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RESUMO

NARVAEZ, J.A.C, M.V.Z, Universidade Estadual do Norte Fluminense — Darcy
Ribeiro. Fevereiro de 2011. Influéncia do recipiente de armazenamento (cilindricos e
planos) sobre sémen equino criopreservado. Professor Orientador: José Frederico
Straggiotti Silva. Co-orientador: Mauricio Fraga van Tilburg.

Foi avaliado o efeito de recipientes planos (FlatBag's) e cilindricos (palheta e
macrotubos) sobre os parametros de motilidade total (MT), motilidade progressiva
(MP), velocidade curvilinea (VCL), velocidade média do trajeto (VAP), velocidade
progressiva (VSL), funcionalidade e integridade de membrana em trés tempos (Omin,
30min e 60min) pés-descongelamento. Os parametros de motilidade e cinemética
foram avaliados através de analise computadorizada (CASA). A funcionalidade de
membrana plasmatica foi avaliada mediante o uso do teste hiposmético e a
integridade de membrana plasmatica através do teste com lodeto de propidio (IP).
Todas as amostras foram resfriadas a + 5 ° C/20min, subsequentemente colocadas
a 4cm acima do nitrogénio liquido por 10min e em seguida imersas neste. Todas as
amostras foram descongeladas a 37°C/30seg. Foram congeladas 192 amostras de
sémen equino em palhetas de 0,5 mL (PALO,5mL), macrotubos de 4 mL (MAC4mL),
“FlatBag” de 0,5 mL (FBO,5mL) e “FlatBag” de 4 mL (FB4mL). Na andlise de
regressdo das variaveis de motilidade e cinematica, o FB0O,5mL teve o menor
coeficiente linear, demonstrando queda mais rapida quando comparado com o0s
outros recipientes. Dos recipientes planos, o FB4AmL teve melhores resultados no
tempo 60. O MAC4mL apresentou a pior funcionalidade e integridade de membrana
quando comparado com a PALO,5mL, entretanto, ndo houve diferenca estatistica
(p>0,05) entre os recipientes planos e PALO,5mL. No decorrer dos tempos, a
PALO,5mL mostrou-se melhor na maioria dos parametros avaliados, quando
comparada com 0s outros recipientes. Desta forma, conclui-se que os tipos de
recipientes e volumes utilizados tiveram influéncia sobre os resultados obtidos e
gue é provavel que ao modificar as curvas de congelamento e descongelamento

possa se obter melhores resultados nos recipientes planos.

Palavras-chave: Sémen, Congelamento, FlatBag e Equino.



ABSTRACT

This study evaluated the effect of flat containers (FlatBag's) and cylindrical
(straws and maxi-straws) on the parameters of total motility (MT), progressive motility
(MP), curvilinear velocity (VCL), average path velocity (VAP), progressive velocity
(VSL), in three times (Omin, 30min and 60min) after thawing. The membrane integrity
and functionality were evaluated only in the time Omin after thawing. Motility and
kinematics parameters were evaluated by computerized analysis (CASA). The
functionality of the plasma membrane was evaluated by use of the hypoosmotic test
and plasma membrane integrity using propidium iodide (Pl). All containers were
cooled to £ 5 ° C/20min and subsequently placed 4 cm above the liquid nitrogen in a
period of 10 minutes and then immersed in it. All samples were thawed at 37 °
C/30seg. 192 were frozen horse semen samples in 0.5 mL straws (PALO, 5mL), 4mL
maxi-straws (MAC4mL), 0.5 mL “FlatBag” (FBO,5mL) and 4mL “FlatBag” (FB4mL). In
the regression analysis of variables of motility and kinematics, the FBO,5mL had the
lowest coefficient linear, showing a decay rate faster than other containers.
“Flatbags” assessed in this study, the FB4mL scored better in time 60. The MAC4mL
had the worst functioning and membrane integrity, compared with PALO,5mL,
however, there was no statistical difference (p> 0.05) between the containers plans
and PALO, 5mL. Over time, the PALO,5mL proved to be better in most parameters
compared with the other containers. Thus, we conclude that the types and volumes
of containers used had influence on the results for each of the variables and that is
likely to modify the curves of freezing and thawing can obtain better results in flat

containers tested here.

Key-words: Semen, Freezing, FlatBag and Equine.
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1. INTRODUCAO

O crescente uso de sémen criopreservado de garanhdes para inseminacao
artificial (IA), tem incentivado a procura de melhores crioprotetores, diluentes,
protocolos de congelamento e recipientes de armazenamento, com objetivo de
manter as caracteristicas seminais, garantindo assim a preservacao e
comercializacdo de sémen de Otimas condigcbes. Depois do processo de
congelamento € comum a diminui¢do de algumas das caracteristicas seminais tais
como motilidade, integridade e viabilidade, o que afeta a fertilidade e causa perdas
econbmicas. O desenvolvimento de novos recipientes de armazenamento deve
permitir manter as caracteristicas espermaticas pos-descongelamento e facilitar sua
utilizacdo a campo, uma vez sendo o congelamento processado em volumes

normalmente usados na realizacdo de protocolos reprodutivos.

O entendimento do mecanismo do congelamento da célula espermatica e a
formacdo de cristais de gelo que causam danos mecanicos tém levado ao
melhoramento dos protocolos de criopreservacdo; a pesquisa de crioprotetores
menos lesivos ou combinacgdes entre eles mais favoraveis (VIDAMENT et al., 2002;
HENRY et al., 2002); adicdo de substancias como insulina e aminoacidos ao meio
crioprotetor seminal de garanhdes (FAGUNDES et al., 2010) e utilizacdo de
diferentes tipos de recipientes de armazenamento (BWANGA et al.,, 1990;
ERIKSSON e RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2000 e EKWALLS et al., 2007) que possam
modificar a morfologia dos cristais. Segundo Eriksson e colaboradores (2000), foi
observado um efeito positivo sobre a motilidade progressiva e a integridade da
membrana de espermatozdides congelados em um novo recipiente de
armazenamento conhecido como FlatPack (recipiente de envase plano) quando
comparados com os tipos de envase tradicionais como as palhetas de 0,5 mL e 0,25
mL. Os pesquisadores atribuem este efeito positivo a melhor desidratacdo e & maior
homogeneidade dos cristais, que esta estreitamente relacionada com a forma do
recipiente utilizado no congelamento; este tipo de recipiente plano permite com

maior facilidade a expanséo do liquido por ser mais flexivel do que as palhetas.
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O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a influéncia dos tipos de
recipientes de armazenamento sobre a motilidade, cinematica, integridade e
funcionalidade da membrana plasmatica de espermatozéides equinos pos-

descongelados.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 CONGELAMENTO DE SEMEN

