxos
polinstaurados alta, sdo mais predispostos aos danos do choque térmico
(Darin-Bennett et al., 1973). Os espermatozdides de touros, carneiros e
garanhf8es sdo altamente sensiveis ao choque frio em comparacdo a
espermatozdides humanos e de coelhos que sdo relativamente resistentes
(Critser et. al.,1988; Watson, 1979; Watson, 1995). As membranas
espermaticas apresentam-se num estado fluido, sendo esta caracteristica um
pré-requisito para o desempenho de suas funcdes com plena eficiéncia. Os
principais fatores que afetam esta fluidez sdo as composicdes relativas entre
fosfolipidios e colesterol e a temperatura na qual a membrana é exposta.

Com a queda da temperatura os lipidios passam por uma transicao,
do estado fluido para um estado liquido cristalino, no qual as cadeias de acidos
graxos tornam-se desordenadas, com a continua queda de temperatura o
estado de liquido cristalino é transformado em estado de gel nos quais, as
cadeias de acidos graxos organizam-se em um modelo paralelo, produzindo
uma estrutura rigida, tornando estas areas fracas, sujeita a rupturas, fusdes e
permedveis a ions (Hammersted et al. 1990). A severidade das injurias celular
€ dependente da temperatura final e da taxa da queda da temperatura,
afetando a estrutura e a funcdo da membrana espermética (Amann & Pickett,
1987). Diferencas entre a congelabilidade foram demonstradas em cachagos,
em relacdo a constituicao lipidica e protéica da membrana espermatica (Holt et.
al., 2005). A constituicdo dos acidos graxos polinsaturados da membrana
plasmatica de espermatozoides suinos ndo evidenciaram a diferenca entre a
congelabilidade do sémen de cachacos entre racas, mas sim entre individuos
de uma mesma raca (Waterhouse et. al., 2006). A criopreservagao de sémen
de cachacos afetou mais acentuadamente os espermatozoides de individuos
classificados como mal congeladores em comparacéo ao grupo intermediario e
aos bons congeladores. Estas diferenca em relacdo a congelabilidade, foram
associadas diferencas nos padrdes da constituicdo de lipideos dos
espermatozoides, ap6s a descongelacdo (Cerolini et. al, 2001). Em

espermatozoides de carneiros a criopreservacao foi responséavel pela alteracéo
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da simetria trans-membrana dos fosfolipidios da camada externa da membrana
plasmatica dos espermatozoéides (Muller et. al., 1999).

Diferencas na proporcdo de colesterol e fosfolipidios e na saturacéo
dos &cidos graxos que compde a membrana plasmatica dos espermatozoides
foram encontradas, em espécies de aves de diferentes padrbes de
congelabilidade. Galos domésticos possuem uma maior concentracdo de
colesterol e uma menor quantidade de fosfolipidios da membrana plasmatica
de seus espermatozéides, conferindo a estes uma maior congelabilidade e
fluidez de membrana pos — descongelacdo, comparados a perus 0s quais,
possuem uma congelabilidade intermediaria e aos galos da guiné os quais
possuem uma baixa congelabilidade (Blesbois et. al, 2005). Os lipidios
apresentam-se de uma forma dindmica na membrana plasmatica dos
espermatozoides, e este fator é de extrema importancia na funcionalidade da
membrana nos diversos eventos que culminam na fertilizacdo. Pesquisadores
ingleses demonstraram que a criopreservacdo compromete significativamente
estes lipidios da membrana espermatica do sémen humano e observaram que
a lavagem destes espermatozoides com solucdes e 0,4% de PVP restaurou a
fluidez da membrana espermatica, segundo a avaliacdo por anisotropia de
fluorescéncia (James e.al., 1999).

A fluidez de membrana em espermatozéides de homens foi
intensamente comprometida com o processo de criopreservacao, em estudo
onde envolveu o sémen de 20 individuos, observou-se uma grande variacao
deste fator entre os individuos, a técnica de anisotropia por fluorescéncia,
utilizada para avaliar a fluidez da membrana espermética mostrou-se muito
eficiente em avaliar a qualidade das amostras de sémen pds - descongelacao
(Giraud et. al.,2000), e posteriormente pela mesma técnica demonstrou-se que
espermatozéides humanos normais possuem uma maior fluidez da membrana
plasmatica em comparacdo com espermatozéides anormais e uma menor
quantidade de colesterol e fosfolipidios.

Tentativas em alterar a composicéo dos lipidios da membrana com a
finalidade de melhorar a viabilidade espermatica pos - descongelacédo, foi
estudada em espermatozoides suinos, onde pesquisadores canadenses
utilizaram lipidios oriundos da membrana espermatica da regido da cabeca de
espermatozodides suinos e fosfolipidios sintéticos com cadeia definida e
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concluiram que a incubacdo destes espermatozoides nestas solucdes,
trouxeram melhorias na motilidade e viabilidade espermatica pos -
descongelacdo, mas em contrapartida comprometeram o0s eventos de
capacitacao e reacdo acrossomal dos espermatozéides (He et. al., 2001). Em
sémen de garanhdes a inclusdo do colesterol na membrana espermética
promoveu melhorias significativas nos parametros de motilidade e integridade
de membrana pés — descongelacdo, no entanto a fertilidade deste sémen foi
grandemente prejudicada, este fato foi atribuido ao colesterol, incorporado na
membrana plasmatica dos espermatozéides, o qual impediu sua capacitacao
(Zahn, 2001).

Entre o0s constituintes da membrana plasmatica dos
espermatozoides, 0s componentes protéicos tém sido intensamente estudados
e trabalhos evidenciam a participacéo destas proteinas na manutencao destas
células durante a criopreservacdo. Estudos do perfil protéico dos
espermatozéides de zebuinos foram realizados no Brasil, mostrando
diferencas entre o sémen fresco e congelado e, as possiveis relacbes com a
capacidade de fecundacéo (Lima Dias, 2002; Marques et al., 2000; Feliciano
Silva et al., 2004; Fernandes e Feliciano Silva, 2004). Em espermatozoides de
garanhdes Zahn et. al.,(2006) encontraram uma proteina a qual pode estar
negativamente relacionada com congelabilidade do sémen de garanhdes e
varias proteinas do soro sanguineo correlacionada com a alta congelabilidade
do sémen de garanhfes. Em touros Roncoletta, et. al. (1999) também
correlacionou as proteinas do plasma seminal com a congelabilidade do
sémen de touros da raca Gir. Outros pesquisadores utilizando a técnica da
eletroforese bidimensional encontraram proteinas do plasma seminal
correlacionadas positivamente com a congelabilidade de sémen de touros
(Jobim et.al., 2003).

Proteinas, como o0s canais de agua da célula espermética,
responsaveis pela regulagdo osmotica dos espermatozoides, foram
evidenciados no testiculo e espermatozoides de camundongos e canais como
0s aquaporin, alem da funcdo de canal de agua, na membrana esperméatica
também funcionam como de canal para entrada e saida do glicerol (Ishibashi
et. al., 1997).
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Proteinas responsaveis pela fosforilagdo da proteina Kinase, como a
p38 e as p42/44 (EKR 1/2), sdo ativadas durante o estresse osmotico em
células somaticas, em espermatozéides equinos (Meyers, 2005). O mesmo
autor, demonstrou que a quantidade das proteinas p38 € minima, durante o
estresse osmotico, entretanto quando as amostras foram incubadas com os
anticorpos anti — EKR 1/2 foram encontrados algumas diferengcas entre os
espermatozodides sobre o estresse osmotico.

A criopreservacdo expde os espermatozoéides a variacdes extremas
de temperatura e osmolaridade. Durante a congelacdo com a formacédo dos
cristais de gelo ocorre um aumento das concentragcdes de soluto no meio
extracelular elevando a osmolaridade, nesta etapa as células perdem agua
com a finalidade de manter o equilibrio entre 0 meio intra e extracelular.
Quando estas células sdo expostas novamente a meios isotbnicos como
acontece na descongelacdo ou mesmo, quando entram em contato com
secre¢bes do trato reprodutivo das fémeas, ocorre uma entrada de agua na
célula, devido as diferencas de osmolaridade do meio intra e extracelular (Holt
& North, 1994; Holt, 2000).

A capacidade dos espermatozdides em responder diferencas de
osmolaridade, com mudancas no volume celular, no meio extracelular é
essencial para sobrevivéncia das células e esta regulacédo volumétrica celular é
associado a fatores como composicdo de fosfolipidios, permeabilidade a agua,
temperatura da fase de transicdo dos lipidios, atividade das bombas Na+/K+
ATPase, canais de agua e ions (Meyers, 2005). Em trabalho onde foram
utilizados os inibidores oubain e amiloride dos canais Na+/K+ e Na+/K+
ATPase da célula espermaticas de garanhdes, demonstrou-se que a regulacéo
osmoética dos espermatozéides foram prejudicados (Caiza de La Cueva et al.,
1997).

O processo de regulacdo osmoética da célula espermética foi atribuido
a constituintes da membrana plasmatica dos espermatozéides como os lipidios,
canais de agua e canais ibnicos de cloreto e potassio (Petrunkina, 2007).
Defeitos na regulacdo volumétrica dos espermatozéides foram responsaveis
pela infertiidade do sémen de cepas transgénicas de camundongos, o qual

dificultaram o transporte espermatico até o oviduto (Yeung et.al., 2000).
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Espermatozéides de camundongos sao extremamente sensiveis a
alteracbes volumétricas da célula espermética mediada por diferencas
osmoéticas no meio diluente. Em trabalho desenvolvido por Yuksel et.al., (2002)
evidenciaram uma extrema sensibilidade a crioprotetores penetrantes dos
espermatozoéides das linhagem dos camundongos estudados em comparacao
aos crioprotetores ndo penetrantes e notaram diferengas entre as linhagens no
que se refere a permeabilidade da membrana espermética frente aos
crioprotetores. Em espermatozéides a adicdo e remocao dos crioprotetores
Glicerol, DMSO e etilenoglicol a 1Molar, causaram significativo decréscimo na
motilidade espermatica, sendo este efeito mais evidente com o glicerol e menor
com a utilizacdo do etilenoglicol (Guthrie et al., 2002). Esta caracteristica
também foi observada em espermatozéides de Chimpanzés, por esses
possuirem uma maior permeabilidade ao etilenoglicol em comparagdo ao
glicerol, no entanto a adicdo e remocéao de crioprotetores nao trazem prejuizos
a célula espermatica desta espécie animal (Yuksel et. al., 2005).

O crioprotetor DMSO promoveu maiores danos aos parametros de
motilidade e integridade de membrana em espermatozoides de cées
submetidos ao estresse osmaotico com os crioprotetores glicerol, etilenoglicol e
DMSO e também concluiu-se que diluentes a base de leite desnatado foram
mais eficientes em manter a viabilidade espermética em comparacdo a
diluentes a base de gema de ovo (Songsasen, et. al., 2002).

Petrunkina et. al.,(2004) relacionaram a capacidade de alguns caes
de possuirem espermatozoides com uma maior eficiéncia na regulacao
osmoética celular, ao fato de apresentarem melhores resultados de
congelabilidade, em relacdo a outros individuos na mesma espécie. Em outro
estudo estes autores observaram um efeito protetor de um componente do
diluente de congelacdo (Equex STM Paste) em condi¢bes de hipertonicidade
do meio extracelular (Petrunkina et. al., 2005).

Caiza de la Cueva et. al., (1997) estudaram os efeitos do estresse
osmoético do sémen de garanhdes com solucbes hipersaturadas de sais e
glicerol e tambem incubaram os espermatozéides em substancias as quais
bloqueiam os canais Na+/K+ ATPase (oubaim e amiloride) e evidenciaram uma
gueda da viabilidade espermatica quando os espermatozoides foram expostos
a solucbes hipersaturadas e comprovaram a hip6tese da participacdo na
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regulacdo osmaotica celular dos canais Na+/K+ ATPase e Na+/K+ onde com a
incubacdo das células espermaticas nestes componentes, comprometeram a
regulacdo osmoética dos espermatozoides. Posteriormente estas caracteristicas
também foram observadas em sémen de carneiros (Peris et. al., 2000).

Ball e Vo (2001) estudaram a tolerancia osmoética do espermatozoéide
equino, quanto a adicdo e remocao dos crioprotetores, etilenoglicol,
dimetilsulféxido (DMSO), propilenoglicol e glicerol, e concluiram que a adi¢éo e
remocao do glicerol, resultou em um maior estresse osmotico, caracterizado
por uma reducdo de motilidade, diminuicdo da integridade celular e
acrossomal, quando comparado aos outros crioprotetores avaliados. Também
observaram que uma diminuicdo na osmolaridade de 300 para 100 mOsm e
um aumento por volta de 500mOsm acarreta uma queda acentuada na
motilidade espermatica, no entanto no parametro de integridade de membrana
a diminuicdo da osmolaridade é mais prejudicial aos espermatozéides do que
sua elevacdo. Pommer et.al.,(2002) em estudo onde objetivou estudar a
tolerancia osmotica de espermatozoides de garanhfes na faixa de 75 a 900
mOsm, evidenciaram uma sensibilidade dos espermatozoides a mudancas
bruscas de osmolaridade e observaram que apesar dos espermatozoides
possuirem uma capacidade de restabelecer seu volume inicial, danos
irreversiveis a sua membrana plasmatica podem comprometer a capacidade

fertilizante.

3.1.2 — Meios diluentes e substancias crioprotetoras.

Os espermatozoides durante o processo de congelacdo sdo expostos
a varias situacdes adversas a sua homeostase, podendo estas promoverem
diversas injurias celulares (Watson, 2000; Gao e Critser, 2000; Critser e
Mobraaten, 2000). A presenca de algumas substancias tais como, agucares,
lipoproteina da gema do ovo, proteinas do leite e alguns aminoacidos, no meio
diluidor alteram as propriedades fisicas do processo de congelacédo da solucao
(Viskanta et al, 1997; Wolfe & Bryant, 1999; Karow, 2001) e também
promovem protecdo aos espermatozoéides no processo de criopreservagao
quanto a formacao de cristais de gelo intracelular, desidratagdo excessiva da
célula, danos osmoéticos e oxidativos (Rowe, 1966; Holt, 2000).
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Papa et. al., (1998), Arruda (2000) e Papa et. al. (2002), em trabalhos
onde se estudou diluentes para congelacdo de sémen de garanhdes relataram
a importancia da interacdo entre as formulacdes de diluidores com substancias
crioprotetoras melhorando o desempenho da célula espermatica nas
avaliacdes laboratoriais e de fertilidade.

