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Efeito do resfriamento do sémen eqiiino sobre sua congelabilidade
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RESUMO

Utilizaram-se 25 ejaculados de cinco garanhdes da raca Mangalarga Marchador, para avaliar dois
protocolos de congelamento. No primeiro tratamento, resfriou-se o sémen até 5°C (curva de resfriamento
- CR) antes do congelamento, no segundo, congelou-se o sémen sem resfriamento (SC). Compararam-se
duas formas de descongelamento, a 37°C e a 75°C/sete segundos. Os protocolos foram avaliados pelo
teste de termo resisténcia (TTR - motilidade total ¢ vigor) e pela funcionalidade da membrana plasmatica
(teste hiposmotico e eosina nigrosina). A motilidade total no tempo zero do TTR foi melhor (P<0,05) para
o sémen do tratamento CR, quando comparado com o do SC, em ambas as temperaturas de
descongelamento, respectivamente, 46,7% e 21,0% (descongelamento a 37°C), e 44,2% e 24,6%
(descongelamento a 75°C). Na mesma ordem, o nimero de espermatozoides vivos foi maior (P<0,05) no
tratamento CR, 71,0% e 54,6% (descongelamento a 37°C), e 77,4% e 54,1% (descongelamento a 75°C).
O sémen do tratamento CR apresentou maior reagdo (P<0,05) ao teste hiposmdtico e maior vigor
(P<0,05) que o do SC. O sémen descongelado a 75°C apresentou melhor vigor (P<0,05) que o
descongelado a 37°C, independentemente do protocolo de congelamento. Os resultados mostraram, in
vitro, o efeito benéfico do resfriamento do s€men antes do congelamento.
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ABSTRACT

Two freezing protocols and two thawing methods were evaluated on 25 ejaculates from five stallions of
the Mangalarga Marchador breed. In the first freezing method, semen was cooled to 5°C before freezing
(CR); and in the second, semen at room temperature was frozen directly (SC). The two thawing methods
were thawing semen at 37°C for 30 seconds versus thawing at 75°C for 7 seconds. Thawed semen was
evaluated by the thermal resistance test (TRT- total motility and vigor) and by integrity of sperm
membranes (the hypo-osmotic test and the eosine-nigrosine test). Semen that was cooled before freezing
had higher (P<0.05) motility immediately post-thaw than semen that was more abruptly frozen (46.7%
versus 21.0% for semen thawed at 37°C and 44.1% versus 24.5% for semen thawed at 75°C,
respectively). At both thawing temperatures, the percentage of live spermatozoa was higher (P<0.05) in
CR treatment than in the SC method (71% versus 54.6% for semen thawed at 37°C and 77.3% versus
54.1% for semen thawed at 75°C, respectively). The CR treatment also resulted in better hypo-osmotic
test results and better semen vigor than did the SC treatment. Semen thawed at 75°C showed better
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(P<0.05) vigor than semen thawed at 37°C, independent of the semen freezing method. In conclusion,
there were substantial benefits on subsequent semen quality from cooling of semen before it was frozen.

Keywords: equine, semen, freezing protocol, thawing protocol, semen quality

INTRODUCAO

A criopreservagdo do sémen eqiiino representa
importante  instrumento no melhoramento
genético da espécie, pela maximizagdo do uso de
bons reprodutores. Porém, os indices de
fertilidade obtidos com eqiiinos sdo ainda muito
inferiores aos obtidos com sémen congelado de
bovinos. Segundo Kloppe et al. (1988), a menor
taxa de fertilidade do sémen congelado,
comparada a do sémen fresco, constitui um dos
maiores entraves a plena difusdo dessa
biotecnologia.

A redugdo da taxa de fertilidade verificada apds
o processo de congelamento e descongelamento
estd relacionada, principalmente, aos danos
causados ao funcionamento e as estruturas das
membranas dos espermatozoides (Parks e
Graham, 1992). Essas injurias tém sido
identificadas por meio de testes in vitro que
avaliam a funcionalidade e a integridade da
membrana.