Muitas pesquisas tém demonstrado que ndo existe o diluente ideal em
equinos. O sémen de um mesmo garanhdo pode responder de diferentes formas ao
processo de criopreservagdo em uma mesma estacdo de monta, pois as
caracteristicas desse sémen variam em um determinado tempo, podendo influenciar
de forma positiva ou negativa a sobrevivéncia ou viabilidade pds-descongelamento,
refletindo na taxa de prenhes e nos custos de producdo de um haras. Segundo
Graham (1996), a congelabilidade ruim dos espermatozoéides pode ser melhorada
pela alteracdo de alguma(s) etapa(s) do protocolo principal de criopreservacéo,
demonstrando que € necessario reconhecer quais sdo as fases criticas do processo
de criopreservacdo para cada um dos garanhfes, o qual é um ponto a favor.
Confirmando este postulado, Holt (2000) afirmou que existem diferencas na
composicdo lipidica da membrana espermatica entre espécies, raca e até em
individuos da mesma espécie, sendo muito provavel que esta seja a razao pela qual
um mesmo diluente proporcione maior ou menor protecdo aos espermatozoéides de
um individuo em particular.

A utilizacdo do sémen congelado equino oferece diversas vantagens para a
equideocultura, tais como permitir o melhoramento e difusdo das ragas atuais por
meio da utilizagdo de sémen de garanhdes de alta genética, que possa ser
armazenado por um grande periodo e possa resultar em prenhes. Porém, existem
grandes dificuldades para o sucesso do congelamento de sémen equino, pois as
técnicas de preservacdo em baixas temperaturas causam lesdes estruturais e
funcionais dos espermatozoéides como consequéncia do estresse térmico afetando
sua fertilidade (MORTOS e BRUCE, 1989; JASKO, 1994) e motilidade, como
consequéncia do aumento de injdria na estrutura da membrana (QUINN et al., 1969;
NATH, 1972, citados por BYRNE et al., 2000). A fertilidade do sémen congelado é
inferior & do sémen fresco em programas de inseminacao artificial na maioria das
espécies e pode ser apenas parcialmente compensada, ao utilizar grandes

concentracdes de espermatozoides por dose inseminante (WATSON, 1995).
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Segundo Eriksson e colaboradores (2002), os métodos correntes de
congelamento e descongelamento ndo tém mostrado os melhores resultados;
guando uma amostra de sémen é processada, muitos espermatozoides perdem sua
viabilidade durante o resfriamento, centrifugacdo, congelamento e descongelamento.
Eles constataram também que, em suinos, a centrifugacdo pode produzir
aproximadamente 20 a 25 % de perdas dos espermatozoides viaveis, esta perda €
devida a forca centrifuga aplicada as células espermaticas, que tem um efeito
negativo sobre a viabilidade.

Takamatsu et al. (1999) observaram a formacdo extracelular de cristais de
gelo como resposta celular ao congelamento, sendo este o principal estresse fisico.
Durante o congelamento formam-se canais, dentre os quais todo o soluto e materiais
em suspensao, incluindo células ficam concentrados. Com a subsequente reducédo
da temperatura, as células sdo expostas de modo crescente a solucbes
concentradas, continuando até que a solucdo concentrada fique cristalizada ou
vitrificada. (MORRIS et al., 1999).

Geralmente os protocolos de criopreservacdo sdo desenvolvidos com taxas
de resfriamento lentas e, consequentemente, a maior parte de agua livre é retirada
da célula e imediatamente da solucdo, permanecendo no meio extracelular em
forma de cristais de gelo (EKWALL et al.,1997). Por isso, mais de 80% da agua livre
estd presente nos cristais de gelo extracelulares comprimindo fortemente os
espermatozoides desidratados adjacentes ao soluto, em canais estreitos com
dimensfes variaveis. Com isso, existe certa proporcao de residuo de agua nesses
canais que vao determinar como a alta concentragdo de soluto circundara o
espermatozoide. A variacdo no tamanho desses canais pode estar relacionada a
concentracdo do soluto (HERNANDEZ et al., 2007). Figura 1.
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Figura 1. (a-b) Imagens (Microscépio Cryo-SEM) de amostras de espermatozoides suinos
congelados em palhetas de 0,5mL. (a) A maioria dos espermatozoéides esta localizada em canais de
alta concentracao de soluto que separa os cristais de gelo (3000x). (b) Imagem detalhada de uma
célula espermética capturada pela matriz do diluente congelado (4000x), ndao sendo evidentes danos
externos (HERNANDE?Z et al., 2007).

Os resultados de experimentos feitos por Mazur e colaboradores (MAZUR &
COLE, 1989; SCHNEIDER & MAZUR, 1987; e MAZUR, et al., 1981) nos quais as
células foram congeladas lentamente em solucbes com osmolaridade iniciais
diferentes, mostram que durante o congelamento, em uma dada temperatura, a
percentagem relativa de fluido e gelo é uma funcdo da osmolaridade inicial da
solugao; essa percentagem foi chamada por eles “fragdo nao congelada”. Por meio
desses experimentos, eles mostraram que, durante o congelamento lento, a
sobrevivéncia celular, em qualquer temperatura, € mais dependente da magnitude
da fracdo néo congelada do que da concentracdo de sais na solucédo extracelular.
Segundo Mazur e seus colaboradores (1981), isso demonstra que a dominancia do
mecanismo de danos durante o congelamento com baixas taxas de resfriamento é
de natureza “reoldgica”, relacionado com a interacdo entre célula na fracdo nédo
congelada e gelo, e esta é atribuida a forca cortante do gelo ou deformidade da
célula.