Durante décadas diluentes e constituintes tém sido estudados e
testados na congelacdo de sémen de garanhfes com resultados bastante
variaveis em relacdo resultados laboratoriais de viabilidade espermatica e
indices de fertilidade. Em 1979 Martin et. al. obtiveram indices de fertilidade de
63% utilizando sémen de garanhdes congelados com o meio diluente a base
de Lactose - EDTA - gema de ovo. PAPA et. al., (1993) constataram uma maior
eficiéncia do diluidor a base de Glicina — gema de ovo em comparag¢do ao meio
Lactose - EDTA - gema de ovo em parametros de motilidade, vigor espermatico
e integridade do acrossoma. Com a utilizacdo do mesmo diluente, BORGEL
(1994) compararam o diluente Lactose - EDTA- gema de ovo com um diluente
composto de Glicose - Leite desnatado - gema de ovo, utilizaram sémen de 72
garanhdes e concluiram que o meio diluente a base de EDTA preservou melhor
a motilidade pos - descongelacao e integridade de acrossoma e associou esta
melhoria a acdo quelante do EDTA em relacdo ao calcio, prevenindo a
capacitacao precoce dos espermatozoides. Heitland et. al., (1996), avaliou os
diluentes de congelacéo Lactose - EDTA - gema de ovo o diluente a base de
leite desnatado, gema de ovo com glicerol, em diferentes protocolos de
congelacdo para sémen de garanhdes e observaram que o meio diluente a
base de leite desnatado, gema de ovo com glicerol, foi mais eficiente em
preservar a motilidade total e progressiva pds - descongelacado, no protocolo de
criopreservacdo que incluiu uma centrifugagdo a 400g por 15 minutos, a
diluicdo do sémen no meio de congelacdo a 23°C em uma concentragdo de
400 milhdes de espermatozoéides por ml, refrigeracdo a 5°C por 2,5 horas,
envase em palhetas de 0,5 ml, congelacdo no vapor de nitrogénio a -160°C e
descongelacéo a 37°C por 30 segundos.

A gema de ovo no meio diluente de criopreservacao beneficia os
espermatozoides por manter a pressao coloidal do meio e também a
lipoproteina de baixa densidade, contida na gema de ovo, estabiliza a
membrana espermatica durante a congelacao e descongelacao. (Foulkes,1977;
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Watson, 1990). Holt (2000) revisou os aspectos relacionados a congelacdo de
sémen e relatou que os efeitos crioprotetores da gema de ovo estédo envolvidos
com a porcao lipoprotéica de baixa densidade a qual protege as células
esperméticas do choque térmico, da fase de transicdo dos lipideos e danos a
membrana plasmatica a temperaturas abaixo do ponto de congelacdo da
solugdo. Cabrita et al.(1998) observaram que a integridade celular de
espermatozoéides de truta Arco iris (Oncorhynchus Mykiss) congelados em
meio diluente com gema de ovo foram superiores aos espermatozoides,
congelados em meio diluente que ndo continha gema de ovo (38% e 21%
respectivamente). Dewit et al. (2000) obtiveram taxa de fertilizacdo de o0citos
de camundongos, com espermatozoides criopreservados em meio diluente
contendo 20% de gema de ovo comparaveis ao sémen a fresco (68 e 72%
respectivamente) e superiores aos outros meios diluentes tradicionais de
congelacdo de camundongos. De Leeuw et. al. (1993), concluiram que a gema
de ovo desempenha um importante papel na criopreservacdo de
espermatozoides de touros e constataram que a exclusdo da gema de ovo dos
meios diluentes contendo propanediol, sucrose ou sucrose com
polivinilpirrolidone, levou a uma reducdo da porcentagem de células viaveis
durante a refrigeracao e congelacao.

Bedford et. al. (1995) estudaram os efeitos da gema de ovo e do
glicerol no sémen de garanhdes e observaram um efeito nocivo da gema de
ovo quando em interacdo com o plasma seminal das amostras refrigeradas a
5°C no periodo de 6 a 24 horas de refrigeracdo, nos parametros de motilidade
total e progressiva e concluiram que a gema de ovo e o glicerol adicionados ao
meio diluente a base de leite desnhatado (sem o plasma seminal) n&o
deprimiram a motilidade total ou progressiva do sémen refrigerado de
garanhdes, mas agiram adversamente na fertilidade.

Constituintes do leite também desempenham importante papel na
criopreservacdo de espermatozoéides. As proteinas do leite exercem um papel
na criopreservacdo semelhante a da gema de ovo. A eficiéncia dos meios
diluentes a base de leite tem sido atribuida a sua composicéo protéica que atua
como tampao e a propriedade quelante frente a metais pesados, havendo
relatos de sua parcial protecdo contra a reducdo da temperatura durante o
processo de refrigeracdo (Salamon & Maxwell, 2000). Em estudo visando
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determinar o0s constituintes do leite responsaveis pela protecdo dos
espermatozoides durante o processo de criopreservacao, Batellier et al. (1997),
estudaram os efeitos dos componentes, fosfocaseinato, a - lactoalbumina,, 8 -
lactoglobulina e proteinas do soro do leite em comparacdo ao meios diluente
INRA 82, leite desnatado em suas diversas formas (UHT, desnatado,
microfiltrado e ultra filtrado) e verificaram que o fosfocaseinato foi o
componente do leite mais eficiente em manter a sobrevivéncia dos
espermatozéides de garanhdes mantidos a 4°C e também foi superior (p=0,07)
em relacdo ao INRA 82 quanto a fertilidade (60% e 36%, respectivamente).

Na congelacdo de espermatozodides de garanhdes utilizando os
aminodcidos glutamina, prolina, histidina e betaina Trimeche et al. (1999),
constataram que a glutamina na concentracdo de 40 mM foi superior (p<0,05)
em relacdo a motilidade quando comparado com o controle sem a adicdo de
aminoacidos no diluente de congelacdo (56% e 49,7% respectivamente) e
glutamina e a prolina nas concentragées de 30 a 80 mM foram similares nos
parametros de motilidade e velocidade espermatica (CASA). Khlifaoui et. al,
(2005) em estudo onde objetivou avaliar o mecanismo de acdo da glutamina
como agente crioprotetor na congelacdo de sémen de garanhfes obtiveram
uma melhoria na motilidade computadorizada com a utilizagdo de 50 mM de
glutamina no meio diluente de congelagcdo INRA 82 com 2,5% de glicerol e
concluiu que a glutamina age sinergicamente com o glicerol no meio
extracelular.

Snoeck et. al., (2007), avaliaram a variacdo dos constituintes do meio
diluente Lactose — EDTA-gema de ovo, no que se refere percentual de gema
de ovo, acucares e EDTA e concluiram que um acréscimo dos constituintes
referidos foi responsavel pela melhoria espermética pos descongelacdo e
atribuiram esta melhoria a um aumento da osmolaridade do diluente.
Diferencas foram observadas por Roasa et. al., (2007), na taxa de fertilizagcéo
in vitro de ovocitos equinos decorrente do meio diluente para congelacao
utilizado e relacionou esta diferenca ao nivel de gema de ovo nos diluentes ou
seja, 0 sémen congelado com o diluente com 21,5% de gema ovo n&o resultou
em fertilizacdo e o meio diluente com 3% de gema de ovo apresentou uma taxa
de fertilizacao de 15% (p<0,05).



REVISAO DE LITERATURA 15

Entretanto, dentre os componentes dos diluentes de congelacéo, os
agentes crioprotetores penetrantes, talvez sejam as substancias que
desempenhem um dos papeis mais importantes no processo de
criopreservacédo, exercendo seu mecanismo de agéo tanto no meio extracelular
como no meio intracelular. Ashwood-Smith (1987) sumarizou diferentes
componentes 0s quais podem ser utilizados como agentes crioprotetores para
o congelamento de sémen, como os alcoois; etanol, etilenoglicol, glicerol,
metanol e poli etilenoglicol, e também as amidas, incluindo a acetamida,
formamida, lactamida e bem como o dimetilsulfoxide (DMSO). As
caracteristicas fisico-quimicas ideais que um agente crioprotetor deve possuir
sdo as seguintes: baixo peso molecular, alta solubilidade em meio aquoso e
principalmente uma baixa toxicidade celular (Nash, 1966).

Em diluentes de congelacdo para sémen de garanhdes os
crioprotetores mais comumente utilizados séo: o Glicerol, Etilenoglicol, DMSO e
as Amidas. Sendo o glicerol o crioprotetor penetrante mais utilizado nos meios
de congelacdo em concentracdes de 2 a 5% (Keith, 1999). No entanto,
diversos trabalhos tém demonstrado ser este crioprotetor deletério ao
espermatozoide de diferentes espécies. Estes efeitos tdéxicos do glicerol tém
sido reportados por varios autores e revisados por Fahy et al., (1990). A
toxicidade do glicerol pode resultar em desnaturacao de proteinas, alteracdo de
interacdes da actina e inducdo da liberacdo das proteinas do seu local na
membrana. Hammerstedt e Graham (1992) revisaram outros efeitos causados
pelo glicerol incluindo: mudancas nos eventos citoplasmaticos, devido o
aumento da viscosidade intracelular pelo glicerol, alteracdo da polimerizacao
da tubulina, alteracdo da associacdo dos microtubulos, efeitos no balanco
bioenergético, alteracao direta na membrana plasmética, alteracédo do glicocélix
e proteinas superficiais da célula espermética.

Quedas nas taxas de prenhes foram observadas pelos autores Pace
e Sullivan (1975), onde os indices de fertilidade por égua foram mais altas, com
inseminacgdes com sémen diluido em meio diluente sem glicerol (50%) do que
sémen diluido em meio contendo 7% de glicerol (35%). O fator de queda na
fertilidade acarretado pela utilizacdo do glicerol também foi evidenciado por
Demick et. al.,(1976) com a utilizacdo de sémen refrigerado diluido em meio
contendo glicerol por um periodo de duas horas.



REVISAO DE LITERATURA 16

Na busca de crioprotetores alternativos Mercante et al., (1995),
estudaram a eficiéncia in vitro do glicerol e etilenoglicol como agentes
crioprotetores na congelacdo de espermatozéides de garanhfes e constaram
uma similaridade na motilidade e vigor entre os crioprotetores, porém com uma
tendéncia de melhoria com a utilizagdo do etilenoglicol. Neves Neto et. al.,
(1995), utilizando o glicerol e o etilenoglicol adicionados ao meio de congelagao
a base de Lactose — EDTA - gema de ovo, na concentragdo de 5%, na
criopreservacdo de sémen de garanhdes, obtiveram uma taxa de prenhes de
37,5% para o grupo etilenoglicol (3/8) e 12,5% para o grupo glicerol, porém
este resultado ndo foi significativo devido o numero restrito de animais
inseminados. A eficécia crioprotetora do etilenoglicol e do glicerol e 0 método
de acondicionamento do sémen de garanhdes (palhetas de 0,5ml e macrotubo
de 4ml), em estudo desenvolvido por Alvarenga et. al., (2000), evidenciou uma
melhoria na motilidade pdés-descongelacdo (p<0,05) com a utilizacdo de
etilenoglicol para sémen de garanhdes na concentracdo de 5% em relacado ao
glicerol na mesma concentracéo (36,50% e 34,25%, respectivamente). Chenier
et al., (1998) num estudo onde se comparou os efeitos dos crioprotetores
(glicerol, etilenoglicol, dietilenoglicol, propilenoglicol e DMSO), concluiram que
o etilenoglicol deprimiu a motilidade progressiva dos espermatozoéides de
garanhBes poés - descongelacdo, comparado com o glicerol ou DMSO e os
espermatozoides congelados com dietilenoglicol e propilenoglicol tem uma
baixa motilidade e viabilidade do que os outros crioprotetores. No teste de
fertilidade, sete éguas das nove inseminadas com sémen do tratamento DMSO
conceberam (78% de taxa de fertilidade). Landim-ALvarenga et al. (2001),
relataram que o DMSO na concentracao de 1,0M foi menos efetivo (p<0,05) em
relacdo ao glicerol (0,55M) nos parametros de motilidade total e progressiva
computadorizada (25,8% e 12,6%, 42,1% e 23,1% respectivamente) e
diferencas de resultados similares foram observados em relacdo a viabilidade
celular (citometria de fluxo) e integridade acrossomal (Microscopia eletronica de
transmissao).

O fator que pode elucidar algumas variacdes entre os crioprotetores,
pode basear-se em observacOes feitas pelo estudo feito por Arruda (2000),
onde se evidenciou uma interacdo entre meio o diluidor de congelacdo e o

crioprotetor, neste estudo utilizou-se os meios de congelacdo Lactose — EDTA
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— gema de ovo, INRA82 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 avaliagOes efetuadas, contudo com a utilizagdo dos meios INRA82 e do
meio diluente de congelacdo a base de leite o etilenoglicol apresentou uma
tendéncia de melhoria nos parametros avaliados.

Na busca de outras alternativas de substancias crioprotetoras para
congelacédo do sémen equino, Keith (1998) avaliou varias formas de amidas
(formamida, metilformamida, dimetilformamida, acetamida e metilacetamida)
como agentes crioprotetores em comparagdo com o glicerol em meio usado
para congelamento de sémen de garanhdes e encontrou que a metilformamida
(0,9 M) foi superior em manter o motilidade total dos espermatozéides de
garanhdes no tempo 0 pds-descongelamento em relagdo ao glicerol 0,55 M
(54,2% a 51,6% respectivamente) e no tempo 20 (min) pds-descongelamento
a metilformamida 0,6 M também foi superior ao glicerol 0,55 M (50,6% a 41,7%
respectivamente.), em relacdo 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 pos-descongelamento metilformamida 0,6 M foi mais eficiente do
que o glicerol (30,0% a 23,3% respectivamente) e na preservagdo da
viabilidade celular. Em outro trabalho Alvarenga et al. (2000), estudaram a
eficacia dos crioprotetores glicerol, etilenoglicol, DMSO e dimetilformamida, e
concluiram que o DMSO foi inferior nos resultados de motilidade total e
progressiva em relacdo aos demais tratamentos (42,1% e 23,1%, 40,9% e
22,8%, 25,8% e 12,6%, 50,6% e 22,2% respectivamente). Graham (2000)
também obteve resultados de motilidade inferiores ao glicerol (p<0,05),
utilizando os crioprotetores acetamida, metilacetamida, formamida,
metilformamida, dimetilformamida na concentracéo de 0,55M (60, 8, 20, 5,40 e
37% respectivamente). No entanto, em um segundo experimento onde se
utilizou os crioprotetores etilenoglicol, metilformamida, dimetilformamida nas
concentracdes de 0,6 e 0,9M em comparacao ao glicerol a 0,6M, o crioprotetor
metilformamida a 0,9M obteve um resultado em relacdo a motilidade superior
aos demais tratamentos (p<0,05).

