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combinadas com diluentes comerciais: uma analise laboratorial

Cryopreservation of equine spermatozoa comparing different freezing rates combined with
commercial extenders: laboratorial analysis

Paula Barros Terraciano"V* lvan Cunha Bustamante-Filho"'"" Ludmila do Vale Miquelito'
Tamarini Rodrigues Arlas'"'"V Fabiana Castro'"' Rodrigo Costa Mattos'""
Eduardo Pandolfi Passos' Eneder Rosana Oberst'""V Elizabeth Obino Cirne Lima"™V

RESUMO

Durante o processo de criopreservacdo de sémen,
0s espermatozéides sofrem alguns danos que resultam na
diminuicdo da fertilidade deste. O presente estudo foi realizado
com o objetivo de avaliar os efeitos da utilizacdo combinada
de duas curvas de congelamento com dois diluentes comerciais
(FR-5® e Botu-Crio®) sobre a criopreservacdo de sémen equino.
Foram analisados 20 ejaculados de dois garanhdes. As
amostras foram avaliadas por microscopia de contraste de
fase e microscopia de epifluorescéncia, observando-se a
motilidade progressiva e total do sémen po6s-descongelamento
e a integridade e a funcionalidade da membrana dos
espermatozdides. A combinagdo entre curva automatizada e
Botu-Crio® apresentou as maiores médias nas andlises de
motilidade total e progressiva, ap6s o descongelamento. O
diluente Botu-Crio®, isoladamente, preservou também as
membranas destes, quando foram realizadas as andlises de
integridade  utilizando teste com diacetato de
carboxifluoresceina e iodeto de propidio e funcionalidade de
membrana pelo teste hiposmotico.

Palavras-chave: sémen, eqiino, criopreservagao,
espermatozoide, crioprotetores.

ABSTRACT

During semen cryopreservation, sperm cells were
submitted to several deleterious events leading to membrane
damage which result in fertility decrease. This study was designed
to compare the effects of two freezing techniques (conventional
and automated), and the use of two commercial extenders as
cryoprotectants (FR-5° and Botu-Crio®) on total and progressive

motility, integrity and functionality of spermatic membranes
during the cryopreservation of equine semen. Twenty ejaculates
from two stallions were analyzed. The total and progressive
motility of fresh and post-thawing semen samples were evaluated
by patterns assays. Function of plasmatic membrane was
measured by the hipoosmotic swelling test. Integrity of plasmatic
membrane was evaluated using carboxifluorescein diacatate
and iodidium propide fluorescent probes. There were significant
differences between the two freezing techniques and/or between
cryoprotectants for all assessed parameters. The combination
of Botu-Crio® and automated curves showed better results on
total and progressive post-thawing motility. The extender Botu-
Crio®, alone, showed to better preserve the membrane integrity
and function.

Key words: semen, equine, cryopreservation, spermatozoon
cell, cryoprotectants.

INTRODUCAO

A utilizagdo de biotecnologias cada vez mais
modernas tem contribuido para o avango da reprodugao
de diversas espécies animais, em especial animais de
producdo. O desenvolvimento de técnicas adequadas
para a preservagao e o armazenamento de sémen
possibilita melhor aproveitamento de animais de alto
valor zootécnico, permitindo o uso da genética de
animais que ndo possam — tempordria ou
permanentemente — serem utilizados na reprodugao,
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além de permitir o transporte de sémen a longas
distancias, sendo considerado como o melhor seguro
biologico de reprodutores geneticamente superiores.
Porém, os indices de fertilidade obtidos com sémen
eqiliino congelado sdo ainda muito inferiores aos
obtidos com sémen congelado de bovinos, por exemplo,
(PARKS & GRAHAM, 1992).