Uma particularidade da caracteristica fisico-quimica da agua € sua tendéncia
a se expandir quando congelada. Esse fendbmeno de expansao é limitado pela
palheta quando ele ocorre dentro da mesma. Como consequéncia disso, 0s cristais
de gelo extracelulares sdo empurrados em direcdo ao centro da palheta, causando
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ainda maior compressao as ceélulas que ficam nos canais. Courtens e Rety (2001)
observaram maior numero de lesbes no acrossoma e membranas em
espermatozoides de carneiros e varrfes localizados no centro da palheta, mesmo
nao tendo sido observado cristais de gelo intracelulares quando congelados em
palhetas convencionais.

A nucleacdo de gelo € um evento estocastico e pode ocorrer proximo ao
ponto de congelamento ou mais que 10 a 20 °C abaixo dessa temperatura durante
0s métodos convencionais usados para o congelamento de sémen (SONGSASEN et
al., 1997). Além disso, mesmo amostras em iguais condicbes de congelamento
podem ter diferentes temperaturas de nucleacéo e estruturas diferentes de cristais
de gelo quando a nucleacgéo de gelo ndo é controlada (SEARLES et al., 2001).

As estruturas dos cristais de gelo sdo essencialmente fixadas pela
temperatura de nucleacdo do gelo em palhetas resfriadas abaixo do ponto de
congelamento (MORRIS et al., 1999), o qual esta relacionado com a recuperacao
das células no descongelamento, sendo considerado, portanto, o maior fator na
variagdo entre mesmas amostras durante a criopreservacdo (WOELDERS et al.,
2005).

2.2 INJURIAS FiSICAS E QUIMICAS DURANTE O CONGELAMENTO

E conhecido que o processo de criopreservacdo do sémen causa danos
subletais as células e, subsequentemente, reduz a fertiidade. A membrana
plasmatica serve como a principal barreira ao meio exterior e € o lugar priméario de
dano no congelamento-descongelamento. Entre os danos causados podem-se
incluir desestabilizacdo de membrana devido ao rearranjamento dos lipideos, perda
dos lipideos da membrana e peroxidacao dos lipideos da membrana como resultado
da formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Segundo Holt (2000), esses
eventos podem afetar a motilidade espermatica, as respostas ao estresse mecanico
e as vias de sinalizagdo, como resultado a habilidade para atingir, ligar-se e reagir
com a zona pellucida sdo comprometidas.

Diferentes pesquisas na area da criobiologia sdo dirigidas com a finalidade de

entender os mecanismos de danos celulares durante o congelamento e
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descongelamento. Tem-se, aceito nesse campo, que sao dois 0s mecanismos pelos
quais se produz dano celular: quimico (consequente da desidratacéo celular durante
o0 congelamento com baixas taxas de resfriamento) e fisicos (pela formacdo de
cristais de gelo intracelular durante o congelamento com altas taxas de resfriamento)
(MAZUR, 1970). Lovelock (1953) demonstrou os danos celulares por mecanismo
quimico através de estudos com hemacias expostas a solu¢des hipertonicas.
Durante o congelamento celular, ele observou que os danos ocorrem pela
progressiva formacdo de gelo no meio exterior, com consequente aumento
progressivo da concentragcdo da solucdo extracelular. Os danos causados pela
solucdo extracelular hiperténica poderiam ser quimicos ou relacionados com a taxa
de osmolaridade, influenciando o volume celular (MERYMAN, 1971 e STEPONKUS
& GORDON-KAMM, 1985).

A maior parte dos pesquisadores acredita que o mecanismo de danos durante
o congelamento com baixas taxas de resfriamento esta correlacionado com a
formacdo de uma solucao hipertbnica extracelular. Entretanto, varios cientistas tém
desafiado essa teoria. Em 1967, Nei e colaboradores postularam que as células séo
danificadas por interacdo mecanica entre a fase de desenvolvimento dos cristais de
gelo e consequentemente por sua localizagéo entre esses cristais (NEI, 1967; NEI &
TANNO, 1968). Eles observaram que hemécias congeladas entre -2 e -10°C
apresentaram alta taxa de hemdlise em relacdo a hemacias expostas em
concentracfes similares de cloreto de sodio (NaCl) nestas temperaturas, mas na
auséncia de cristais de gelo extracelular (NEI & TANNO, 1968). Com essas
observacfes, Nei e Tanno concluiram que os danos durante o congelamento lento
ndo poderiam ser atribuidos apenas a exposi¢do a altas concentracdes de soluto e
gue 0s danos mecanicos sdo uma causa significativa de hemadlise em hemacias.

Depois da invencdo do criomicroscopio de solidificacdo direcional por
Rubinsky (1985), promoveram estudos para entender o mecanismo de danos
durante o congelamento. Rubinsky e Lkeda (1985) concluiram que o gradiente de
temperatura da interface de congelamento e a velocidade da interface de
congelamento séo as duas maiores variaveis térmicas fundamentais que compdem
a “taxa de resfriamento”, que € o parametro térmico comumente usado na
criobiologia para correlacionar a viabilidade celular com o histérico térmico durante o
congelamento. Com o uso do microscopio de solidificagdo direcional, eles

mostraram que, variando a velocidade da interface de congelamento e o gradiente
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de temperatura, é possivel congelar células com varias taxas de resfriamento e,
consequentemente, com diferentes formas de cristais de gelo. Beckman et al.,
(1990) e Hubel et al., (1992) mostraram que, para mesma taxa de resfriamento, a
viabilidade celular pode variar com a forma dos cristais de gelo, portanto, afetando o
mecanismo de interagdo célula-gelo durante o congelamento.