A velocidade de redugdo da temperatura durante
o congelamento tem sido um dos fatores mais
importantes no processo de criopreservacao,
visto que o grau de lesdes celulares depende da
curva de resfriamento (Watson, 1995). O choque
térmico pelo frio, nas membranas espermaticas, ¢
mais pronunciado quando o resfriamento ocorre
rapidamente na faixa de temperatura entre 20 e
0°C. Watson (1995) relatou que a faixa critica
situa-se entre 12 e 2°C; Quinn et al. (1980), entre
15 € 0°C, e Moran et al. (1992), entre 19 e 8°C.
Menores taxas de resfriamento do sémen até 4-
6°C sdo mais benéficas para as membranas
espermaticas (Varner et al., 1988; Moran et al.,
1992).

No congelamento de sémen eqiiino, o protocolo
mais difundido ¢ a utilizacdo de um dispositivo
contendo uma raque que fica a 3cm acima do
nivel do nitrogénio liquido (Martin et al., 1979).
Nessa raque, sdo depositadas as palhetas ou
macrotubos na posicdo horizontal. Nesse
sistema, a taxa média de congelamento do s€émen
¢ de —=70°C/minuto.
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O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito do
resfriamento do sémen até a temperatura de
4-5°C, antes do seu congelamento, sobre as
caracteristicas funcionais e estruturais do
espermatozoide eqiiino.

MATERIAL E METODOS

Foi coletado sémen de cinco garanhdes da raga
Mangalarga Marchador, com intervalo de coletas
de trés dias, perfazendo um total de cinco coletas
por animal. Apds a coleta, o s€émen foi avaliado
quanto ao volume, cor, odor, motilidade total,
vigor e teste hiposmotico na osmolaridade de
100mOsml/l — Hos-t 100 (Fiirst, 2002), em
solugdo de citrato-frutose (Correa e Zavos,
1994). Em seguida, diluiu-se o ejaculado na
proporcéo de 1:1 (sémen:diluidor) utilizando-se
o diluidor de centrifugacdo (Martin et al., 1979),
centrifugado a 650g por 10 minutos. Apds a
centrifugacdo, retirou-se o sobrenadante e
ressuspenderam-se  0s  espermatozdides no
diluidor de congelamento (Martin et al., 1979). O
sémen foi envasado em palhetas de 0,5ml, a
concentragao de 200 milhdes de
espermatozodides/palheta. Em  seguida, as
palhetas foram divididas eqiiitativamente para os
dois tratamentos.

No protocolo 1, utilizou-se uma curva de
resfriamento (CR), de tal forma que as palhetas,
contendo o sémen na temperatura ambiente,
foram colocadas em tubo de ensaio com tampa e
capacidade de 20ml. O tubo foi revestido por um
saco plastico, sendo o conjunto transferido para
um recipiente com capacidade de 240ml
(mamadeira plastica), contendo 120ml de alcool
absoluto. O recipiente com o sémen foi colocado
na posicdo horizontal em geladeira, com
temperatura interna de 4-5°C, por 35 minutos.
Apos esse tempo, o tubo de ensaio foi retirado do
recipiente plastico e mantido na geladeira por
mais 25 minutos. A mensuragdo da temperatura
foi realizada com utiliza¢do de termometro
digital', cujo sensor de temperatura foi
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introduzido dentro do tubo de ensaio. Os valores
da temperatura interna do tubo de ensaio foram
computados a cada dois minutos de intervalo.

No protocolo 2 (sem resfriamento do sémen —
SC), apds o envase, o s€men foi congelado sem
resfriamento prévio.

Para o congelamento do sémen, segundo Martin
et al. (1979), as palhetas foram colocadas, na
posi¢do horizontal, sobre uma raque a 4cm acima
do nivel do nitrogénio liquido, por 15 minutos.
Apdés esse periodo, as palhetas foram
mergulhadas no  nitrogénio  liquido e
armazenadas em botijao de s€émen.