Uma das questdes importantes relacionadas
com a eficiéncia das técnicas de criopreservagdo € a
velocidade de redugdo da temperatura durante o
congelamento. O tipo de curva utilizada no
congelamento tem influéncia direta no grau de lesdes
celulares, devido a processos de desidratagdo e
formac@o de cristais de gelo intracelulares (MOORE et
al., 2006). Além disso, meios diluentes de sémen sdo
utilizados com o objetivo de proteger os
espermatozodides contra os efeitos deletérios do
resfriamento a temperaturas criticas. Entretanto, a
criopreservagao de s€émen eqiiino ndo ¢ uma tecnologia
estabelecida (ALVARENGA et al., 2005). Nos tltimos
anos diversas modificagdes tém sido propostas para a
melhoria da técnica como a utilizagdo de diluentes a
base de leite em substitui¢ao ao ovo (PALMER 1984,
VIDAMENT etal., 2001), e a utilizagdo de amidas no
lugar do glicerol (VIDAMENT etal.,2001, ALVARENGA
et al., 2005). O presente trabalho teve como objetivo
demonstrar o efeito de duas diferentes curvas de
congelamento combinadas com dois diferentes
diluentes comerciais sobre as caracteristicas funcionais
e estruturais dos espermatozoéides eqiiinos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados dois garanhdes com
fertilidade comprovada com seis e trinta anos de idade,
um da raga Puro Sangue Inglés e um sem raga definida.
Ambos os animais encontravam-se em atividade sexual,
com a produgdo espermatica estabilizada, num regime
de trés coletas semanais. As amostras de sémen foram
coletadas pelo método de vagina artificial, modelo
Hannover, com intervalo médio de coletas de trés dias,
perfazendo um total de 10 coletas por animal. O periodo
de coletas estendeu-se de outubro a dezembro de 2006.

Uma parcela das amostras (1ml) foi reservada
para as analises do sémen fresco e o restante foi
processado para o congelamento. Apos a coleta, a
fragdo gel foi desprezada e o s€men foi filtrado em gaze
estéril. A seguir as amostras foram avaliadas em
microscopio de contraste de fase (200x) quanto a
motilidade progressiva (MP) e a motilidade total (MT),
20ul de sémen entre lamina e laminula pré-aquecidas a
37°C, sobre mesa térmica. A avaliagdo da MP e a MT
foi realizada de forma subjetiva, pelo mesmo
observador, conforme definicio de KENNEY et al.
(1983).

Para a analise da integridade fisica da
membrana, 400ul de sémen foram incubados com 3l
de iodeto de propidio (PI) e 2ul de diacetato de
carboxifluoresceina (CFDA), a 37°C por oito minutos.
A amostra foi avaliada por microscopia de
epifluorescéncia, em aumento de 1000 x, sob imersao.
Um total de 100 espermatozodides por amostra foi
avaliado. Foram considerados integros aqueles
espermatozoides que apresentaram coloragdo verde
(HARKEMA & BOYLE, 1992).

A integridade funcional da membrana
plasmatica foi avaliada por meio do teste hiposmotico.
Para tanto, 200pL de 4gua destilada foram adicionados
a 100uL de sémen (osmolaridade: 100mOsmol kg™'). As
amostras foram incubadas a 37°C por oito minutos,
conforme descrito por LOMEO & GIAMBERSIO (1991),
modificado por LAGARES etal. (2000). Posteriormente,
amostras de sémen foram analisadas em microscopio
de contraste de fase em aumento de 400x. Foram
avaliados 100 espermatozoides por amostra ¢ foram
considerados integros os espermatozdides que
promoveram um enrolamento da cauda (LOMEO &
GIAMBERSIO, 1991).