Em trabalho desenvolvido no Brasil, Medeiros et. al.,, (2002),

avaliaram vérias forma de amidas na congelacdo de sémen de garanhdes em
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comparacdo com o glicerol e observaram um melhorias significativas no
parametro de motilidade total computadorizada (CASA) com a utilizacdo da
dimetilformamida a 5% (v/v). A utilizacdo da metilformamida a 5% e da
dimetilacetamida a 3% proporcionou melhores resultados de motilidade
progressiva em comparagdo com 0s outros crioprotetores. Gomes et. al.,
(2002), trabalhando com sémen de garanhdes Mangalarga Marchador também
obtiveram resultados superiores de Motilidade total computadorizada e
integridade de membrana com a utlizagdo da metilformamida e
dimetilformamida a 5% (v/v) em comparacdo ao glicerol. Alvarenga et. al.,
(2003), em estudo onde objetivou relacionar as variacdes de congelabilidade
entre racas utilizando os crioprotetores dimetilformamida a 5% e glicerol a 5%,
constatou num universo de 55 garanhfes de diferentes ragas, que 0s
parametros de motilidade total e motilidade progressiva (CASA) foram
superiores em relacao a dimetilformamida na maioria dos garanhdes utilizados
(40 de 55 individuos) e também observou uma melhoria nos parametros
avaliados em garanhdes onde apresentavam uma sensibilidade ao glicerol. Em
relacdo a preservacdo da integridade acrossomal, Landim — Alvarenga et al.,
(2005) concluiram que os crioprotetores a base de amidas, principalmente a
dimetilformamida e a meilformamida, foram mais eficientes em preservar este
parametro poés-descongelacdo em relacdo ao glicerol em avaliagbes de
microscopia eletronica e por sondas fluorescentes (FITC-PNA).

Vidament et al. (2002), ndo observaram diferencas em relagéo a taxa
de fertilidade por ciclo, em éguas inseminadas com sémen pés-descongelacao,
onde foram utilizados como crioprotetores glicerol nas concentracdes de 2 e
3% e dimetilformamida na concentracdo de 2% (46, 58, 50% respectivamente),
porém neste trabalho foram utilizados garanhdes de padrbes de
congelabilidade superiores.

Com a utilizagdo de sémen de um garanhdo com resultados
laboratoriais poOs-descongelacdo insatisfatérios com o glicerol como
crioprotetor, Medeiros (2003), em trabalho objetivando avaliar a fertilidade do
crioprotetor dimetilformamida em comparacao ao glicerol, inseminou 15 éguas
com sémen congelado com dimetilformamida como crioprotetor e 15 éguas
com glicerol, obteve um indice de fertilidade com o sémen congelado com a

dimetilformamida de 40% (6/15), com o glicerol nenhuma prenhes foi
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constatada. Resultados interessantes foram obtidos por Moffet et. al., (2003),
em experimento desenvolvido na Universidade do Colorado nos EUA, no qual
foi observado que a despeito de néo ter sido observada diferenca na motilidade
espermatica pos descongelamento quando o sémen foi congelado com DF ou
GLlI, os indices de fertilidade foram significativamente superiores no grupo de
éguas inseminadas com diluente de congelamento contendo DF (47%, 14/30)
quando comparado com glicerol (14%, 5/34).

Alvarenga et. al., (2005) relatou que esta caracteristica dos
crioprotetores a base de amida, de se adaptarem melhor como agentes
crioprotetores ao sémen de garanhfes, que apresentam resultados
insatisfatérios com o glicerol, possam estar relacionado a menor viscosidade
das amidas em relagcdo ao glicerol resultando em uma maior permeabilidade
destes crioprotetores consequentemente diminuindo o0s riscos de estresse
osmoticos nas células espermaticas. Esta observacdo também foi evidencia
por Zanh (2002), observaram resultados melhores e significativos de prenhes
(75%) quando utilizaram o meio para congelacdo de sémen equino MP50
(Papa et al., 2002), com a proporcédo de crioprotetor de 3% de glicerol e 2% de
dimetilformamida comparado com o diluidor M9 (Papa et al., 1998), o qual
continha apenas o glicerol a 5%. Neves Neto (2004) também obtiveram
resultados positivos na manutencao da viabilidade e fertilidade ao utilizar o
MP50, bem como os diluentes BME - Adaptado e FR4 com o crioprotetor
dimetilformamida.

Segundo Melo (2005), a associacao de glicerol 1% e metilformamida
4% ao diluente Botucrio®, foram eficazes na manutencdo da viabilidade
espermatica na metodologia de congelacdo usual e na metodologia em que o
sémen é refrigerado por 24 horas antes da congelacdo. Utilizando o mesmo
meio diluente de congelagéo (Botucrio®) em comparacéo ao lactose — EDTA e
ao diluente INRA 82, Pasquini et. al., (2007), observou que o Botucrio® foi mais
eficiente em manter a motilidade total nos tempos de 10 minutos e 60 minutos

pos — descongelacéo.
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3.1.3 — Taxa de congelagao

A taxa de congelacdo esta diretamente relacionada com a
permeabilidade da agua da célula, na auséncia de agentes crioprotetores cada
célula possui uma curva de congelacdo ideal. (Holt 2000). Uma curva de
congelacéo ideal deve ser lenta o bastante para permitir uma desidratacao
suficiente da célula espermatica para evitar a formacao de cristais de gelo
intracelular e rapida o bastante para evitar a exposicdo dos espermatozoides
nas soluc¢des hipersaturadas no momento da formacéo dos cristais de agua no
ambiente extracelular (Petrunkina 2007).

A formacéo de gelo faz com que a concentracdo de solutos na fracao
nao congelada do meio extracelular aumente, elevando a pressdo osmética e
causando saida da &gua do interior das células (Wolfe e Byant, 1999). A faixa
critica de temperatura para os espermatozoides é em torno de -3° C e -10° C,
nesta faixa de temperatura ocorre a formacao de cristais de gelo e liberacédo do
calor latente de fusdo, o qual acarreta um aumento de temperatura do sistema
e as maiores injurias celulares, devendo nesta faixa, a velocidade de
congelacdo ser o mais rapido possivel diminuindo o tempo desta etapa
(Watson, 1995)

Fatores isolados ou associados como a quantidade de solutos
(crioprotetores no meio de congelacao), tipo de envase, tempo e altura em
relacdo ao nivel do nitrogénio liquido, a qual as amostras de sémen sao
expostas durante a congelacao alteram a velocidade de congelacao afetando a
viabilidade espermatica apds a descongelacdo. (Papa et al., 1991; Squires et.
al. 1999; Tselutin et. al, 1999). Em relacdo ao método de envase foi
demonstrado por Alvarenga et. al., (2000), que amostras de sémen de
garanhdes congelados em palhetas de 0,5ml. foram superiores ao macrotubo
de 4ml nos parametros de motilidade total e integridade ultra-estrutural de
acrossoma. Posteriormente, Dell' aqua Jr. et. al., (2001) também obtiveram
valores de motilidade total superiores quando utilizaram palhetas de 0,5 e 0,25
ml com sistemas de envase de sémen eqlino comparado ao macro tubo de 4
ml em relacdo a integridade de membrana avaliada por sondas fluorescentes.
As amostras congeladas em palhetas de 0,25 ml foram superiores aos demais
sistemas de envase. Os autores atribuiram os melhores resultados obtidos com
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a congelacéo em palhetas ao fato de que menores volumes congelam de forma
mais homogénea.

A comparacdo entre sistemas de congelacdo automatizados, na
criopreservacdo de sémen suino, utilizados por Thurston et. al., (2003),
concluiram que o sistema no qual a taxa de congelacéo foi de -40°C/minuto foi
superior em manter a viabilidade espermética pds-descongelacdo aos demais
sistemas com taxa de congelacdo em torno de 6°C/minuto e atribuiu estas
melhorias na respostas pés-descongelacdo a taxas de congelacdo rapidas a
qual expbe a célula espermatica a um menor tempo na fase de liberacdo do
calor latente durante a formacéo dos cristais de gelo, o que € extremamente
prejudicial a célula espermatica. Papa et. al., (2003) num experimento onde foi
simulado varias curvas de congelacdo baseada na altura do sémen em relacéo
ao nivel de nitrogénio (1, 3, 6 e 9 cm), ndo obtiveram diferencas nos
parametros pdés-descongelacdo de Motilidade computadorizada (CASA) e
integridade de membrana espermatica atraveés de sondas fluorescentes. Nesta
mesma linha de pesquisa, Vilem (2004) também ndo observou diferenca entre
a congelacdo a 1cm do nitrogénio, com velocidade de congelacdo de
70°C/minuto, com a congelacdo a 3 cm do nivel do nitrogénio (20°C/minuto),
guando do uso da metilformamida e dimetlformamida no meio diluente INRA
82.

A importancia da taxa ou curva de congelacao na criopreservagao de
sémen suino foi evidenciada em trabalho desenvolvido por Medrano et. al.,
(2002), os quais investigaram a congelabilidade de sémen de cachagcos em
relacdo a taxa de congelacao e constataram que curvas de congelacéo rapidas
sdo mais eficazes em manter a viabilidade espermatica em comparacdo a
curvas lentas e atribuiu a diferenca entre a congelabilidade do sémen dos
cachacos utilizados no experimento relacionado a um fator genético ligado a
constituicdo da membrana espermatica de cada individuo. Em sémen de
garanhdes Devireddy et. al.,, (2002), associaram a permeabilidade da
membrana plasmatica, com crioprotetores e meios diluentes, com a curva ideal
para congelacdo do sémen de garanhdes e concluiram que curva de
congelacdo entre 29°C por minutos com a utilizagdo do diluente Kenney e

curvas em torno de 60°C por minuto em diluente a base de Lactose — EDTA,
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permitiram uma desidratacdo das células espermaticas dentro de seus limites
fisioldgicos, e foram ideais a congelacdo de sémen de garanhdes.

Em geral uma taxa de congelacdo tida como 6tima, na maioria das
espécies animais, varia entre 30 e 50°C/minuto, obedecendo a caracteristicas
de protocolos de congelagdo, variagbes entre espécies e individuais. Estas
curvas de congelacdo trazem resultados satisfatérios na viabilidade e
funcionalidade celular. (Devireddy, et. al., 2004; Thirumala, et. al., 2003; Kumar
et. al., 2003).
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4. MATERIAIS E METODOS

Experimento | - Avaliagao da congelabilidade do sémen de garanhoées,
quando utilizados os crioprotetores dimetilacetamida, metilformamida,

dimetilformamida e glicerol

| — Garanhoes

Foram utilizados 27 garanhfes de diferentes faixas etarias (5 a 18
anos) das racas Westfallen, Brasileiro de Hipismo, Quarto de Milha, Arabe,
Campolina e Mangalarga Marchador, por apresentarem caracteristicas
seminais adequadas ao processo de congelacdo como: Volume adequado,
Concentragdo maior do que trés bilhbes de espermatozéides totais no
ejaculado, motilidade total acima de 60%, Vigor acima de 3 (escala de 0 a 5),
patologia espermatica inferior a 40%, e histérico de prenhes relatado por
veterinarios e proprietarios acima de 60%.

Este experimento objetivou selecionar individuos, quanto a sua
congelabilidade, quando da utilizagao do glicerol como crioprotetor. Os valores
dos parametros de motilidade total, motilidade progressiva e integridade de
membrana dos 27 garanhdes utilizados estao dispostos no Anexo 1.

Foram utilizados os parédmetros esperméaticos de motilidade total e
integridade de membrana po6s-descongelacdo. Garanhfes que apresentassem
motilidade total acima de 35% e integridade de membrana acima de 20% eram
classificados como de congelabilidade aceitavel, garanhdes que
apresentassem sémen abaixo destes valores eram classificados como de
congelabilidade ndo aceitavel. Os garanhfes com parametros de motilidade
total acima de 35% e integridade de membrana abaixo de 20%, ou motilidade
total abaixo de 35% e integridade de membrana acima de 20% foram
classificados como intermediarios.

Para efeito de selecdo entre os melhores (Alta Congelabilidade) e
piores (Baixa Congelabilidade) garanhdes quanto a congelabilidade, nos
parametros de motilidade total e integridade de membrana, quando da
utilizacdo do glicerol, utilizou-se um modelo matematico, o qual incluiu uma

andlise descritiva dos valores de motilidade total e integridade de membrana de
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todos os garanhdes. Por ndo apresentarem uma distribuicdo normal no teste de
normalidade de Kolmogorof-Smirnoff, foram divididos em mediana e quartil,
superior e inferior. Um esquema simplificado da metodologia aplicada na

selecdo dos garanhdes do Experimento | é demonstrado na Figura 1.
Il - Colheita do sémen

A coleta de sémen procedeu-se com o auxilio de uma vagina artificial
(modelo Biotech Botucatu), sendo entdo o sémen filtrado para retirada da
porcao gel e imediatamente submetido as avalia¢cdes acima citadas.

Apos as avaliacdes o sémen foi diluido na proporcédo de uma parte de
sémen para uma parte de diluente & base de leite desnatado (Botu - Sémen®*)

para centrifugacao e posterior congelacao.
lll - Processamento do sémen destinado a congelagao

Apo6s a diluicdo do sémen com o meio de centrifugacdo (a base de
leite desnatado) procedeu-se uma centrifugacdo com uma forca de
aproximadamente 600xg por 10 minutos.

Imediatamente apdés a centrifugacdo, o sobrenadante (plasma
seminal mais o diluente de centrifugacdo) foi desprezado e os pellets (parte
concentrada de espermatozoides) ressuspendidos com o diluente de
congelamento FR4? acrescido dos crioprotetores na concentragéo de 5% (V/v):
Dimetilacetamida®, Metilformamida®,  Dimetilformamida® e  Glicerol®,
caracterizando os tratamentos; DA5; MF5, DF5 e GL5 respectivamente, numa
concentracdo esperméatica de 200 milhdes de espermatozdides por ml.

Posteriormente a diluicdo dos espermatozoides aos diluentes de
congelagcdo procedeu-se o envase das amostras em palhetas francesas de
0,5ml devidamente identificadas, sendo estas colocadas sob refrigeracdo a

! Botu — Sémen — Biotech Botucatu Ltda - Botucatu
2 FR4 — Nutricell - Campinas

®D 4254 — Sigma

*M 2769 — Sigma

®D 5511 - Sigma

® G 4094 — Merck
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temperatura de aproximadamente 5°C por um periodo de 1 hora. Apés esta
fase as amostras foram colocadas a 6 cm do nivel de Nitrogénio por 15 minutos
sendo entdo mergulhadas em Nitrogénio liquido (Papa et. al.,2003) e

armazenadas em botijao criobilégico para posterior avaliacao.

IV — Analises do sémen pés-descongelagao para classificagao

dos garanhoées quanto a congelabilidade

As amostras ap6s descongelacdo a 46°C por 20 segundos (Dell’Aqua

Jr, 2001), foram submetidas as seguintes avaliacdes:

o Andlise computadorizada do movimento espermatico com o
equipamento Hamilton Thorne® (IVOS - 10 Sperm Analyzer, Hamilton Thorne
Biosciences Inc., Beverly, MA, USA). Uma aliqguota de sémen apds a
descongelacdo foi depositado na camara de camara de Makler (Makler
Counting Chamber, Lexington, KY, USA) aquecida (38°C) e entéo introduzida
no aparelho. Foram avaliados cinco campos aleatoriamente e anotados 0s

valores de motilidade total e progressiva.

o Teste de integridade de membrana atravées das sondas fluorescentes
lodeto de propidio” e Carboxifluoresceina” segundo a técnica descrita por
Harrison & Vickers (1990) e modificada por Zuccari (1998).