Takamatsu e Rubinsky (1999) desenvolveram um procedimento experimental
para estudar o efeito da compressdo dos cristais de gelo na viabilidade celular.
Utilizando células cancerigenas de adenoma primario de préstata humana,
mostraram que a viabilidade celular decrescia vertiginosamente quando as células
eram comprimidas até 30% do seu tamanho original. Um simples modelo
matematico mostrou que a temperatura no qual o efeito da compressao pode causar

danos na célula esta relacionada com o espaco entre os cristais de gelo.

2.3 NUCLEACAO DO GELO

A estrutura dos cristais de gelo é essencialmente fixada pela temperatura de
nucleacdo do gelo nas palhetas super-resfriadas (MORRIS et al., 1999). Como a
nucleacdo ndo é controlada, as mesmas amostras que sao resfriadas com curvas
idénticas apresentam diferencas entre si, devido a diferentes temperaturas de
nucleagéo e, consequentemente, diferentes estruturas de cristais de gelo (SEARLES
et al., 2001). Isso modifica a recuperacao de células viaveis entre amostras de uma
mesma partida seminal no descongelamento e é considerado o maior fator de
variacdo entre mesmas amostras durante o congelamento (WOELDERS et al.,
2005). Songsasen et al. (1997) e Woelders et al. (2005) sugeriram que a forma de
controlar as diferentes temperaturas de nucleacdo e as diferentes estruturas de
cristais de gelo em uma amostra € por meio do “seeding”, que permite a inducéo da
formacado de cristais de gel extracelular depois do ponto de congelamento,
eliminando as arbitrariedades da nucleacdo do gelo e levando a condicbes de
congelamento mais controladas. Nessas condi¢cdes, as estruturas dos canais
usualmente seguem um congelamento e solidificacdo linear da fracdo de gelo,
resultando em um arranjamento uniforme dos canais, que parece ser benéfico para

a criosobrevivéncia espermatica (MORRIS et al., 1999).
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O “seeding” em amostras de sémen super-congeladas parece ser benéfico
para a sobrevida dos espermatozoéides apos o congelamento (HERNANDEZ et al.,
2007). Espermatozoéides humanos foram congelados convencionalmente em grupos
com e sem a nucleacdo do gelo induzida pelo “seeding”. Houve aumento
significativo da motilidade espermatica ap6s o descongelamento no grupo induzido a
“seeding” em relacédo ao grupo controle (MORRIS et al., 1999). Kumar et al. (2003)
constataram o efeito benéfico do “seeding” no congelamento na sobrevida
espermatica apos o descongelamento de palhetas de 0,5 mL. O uso de glicerol
como crioprotetor, que aumenta o super congelamento e altera a morfologia do gelo
de hexagonal para formas irregulares é outro fator que pode alterar a forma dos
cristais de gelo (SEARLES et al., 2001).

2.3.1 Cristais de gelo intracelular

Para minimizar a duracdo da exposi¢cdo do espermatozdlide as diferentes
situacdes de estresse do congelamento e, assim, proporcionar 6tima sobrevivéncia,
€ necessario um ritmo de congelamento rapido e também um tempo suficiente para
permitir que a dgua possa sair da célula por osmose evitando a formacéo de gelo
intracelular, letal para o espermatozoéide (WATSON, 2000).

Dado que a formacdo de gelo intracelular € dependente do ritmo do
congelamento e descongelamento. Um estreito controle do ritmo de diminuicao e
aumento da temperatura pode minimizar as lesdes celulares causadas pelo gelo
intracelular. Se a taxa de congelamento é extremadamente rapida, o gelo intracelular
constitui microcristais e os danos derivados séo reduzidos (AMANN e PICKETT,
1987). O sucesso de um procedimento de criopreservacao esta condicionado pelo
processo de descongelamento, portanto, se a taxa de resfriamento é rapida, a de
aguecimento também deve ser; alternativamente, se a taxa de resfriamento € lenta,
também deve ser a de aquecimento. As células que contém microcristais de gelo
intracelulares devem ser reaquecidas rapidamente a fim de evitar a re-cristalizacao
destes pequenos cristais, que podem lesar as células (AMANN e PICKETT, 1987).

Quando se realiza congelamento lento, grande quantidade de agua migra do

interior da célula até o meio extracelular, na tentativa de reverter os danos do efeito
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hipertdnico da solugdo. Neste caso, € importante que o descongelamento seja
também lento, para que os volumes de 4gua sejam reequilibrados antes do completo
descongelamento, evitando que grandes alteracbes do volume celular provoquem
lesdo da membrana espermatica. Por outro lado se o congelamento se da
rapidamente, ndo ocorre uma grande alteragdo no volume de &gua no interior da
célula e microcristais de gelo seréo ali formados (MAZUR, 1984).

Se 0 congelamento ocorre rapidamente, o descongelamento devera ser
rapido, pois se este é realizado de forma lenta a a4gua intracelular se descongela em
um momento em que existe ainda temperatura baixa o suficiente para haver uma
recristalizacdo da agua recém-descongelada. Se isto acontecer, grandes cristais,
como consequéncia da recristalizacdo formar-se-ao, expondo a célula ao risco de
sofrer perfuracdes por estes grandes cristais de gelo (WATSON, 1995 e HOLT,
2000).

2.3.2 Cristais de gelo extracelular

Qualquer tipo de dano espermético durante o processo de resfriamento sera
acentuado durante o processo de congelamento e descongelamento. As principais
fontes de injurias durante o processo de criopreservacao incluem a formacao de
cristais de gelo intra e extracelulares (AMANN e PICKETT, 1987).

Quando uma suspensao espermatica é resfriada abaixo de 5°C, inicialmente
as células esperméticas e o meio que as envolve permanecem descongelados.
Entre -5°C e -15°C, comeca a formacao de cristais de gelo no meio diluidor e as
células espermaticas continuam resfriadas. A membrana plasmatica atua como
barreira, impedindo a expansédo dos cristais de gelo do meio extracelular ao
compartimento intracelular; a medida que a agua extracelular se congela, os sais
excluidos dos cristais de gelo se acumulam em concentragdes crescentes no liquido
ainda nao congelado, aumentando o gradiente osmotico no meio extracelular,
provocando a difusdo da agua intracelular ao ambiente extracelular, causando a
desidratacdo das células espermaticas (AMANN e PICKETT, 1987). Assim, a
desidratacdo osmoética, mas do que a formacdo de gelo intracelular € a principal

causa das alteracfes ultra-estruturais da membrana e uma da suas consequéncias é
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a perda da seletividade da membrana (PARKS E GRAHAM, 1992, citados por
NASCIMENTO et al. 2008).