Paralelamente a realizagdo das analises das
amostras de sémen fresco, cada ejaculado foi dividido
em duas fra¢des, que foram diluidas 1:1 (v: v), com os
diluentes de centrifugagdo comerciais FR-1® (Nutricell-
Rua Dimas de Toledo Piza, 521, - Campinas, SP) ou
Botu-Sémen® (Biotech Botucatu, Jodo Passos 573,
Botucatu-SP) a temperatura de 37°C. As amostras foram
centrifugadas a 650 x g por 10 minutos. Apos a
centrifugagdo, o sobrenadante foi desprezado e o
precipitado foi ressuspendido com os diluentes
estudados. A concentragdo espermatica foi avaliada
em camara de Neubauer. Cada ejaculado coletado foi
fracionado em duas aliquotas, que foram diluidas nos
dois diferentes diluentes. Depois o sémen foi envasado
em palhetas de 0,5ml e concentragdo de 50x10°milhdes
de espermatozoides, submetidas a duas diferentes
técnicas de congelamento.

O diluente FR-5® é composto por leite
desnatado e gema de ovo. Ele contém glicerol como
criprotetor e ndo contém amidas em sua formulagdo. O
diluente Botu-Crio® contém agucares, aminoacidos,
gema de ovo, glicerol e metilformamida.

Metade das amostras, diluidas em Botu-
Crio®, foram submetidas a curva de congelamento
automatizada (A) e a outra metade, a curva de
congelamento convencional, ndo-automatizada (B). Da
mesma forma, as palhetas contendo as amostras
diluidas com o FR-5® foram também congeladas com
as duas curvas citadas.
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Foram utilizadas duas curvas de
congelamento, denominadas A e B. A curva de
congelamento A foi realizada utilizando-se um sistema
congelador automatizado programavel, modelo Freeze
Control®(CL-8800, Cryologic PTY. LTD; Australia). A
curva utilizada seguiu o protocolo descrito a seguir
(SPRECKELS, 1994): inicio em 24°C, redugdo da
temperatura até 5°C a0,3°C min™. De 5°C a-15°C, redugéo
de temperatura de 10°C min'. De -15°C até -100°C, redugdo
de temperatura de -25°C min’'. A partir de -100°C, a
temperatura foi reduzida em queda livre, com taxa de
decréscimo de aproximadamente 30°C min™'. A curva de
congelamento B foi realizada conforme descrito por
KNEIBL (1993) em que as palhetas devem ser dispostas
horizontalmente em vapor de nitrogénio liquido, em
uma estante posicionada a 3cm acima do nivel do
nitrogénio, por 20 minutos, e mergulhadas
imediatamente no nitrogénio liquido. Neste sistema, a
taxa média de congelamento, do sémen é de -70°C min™.
Apos o congelamento as palhetas foram estocadas em
botijao criogénico por pelo menos uma semana antes
de serem descongeladas e avaliadas.

As amostras foram descongeladas em
banho-maria a 37°C por 30 segundos ¢
posteriormente foram avaliadas quanto a motilidade
total e progressiva, integridade e funcionalidade da
membrana plasmatica, conforme descrito
anteriormente para as amostras de sémen fresco.
Para a analise estatistica dos resultados obtidos, foi
realizada analise de variancia considerando um
delineamento inteiramente casualizado, em um modelo
fatorial 2x2, com intera¢do. Como co-variavel foi
considerado o valor do sémen fresco da variavel em
estudo. Para comparacdo entre médias, foi utilizado o
teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%. Os
dados foram analisados pelo programa Minitab - versdo
14.1.

RESULTADQOS

As amostras de s€émen fresco, sem diluigao,
apresentaram valor médio de motilidade progressiva
de 14,2%+6,9 e valor médio de motilidade total de
70%+18,2. A porcentagem média de integridade de
membrana foi 81,9%=8.,9 e a funcionalidade de
membrana apresentou valor médio de 71,5%+10,1. A
motilidade total e a motilidade progressiva foram
significativamente superiores (P<0,05) nas amostras
congeladas com o diluente Botu-Crio®, nas curvas A e
B, quando comparadas as amostras congeladas com o
diluente FR-5®. Foi observada intera¢do significativa
entre diluente e curva de resfriamento, tanto para MP
(P<0,01) quanto para MT (P<0,01) (Figura 1). As