Uma aliquota de sémen de 10pl foi diluida em 40ul da solucédo de
trabalho (Anexo 6), preparada a partir de uma solucdo de estoque (Anexo 2).
A avaliagdo foi realizada com o auxilio de um microscopio de epifluorescéncia
(Leica, DMIRB, Aotec Instrumentos Cientificos Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil),
com filtro WB e WG sob aumento de 100X (imersdo). Foram contadas 200
células em uma mesma lamina e classificadas como integras e lesadas,

conforme sua coloracao.

integros = Espermatozoéides corados em verde, em toda sua extensao.
Lesados = Espermatozoides corados em vermelho ou parcialmente corados

em vermelho.
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V — Analise estatistica

As comparacdes entre os individuos nos diferentes tratamentos de
crioprotetores nos parametros esperméaticos avaliados, foram efetuadas por
analise de variancia (ANOVA) e para evidenciar diferencas estatisticas ao nivel
de significancia de 5% utilizou-se o teste de TuKey (SAS, 1989).
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27 Garanhoes

\/

Amostras de sémen congeladas com Glicerol a 5% (v/v)

\

Descongelagao

\4

Motilidade Total (MT) e Integridade de Membrana plasmatica (IMP)

MT>35% / IMP<20% ? MT<35% / IMP>20%

MT>35% / IMP>20% MT<35% / IMP<20%
INTERMEDIARIOS
ACEITAVEIS NAO ACEITAVEIS

27 Garanhoes

\4

Motilidade Total (MT) e Integridade de Membrana plasmatica (IMP)

\

QUARTIL QUARTIL
INFERIOR MEDIANA SUPERIOR
BAIXA ALTA
CONGELABILIDADE CONGELABILIDADE

FIGURA 1 - Esquema da metodologia aplicada no Experimento I.
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EXPERIMENTO Il - Resisténcia ao estresse osmoético de espermatozéides
de garanhoes de alta e baixa congelabilidade frente aos diferentes
crioprotetores Metilformamida, Dimetilformamida, Dimetilacetamida e

Glicerol.

Apbés a caracterizagdo da congelabilidade dos garanhdes no
Experimento foram selecionados os garanhdes G4, G8, G11 e G14 como
pertencentes ao grupo de Alta congelabilidade (sendo este grupo composto por
um garanhdo da raca Brasileiro de Hipismo e 3 da raca Westfallen) e os
garanhdes G20, G22, G30, G31, G32 e G33 como grupo de Baixa

congelabilidade (individuos estes pertencentes a ragca Mangalarga Marchador).

| - Colheita, Avaliacao e transporte do sémen

Destes 10 garanhdes selecionados, foram coletados dois ejaculados
de cada garanhédo (20 ejaculados), sendo estes submetidos as avaliacdes de
motilidade Optica, concentracdo e volume e posteriormente diluidos em meio
diluente a base de leite desnatado (Botu sémen®’) na proporcdo de 3:1
(diluente: sémen). Apdés a manipulagdo sémen foi acondicionado em um
sistema de refrigeracdo (Botu - Box®®), permanecendo em uma temperatura
entre 15 e 20°C e transportado ao laboratério em um intervalo de 3 a 4 horas.

Il - Teste de Resisténcia Osmoética

Na chegada ao laboratério o sémen foi novamente avaliado quanto
aos parametros de motilidade e concentracdo sendo utilizado uma quantidade
de 2 bilhGes de espermatozdides modveis por ejaculado. Posteriormente a
aliquota de sémen contendo 2 bilhdes de espermatozoides, foi submetida a
centrifugagdo (600xg/ 10 minutos) e ressuspendida com 4 ml de meio diluente
a base de leite desnatado com osmolaridade regulada para 300 mOsm .

Para caracterizar o Grupo Controle uma aliquota de 10ul do sémen

pos-centrifugacdo e ressuspendido em diluente a base de leite desnatado a

" Botu - Sémen®" — Biotech Botucatu Ltda- Botucatu
¢ Botu - Box®? - Biotech Botucatu Ltda- Botucatu
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300 mOsm, foi submetida as avaliacbes de Motilidade computadorizada
(CASA) e outra aliquota de 150 pl de sémen as avaliacGes de integridade de
membrana plasmatica, acrossomal e potencial de membrana mitocondrial
através de microscopia de fluorescéncia com o protocolo de combinagdo das
sondas: lodeto de propidio, FITC PSA e JC1.

Posteriormente o volume de 4 ml de sémen diluido contendo os 2
bilhbes de espermatozéides, foi fracionado em quatro tubos (no volume de 1 ml
cada tubo, contendo 500 milhdes de espermatozéides moveis por tubo). Em
seguida foram adicionadas 1ml das solu¢cdes contendo os crioprotetores
Dimetilacetamida, Dimetilformamida, Metilformamida e Glicerol numa
concentracdo de 2 Molar. Com essa diluicdo a solucdo de crioprotetores e
sémen ficaram numa concentragdo de 1 Molar em um volume de 2 ml e uma
concentracao de 250 milhdes de espermatozoides por ml.

Nesta etapa os espermatozoides foram expostos a uma osmolaridade
de 1318 mOsm, 1280 mOsm, 1388 mOsm e 1424 mOs, nos meios contendo a
concentracdo de 1 Molar dos crioprotetores; Dimetilacetamida, Metilformamida,

Dimetilformamida e Glicerol, respectivamente.

Os espermatozoides foram incubados por 10 minutos nas diferentes
solucbes de crioprotetores e apds este periodo uma aliquota de cada

tratamento foi submetida a avaliacbes descritas anteriormente.

Apdés a incubagcdo nas solugbes hiperosmoticas dos diferentes
crioprotetores, os mesmos foram diluidos em solugdo a base de leite
desnatado a 300mOsm na proporgéo de 6:1 (solucdo a 300mOsm: solucédo a 1
Molar dos diferentes crioproetores), no intuito de retornar a isosmolaridade (300
mOsm), sendo entdo novamente incubada a 10 minutos e submetidas as
avaliacdes anteriormente citadas. Um esquema da metodologia aplicada no

Experimento Il esta demonstrado na Figura 3.

lll — Avaliagées de Motilidade espermatica computadorizada

As amostras foram avaliadas pelo equipamento Hamilton Thorne®
(IVOS - 10 Sperm Analyzer, Hamilton Thorne Biosciences Inc., Beverly, MA,

USA). Uma aliquota de sémen foi depositada na camara de camara de Makler
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(Makler Counting Chamber, Lexington, KY, USA) aquecida (38°C) e entdo
introduzida no aparelho. Foram avaliados cinco campos aleatoriamente, onde
foram selecionados cinco campos, aleatoriamente, por amostra. Foram

avaliados os seguintes parametros espermaticos:

o Motilidade total
o Motilidade progressiva
o Percentual de espermatozoides rapidos
o Percentual de Linearidade espermatica
IV - Protocolo de analise da integridade da membrana

espermatica, acrossomal e fungao mitocéndrial através de

sondas fluorescentes.

Foram utilizadas a associacdes de sondas lodeto de Propidio
(28,707-5, sigma) para avaliacdo da membrana espermatica, FITC-PSA (L-
0770, sigma) para integridade de membrana acrossomal e JC-1 (T3168,
Molecular Probes) para fungdo mitocondrial, segundo a técnica descrita por
CELEGHINI (2005). Anexo - 3.

As andlises foram realizadas com o auxilio de um microscopio de
epifluorescéncia (Leica, DMIRB, Aotec Instrumentos Cientificos Ltda., Sao
Paulo, SP, Brasil), com filtro WB e WG sob aumento de 100X (imers&o). Foram

contadas 200 células em uma mesma lamina.

Com o objetivo de avaliar a integridade da membrana plasmatica e
acrossomal e funcdo mitocéndrial, os espermatozoéides foram classificados em

oito grupos, conforme sua coloracdo (Exemplificados na FIGURA 2):

1. Espermatozoide com a regido da cabeca corada em verde apresenta
membrana plasmatica integra, o acrossoma intacto apresenta-se nao corado e
peca intermediaria (mitocéndrias), corada de laranja a vermelho, representa

alto potencial de membrana mitocéndrial.
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2. Espermatozoide com membrana integra (verde), com acrossoma
intacto (ndo corado) e baixo potencial de membrana mitocondrial (peca

intermediaria corada de verde).

3. Espermatozéide com membrana plasmatica (verde), com acrossoma
lesado (corado de verde) e alto potencial de membrana mitocondrial (peca

intermediéria coradas de vermelho).

4. Espermatozéide com membrana plasmatica integra (verde) com
acrossoma lesado (corado de verde) e potencial de membrana mitocondrial

baixo (peca intermediaria corada de verde).

5. Espermatozéide com membrana plasmatica lesada (corado de
vermelho), com acrossoma intacto (ndo corado) e alto potencial de membrana

mitocondrial (peca intermediaria corada de laranja a vermelho).

6. Espermatozéide com membrana plasméatica lesada (corado de
vermelha), com acrossomo intacto (ndo corado) e potencial de membrana

mitocOndrial baixo (pec¢a intermediaria corada de verde).

7. Espermatozéide com membrana plasmatica lesada (corada de
vermelho), com acrossoma lesado (corado de verde) e potencial de membrana

mitocondrial alto (corado de laranja a vermelho).

8. Espermatozdide com membrana plasmatica lesada (corada em
vermelho) com acrossoma lesado (corado em verde) e potencial de membrana

mitocondrial baixo (pec¢a intermediaria corada de verde)
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Figura 2 — A: Célula esperméatica com membrana plasmatica lesada,
membrana acrossomal integra e alta funcdo mitocondrial; B e
C: Células esperméticas com membrana plasmética e
acrossomal lesadas e baixa funcdo mitocéndrial; D: Célula
espermética com membrana plasmatica e acrossomal integras
e alta funcdo mitocondrial; E: Células espermaticas com
membrana plasmatica lesada, membrana acrossomal integra e
baixa func¢do acrossomal.
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[ COLHEITA E AVALIAGAO DO SEMEN ]

v

[ TRANSPORTE DO SEMEN ]
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| AVALIACOES ESPERMATICAS |

FIGURA 3 - Esquema da metodologia aplicada no Experimento II.
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V — Analise estatistica

As comparacdes entre os diferentes tratamentos de crioprotetores
nos parametros espermaticos avaliados, foram efetuadas por analise de
variancia (ANOVA) e para evidenciar diferencas estatisticas ao nivel de
significancia de 5% utilizou-se o teste de TuKey (SAS, 1989).

EXPERIMENTO Illl — Efeito do estresse osmético, induzido por diferentes
crioprotetores sobre a fertilidade do sémen fresco de garanhodes de alta e

baixa congelabilidade.

| — Garanhoes

Para a realizacdo do teste de fertilidade do sémen fresco submetido
ao estresse osmotico, selecionou-se um garanhdo de alta congelabilidade
(G11) da raca Westfallen e um garanhdo de baixa congelabilidade (G33) da
raca Mangalarga Marchador. Na primeira estacdo de monta compreendida de
Outubro de 2004 a Abril de 2005 foi utilizado o garanhdo G 11, na segunda
estacao de monta compreendida de Outubro de 2005 a abril de 2006 utilizou-se

o garanhao G33.

Il - Colheita, processamento do sémen e padronizagao das doses

inseminantes

A colheita e o processamento do sémen procedeu-se como no
Experimento 1l, sendo as doses inseminantes compostas do Ssémen
centrifugado e ressuspendido em solucdo a base de leite desnatado a 300
mOsm (grupo controle) e sémen submetido ao estresse osmotico, com 0s
diferentes tratamentos de crioprotetores. O volume padrdo da dose

inseminante foi de 15 ml e concentracao de 500 milhdes de espermatozoides.
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lll - Inseminagao Artificial

Foram utilizadas um total de 25 éguas de racas variadas, com idades
entre 5 a 10 anos em perfeitas condicbes de saude geral e reprodutiva,
mantidas em regime de pasto com suplementacdo de concentrado e sal
mineralizado. Foram utilizados 125 ciclos para cada garanhdo, sendo
inseminados 25 ciclos como grupo controle e 25 ciclos com cada um dos
crioprotetores Dimetilacetamida, Metilformamida, Dimetilformamida e Glicerol
totalizando 125 ciclos. Esta distribuicdo dos ciclos permitiu que cada égua
fosse inseminada uma vez com o controle e uma vez com cada crioprotetor,

totalizando 5 ciclos por égua.

Apoés a constatacdo do cio, as éguas foram monitoradas diariamente
atraveés de palpacao retal e ultra-sonografia, com a deteccdo de um foliculo de
35 mm e bom edema uterino, foram administrados Extrato de Pituitaria Equina

na dose de 10mg como agente indutor de ovulacéo (Medeiros et. al. 2005)

As éguas foram inseminadas apds 36 a 40 horas da inducdo da
ovulacdo e o diagnéstico de prenhes foi realizado com auxilio de ultra-som
apos 12 a 15 dias da ovulacdo. ApOs a deteccdo ou ndo da prenhes foi
administrado uma dose de 5 mg de dinoproste (Lutalise®) intra-muscular, para

induzir a lutedlise e o retorno do cio novamente.

IV — Analise estatistica

As comparacgdes entre as taxas de fertilidade nos diferentes grupos
foram efetuadas através do Teste de Fisher com significancia de 5% (SAS,
1989).
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5. RESULTADOS

EXPERIMENTO | - Avaliacao da congelabilidade do sémen de garanhées
quando utilizados os crioprotetores dimetilacetamida, metilformamida,

dimetilformamida e glicerol

Observou-se uma superioridade (p<0,001) dos tratamentos amidas
(DA5, MF5 e DF5) em relagdo ao glicerol nas variaveis de motilidade total,
sendo o tratamento DAS inferior as demais amidas e superior ao GL5 nos 27
garanhdes avaliados. Nos resultados de motilidade progressiva
computadorizada o tratamento MF foi superior (p<0,001) aos demais
tratamentos, o tratamento DF5 superior ao DA5 e este ao GL5. Quanto a
integridade de membrana as amidas apresentaram resultados superiores ao
glicerol (p<0,001). Tabela 1 e Gréfico 1.

Baseados nos resultados de motilidade total e integridade de
membrana espermatica pos — descongelacao deste experimento os garanhdes
foram classificados como individuos de congelabilidade aceitdvel e néo
aceitavel. Grafico 2.

Dos 27 garanhbes nove deles foram classificados como de
congelabilidade aceitavel (G2, G3, G4, G6, G7, G8, G11, G13 e G14) e doze
como de congelabilidade néo aceitavel (G10, G15, G16, G20, G22, G23, G25,
G30, G31, G32, G33, G34) os demais 6 Garanhdes (G1, G5, G9, G12, G21 e
G26), se enquadraram em um grupo intermediario.