O sémen foi descongelado de duas maneiras: em
banho-maria a 75°C por sete segundos € a 37°C.
Apos o descongelamento, as amostras de sémen
dos dois protocolos de descongelamento foram
mantidas a temperatura de 37°C e avaliadas
quanto a motilidade, vigor, teste hiposmético e
teste supravital (eosina-nigrosina) (Barth e Oko,
1989). A longevidade foi avaliada pelo teste de
termorresisténcia (TTR), com o s€émen mantido a
37°C, por, no maximo, 90 minutos. As
avalia¢des foram realizadas nos momentos 0, 20,
40, 60 e 90 minutos apds o descongelamento. No
momento zero, foram avaliados motilidade,
vigor, Hos-t e supravital; nos demais momentos,
foram analisados apenas a  motilidade
progressiva e o vigor.

Os dados de motilidade, reacdo ao Hos-t e
viabilidade espermatica foram analisados pelo
teste do qui-quadrado, ¢ os dados de vigor
espermatico, pela analise de variancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A curva de resfriamento do sémen, ao se utilizar
o protocolo CR, ¢ mostrada na Fig. 1, incluindo-
se as taxas médias de resfriamento. A velocidade
de resfriamentos foi mais lenta inicialmente, até
a temperatura atingir 10°C. A taxa média de
queda de temperatura entre 20 e 10°C foi de —
0,4°C/minuto. Quando o tubo de ensaio com as
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palhetas foi retirado do recipiente plastico e
colocado diretamente no ambiente da geladeira
(35 minutos apo6s o inicio do resfriamento), a
taxa média de reducdo da temperatura passou
para —0,8°C/minuto. O tempo médio para atingir
a temperatura de 5°C foi de 45 minutos. Varios
trabalhos afirmaram que o choque térmico pelo
frio é mais pronunciado quando o resfriamento
ocorre de maneira rapida. A severidade desse
efeito é dependente da curva de resfriamento e
ocasiona mudangas irreversiveis na membrana
plasmatica do espermatozdide, tornando-a
incapaz de realizar suas atividades metabdlicas, o
que provoca rupturas e perdas dos seus
componentes  celulares. O intervalo de
temperatura em que os efeitos sdo mais
pronunciados ocorre entre 19 e 10-8°C, e a
velocidade de resfriamento, entre -0,1 a -
0,05°C/minuto (Kayser et al., 1992; Moran et al.,
1992; Watson, 1995; Graham, 1996). Neste
trabalho, a velocidade de resfriamento entre 25 e
10°C foi, em média, —0,4°C/minuto, semelhante a
observada por Vidament et al. (2000), que
também resfriaram o sémen eqiiino antes do
congelamento, utilizando taxas de resfriamento
que variaram de —0,8 a —0,3°C/minuto entre as
temperaturas de 20 e 10°C.

A taxa de motilidade total do sémen congelado
com resfriamento prévio foi superior (P<0,05) a
do protocolo sem resfriamento, tanto no
descongelamento a 75°C (44,0% versus 24,5%),
quanto a 37°C (46,7% versus 25,20%),
respectivamente (Fig. 2 e 3). Dentro de cada
protocolo, a temperatura de descongelamento (75
ou 37°C) ndo afetou (P>0,05) a taxa de
motilidade total. Pode-se deduzir que o
resfriamento do sémen, antes de seu
congelamento, proporcionou melhor protecao
aos espermatozodides e, com base nos testes
hiposmotico e supravital, provavelmente as
membranas espermaticas sofreram menores
danos durante todo o procedimento. Vidament et
al. (2000), ao utilizarem o diluidor INRAS2,
compararam o sémen resfriado para 4°C, em uma
hora, antes do envase/congelamento, com o
sémen congelado diretamente a partir de 23°C e
verificaram melhor motilidade espermatica para
o congelado apoés o resfriamento prévio.
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Figura 1. Curva de resfriamento do sémen até 5°C, no protocolo 1.
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Letras distintas na avaliagdo dos pardmetros indicam diferengas (P<0,05).