Ambas as formas de resfriamento causam danos celulares. Assim, a
velocidade de resfriamento ideal deveria ser lenta o suficiente para evitar a formacéo
de cristais de gelo intracelulares, mas de certa forma rapida para diminuir o efeito
solugao (HOLT, 2000).

2.3.3 Influéncia das substancias na formacgdo dos cristais de gelo e canais

entre os cristais.

2.3.3.1 Proteinas anticongelantes.

As proteinas anticongelantes sdo compostos que podem modificar a
morfologia do gelo sem qualquer mudancga significativa na osmolaridade da solugéo,
tendo sido usadas para produzir mais evidéncias que a estrutura dos cristais de gelo
pode executar como um importante papel na destruicdo da célula congelada.
Rubinsky e Devries (1989) congelaram hemacias em soluces crioprotetoras
contendo glicerol com e sem proteinas anticongelantes. A concentracao de proteina
anticongelante foi de 20 mg/mL, que ndo poderia gerar mudancas na osmolaridade
da solucdo. Em outro controle, a concentracdo de proteina anticongelante foi
suficiente para mudar completamente a estrutura dos cristais de gelo para a forma
de espiculas, semelhante & estrutura de agulhas com 10 ym de didmetro e
separadas a 10 ym uma das outras. Quando hemacias foram congeladas na
auséncia de proteinas anticongelantes sobreviveram ao congelamento, enquanto
que na presenca dessas proteinas foram completamente destruidas, implicando na
mudanc¢a da morfologia do cristal de gelo e consequentemente no mecanismo de
destruicdo das células.

Estudos realizados por Ishiguro e Rubinsky (ISHIGURO & RUBINSHKY, 1994
e 1998) constataram que a morfologia do cristal de gelo pode estar implicada na
destruicdo das hemacias pelo congelamento. O congelamento das hemacias em

platina de microscopio de solidificacdo direcional demonstrou que o gelo empurra
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fisicamente as células dentro dos canais que sdo formados entre os cristais de gelo.
Imagens das hemacias congeladas na presenca de proteinas anticongelantes
mostram que as mesmas foram deformadas pelas espiculas de gelo que, por fim,
destruiram as células. Também eles observaram que na presenca de glicerol, os
cristais ndo empurram as células, mas crescem a sua volta. Pelo qual é possivel
considerar que o glicerol pode ter um efeito protetor na célula também pela sua
habilidade de modificar o modo de crescimento dos cristais de gelo.

Trabalhos tém demonstrado que células foram destruidas pelo congelamento
quando a concentracdo de proteinas anticongelantes na solugéo foi suficientemente
alta para modificar a estrutura dos cristais de gelo para forma de espiculas e,
guando essas concentracdes foram baixas, as células ndo eram destruidas
(KOUSHAFAR et al., 1997; KOUSHAFAR e RUBINSKY, 1997 e PHAM et al., 1999).
Em resumo, quando as proteinas anticongelamento foram usadas em quantidade
que produzissem pequenos cristais de gelo, as células congeladas foram destruidas
em propor¢cdes maiores do que seriam originalmente destruidas em condi¢cdes
térmicas e quimicas semelhantes. Registros visuais do processo de congelamento
mostraram células sendo deformadas entre pequenos cristais de gelo causados pela
presenca de proteinas anticongelantes, e envolve cristais de gelo causando
deformacgédo equivalente ao mecanismo de danos que acontecem comumente
durante o congelamento (ISHIGURO & RUBINSKY, 1998; ISHIGURO & RUBINSKY,
1994; KOUSHAFAR & RUBINSKY, 1997).

2.4  SUBSTANCIAS CRIOPROTETORAS

Os crioprotetores s&o incluidos no diluente com objetivo de proteger 0s
espermatozoides durante o congelamento e o descongelamento. Dividem-se em
duas classes: penetrantes e néo-penetrantes. Os crioprotetores penetrantes sao
agueles que passam atraves da membrana espermatica e atuam tanto
intracelularmente quanto extracelularmente. Os crioprotetores nao-penetrantes
atuam unicamente no meio extracelular (GRAHAM, 1995).

Dentre os crioprotetores penetrantes, se incluem glicerol, dimetilsulféxido

(DMSO), etilenoglicol, propanodiol, butanodiol, metanol e amidas como a
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dimetilformamida. Eles se comportam como solventes e possuem o ponto de
congelamento muito mais baixo do que o da 4gua. Quando o diluente congela, a
agua pura congela e forma cristais de gelo. Entre estes cristais de gelo ficam canais
de diluidor ndo congelado, no qual os espermatozoides ficam alojados (GRAHAM,
1995).

Os crioprotetores ndo penetrantes incluem proteinas presentes no leite e ovo;
acucares como a lactose, frutose, manose, rafinose ou trealose; polimeros sintéticos
como o polivinilpirrolidona ou metil-celulose. Eles promovem a desidratacdo celular
durante o congelamento, atuando no mecanismo osmético, impedindo a formacédo
de grandes cristais de gelo no interior da célula (PENA, 1997 e HOLT, 2000).

2.4.1 Glicerol

E o crioprotetor penetrante mais usado e considerado como crioprotetor
universal desde 1949, quando Polge et al. (1949) demonstraram a eficacia deste no
congelamento de sémen. O glicerol é altamente solivel em &gua e rapidamente
penetra a bicamada lipidica da membrana plasméatica (SCHERZER et al., 2009). Sua
acao protetora estd relacionada com suas propriedades coligativas e ligantes da
agua, diminuindo o ponto crioscépico intracelular. Como consequiéncia, aumenta a
quantidade de agua que permanece no estado liquido sob baixas temperaturas,
diminuindo a concentracao intracelular de solutos e reduzindo os danos do efeito de
solugdo (PENA, 1997 e HOLT, 2000). Apesar disso, ha evidéncias de que o glicerol
€ toxico, pois causa injurias bioquimicas resultantes da acdo direta sobre o0s
componentes celulares (GRAHAM, 1995).