Entre os garanhfes de congelabilidade aceitavel ndo se observou
diferenca em relacdo a motilidade total entre os crioprotetores (p>0,05), porém
no parametro de integridade de membrana as amidas foram superiores ao
glicerol, sendo o tratamento com MF5 superior aos demais (p=0,027). Tabelas
2 e Grafico 3.

No grupo de garanhdes classificados como de congelabilidade n&o
aceitavel os tratamentos amidas foram superiores ao glicerol, nos parametros
de motilidade total e integridade de membrana, sendo o tratamento DF5

superior aos demais nestes parametros (p<0,001). Tabela 3 e Grafico 4.
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No intuito de selecionar a populacdo de individuos que
apresentassem uma maior resisténcia ao congelamento baseado na resposta
poés - descongelacdo, utilizando o glicerol como crioprotetor, foram
selecionados individuos que apresentassem motilidade total computadorizada
superior a 50% e integridade de membrana superior a 27,5%, enquadraram-se
neste grupo 4 animais (G4, G8, G11 e G14) tendo sido estes classificados
como de Alta Congelabilidade. Neste grupo de animais o0s quais, nao se
observou uma diferenca entre os tratamentos amidas em relagéo ao tratamento
glicerol para nos parametros motilidade total e progressiva computadorizada
(p>0,005). Quanto ao parametro de integridade de membrana também néao
ocorreu diferencas entre os tratamentos amidas e o glicerol. Tabela 4 e Grafico
5eb6.

Foram classificados como de Baixa Congelabilidade o grupo de
animais com motilidade total computadorizada abaixo de 6,25 % e integridade
de membrana inferior a 9,5% utilizando o tratamento GL5, os quais se
enquadraram os garanhfes G20, G22, G30, G31, G32 e G33. Neste grupo
também ndo se observou diferenca entre os tratamentos amidas nos
parametros de motilidade total e integridade de membrana, porém os
resultados destes tratamentos em relacdo ao glicerol foram altamente
significativos. Tabela 5 e Grafico 5 e 6.

As Figuras 4 e 5 ilustram o esquema de selecdo dos garanhdes
segundo os parametros de motilidade total e integridade de membrana tendo

com referencia o tratamento GL5.
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6.25% 27% 50%

FIGURA 4 - llustragdo da curva, com mediana, para distribuicdo da motilidade
total do tratamento com glicerol incluindo a selecédo dos garanhdes

pertencentes ao quartil superior e inferior.

9.5% 17% 27 5%

FIGURA 5 - llustracédo da curva, com mediana, para distribuicdo da integridade
de membrana do tratamento com glicerol incluindo a selecdo dos

garanhdes pertencentes ao quartil superior e inferior.
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TABELA 1 - Média em porcentagem e Desvio Padrdo dos parametros

espermaticos de motilidade total (MT) e motilidade progressiva
(MP) computadorizada e integridade de membrana plasméatica
(IMP) em comparagao aos tratamentos DA (dimetilacetamida a
5%), MF (metilformamida a 5%), DF (dimetilformamida a 5%) e

GL (glicerol a 5%), de diferentes garanhdes (n=27).

Parametros DA MF DF GL
MT 44+226° 525+215° 54+20*° 30,6+251°
MP 13,1+9,8° 20,3+11,10° 17+10,7° 12,8+10,7°
IMP 30,7+13,7%° 36+133* 34+129* 18,6+13"

abc

Médias seguidas de letras diferentes diferem estatisticamente p<0,001.

TABELA 2 - Média em porcentagem e Desvio Padrdo dos parametros

espermaticos de motilidade total (MT) e motilidade progressiva
(MP) computadorizada e integridade de membrana plasmatica
(IMP) em comparacédo aos tratamentos DA (dimetilacetamida a
5%), MF (metilformamida a 5%), DF (dimetilformamida a 5%) e

GL (glicerol a 5%), de garanhfes de congelabilidade aceitavel

(n=9).
Parametros DA MF DF GL
MT 53+225 69+122 653+126 56+134
MP 18+10,5° 285+95° 224+9° 225+57°
IMP 36,7+ 15,5° 50,3+8,6° 41,3+16,5° 33,6+6,6°

acd pmadias seguidas de letras diferentes diferem estatisticamente p<0,05.
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TABELA 3 - Média em porcentagem e Desvio Padrdo dos parametros
espermaticos de motilidade total (MT) e motilidade progressiva
(MP) computadorizada e integridade de membrana plasmatica
(IMP) em comparacao aos tratamentos DA (dimetilacetamida a
5%), MF (metilformamida a 5%), DF (dimetilformamida a 5%) e
GL (glicerol a 5%), de garanhfes de congelabilidade n&o

aceitavel (n=12).

Parametros DA MF DF GL
MT 33,5+20,5° 354+17,6° 41,3+19,8° 9+10,7°
MP 8,5+ 6,2° 12471  122+74° 45+71°
IMP 26,5+13,8° 28,1+7,7° 284+84* 7,33%59"

abc

Médias seguidas de letras diferentes diferem estatisticamente p<0,001.

TABELA 4 — Média em porcentagem e Desvio Padrdo dos parametros
espermaticos de motilidade total (MT) e motilidade progressiva
(MP) computadorizada e integridade de membrana plasmatica
(IMP) em comparacédo aos tratamentos DA (dimetilacetamida a
5%), MF (metilformamida a 5%), DF (dimetilformamida a 5%) e

GL (glicerol a 5%), dos garanhfes de alta congelabilidade

(n=4).

Parametros DA MF DF GL
MT 68+11,8 75,7+13,7 715+10,2 625+127
MP 24+57 32+12,3 27,7+ 6,4 23,2+6,1

IMP 38,7156 457+81 40,7x122 37,712
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TABELA 5 - Média em porcentagem e Desvio Padrdo dos parametros
espermaticos de motilidade total (MT) e motilidade progressiva
(MP) computadorizada e integridade de membrana plasméatica
(IMP) em comparagéo aos tratamentos DA (dimetilacetamida a
5%), MF (metilformamida a 5%), DF (dimetilformamida a 5%) e

GL (glicerol a 5%), dos garanhdes de baixa congelabilidade

(n=6).
Parametros DA MF DF GL
MT 31,8+251% 33,1+14,3* 355+20,7%° 1,5+234°
MP 7,1+ 6,7% 9,8 + 5,4° 8+6,8° 0,33+0,81%°
IMP 275+13,8% 30+85* 283+10,8% 2+0,63°

abc

Médias seguidas de letras diferentes diferem estatisticamente p<0,0001

GRAFICO 1 - Comparacéo dos parametros de motilidade total e integridade de
membrana espermatica pds-descongelacdo entre os garanhdes
de congelabilidade aceitavel e ndo aceitavel, segundo os

diferentes tratamentos.
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GRAFICO 2 - Comparacdo dos parametros de Motilidade Total e Integridade

% (média + desvio padréo)

de Membrana espermatica pos-descongelacdo entre 0s

garanhfes de congelabilidade aceitavel e ndo aceitavel.
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GRAFICO 3 - Comparacao dos parametros de motilidade total e integridade de

% (média + desvio padrao)

100+

membrana espermatica pos-descongelacdo entre os garanhdes

de congelabilidade aceitavel, segundo diferentes tratamentos.
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GRAFICO 4 - Comparacao dos parametros de motilidade total e integridade de

% (média + desvio padrao)

membrana espermatica pos-descongelacdo entre os garanhdes
de congelabilidade ndo aceitavel, nos tratamentos DA
(dimetilacetamida a 5%), MF (metilformamida a 5%), DF

(dimetilformamida a 5%) e GL (glicerol a 5%).

75-
— MOTILIDADE TOTAL
A === INTEGRIDADE MEMBRANA
A A
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DA MF DF GL DA MF DF GL
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GRAFICO 5 - Comparacdo entre garanhdes de Alta (n=4) e Baixa

% (média + desvio padrao)

100

congelabilidade (n=6) no parametro de motilidade total
espermatica pos-descongelacdo nos tratamentos DA
(dimetilacetamida a 5%), MF (metilformamida a 5%), DF

(dimetilformamida a 5%) e GL (glicerol a 5%)

Alta Congelabilidade  Baixa Congelabilidade
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GRAFICO 6 — Comparacdo entre garanhdes de Alta (n=4) e Baixa (n=6)
congelabilidade quanto as médias de Integridade de
membrana espermatica pos-descongelacdo nos tratamentos
DA (dimetilacetamida a 5%), MF (metilformamida a 5%), DF
(dimetilformamida a 5%) e GL (glicerol a 5%)

% (média + desvio padrao)

Alta Congelabilidade Baixa Congelabilidade

Il - EXPERIMENTO Il

Os resultados dos parametros espermaticos de motilidade total
computadorizada, entre os 10 garanhdes de alta e baixa congelabilidade,
utilizados no experimento, apresentaram uma queda na motilidade total quando
0s espermatozoides foram expostos as solucfes hiperosmdéticas (1Molar), nos
diferentes tratamentos em relacdo ao controle. Sendo esta caracteristica mais
evidente no tratamento DA. O tratamento MF foi superior frente aos demais
porem inferior ao controle (p<0,001). No parametro de motilidade progressiva
também ocorreu um decréscimo dos valores em relacdo ao controle, como na
motilidade total o tratamento DA apresentou um valor inferior aos demais

tratamentos e o MF5 superior aos demais tratamentos (p<0,001).
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No percentual de espermatozéides rapidos os resultados entre os
tratamentos de crioprotetores foram inferiores ao grupo controle, sendo
tratamento MF superior aos demais. O tratamento DAS5 foi inferior, aos demais
tratamentos e o tratamento GL superior ao DF (p<0,001).

Quanto a integridade de membrana observou-se uma queda dos
resultados de todos os tratamentos frente ao controle, porém as amidas foram
superiores ao tratamento glicerol e entre as amidas o tratamento DF foi
superior as demais (p<0,001). Nos resultados de potencial de membrana
mitocdndrial observou-se uma queda dos indices em relacéo ao grupo controle,

porem n&o houve diferenca entre os tratamentos. Tabela 6.

Quando as amostras dos diferentes tratamentos expostas em
condicbes de isosmolaridade, ocorreu um decréscimo de todos os valores dos
parametros avaliados em comparagdo ao controle. Na motilidade total nao
houve diferenca entre os tratamentos amidas, porém estes se mostraram
superiores ao GL5 (p<0,001). Em relacéo a motilidade progressiva o tratamento
MF apresentou-se superior a todos os tratamentos e nao houve diferenca

significativa entre os demais (p<0,001).

No percentual de rapidos o grupo controle foi superior aos

crioprotetores e os tratamentos amidas superiores ao glicerol (p<0,001).

Nas avaliacGes de integridade de membrana plasmatica e acrossomal
ocorreu uma diminui¢do no percentual de células integras em relacédo ao grupo
controle, porém os tratamentos amidas se mostraram superiores ao glicerol.
Observou-se uma diminuicdo dos resultados do potencial de membrana
mitocondrial, dos diferentes crioprotetores em relacao ao controle (p<0,001), no

entanto entre os tratamentos nédo houve diferenca (Tabela 7).

Na avaliacdo do estresse osmoético dos garanhdes de alta
congelabilidade os resultados sao apresentados nas Tabelas 8 e 9. Quando os
espermatozoides foram expostos nas solucdes hipertonicas a 1 Molar dos
diferentes crioprotetores ocorreu um decréscimo da motilidade total em relacao
ao controle, o crioprotetor MF apresentou-se superior aos demais tratamentos,

nao foram observadas diferencas entre os tratamentos DF e GL (p>0,005),



RESULTADOS 46

sendo tratamento DA, 0 que apresentou uma maior queda de motilidade em

comparagao aos demais tratamentos (P<0,001).

Em relacdo a manutencao da motilidade progressiva os crioprotetores
MF, DF e GL, foram superiores ao tratamento DA, porem inferiores ao controle.
Em relagdo a percentagem de espermatozoides rapidos, observou-se um
decréscimo dos resultados nos diferentes tratamentos em relagdo ao controle,

sendo o tratamento MF superior aos demais. (p<0,001).

Quando avaliado o parametro de integridade de membrana plasmética
o tratamento DF foi superior aos demais, sendo o MF5 superior ao GL5 e ao
DA5 (p<0,001). No potencial de membrana mitocéndrial ndo houve diferenca
entre o tratamento DF5 e o controle, o tratamento MF5 foi semelhante ao GL5

e o tratamento DAS inferior a todos os tratamentos (p<0,001) - Tabela 8.

Quando do retorno na condicdo de isosmolaridade a motilidade total
dos tratamentos amidas, foram superiores ao tratamento glicerol, porém
inferiores ao controle (p<0,001), Quanto a motilidade progressiva os diferentes
tratamentos apresentaram valores inferiores ao controle, sendo o tratamento
MF superior aos demais tratamentos, os tratamentos DA5 e DF5 néo
apresentaram diferencas estatisticas entre si, porém foram superiores ao GL5.
No percentual de linearidade espermatica ndo foi observado diferencas entre
0s crioprotetores e o controle, no percentual de espermatozoides rapidos todos
0s tratamentos apresentaram valores inferiores em relacdo ao controle, no
entanto as amidas obtiveram valores superiores em relagdo ao glicerol. Nos
parametros de integridade de membrana plasmética, acrossomal e potencial de
membrana mitocondrial as amidas foram superiores ao tratamento glicerol,

porém inferiores ao controle (p<0,001), dados estes apresentados na Tabela 9.

No grupo de garanhbes de baixa congelabilidade, quando os
espermatozoides foram expostos nas solucdes hipertbnicas a 1 Molar, também
resultou em uma diminuicdo da motilidade total em relagdo ao controle, o
tratamento DA apresentou uma maior diminuicdo neste parametro, o
tratamento MF foi superior aos demais tratamentos, seguido dos tratamentos
DF e GL. (p<0,001). Quanto a motilidade progressiva ndo houve diferenca
entre os crioprotetores (p>0,05), porém estes apresentaram-se inferiores ao
controle (p<0,001).
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No percentual de espermatozoides rapidos todos os tratamentos foram
inferiores ao controle e o MF, foi superior aos demais tratamentos (p<0,001).
Em relacdo a integridade de membrana plasmatica o tratamento DA foi superior
aos demais tratamentos, sendo estes inferiores ao controle. No potencial de
membrana  mitocondrial o controle foi superior a todos o0s

crioprotetores(p<0,001). Tabela 10.

Em condi¢cbes de isosmolaridade, a motilidade total entre as amidas
forma semelhantes ao controle e superiores ao GL. Em relacdo a motilidade
progressiva o MF5 néo diferiu em relacdo ao controle e foi superior aos demais
tratamentos. No percentual de espermatozdéides rapidos os tratamentos amidas

nao diferiu ao controle e foram superiores ao glicerol (p<0,0001).