Figura 2. Avaliagdo da motilidade total, do teste supravital (eosina-nigrosina) e Hos-t 100 (teste
hiposmético) do sémen resfriado antes do congelamento (CR) e sem resfriamento (SC) —
descongelamento a 75°C.
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Letras distintas na avaliagdo dos pardmetros indicam diferengas (P<0,05).

Figura 3. Avaliacdo da motilidade total, do teste supravital (eosina-nigrosina) e Hos-t 100 (teste
hiposmético) do sémen resfriado antes do congelamento (CR) e sem resfriamento (SC) —

descongelamento a 37°C.

Heitland et al. (1996) compararam o sémen
congelado a partir de 20°C com o sémen
resfriado  previamente a 5°C, antes do
congelamento, em dois tempos de resfriamento
(2,5 e 5 horas). Observaram melhor motilidade
espermatica para o sémen resfriado, antes do
congelamento, quando utilizaram o diluidor de
leite em poé-gema de ovo, mas ndo quando
utilizaram lactose-EDTA. Possivelmente, o
diluidor de lactose ndo conferiu prote¢do ao
sémen para maiores tempos de resfriamento,
diferentemente do observado neste experimento,
em que o tempo de resfriamento e a estabiliza¢ao
foram de 60 minutos. Vidament et al. (2000), ao
utilizarem o INRAS82 como diluidor, também
verificaram melhor motilidade espermatica pos-
descongelamento para o sémen resfriado a 4°C
por uma hora em relagdo ao submetido a quatro
horas de resfriamento.

A avaliagdo do sémen pelo teste supravital
apresentou resultados semelhantes a avaliagdo
pela motilidade. O sémen congelado com
resfriamento prévio apresentou maior
porcentagem (P<0,05) de espermatozdides vivos,
apos o descongelamento, que o do protocolo SC
(Fig. 2 e 3), tanto no descongelamento a 75°C
(77,36 versus 54,1%) quanto a 37°C (71,0 versus
54,6%), respectivamente. Também ndo houve
efeito da temperatura de descongelamento sobre
o teste supravital, dentro de cada protocolo. Ndo
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se observou correlagdo entre motilidade e
nimero de espermatozdides vivos. Zuccari
(1998) relatou diferenga consideravel entre os
percentuais de células moveis e espermatozoides
com membrana plasmatica integra, sendo a
motilidade poés-descongelamento de 40% e o
numero de espermatozdides integros de 21%.

Apds a avaliagdo do sémen descongelado pelo
teste hiposmético, independentemente do tipo de
descongelamento a 75 ou 37°C (Fig. 2 e 3),
verificaram-se 20,4% de reagdo ao Hos-t 100
para o tratamento com resfriamento prévio antes
do congelamento versus 10,8% para o sem
resfriamento (P<0,05). Comparando-se o Hos-t
100 do sémen fresco (31,5%) com o do sémen
congelado no protocolo CR (20,4%) ou no SC
(10,8%), observou-se reducdo (P<0,05) da
integridade da membrana da ordem de 352 e
67,7%, respectivamente. O resfriamento do
sémen  antes de seu  congelamento,
aparentemente, conferiu maior eficiéncia na
preservagdo da integridade funcional da
membrana plasmatica dos espermatozoides,
provavelmente por protegé-la contra o choque
térmico na faixa critica entre 19 e 8°C. Os
resultados de Hos-t 100 para o protocolo CR
foram superiores aos encontrados por Cottorello
(2002), que também avaliou s€men eqiiino
congelado usando esse mesmo teste.
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Na avaliagdo da longevidade do sémen
descongelado, observou-se que,
independentemente do protocolo de
congelamento, houve queda da motilidade
espermatica, ao longo do TTR. Dentro do mesmo
protocolo, ndo foram observadas diferengas
(P>0,05) de motilidade espermatica, quando se
compararam as duas formas de descongelamento
(Fig. 4A e 4B). Borg et al. (1997), ao
compararem o descongelamento do sémen
eqiiino a 75 e a 37°C, também ndo encontraram
diferencas na motilidade espermatica e na
porcentagem de  espermatozoides  vivos.
Vidament et al. (2001), ao estudarem a
motilidade espermatica do sémen descongelado a
diversas  temperaturas e  tempos de
descongelamento (37°C e 30seg, 50°C ¢ 10seg,
50°C e 20seg, 60°C e 10seg, 75°C e 5seg, 75°C e
10seg e 75°C e 15seg), ndo observaram
diferengas entre os tratamentos, exceto para o
descongelamento a 75°C e 15 segundos, que
diferiu dos demais, quando a motilidade foi zero.