amostras diluidas em Botu-Crio®apresentaram indices
significativamente superiores de células integras
(P<0,05), quando comparadas com os indices obtidos
com o diluente FR-5® independentemente da curva de
congelamento utilizada. A curva de congelamento A
apresentou indices significativamente superiores
(P<0,05) de células integras, quando comparada aos
indices obtidos com a curva B, independentemente do
diluente utilizado. Ndo houve interagdo entre curva e
diluente. (Figura 1). De forma semelhante, as amostras
de sémen eqiiino criopreservadas com o diluente Botu-
Crio® foram as que possuiram as melhores taxas de
preservagao de funcionalidade de membrana plasmatica
apos o descongelamento (P<0,05) (Figura 1)

DISCUSSAO

A maior eficiéncia na criopreservagdo de
espermatozoides eqiiinos observada na curva de
congelamento A, nas amostras congeladas com ambos
os diluentes, deve-se provavelmente a uma maior
precisdo no controle do decréscimo de temperatura,
pois o sistema de congelamento automatizado
preservou de maneira mais eficiente a motilidade total
e progressiva, a integridade e a funcionalidade da
membrana plasmatica dos espermatozoides eqiiinos.
Dados semelhantes foram encontrados por COCHRAN
et al. (1984) quando compararam a eficiéncia de um
sistema de congelamento automatizado com um néo-
automatizado.

Os dados encontrados indicam que as
amostras congeladas com diluente a base de amidas
resultam na obteng¢do de uma melhor motilidade
progressiva no sémen, apds o congelamento, do que
quando se utiliza o diluente FR-5®. Além disso, os
dados estdo de acordo com outros autores que
analisaram a eficiéncia dos crioprotetores sem a analise
combinada de diluentes com curvas de congelamento
(PAPA etal., 2002; ALVARENGA, 2003).

Os valores médios de motilidade total,
verificados na avaliagdo do sémen fresco, situam-se
dentro dos padrdes referidos pela literatura
(McKINNON & VOSS, 1993). Os valores médios de
motilidade progressiva foram inferiores aos definidos
como normais. Entre as amostras analisadas,
demonstrou-se que o maior indice de motilidade total
ocorreu na interagdo entre a curva de congelamento A
e o diluente Botu-Crio®, indicando que esta combinagao
potencializou a eficiéncia de preservagao dos
espermatozodides eqiiinos. Os valores encontrados sdo
semelhantes aos relatados por BUSTAMANTE-FILHO
(2006) e superiores aos observados por GOMES et al.
(2002) e VIDAMENT et al. (1997). Paralelamente, os
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Figura 1 - Valores da média e desvio padrdo da motilidade progressiva, motilidade total, integridade e funcionalidade
da membrana espermatica do sémen criopreservado com curva automatizada (A) e curva ndo-automatizada
(B), e os diluentes Botucrio e FR-5. * e # significam diferenga significativa entre os diluentes (P<0,05);
& significa diferenga significativa entre as curvas de congelamento (P<0,05).
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indices de motilidade total encontrados, quando foi
utilizado o mesmo diluente combinado com a curva B,
foram de 38,7%=17,8. Estes dados sdo semelhantes aos
referidos por GOMES et al. (2002).

Além disso, a manutengdo dos indices de
motilidade progressiva em valores proximos aos do
sémen fresco estdo de acordo com as observagdes de
GOMES et al. (2002) e ALVARENGA et al. (2005). Esses
autores relataram que diluentes contendo amidas em
sua formulagdo produzem melhores resultados quanto
apreservacdo de sémen de eqiiinos que ndo apresentam
bons indices ao congelamento com diluentes contendo
altas concentragdes de glicerol.