Quanto a integridade de membrana plasméatica os tratamentos amidas
foram superiores ao GL5 (p<0,001) e inferiores ao controle. Na integridade
acrossomal os resultados foram semelhantes ao da integridade de membrana.
Em relacdo ao potencial de membrana mitocondrial os grupos amidas
semelhantes ao controle (p>0,05) e superiores ao glicerol (p<0,001) - (Tabela
11).
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Tabela 6 — Média em percentagem e Desvio padrédo dos parametros de

Motilidade Total (MT), Motilidade Progressiva (MP), Linearidade
(LIN), Répidos (RAP), Integridade de Membrana (IMP),
Integridade Acrossomal (IAC) e Potencial

(PMM +) de espermatozdides de garanhdes

de Membrana
Mitocondrial
expostos ao estresse osmético em solugbes a 1 Molar dos
crioprotetores, dimetilacetamida (DA), metilformamida (MF),
dimetilformamida (DF) e glicerol (GL). (n=10 garanhdes/ 20

ejaculados)

Parametros Controle DA MF DF GL

MT 81,4+9,1* 129+152° 615+16,1° 44,6£22,6° 41,7+2472°
MP 36,8+ 13,2 3,4+ 4° 13,2+10,2° 8,2+12,1  10+8,3"™
LIN 434+6,2 404+199 385+55  39,7+7,1 433+6,6
RAP 744+ 125 69+8,1° 30,93+18° 136+114° 192+196°
IMP 61,8+ 13,6° 48,4+ 9,4 492+ 84" 53+ 12°  42,3+12,1°
IAC 86,256  84,8+7,9  89,2+54 85,784  852+99

PMM + 61+12,4° 39,2+154° 43+139° 485+18,3" 432+14.8"

abcd

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,001)
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Tabela 7 — Média em percentagem e Desvio padrdo dos parametros de

Motilidade Total (MT), Motilidade Progressiva (MP), Linearidade
(LIN), Répidos (RAP), Integridade de Membrana (IMP),
Integridade Acrossomal (IAC) e Potencial de Membrana
Mitocondrial (PMM +), dos espermatozoéides de garanhdes em
solucdo isosmotica, apO0s serem submetidos ao estresse
osmético nas solucbes hiperosmoéticas dos crioprotetores,
dimetilacetamida (DA), metilformamida (MF), dimetilformamida

(DF) e glicerol (GL). (n=10 garanhdes/ 20 ejaculados).

Parametros Controle DA MF DF GL
MT 81,449.1% 66,3+15° 72,8+11,4° 66,7+13,4° 43,3+24,5°
MP 36,8+13,2% 19,6+11,5° 28,4+12,4° 22,8+11,1° 16,6+11,8°
LIN 43,4+6,2 35,3+4 39,2426  37,3+3,3  40,3+13,8
RAP 74,4+12,5* 50,8420,4° 554+17,8° 53+16,7° 24,4+19,8°
IMP 61,8+13,8° 37,6+9,4° 40,4+8,4° 38,1+1,6° 22+134°
IAC 86,2+5,6° 69+11,8°  71+12,2° 68,3+13,7° 49,5+13,9°
PMM + 61+12,4* 56,5495 57,2+48,9° 59+10,6° 43,6+10,6

abc

Médias seguidas de letras na mesma linha diferentes diferem estatisticamente (p<0,001)
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Tabela 8 - Média em percentagem e Desvio padrdao dos parametros de
Motilidade Total (MT), Motilidade Progressiva (MP), Linearidade
(LIN), Rapidos (RAP), Integridade de Membrana (IMP),
Integridade Acrossomal (IAC) e Potencial de Membrana
Mitocondrial (PMM +) dos espermatozoéides de garanhdes de alta
congelabilidade expostos ao estresse osmaético em solugbes a 1
Molar dos crioprotetores, dimetilacetamida (DA), metilformamida
(MF), dimetilformamida (DF) e glicerol (GL). (n=4 garanhdes/ 8
ejaculados)
Parametros Controle DA MF DF GL
MT 845+7,4% 135+16,9° 66+8,6° 48,2 +22° 48,9+ 22,7°
MP 359+11*  3,4+45° 13+ 10° 10+ 13,7 12,4+8,3"
LIN 428+46 379+147 379+59 38 + 3,53 41,4+ 6,6
RAP 78,7£9,8° 6,4+92% 276+13,7° 13,9+124% 235+21"
IMP 66+ 13,5* 50,2+9° 526+6,1° 57+11,3° 46,3+ 10,6°
IAC 87,1+51  88,2+3.2 90,6+ 2,1 88,8+ 3 89,2+ 5,4
PMM + 66,4+ 9,4°  46x 11° 50 +7,3° 57,8+ 10° 50,2 +8,6°

abced

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05)
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Tabela 9 - Média em percentagem e Desvio padrdao dos parametros de

Motilidade Total (MT), Motilidade Progressiva (MP), Linearidade
(LIN), Rapidos (RAP), Integridade de Membrana (IMP),
Integridade Acrossomal (IAC) e Potencial de Membrana
Mitocondrial (PMM +), dos espermatozdides de garanhdes de alta
congelabilidade, em solucdo isosmotica, apos serem submetidos
ao estresse osmoético nas solugdes hiperosmoticas dos
crioprotetores, dimetilacetamida (DA), metilformamida (MF),
dimetilformamida (DF) e glicerol (GL). (n=4 garanhdes/ 8

ejaculados).

Parametros Controle DA MF DF GL
MT 84,5+7,4% 70,2+12,4° 73,8+12,2° 70,5+9,3°  49+20,4°
MP 35,9+11% 21+11,5"° 26,9+12,8° 24+10,7°° 17,3+9,3°
LIN 42,8+4,6  35+4,3 38,6+2,1  36,7+3,2 40,1+15,6
RAP 78,749,8% 53,5+18,2° 54,8+19,6° 56,5+11,3° 24,8+18,3°
IMP 66+13,5°  40,91+8°  43,626,3° 42,4+9,9°  28+10,1°
IAC 87,1+51%  75+6,4°  77,2+58° 74,6+9,9° 54,9+12°
PMM + 66,4+9,4° 593+9°  60,3+8,2° 62,7£9,3° 46,7+10,6°

apédias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,001)
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Tabela 10 - Média em percentagem e Desvio padrdo dos parametros de

Motilidade Total (MT), Motilidade Progressiva (MP), Linearidade

(LIN), Répidos (RAP), Integridade de Membrana (IMP),

Integridade Acrossomal (IAC) e Potencial de Membrana

Mitocondrial (PMM +) dos espermatozéides de garanhdes de

baixa congelabilidade expostos ao estresse osmético em

solugdes a 1 Molar dos crioprotetores, dimetilacetamida (DA),

metilformamida (MF), dimetilformamida (DF) e glicerol (GL). (n=6

garanhdes/ 12 ejaculados)
Parametros Controle DA MF DF GL

MT 72,7+8,4% 11,2+10,8" 49+26,1° 34,7+245° 22+17,8%
MP 39,5¢19,9° 35+3°  13,7¢12° 3,25+2,63" 3,5+3,5"
LIN 45+ 10,1 47,5£322 40,2+4,2 4225+12,58 44,7+6,9
RAP 62,5¢12,1°  82+4,5°  40+27,2° 12,749,229  7,5+8,8°
IMP 50,2 3,5  43,5+10° 39,7+6,8" 42,25+6,08" 31,2495
IAC 83,7+7,1 722+96 855+9,8 77,25#13,15 74%11,5
PMM + 46,2+ 5°  20,5+85° 23,7+7,3° 23,00+4,32" 237+9,1°

abed

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,001)
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Tabela 11 - Média em percentagem e Desvio padrdo dos parametros de
Motilidade Total (MT), Motilidade Progressiva (MP), Linearidade
(LIN), Répidos (RAP), Integridade de Membrana (IMP),
Integridade Acrossomal (IAC) e Potencial de Membrana
Mitocondrial (PMM +), dos espermatozodides de garanhdes de
baixa congelabilidade, em solugdo isosmaética, ap6s serem
submetidos ao estresse osmatico nas solugdes hiperosmoticas
dos crioprotetores, dimetilacetamida (DA), metilformamida (MF),

dimetilformamida (DF) e glicerol. (n=12 ejaculados/6 garanhdes).

Parametros Controle DA MF DF GL
MT 72,748,4% 555+18%  70+9,9° 56,2+18,6° 27,7+3,3"
MP 39,5+19,9° 16+12,3°  32,7+12* 19,5+13,1° 14,7+18,7"
LIN 45+10,1 36+3,7  40,75#3,7 39+3,16  40,7+8,73
RAP 62,412,1%° 43,2427,2° 57,2+13,7° 43,5+26,8" 23,2+26,8"
IMP 50,243,5° 28,7+¢7,6° 31,754¢7,8° 26,246,7° 55433
IAC 83,747,1* 52,7456 53,75+7°  51+3,6°  34,7+4,5°
PMM + 46,245  48,7+62° 48,746,24°  49+72®  352+47°

a°Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,0001)
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Tabela 12 — Média em percentagem e desvio padrdo dos parametros de
motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), integridade
de membrana (IMP) e integridade acrossomal (IAC) dos
espermatozoides de garanhdes de alta congelabilidade expostos
ao estresse osmotico com os diferentes tratamentos, nas
situacdes de exposicao a solugcdo hiperosmaética a 1 Molar (1M)
e isosmotica (1ISO) (n=8ejaculados/4 garanhdes).

DA MF DF GL
Control
Parametr e
1M ISO 1M ISO 1M ISO 1M ISO
os
84,5+7, 13,5¢16, 70,2+12, . 73,82%12, 48,2+2 70,5419, 48,9122, 49+20,4
MT 66+8,6
4a ge 4bc 2b 2d 3bc 7d d
35,9+1 d b . 26,9128 10+13, b . 17,349,
MP a 3,4+45° 21+15 13+10 b . 24+ 10,7° 12,4+8,3 be
1, 7 3
66+ be . 52,616, . 57+l1, . 46,3t10, 28+10,1
IMP 1350 50,2+9 40,9+ 8 It 43,6+6,3 b 42+9,9 o q
87,1+5, 88,2+3,2 p 90,62, 77,2¢581 88,8+3 b . D4,9+12
IAC 75+6,4 74,6+9,9° 89,2454

1a a 1a b a c

i VI ER seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,001)
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Tabela 13 — Percentual de perda nos parametros de motilidade total e
progressiva computadorizada, integridade de membrana e
acrossomal, apos os espermatozoéides de garanhfes de alta
congelabilidade, serem submetido ao estresse osmotico, nos
crioprotetores, dimetilacetamida (DA), metilformamida (MF),

dimetilformamida (DF) e glicerol (GL), em relacdo ao controle.

Parametros Controle DA MF DF GL
MT 0(84,54) 16,8(70,2)* 12,6 (73,8) 16,5(70,5° 57,9 (49)°
MP 0(35,9) 415(21)* 256 (26,9% 32,9(24)° 51,6 (17,3)"
IMP 0(66) 38,0(40,9% 33,9 (43,6)* 357 (42,4° 57,6 (28)°
IAC 0(87,1) 13,9(75)°% 11,3 (77,2)* 14,3 (74,6)* 37,0 (54,9)"

®Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,001)
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Tabela 14 — Média em percentagem e desvio padrdo dos parametros de
motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), integridade
de membrana (IMP) e integridade acrossomal (IAC) dos
espermatozoides de garanhdes de baixa congelabilidade
expostos ao estresse osmotico com os diferentes tratamentos,
nas situacdes de exposicdo a solucao hiperosmaética a 1 Molar
(1M) e isosmotica (ISO) (n=12 ejaculados/6 garanhdes).

DA MF DF GL
Control
Parametr e
1M ISO 1M ISO 1M 1ISO 1M ISO

os

72,7+8,4 11,2+10, . 4926, . 34,7424, 56,2+18,6 22+17, 27,7431,
MT a g 55,518 1 70+9,9 he a g .

39,5+19, b p 13,781 32,7£12 p 19,5%13,1 3,5%3,5 14,7+18,
MP - 3,5+3° 16+12,3 " a 3,2+2,6 g b -

50,2+3,5 43,5+10 28,7+7,6 39,76, 31,7+7,8 b . 31,2+9, J
IMP a b . b c 42, 2+6° 26,2+6,7 c 5,5%+3,3

8 0 5

83,7+7,1 72,2+9,6 52,7545, 85,549, p (7,213, p 7411, 34,7445

IAC a a b R 53,717 a 51+3,6 a c
6 8 1

*epédias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,001)
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Tabela 15 — Percentual de perda nos parametros de motilidade total e
progressiva computadorizada, integridade de membrana e
acrossomal, apés os espermatozoides de garanhfes de baixa
congelabilidade, serem submetido ao estresse osmotico, nos
crioprotetores, dimetilacetamida (DA), metilformamida (MF),

dimetilformamida (DF) e glicerol (GL), em relacdo ao controle.

Parametros Controle DA MF DF GL
MT 0(72,7) 23,7(555)° 2,7(70* 21,8(56,2)° 61,5 (27,7)
MP 0(39,5) 59,5 (16,0° 17(32,7)* 50,6 (19,5° 62,6 (14,7)°
IMP 0(50,2) 427 (28,7 36,8(31,7)% 47,7(262%* 89 (55)°
IAC 0(83,7) 37(52,7) 358(53,7) 39,1(51) 58,5 (34,7)

®epédias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,001)
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Il - EXPERIMENTO lil

A fertilidade do sémen do garanh&o de alta congelabilidade (G11),
utilizada no presente experimento, ndo foi prejudicada com a exposi¢cdo dos
espermatozoides ao estresse osmoético induzido com os diferentes
crioprotetores. Obteve-se um total de 72 % de prenhes (90), nos 125 ciclos, e
os resultados de prenhes do grupo controle ndo diferiram dos tratamentos
(p>0,005). (Tabela 16)

Porém quando se utilizou o garanh&o de baixa congelabilidade (G33),
observou-se uma queda significativa da fertilidade nos tratamentos dos
diferentes crioprotetores entre o grupo controle , as amidas ndo demonstraram
diferencas entre si, e foram superiores ao tratamento glicerol (p<0,001). Tabela
16 e Grafico 7.

Quando foram avaliados todos os ciclos, sem considerar a variavel
garanhdo, novamente o grupo controle foi superior a todos os tratamentos,
entretanto os tratamentos amidas foram sempre superiores ao glicerol e nao
apresentando diferencas entre si. (p<0,01). Tabela 16 e Grafico 7.