A primeira consequéncia da adigdo do glicerol em um meio isotdnico é uma
alteracdo de volume celular devido a uma rapida saida de agua intracelular
(enrugamento celular), seguido de um lento retorno ao volume original a medida que
o crioprotetor penetra na célula (HAMMERSTED e GRAHAM, 1990 e PENA, 1997).
O glicerol pode alterar as propriedades basicas da membrana plasmatica por induzir
mudancas no acondicionamento de fosfolipidios e, ainda, alterar a estabilidade e a
permeabilidade a agua. Estas mudancas podem contribuir para a diminuicdo da
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sobrevivéncia espermatica, posterior ao processo de congelamento—
descongelamento e acelerar a capacitacdo espermatica (WATSON, 1995).

Estudos realizados por Alvarenga et al. (2000) demonstraram que a utilizacao
do etilenoglicol oferecia as mesmas propriedades crioprotetoras que o glicerol;
enquanto Henry et al. (2002) confirmaram estes resultados e observaram que eles
poderiam ser utilizados associados ou separados. Vidament et al. (2002) concluiram
que a utilizacdo combinada de glicerol e dimetilformamida tem melhores resultados

do que a utilizacéo isolada.

2.4.2 Dimetilformamida

A dimetilformamida € um crioprotetor penetrante que tem sido considerado
como uma recente alternativa para evitar lesdo do espermatozoide equino com
resultados superiores ao glicerol (GRAHAM, 2000; ALVARENGA, 2002; VIDAMENT
et al., 2002 e MOFFET et al., 2003), especialmente em casos de espermatozoéides
provenientes de garanhfes que sdo sensiveis ao processo de congelamento
(ALVARENGA et al., 2005). Segundo Medeiros et al. (2002), a concentracdo de 5%
v/ivou 0,6 e 0,9M de dimetilformamida € a mais indicada para uso em diluentes para
espermatozoides equinos.

Segundo Moffet et al. (2003), a dimetilformamida tem menor peso molecular
comparada com o glicerol; o que potencialmente resulta em maior facilidade para
atravessar as membranas espermaticas, um menor tempo de equilibrio entre os
compartimentos extra e intracelular e, como consequéncia, na reducgdo do potencial

lesivo do choque osmatico.

2.4.3 Dimetilsulfoxido (DMSO)

Este crioprotetor permite a fusdo das membranas a uma temperatura

aproximada a 0°C, impedindo a difusdo dos cations e outras substancias
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intracelulares através das rupturas da membrana causada pela formacgéo
intracelular de gelo (SHIER, 1988). Também tém sido utilizados em criopreservagao
de sémen coelhos e elefantes com bons resultados, e em equinos considerados
ruins congeladores, mostrou melhores valores de motilidade e viabilidade pés-
descongelamento quando comparado com glicerol (WATSON, 1995). Segundo
Chenier et al. (1998), relataram que ndo houve diferenca significativa de
congelabilidade entre glicerol, etilenoglicol e DMSO, embora o DMSO tenha
melhorado caracteristicas poés-descongelamento, quando comparado aos outros

tfratamentos.

2.4.4 Etilenoglicol

E um poli-alcool (C,HsO2), com peso molecular (62,07) e inferior ao do glicerol
(92,10) e € muito utilizado na criopreservacao de tecido ovariano e de embrides de
diferentes espécies, por sua baixa toxicidade, elevada permeabilidade fazendo com
que penetre a membrana plasméatica da célula com maior rapidez e facilidade do
qgue o glicerol (MASSIP, 2001). Segundo Alvarenga et al. (2000), as propriedades
crioprotetoras do etilenoglicol tém sido semelhantes as do glicerol, no congelamento
de sémen equino, quanto a preservacdo da motilidade e integridade de membrana.
Também, Cotorello et al. (2001) testaram o efeito do etilenoglicol, isolado ou
associado ao glicerol, na criopreservacdo do sémen equino e nao observaram
diferenca entre os tratamentos testados. Segundo Henry et al. (2002), o etilenoglicol
poderia substituir o glicerol, quando utilizado a uma concentragdo de 3%, ou
inclusive mais baixa, e pode-ser utilizado isolado ou associado com glicerol,
proporcionando bons resultados na motilidade progressiva e na preservacdo da
integridade de membrana e acrossoma. Outros trabalhos realizados em garanhdes
da raca Mangalarga Marchador demonstraram que o etilenoglicol foi superior ao
glicerol em preservar a integridade estrutural dos espermatozéides equinos
(SNOECK, 2003).
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245 Gemade ovo

Segundo Mann et al. (2008), a gema esta constituida por aproximadamente
48% de agua, 33% de lipideos e 17% de proteinas; € fonte de vitaminas, minerais,
imunoglobulinas, albumina e enzimas antioxidantes como superoxido dismutase e
glutationa peroxidase.

A gema de ovo é utilizada em concentracdes de 10 a 20 % V/V, variando em
alguns casos, sendo utilizada para proteger os espermatozéides do choque frio.
Provavelmente, esta protecdo seja fornecida pela presenca dessas lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) (BERGERON & MANJUNATH, 2006). Varella e
colaboradores (2004) propuseram a utilizagcdo apenas das lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) presentes na gema de ovo ou outro tipo de fonte de lipidios, para a
conservacao de sémen, evitando assim o uso de produtos de origem animal, que
representam risco potencial de contaminacdo ao sémen, 0s quais ndo tém uma
composic¢ao uniforme.