Os valores médios da motilidade progressiva
obtidos com o diluente FR-5® nas amostras de sémen
descongelado foram inferiores aos relatados na
literatura (ALVARENGA et al., 2005; BUSTAMANTE-
FILHO, 2006). Alguns autores consideram que, em
algumas ragas e animais, os efeitos deletérios do glicerol
se tornam mais acentuados (GOMES et al., 2002).

Os animais utilizados neste experimento,
segundo a classificagdo de BRINSKO et al. (2000),
apresentam menos de 25% de motilidade progressiva,
pos-descongelamento; portanto, sdo classificados
como animais com sémen de baixa congelabilidade.
Diversos autores t€ém demonstrado que a utilizagao de
agentes a base de amidas como crioprotetores pode
ser uma alternativa, principalmente para estes
garanhdes (MEDEIROS, 2003; PAPA et al., 2002). O
efeito benéfico reportado, com a utilizacdo de uma
combinag@o entre a curva automatizada e um diluente
a base de amidas, pode indicar que esta metodologia
poderia vir a ser adotada em amostras de sémen de
animais de alto valor agregado e que apresentem s€émen
considerado abaixo dos pardmetros de alta
congelabilidade.

Os valores do teste hiposmotico para a
funcionalidade de membrana evidenciaram maior
eficiéncia na criopreservagdo de espermatozoides
diluidos com Botu-Crio®, quando comparados aos
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resultados das amostras criopreservadas com o
diluente FR-5®. Estes dados demonstram que o diluente
Botu-Crio® foi mais eficiente na preservacdo da
funcionalidade da membrana, quando combinado com
as duas curvas de congelamento, corroborando a
tendéncia observada nos valores médios de motilidade
progressiva e total.

A curva automatizada e o diluente Botu-
Crio®, separadamente, foram responsaveis pela melhor
protecdo das células contra os danos da
criopreservacdo, o que foi constatado pelo menor
nimero de células com membranas lesadas, quando
comparados aos resultados encontrados com as
amostras em que se utilizou a curva convencional de
congelamento e o crioprotetor. A velocidade de redugéo
da temperatura durante o congelamento ¢ uma das
etapas mais importantes no processo de
criopreservagdo, uma vez que variagdes ndo-desejaveis
na curva de resfriamento aumentam o grau de desafio
enfrentado pelos espermatozoides. Este desafio
abrange variagdes osmoticas, danos na membrana
plasmatica e lesdes de organelas, comprometendo
acrossoma, mitocondrias e DNA, pegas-chave na
fungdo espermatica (MOORE, 2006).

O presente trabalho esta de acordo com os
resultados obtidos por MEDEIROS (2003), que
ressaltou uma maior eficiéncia dos diluentes contendo
amidas, como a dimetil-formamida, em relagdo ao
glicerol, na manutengdo da integridade da membrana
espermatica. Segundo estes autores, a eficiéncia dos
diluentes que contém amidas pode estar relacionada
ao seu menor peso molecular, possibilitando maior
penetrabilidade através das membranas plasmatica e
acrossomal, levando conseqiientemente a um menor
dano osmotico.

CONCLUSOES

Encontrou-se maior eficiéncia na
criopreservacdo de sémen eqilino com a utilizagao do
diluente comercial Botu-Crio®, combinado tanto com o
sistema de congelamento automatizado quanto com o
sistema de congelamento convencional. Foi possivel
demonstrar ainda que houve interagdo significativa
entre o diluente Botu-Crio® ¢ a curva automatizada,
produzindo efeito potencializador. Os resultados
encontrados sugerem que, de uma maneira geral, o
sistema de congelamento automatizado causa menos
danos aos espermatozoides, sendo indicada a adogdo
de diluentes contendo amidas como crioprotetor.

Apesar de ainda apresentar baixa eficiéncia,
a criopreservagdo de sémen eqiiino faz-se necessaria
devido as exigéncias de mercado. O material

criopreservado apresenta capacidade de
armazenamento por longos periodos e viabiliza a criagdo
de bancos de material genético de animais de destaque
e/ou alto valor agregado.
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