Com rela¢dao a motilidade espermatica ao longo
do TTR, verificaram-se diferengas (P<0,05) entre
os tratamentos, independentemente do método de
descongelamento (Fig. 4C e 4D). No protocolo
com resfriamento prévio, observou-se melhor
motilidade, em ambos os descongelamentos. A
diferenca em relagdo ao protocolo SC manteve-
se até o final do TTR. Vidament et al. (2000) e
Heitland et al. (1996) também verificaram
melhor motilidade pos-descongelamento para o
s€émen submetido ao resfriamento antes do
congelamento.

Embora o declinio da motilidade possa ser
explicado com base em mudangas no transporte
ativo e na permeabilidade da membrana
plasmatica da regido da cauda do
espermatozdide, ¢ possivel que alteracdo na
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energia disponivel ou danos aos elementos do
axonema possam contribuir para esse declinio.
Dessa forma, sdo esperados resultados de baixa
motilidade, sem encontrar alto nivel de lesdo na
membrana plasmatica (Watson, 1995). Esse fato
pode explicar os menores valores de motilidade
durante o TTR para o tratamento sem
resfriamento prévio, pois, a0 se compararem 0s
protocolos com resfriamento prévio, no momento
do descongelamento, a redu¢do dos valores da
integridade de membrana (teste supravital) foi
25%, ao passo que a diferenca de motilidade
entre eles foi 45%.

Durante o TTR, o vigor espermatico foi superior
(P<0,05) para o sémen congelado com
resfriamento prévio, em ambas as temperaturas
de descongelamento (Fig. 5C e 5D).
Independentemente  do  procedimento  de
congelamento, o vigor foi maior (P<0,05)
quando o descongelamento foi realizado a 75°C
por sete segundos (Fig. SA e 5B). Segundo Zhao
e Buhr (1996), o congelamento reduz a atividade
da enzima Ca-ATPase envolvida na motilidade
espermatica. Possivelmente, o descongelamento
a 75°C, associado ao resfriamento prévio do
sémen, conferiu maior prote¢do as membranas
espermaticas e as enzimas ATPases. Cochran et
al. (1984) compararam o descongelamento do
sémen a 75°C por sete segundos com o de 37°C
por 30 segundos e verificaram melhor taxa de
motilidade pds-descongelamento para o primeiro
protocolo.

CONCLUSOES

O resfriamento prévio antes do congelamento foi
benéfico ao sémen eqiiino, conferindo maior
longevidade aos espermatozoides no pods-
descongelamento.
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Figura 4. Motilidade total (%) durante o teste de termorresisténcia (TTR) do sémen congelado com
resfriamento prévio (CR) e sem resfriamento (SC), descongelados a 75°C e a 37°C.
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Figura 5. Vigor espermatico do sémen submetido ao resfriamento antes do congelamento (CR) e sem
resfriamento (SC) em duas temperaturas de descongelamento (75 e 37°C), durante o teste de

termorresisténcia.
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