Embora o mecanismo exato de protecao por parte da gema de ovo ainda néo
esteja elucidado existem hipoteses que tém sido sugeridas para explicar seu
possivel mecanismo de protecdo, e entre elas estdo, primeiramente, a associacao
de LDL & membrana espermética estabilizando-a, mas esta é contraditéria ao
relacionar a estabilidade da associa¢cdo de LDL com a membrana espermatica; a
segunda hipétese é formacéo de uma pelicula protetora (constituida de fosfolipidios
presentes nos LDL) sobre a membrana espermatica ou por reposicdo de
fosfolipidios da membrana que se perdem ou séo danificados durante o processo de
criopreservacdo. Um recente estudo mostrou que fosfatidilcolina contida nos LDL da
gema de ovo ou do 6leo de soja se associa com a membrana espermatica equina e
protege esta eficientemente, mas esses fosfolipidios ndo sdo incorporados a
membrana espermatica depois da criopreservacdo (RICKER et al., 2006); a terceira
hipétese consiste na competicdo das LDL por lugares de ligacdo na membrana
com peptideos deletérios (<5 kDa) do plasma seminal (BERGERON &
MANJUNATH, 2006).

Segundo Bergeron e Manjunath (2006), estes peptideos deletérios pertencem
a uma familia de proteinas ligadoras de lipidios (proteinas BSP), descobertas

inicialmente em plasma seminal bovino e posteriormente suas homélogas em outras
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espécies de mamiferos como suinos, equinos, caprinos, ovinos. No biséo, proteinas
homoélogas a estas, foram isoladas a partir de secrecdes da vesicula seminal. As
proteinas BSP sdo secretadas pela vesicula seminal do bovino e representam
aproximadamente 65% das proteinas totais do plasma seminal, mas sua
concentracdo varia de espécie a espécie. Quando em contato, as proteinas BSP
ligam-se aos lipidios da membrana espermética e estimulam a remocdo destes
(colesterol e fosfolipidios) da membrana espermatica. Quando o sémen esta diluido,
em diluente com gema de ovo, esses fatores deletérios do plasma seminal
interagem com as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) presentes na gema de
ovo. Essa interacdo (proteinas BSP:lipoproteinas) minimiza a remocao de lipideos
da membrana espermatica, influenciando positivamente o armazenamento,
diminuindo os efeitos adversos da criopreservacao e, consequentemente, funcdes
como a motilidade, integridade acrossomal e viabilidade sdo mantidas. Deste modo,
o LDL pode oferecer protecao pela reducéo dos efeitos deletérios das proteinas do
plasma seminal sobre a membrana espermética. Bergeron et al. (2004), observaram
gue quando o sémen era diluido com um extensor com gema de ovo ou LDL,
aproximadamente 80% menos das proteinas de BSP eram associadas com 0s
espermatozdides e concomitantemente, a saida de lipideos (colesterol e
fosfolipidios) da membrana espermatica foi prevenida durante o armazenamento. Se
0 sémen nédo é diluido, os espermatozdides sdo expostos continuamente a altas
concentracdes de proteinas BSP, e a remocéao de lipideos é progressiva, resultando
em uma diminuicdo da resisténcia dos espermatozéides ao choque térmico e

congelamento.

2.5 RECIPIENTES DE CRIOPRESERVACAO DE SEMEN

Desde que Merkt e Krause (1966) e Nagase et al. (1966) reportaram 0s
primeiros casos de prenhes e nascimentos de produtos a partir da utilizacdo de
sémen processado em forma de pellets ou goticulas de sémen diluido congelado
sobre gelo seco, utilizando a técnica descrita por Nagase e Niwa (1964), a
criopreservacdo de sémen equino tem tomado maior importancia. Na mesma

década, Bader e Mahler (1968) e Oshida et al. (1968) registraram resultados
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utiizando a mesma técnica (HELLEMAN e LINDEMANN, 1981). Como
consequéncia dos riscos de contaminacdo, dificuldade de identificacao,
armazenamento, manipulacédo e descongelamento dos pellets, esta técnica néo foi
utilizada com maior frequéncia (ERIKSSON e RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2000).

Knoop (1968) e Rajamanan et al. (1968) utilizaram ampolas de 10 mL e
Schafer e Baum (1970) de 100 mL, como resultado foi observado que o
congelamento de sémen em grandes volumes estava relacionado com baixas
porcentagens de sobrevivéncia espermatica. Estes resultados incentivaram Ellery et
al. (1971) a envasar 10 mL de sémen em sacolas plasticas de 5 por 15 cm, com
uma espessura de aproximadamente 0,7 mm. Este recipiente permitiu a otimizag&ao
da relacdo volume/superficie, melhorando as taxas de sobrevivéncias espermaticas;
se convertendo assim no primeiro reporte de utilizacdo de recipiente plastico plano
(sacolas plasticas) (HELLEMAN e LINDEMANN, 1981).

Uma relacdo de grande superficie e volume pequeno, € caracteristico do
recipiente de armazenamento plano (sacolas plasticas). Este apresenta extensa
superficie de contacto para armazenar pequeno volume de sémen (BWANGA et al.,
1990). Tem se obtido aceitavel motilidade e fertilidade po6s-descongelamento,
utilizando sacolas plasticas com volume de 5 mL (LARSSON et al. 1976; BWANGA
et al. 1991; MWANZA e RODRIGUEZ-MARTINEZ, 1993; citados por ERIKSSON e
RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2000). No caso de sémen suino, este deve ser re-diluido
apos o congelamento, para obter uma dose com volume ideal para a inseminacéao
artificial, portanto, causando maiores lesées na membrana e diminuindo assim, sua
capacidade fertilizante (ORTMAN e RODRIGUEZ-MARTINEZ, 1994).