Na avaliagdo da fertilidade dos garanhbes em relacdo aos
tratamentos, ndo se observou diferencas no grupo controle entre os dois
garanhdes (p>0,05). No tratamento DA, o garanhao de alta congelabilidade foi
superior ao garanhdo de baixa (p=0,04). O crioprotetor MF apresentou
resultados superiores nos indices de fertilidade do garanhdo de alta em
comparacao ao garanhdo de baixa congelabilidade (p=0,01), no tratamento DF
o resultado também foi significativamente superior ao garanhdo de alta
(p=0,02). No tratamento glicerol foi evidenciado uma diferenca altamente
significativa na fertilidade do sémen entre o garanhdo de alta em relagdo a
garanhdo de baixa congelabilidade, demonstrando que o glicerol foi extramente
toxico, interferindo na fertilidade dos espermatozéides do garanhdo de baixa
congelabilidade (p<0,0001). Tabela 16.
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Tabela 16 — Percentual de fertilidade do sémen de garanhdes de Alta (G11) e
Baixa (G33) congelabilidade, quando submetidos ao estresse
osmoético nos diferentes crioprotetores: dimetiacetamida (DA),

metilformamida (MF), dimetilformamida (DF) e glicerol (GL).

Controle DA MF DF GL
Garanhéo 80 728 80" 68" 60"
Alta Congelabilidade (20/25)  (18/25) (20/25) (17/25)  (15/25)
(n=125)
Garanhéo 728 40°%° 448 3280 0B¢
Baixa Congelabilidade ~ (18/25)  (10/25) (11/25) (8/25) (0/25)  P<0,001
(n=125)

P=0,04 P=0,01 P=0,02 P<0,0001

Total de Ciclos 76° 56 62% 52%¢ 30°
(n=250) (38/50)  (28/50) (31/50) (26/50) (15/50)  P<0,01

McResultados seguidos de letras mindsculas diferentes na mesma linha diferem estatisticamente
ABCResultados seguidos de letras maitsculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente

Grafico 7 — Comparacédo entre a fertilidade do sémen de garanhdes de Alta
(G11) e Baixa (G33) congelabilidade, quando submetidos ao
estresse osmoético nos diferentes crioprotetores: dimetiacetamida
(DA), metilformamida (MF), dimetilformamida (DF) e glicerol (GL).

100+

® Gar. Alta cong.

® Gar. Baixa cong.

CONTROLE DA MF DF GL



DISCUSSAO 60

6. DISCUSSAO

Os resultados do experimento | demonstraram que dos 27 garanhdes
avaliados, 9 (33%) apresentaram congelabilidade aceitavel e eram
pertencentes as racas Westfallen e Brasileiro de Hipismo, seis (22%) se
enquadraram em um grupo intermediario, sendo este composto de um
garanhdo da raca Quarto de Milha, dois garanhdes da raca Arabe, dois
Mangalarga Marchador e um Westfallen. Em relacdo aos resultados pos —
descongelacdo do grupo de garanhdes com congelabilidade ndo aceitaveis,
enquadraram-se 12 animais da raga da raga Mangalarga Marchador (45%). Em
1975, Tishner, constatou que somente 25% dos garanhdes eram classificados
como boa congelabilidade, 50% produziam sémen de congelabilidade
intermediaria e 25% apresentavam sémen com qualidade insatisfatéria.
Posteriormente Muller (1987), observou que 35% dos garanhdes apresentavam
caracteristicas seminais, como a motilidade total, acima de 30%. Entre os
garanhdes classificados como bons congeladores os resultados descritos por
estes autores, se assemelham aos encontrados no presente estudo e também
aos encontrados por Vidament et.al, (1997), onde na avaliacdo de 427
garanhdes encontraram um percentual de 30% dos garanhbes com
congelabilidade aceitavel. Vale ressaltar que os garanhdes utilizados neste
trabalho eram pertencentes somente a raca Sela francesa e a sele¢do quanto a
congelabilidade foi relacionada ao aproveitamento dos ejaculados congelados
e ndo a caracteristicas raciais.

O fator racial envolvido no sucesso da congelacdo de sémen equino
foi demonstrado por Alvarenga et. al., (1996), os quais constataram que 50%
dos garanhdes das racas de Hipismo de origem germanicas e Quarto de Milha
apresentaram sémen com um padréo aceitavel pés — descongelacéo.

O fato da maioria dos garanhdes utilizados no presente experimento
apresentarem um padrdo de congelacdo ndo aceitavel € decorrente da
presenca de um grande numero de animais da raca Mangalarga Marchador
entre o total dos garanhdes avaliados no experimento. Dos 27 garanhdes, 11
(45%) eram pertencentes a raca Mangalarga Marchador, fator este também
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observado no trabalho de Alvarenga et. al., (1996) onde concluiram que
somente 15% dos garanhdes das racas Mangalarga Marchador e Mangalarga
apresentavam resultados aceitaveis de congelabilidade. Dentre a literatura
citada, os fatores relacionados a variacdo individual e racial da resposta pos-
descongelacdo, permanecem ainda nédo evidenciados. Estudos como de Zahn
(2004) onde foram avaliadas caracteristicas relacionadas a congelabilidade do
sémen de garanhdes, relacionaram o teor de fésforo no plasma seminal, o qual
foi atribuido negativamente a congelabilidade individual, juntamente com
algumas proteinas do plasma seminal e da membrana plasmatica dos
espermatozoides.

Diferencas raciais em relacdo a congelabilidade de sémen suino
foram estudadas entre cachacos das ragas Landrace e Duroc, entretanto, o
fator individual relacionado foi mais importante do que a variagao racial dos
cachacos e também foi constatado que a composicdo dos lipidios da
membrana plasmatica ndo apresenta relacdo com a congelabilidade
(Waterhouse et. al., 2006). Em trabalho anterior Thurston et.al. (2002)
observaram que a congelabilidade de sémen de suinos pode estar atribuida a
genes responsaveis por esta caracteristica. Tada et. al., (1990) comparou
curvas de congelagcédo e constituintes do meio diluente, incluindo o glicerol e
constataram que determinadas linhagens de camundongos apresentavam
particularidades ao protocolo de congelacédo utilizado e principalmente uma
sensibilidade ao nivel de glicerol utilizado no meio diluente.

A variacao da congelabilidade entre espécies e individuos relacionada
aos crioprotetores e a sensibilidade ao glicerol € bem descrita na literatura em
espécies como aves (Tselutin et. al., 1999), suinos (Fiser e Fair Full, 1990),
cées (Hay et al., 1997), Homens (Panayota et al., 1998) e equinos (Pace e
Sullivan, 1975; Demick et al.,1976) e coincidem com os resultados do presente
experimento, o qual se observou que os crioprotetores a base de amidas (DA,
MF e DF), foram mais eficientes em relacdo ao glicerol em preservar 0s
parametros de motilidade total, motilidade progressiva e integridade de
membrana nos 27 garanhdes avaliados.

Resultados similares foram obtidos por Medeiros et. al., (2002), que
utilizando 10 garanhdes de diferentes racas observaram que os crioprotetores
a base de amidas, preservaram melhor a motilidade total, progressiva e



DISCUSSAO 62

integridade de membrana do sémen pdés — descongelacdo. No entanto em
trabalhos de Graham (2000), Alvarenga et al., (2000) e Squires et. al.,(2004),
nao houve diferenca em relacdo a dimetilformamida e o glicerol na motilidade
total computadorizada e viabilidade celular avaliada por citometria de fluxo.
Sendo este fato atribuido pelos autores a variagfes raciais e individuais
referentes a congelabilidade frente ao glicerol, ou seja, existem individuos que
resistem melhor ao processo de congelagdo e descongelagao
independentemente do crioprotetor utilizado. Esta hipotese foi reforcada por
Vidament et. al., (2002) em trabalho onde foi avaliada a fertilidade do sémen de
garanhdes com boa aptiddo a congelacdo, criopreservados com glicerol e
dimetilformamida e ndo foram constatadas diferencas na fertilidade entre os
dois crioprotetores.

Nas avaliagcbes do grupo de garanhdes de alta congelabilidade
coincidem com a literatura citada acima, onde nédo foi constatado diferencas
entre crioprotetores nos parametros de motilidade total computadorizada.
Porém para os parametros de motilidade progressiva e integridade de
membrana os tratamentos amidas foram superiores ao glicerol.

Nas avaliagcdes do grupo de garanhdes de baixa congelabilidade, os
quais coincidentemente eram animais da raga Mangalarga Marchador, os
tratamentos amidas apresentaram resultados altamente superiores e
significativos em comparagdo ao glicerol. Resultados semelhantes foram
obtidos por Gomes et.al. (2002), em trabalho onde foram utilizados somente
garanhdes da raca Mangalarga Marchador e obtiveram resultados superiores
nos parametros de motilidade computadorizada e integridade de membrana
com a utilizacdo de crioprotetores a base de amidas.

Dentro deste contexto, os resultados do presente experimento
coincidem também com os de Alvarenga (2003), que constatou que a
dimetilformamida foi mais eficiente como agente crioprotetor, frente ao glicerol,
na maioria dos garanhdes avaliados, e também observou este autor que
garanhdes da raca Mangalarga Marchador foram os individuos que pior
resistiram ao processo de congelacdo quando do uso do glicerol como agente
crioprotetor, onde dos 17 garanhfes pertencentes a esta ragca, somente 2
(11,7%) apresentaram boa congelabilidade com o uso do glicerol em
comparacgao a 11 (64,7%) quando do uso da dimetilformamida.
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Um dos fatores envolvidos na sensibilidade destes individuos
classificados como de baixa congelabilidade no presente experimento e citados
na literatura pode estar relacionado as caracteristico fisico - quimicas do
glicerol, no que se refere a viscosidade e peso molecular. Trabalhos
demonstraram que os alcoois como é classificado o glicerol, possuem grupos
hidroxilas que tem a capacidade de formar ligagbes com a molécula da 4gua e
ligar-se com outros componentes do meio diluente que também contenham
estes grupos hidroxilas, conferindo a estas substancias alta viscosidade (Nash,
1966; Karow, 2001) e dificultando assim sua difusdo nas membranas
plasmaticas podendo acarretar em danos osmoéticos aos espermatozoides,
fato este demonstrado por Ball e Vo (2001) em sémen de garanhdes. Wowk et
al. (1999), notaram que a substituicdo dos grupos hidroxilas por grupos carboxil
(-OCHg3), em poliois como o glicerol, conferiram a estes uma menor viscosidade
e uma melhor atividade coligativa, porém a substancia derivada apresentou
uma alta toxicidade celular. A caracteristica de alta viscosidade talvez seja
mais importante que o peso molecular, pois a dimetilacetamida apresenta peso
molecular proximo ao do glicerol (87 e 90 respectivamente), no entanto 0s
resultados do presente experimento demonstraram resultados superiores deste
crioprotetor em relagcdo ao glicerol nas diferentes categorias de garanhdes
estudadas.

Os garanhdes de Alta congelabilidade (4 individuos da raca
Westfallen) e os garanhdes de Baixa congelabilidade (6 individuos da raca
Mangalarga Marchador) identificados no presente experimento foram utilizados
no experimento II.

No experimento Il, com a exposicdo dos espermatozoides em
solucgdes hiperosmdéticas a 1 Molar, foram evidentes a diminuicdo dos valores
de motilidade total e progressiva, percentual de rapidos, integridade de
membrana e potencial de membrana mitocondrial dos diferentes tratamentos
em relacdo ao controle em todos os garanhdes avaliados. Nesta etapa 0s
espermatozoides foram expostos a osmolaridade superiores a 1000 mOsm.
Pommer et. al., (2002), também evidenciou este fato, em espermatozoéides de
garanhfes, onde a exposicao destes em solucdes de sais hipersaturadas,
resultou em decréscimo na motilidade, viabilidade celular e diminuicdo do

volume celular, consequente da desidratacdo das células espermaticas,
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resultados semelhantes também foram obtidos por Ball e Vo (2001) e
concluiram que os espermatozéides de garanhdes resistem a variacoes de até
100mOsm em relacéo a sua osmolaridade fisioldégica sem efeitos prejudiciais a
motilidade e a viabilidade celular.

No grupo de garanhdes de alta congelabilidade em condicdo de
hiperosmolaridade, foram evidenciadas as mesmas variagdes dos resultados
anteriores , porém as diferencas entre os tratamentos amidas e o glicerol
foram, de uma forma geral menos marcantes. Parametros como a motilidade
progressiva e percentual de espermatozodides rapidos ndo apresentaram
diferencas entre a metilformamida e o controle, e foram superiores a
dimetilformamida e a dimetilacetamida. Em relacdo aos garanhdes de baixa
congelabilidade, os parametros avaliados demonstraram as mesmas
caracteristicas anteriores, entretanto o tratamento glicerol trouxe prejuizos mais
significativos, nas varidveis de motilidade total e progressiva, os crioprotetores
dimetilformamida e dimetilacetamida também acarretaram uma diminuicdo
acentuada dos parametros avaliados nesta etapa do experimento, porém
menos deletérios que o glicerol.

Trabalhos desenvolvidos por Gilmore et. al, (1995 em
espermatozoides humanos, Gilmore et. al., (1996) em espermatozoéides suinos
e Willoughby et.al., (1996) com sémen de camundongos, coincidem com o0s
resultados obtidos no presente experimento, estes autores evidenciaram uma
diminuicdo dos parametros de motilidade e integridade de membrana quando
estes espermatozoides foram mantidos em condicdes de hipertonicidade. Em
trabalho realizado por Ball e Vo (2001), empregando diferentes niveis de
glicerol em solugdes de osmolaridade variando de 600 a 1800 mOsm, a
exposicao dos espermatozoides nestas solu¢des acarretaram diminuicdes nos
valores de motilidade e integridade de membrana, concordando com o0s
resultados encontrados no presente trabalho. Em outro experimento avaliando
os crioprotetores glicerol, propilenoglicol, etilenoglicol e DMSO, estes autores
observaram que quando o0s espermatozoides sdo expostos a solucao
hiperosmdética destes crioprotetores, ocorre um declinio na motilidade total,
progressiva e integridade de membrana. Dentre os tratamentos o glicerol foi 0

crioprotetor que apresentou um maior decréscimo na viabilidade espermatica,
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entretanto neste trabalho ndo foi constatado prejuizos na integridade
acrossomal, constatando o achado do presente estudo.

N&o existem dados na literatura estudando a permeabilidade das
amidas na membrana plasmética de espermatozoides, supostamente 0s
resultados favoraveis com as amidas, no presente estudo, possa estar
relacionado a maior permeabilidade destes crioprotetores na célula
esperméatica quando comparada ao glicerol.

Gilmore et. al., (1998) também constataram que a adi¢cdo e remocao
do glicerol causou uma maior variagdo no volume celular e diminuicdo da
motilidade espermatica, quando comparado ao etilenoglicol, observando uma
melhor eficacia do etilenoglicol como crioprotetor, e concluiram que este fato
foi decorrente de sua maior permeabilidade na membrana dos
espermatozoides de suinos. Em camundongos também foi evidenciado
diferencas na permeabilidade do glicerol entre linhagens de camundongos
(Yuksel et. al. 2002).

Guthrie et.al., (2002) observaram que os crioprotetores etilenoglicol e
DMSO possuem um maior coeficiente de permeabilidade celular em relacao ao
glicerol, por isso acarretam menores injurias aos espermatozoéides de touros.
Também foram observadas no presente estudo diferencas entre os garanhdes,
nos tratamentos amidas dentre os parametros avaliados, apesar dos dados
individuais dos garanh8es nao serem apresentados. A variacdo entre espécies
animais em relacdo a crioprotetores € bem discutida na literatura. Dentro
deste contexto, pesquisadores americanos demonstraram que 0S
espermatozoides de cdes nado foram afetados pela exposicdo em solucdes
hipertbnicas de acucares, glicerol e etilenoglicol, no entanto o DMSO foi
extremamente toxico a estas células (Songsasen et. al, 2002).
Espermatozéides de chimpanzés também apresentam uma consideravel
resisténcia osmética, traduzida pela manutencdo da motilidade, quando
expostos em solugdes a 1 Molar dos crioprotetores etilenoglicol, propilenoglicol,
glicerol e DMSO (Yuksel et al., 2005).

Em estudos envolvendo diferentes espécies de aves foi demonstrado,
gue existe uma grande variacdo entre espécies, quanto a adaptacao das
células esperméticas a mudancas de osmolaridade. Observou-se que, 0S
espermatozoides das Aguias Douradas e dos Falcdes Peregrinos,
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apresentaram uma maior resisténcia a exposi¢cdo em diferentes concentracées
do crioprotetor dimetilacetamida (Blanco et. al.,2000).

Na etapa seguinte do presente estudo, quando os espermatozoéides
retornaram a condi¢cdo de isosmolaridade, na totalidade dos garanhdes e no
grupo dos garanhdes de alta congelabilidade isoladamente, observaram-se
diminui¢cdes significativas em quase todos os parametros avaliados, sendo
ainda mais evidentes com o uso do crioprotetor glicerol. Em relacdo aos
garanh8es de baixa congelabilidade os prejuizos em relacionados ao choque
osmotico com o glicerol foram mais intensos quando comparados aos
tratamentos amidas. As células espermaticas sdo mais sensiveis ao
ingurgitamento do que a desidratagéo (Meyers, 2005), condi¢cOes estas a que
as ceélulas esperméticas foram submetidas no presente experimento. O prejuizo
a integridade e funcionalidade espermatica proporcionado pelo glicerol em
solucdes hiperosmoticas e o retorno a condi¢des de isosmolaridade também foi
demonstrado por Ball e Vo (2001), onde se constatou uma queda nos
parametros avaliados asociada a baixa permeabilidade do glicerol na
membrana dos espermatozoides de garanhdes. Durante a incubacdo em
solugdes hiperosmotica ocorre a saida de agua da célula espermatica e o
preenchimento do compartimento intracelular pelo glicerol, com o retorno a
condi¢cdes de isosmolaridade a agua tende a entrar novamente na célula para
que ocorra o equilibrio entre os meios intra e extracelular, mas como o glicerol
possui uma baixa permeabilidade celular sua saida do interior da célula fica
comprometida, acarretando uma entrada excessiva de &agua no meio
intracelular comprometendo sua viabilidade. Em outro estudo estes autores
também demonstraram que o crioprotetor etilenoglicol foi o que menos
acarretou danos celulares apés o0 estresse osmaético induzido nos
espermatozoides. Guthrie et. al.,(2002) observaram que a adicdo de 1 Molar
dos crioprotetores Glicerol, DMSO e etilenoglicol e posteriormente a remocao
destes crioprotetores por centrifugacédo resultou em uma queda na motilidade
na ordem de 31% para o glicerol, 90% para o DMSO e 6% para o etilenoglicol.
Perdas nos parametros de motilidade total, progressiva, integridade de
membrana e acrossomal, foram constatadas nos grupos de garanhdes de alta
e baixa congelabilidade, ap0s estes serem submetidos ao estresse osmatico,
porém o percentual de perda entre os dois grupos de garanhdes foram mais
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expressivos do que os relatados em bovinos, demonstrando que o0s
espermatozoides de garanhdes sdo mais sensiveis ao estresse osmotico e
principalmente quando induzido pelo glicerol. Na comparacdo entre
espermatozoides de chimpanzés e humanos submetidos a condi¢cdes de
hiperosmolaridade, ambos apresentaram reducdo na motilidade espermatica
nesta condi¢cdo, porém com o retorno as condigbes de isosmolaridade os
espermatozoides humanos, apresentaram um restabelecimento de 90% (Gao
et. al., 1995) em comparacdo a 35% da motilidade dos espermatozdides de
chimpanzés (Agca et.al., 2005).

Também foi constatado que no grupo de garanhdes de alta
congelabilidade o potencial de membrana mitocondrial ndo apresentou
diferencas entre os tratamentos amidas e o controle, porém em relacdo a
motilidade houve diferenca entre o grupo controle e os tratamentos, nao
demonstrando uma relacdo entre esta avaliacdo e a motilidade espermatica.
Entretanto no grupo de garanhfes de baixa congelabilidade o potencial de
membrana mitocondrial comportou-se como os resultados de motilidade, com
diminuicdo dos valores, ap6s as ceélulas espermaticas serem submetidas ao
estresse osmotico.

O potencial de membrana mitocondrial também néo teve relacdo e
nao evidenciou a queda de motilidade dos espermatozéides de Macaco
Rhesus, submetidos ao estresse osmoético (Ruttland et. al., 2003), estas
observagbes também foram feitas por Thomas et. al., (1998), os quais
encontraram uma correlacdo negativa entre o potencial de membrana
mitocondrial e motilidade do sémen a fresco e apds a congelacdo das amostras
nao encontraram correlacdo. Outros pesquisadores como Garner et.al., (1999),
observaram uma diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial das
células coradas com JC1, ap0s a adi¢do do glicerol nas amostras de sémen de
touros.

O presente experimento demonstrou existir diferencas entre
individuos quanto a resisténcia das células espermaticas ao choque osmdético e
também a crioprotetores, diferencas estas podem ser atribuidas a constituicéo
da membrana e a eficiéncia desta membrana em efetuar uma regulacao

osmoética frente a osmolaridade fora dos padrdes fisioldégicos destas células,
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podendo estas caracteristicas, estarem envolvidas com a congelabilidade
destes individuos.

Os resultados obtidos no Experimento Ill, com o garanhdo de alta
congelabilidade, ndo apresentaram diferengas entre os crioprotetores e o grupo
controle nos indices de fertiidade, em comparagcdo com aos resultados
laboratoriais do Experimento II, os quais demonstraram uma melhor eficiéncia
dos crioprotetores a base de amidas em preservar a viabilidade espermatica
em comparagao ao glicerol. Este crioprotetor na afetou a fertilidade dos
espermatozoides deste garanhdo apds serem submetidos ao estresse
osmotico.

Este fato reforca a hipotese da existéncia de individuos que possuem
uma maior resisténcia celular ao glicerol, ou seja uma maior eficiéncia da célula
espermatica em regular seu volume, em osmolaridades foras dos padrées
fisioldgicos, este aspecto tem sido bem demonstrado em espermatozoides de
diferentes espécies animais e em humanos. Trabalhos desenvolvidos por
pesquisadores como, Yeung et al., (2000), demonstraram a importancia da
regulacdo osmadtica das células espermaticas de camundongos, onde
linhagens transgénicas destes animais, com caracteristicas débeis em relacao
a regulacdo osmotica celular, comprometeram de forma significativa a
fertiidade destes animais por método natural, a despeito da fertilidade com
técnicas de fertilizagcdo in vitro ser normal. A inibicdo da regulacéo volumétrica
celular pela incubacdo do sémen humano em substancias bloqueadoras dos
canais de ions levou a diminuicdo significativa da migracdo dos
espermatozoides no muco cervical (Yeung e Coopers, 2001). A inibicdo dos
canais Na+/K+ e Na/K ATPase, pela incubacdo dos espermatozéides equinos
em substancias como o amiloride e a oubain, Caiza de la Cueva et. al., (1997),
observaram uma diminuicdo da viabilidade do sémen frente a solugbes
hipertbnica de glicerol e sais e concluiram que a regulagdo osmotica dos
espermatozoides de garanhdes é de grande importancia na criopreservacao.

Os resultados do presente estudo, também evidenciam que a
caracteristica de eficiéncia da regulacdo osmatica pode estar relacionada com
a composicdo celular, ou seja, devem existir alguns componentes da
membrana espermatica dos individuos tidos como de alta congelabilidade, que

os conferem uma melhor adaptacdo celular a meios extracelulares de
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diferentes osmolaridades. Petrunkina et. al., (2004) associou 0 estresse
osmoético em espermatozoides de suinos a deficiéncia na regulacdo osmotica
destas células em condicbes de osmolaridade né&o fisioldgica observando
danos no cito - esqueleto destes espermatozdides o que comprometeu de
forma significativa 0 mecanismo de capacitacdo destas células. Esta hipétese
pode explicar os baixos indices de fertiidade, no presente experimento,
apresentado pelo garanhdo de baixa congelabilidade, em comparacdo ao
garanhdo de alta congelabilidade, e a ndo constatacdo de prenhes no
tratamento glicerol no garanhdo de baixa congelabilidade.

A hipétese dos crioprotetores a base de amidas possuirem uma maior
permeabilidade celular, e esta caracteristica acarretar menores danos celulares
parece bastante plausivel pelos resultados obtidos com o crioprotetor
dimetilacetamida, citado no experimento Il, onde demonstrou que ocorrendo
uma queda significativa na motilidade durante a incubagdo em solugéo a 1
Molar com esse crioprotetor, ocorreu uma preservacao da integridade de
membrana e com o retorno a condicbes de isosmolaridade, houve um
restabelecimento da motilidade e esta mudanca de osmolaridade néo
prejudicou a capacidade fertilizante dos espermatozéides com o garanhao de
alta congelabilidade. Da mesma forma mostrando-se superiores ao glicerol no
garanhao de baixa congelabilidade.

O efeito contraceptivo do glicerol, nos resultados de fertilidade,
observado com o garanhdo de baixa congelabilidade, foram citados
anteriormente, onde a simples diluicio do sémen com este crioprotetor
acarretou uma diminuicdo significativa das taxas de prenhes em éguas (Pace &
Sullivan, 1975), sendo este fato também constatado por Demicke et. al., (1976),
com sémen refrigerado diluido em glicerol a 7% (v/v) por um periodo de duas
horas.

Recentemente pesquisadores franceses observaram que a fertilidade
do sémen refrigerado de garanhdes, diminuiu conforme o aumento nos niveis
de glicerol no diluente e também se demonstrou que alguns garanhdes nao
apresentaram prejuizos de fertilidade do sémen nos niveis de glicerol testados
neste estudo (Vidament et. al., 2005a). Em estudo retrospectivo da evolucdo da
congelacdo de sémen na Franga, estes pesquisadores também atribuiram a
melhoria dos resultados de viabilidade espermatica e fertilidade do sémen pds—
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descongelacao, a diminuicdo dos niveis de glicerol no meio diluente (Vidament
et. al., 2005b).

Os resultados do presente experimento discordam dos achados de
Vidament et 1997, pois no presente experimentos foram selecionados somente
individuos os quais tinham um histérico de fertilidade normal, acima de 60% de
por ciclo. Contudo foi observada uma grande variacdo na congelabilidade
demontrando ndo haver relacdo entre congelabilidade e fertilidade do sémen
fresco. Observacdo marcante para garanhdes da raca Mangalarga Marchador
0S quais em sua grande maioria apresentavam baixa congelabilidade quando o
uso do glicerol a despeito de um bom historico de fertilidade.

Fica claro perante os resultados obtidos que existe um aspecto racial
relacionado a resisténcia a congelacdo, conforme ja descrito anteriormente em
Cavalos (Alvarenga et. al., 1996; Alvarenga, 2003) e outras espécies para
linhagens de suinos (Thurston et.al., 2002) e camundongos (Tada et. al., 1990).
Contudo também ficou patente que o uso de derivados de amidas a despeito
de ndo eliminar por completo, minimiza os danos osmaoticos nas células

espermaticas.
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7 — CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho nos permitem concluir que:

. As diversas formas de amidas utilizadas neste trabalho foram mais
eficientes que o glicerol na preservacao da motilidade total e integridade de
membrana pos — descongelacao.

o Existe uma variacdo racial e individual quanto ao sucesso nha
congelagcédo do sémen equino com a utilizagédo do glicerol como crioprotetor.

. Garanhfes das racas de hipismo apresentaram bom padrdo de
congelabilidade com a utilizacdo do glicerol como crioprotetor.

. Garanhbes de alta congelabilidade apresentam uma maior resisténcia
ao estresse osmoético independente do tipo de crioprotetor.

. Garanhfes de baixa congelabilidade sdo mais sensiveis ao dano
osmoético independente do tipo de crioprotetor, contudo o dano é sempre maior
guando do uso do Glicerol.

. N&o houve efeito deletério sobre a fertilidade do sémen a fresco do
Garanhédo de Alta Congelabilidade quando submetido ao stress osmaotico nos
diferentes crioprotetores.

. Houve efeito deletério sobre a fertilidade do sémen a fresco do
Garanhé&o de Baixa Congelabilidade quando submetido ao stress osmaotico nos
diferentes crioprotetores. Sendo mais evidente a queda de fertilidade quando
do uso do glicerol.

. Os crioprotetores a base de amidas foram mais eficientes ao glicerol
em preservar a fertiidade do sémen a fresco, submetidos ao estresse

osmotico, independente do padrdo de congelabilidade do garanhao.
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8 — CONSIDERAGOES FINAIS

A variacgdo racial, quanto a congelabilidade do sémen de garanhdes,
em especial a raca Mangalarga Marchador é um fato bem abordado na
literatura. Os crioprotetores a base de amidas proporcionaram uma diminui¢ao
desta variagao.

Entretanto os fatores esperméticos que determinam uma maior ou
menor resisténcia ao processo de congelacdo de sémen em 0s garanhdes
ainda ndo foram elucidados. No presente estudo foi constatado que o0s
crioprotetores a base de amidas proporcionam menores danos a células
espermaticas quando estas sdo submetidas a condicfes de estresse osmaotico
em solucbes destes crioprotetores e garanhdes classificados como de alta
congelabilidade resistem melhor a este desafio em comparacéo aos garanhdes
de baixa congelabilidade.

O mecanismo responsavel a adaptacdo das células espermaticas a
condicbes de osmolaridade fora dos padrdes fisioldgicos, observados nos
garanhdes de alta congelabilidade pode estar relacionado a diferencas na
constituicdo dos lipideos e principalmente das proteinas da membrana
plasmatica dos espermatozoides destes garanhfes em comparagdo aos
garanhdes de baixa congelabilidade. Algumas proteinas da membrana
plasmética dos espermatozoéides estdo envolvidas na regulacdo volumétrica
das células espermaticas em condi¢des adversas de osmolaridade.

A investigacdo, em estudos futuros, das diferencas entre a
constituicdo da membrana plasmatica dos espermatozdides dos garanhdes de
alta e baixa congelabilidade, se faz necessaria para que esta hipotese seja

comprovada.
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