Em um estudo feito por Eriksson e Rodriguez-Martinez (2000a), foi congelado
sémen suino, em sacolas plasticas grandes denominadas “cochettes” e
macrotubos. Os resultados observados demonstraram que a motilidade poés-
descongelamento nos “cochettes” foi melhor do que nos macrotubos, mas em
relacdo a integridade de membrana, os macrotubos demonstraram ser melhores do
que os “cochettes”. Eles atribuiram estes resultados a que os “cochettes” utilizados
neste estudo eram muito flexiveis e dificultaram o esvaziamento total do ar, ficando
preso internamente e impedindo o descongelamento rapido, o que favoreceu a re-
cristalizacdo de gelo, ou seja, a formagdo de novos cristais a partir de 4gua em
processo de descongelamento, lesando, assim, as membranas. Segundo eles, o

procedimento de congelamento-descongelamento pode ser eficaz para manter a
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motilidade, mas pode ndo ser para manter a integridade da membrana, este fato
devido possivelmente a que, tanto o compartimento da cabeca (relacionado a
integridade de membrana plasmatica e de acrossoma), quanto da peca intermédia e
cauda (relacionado com motilidade) tém diferentes condicbes de congelamento e
descongelamento.

O FlatPack, outro recipiente de armazenamento plano feito com plastico, foi
desenvolvido por Eriksson e Rodriguez-Martinez (2000a). E uma sacola plastica
plana, feita a partir de polietileno tereftalato (PET); suas dimensdes sdo: 0,2 mm de
espessura, 30 cm de comprimento e 22 mm de largura; quando este € enchido com
5 mL de sémen, sua espessura chega a 1 mm. O FlatPack foi utilizado para
congelar sémen suino, contendo uma dose inseminante e, por suas dimensoées, de
facil armazenamento, pois este cabe em um caneco de um botijao convencional.
Estes pesquisadores testaram e compararam diferentes taxas de congelamento e
descongelamento em sémen armazenado em macrotubos e FlatPacks, avaliando
sua influéncia sobre a motilidade e integridade de membrana. Também foram
monitoradas mudancas de temperatura intra-envase durante o congelamento e
descongelamento. Eles observaram que os valores de motilidade, velocidade e
deslocamento lateral de cabeca dos espermatozoéides congelados em FlatPacks
foram superiores a aqueles que foram congelados em macrotubos. Também foi
observada diferenca substancial entre a temperatura intra-envase do centro e da
periferia do macrotubo, o que ndo aconteceu no FlatPack. Este melhoramento visto
parece estar relacionado com a rapidez do congelamento-descongelamento e a
homogeneidade da temperatura da amostra, ndo havendo diferencas de
temperaturas dentro da mesma. Contrario a este, as diferencas de temperatura entre
0 centro e periferia do macrotubo no processo de congelamento e quase sempre
durante o descongelamento, permitem a formacédo de gelo intra ou extracelular a
partir de agua ja descongelada, evento conhecido como re-cristalizacdo. A
recristalizacdo traz como consequéncia lesdo de membranas (FISER e FAIRFULL,
1990) e forma microcristais nas mitocéndrias (COURTENS e PAQUIGNON, 1985),
afetando a motilidade pds-descongelamento. Este fato foi observado nos
espermatozoides congelados em macrotubos (FISER e FAIRFULL, 1990).

O efeito mecanico que gera dano na criopreservacdo foi mostrado pela
primeira vez por Nei (1967 e 1968) citado por Saragusty et al., (2009), que

comprovaram que os cristais de gelo produziam dano celular por interacdo mecanica
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com as células que ficavam presas entre eles. Anos depois este postulado foi
denominado a “hipétese da fragdo ndo congelada” (MAZUR et al., 1981). Os ultimos
estudos confirmam o anterior e concluem, que a diminuicdo no espacamento entre
0s cristais pode, realmente, causar destruicdo celular (ISHIGURO e RUBINSKY,
1994; TAKAMATSU e RUBINSKY, 1999; citado por SARAGUSTY et al.,, 2009).
Saragusty e colaboradores (2009) mencionaram outros possiveis mecanismos de
lesdo que foram anteriormente pesquisados por outros autores, entre eles estédo: O
contato e interacdo entre o gelo e a bicamada lipidica (WOLFE e BRYANT, 2001),
imersdo das células pelo crescimento dos cristais em funcdo da velocidade de
congelamento e composicdo da solucdo (HUBEL et al., 2007), e interacdo célula-
célula denominada como “efeito de envase” (PEGG e DIAPER, 1988 e PEGG et al.,
1984).

A técnica de solidificacdo direcional utiliza o “seeding” para alcancar
velocidade constante através de um gradiente de temperatura linear. Como
consequéncia, o crescimento dos cristais de gelo pode ser controlado, melhorando
sua morfologia. Um gradiente de temperatura linear se consegue utilizando uma
grande superficie de armazenamento, pois esta permite que o calor seja
eficientemente dissipado desde a amostra até o meio circundante. Portanto, o
congelamento em recipientes planos de grande superficie minimiza o dano das
células, mostrando melhores resultados em viabilidade, integridade de acrossoma e
funcionalidade de membrana do que o tradicional congelamento em palhetas de
pequenos volumes (ARAV, 1999; ARAV et al.,, 2002; SARAGUSTY et al., 2007
citados por SARAGUSTY et al., 2009). Em estudos feitos para comprovar o anterior
postulado, eles introduziram pequenas esferas de vidro no recipiente de
congelamento, para aumentar a superficie de contato dos espermatozoides. Foi
demonstrado que, quanto maior a area de superficie com que as células entraram
em contato, maior foi o dano, possivelmente porque as células ficaram comprimidas
entre os cristais e a superficie. Neste mesmo estudo, foi avaliada a pressao intra-
envase e foi demonstrado que pequenos volumes em um recipiente rigido,
apresentam maior pressédo do que aqueles congelados em recipientes planos. Estes
resultados podem explicar por que menores concentracbes de células em uma
diluicho e em recipientes mais flexiveis sobrevivem melhor ao congelamento
(GIRAUD et al., 2000, citado por SARAGUSTY et al.,, 2009), ou por que o
congelamento em sacolas plasticas mais flexiveis, conhecidas como FlatPacks
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produzem melhores resultados do que o mesmo volume congelado em macrotubos
(EKWALL, 2009; ERIKSSON et al.,, 2001). Estes resultados foram inicialmente
observados em outro estudo feito por Eriksson e colaboradores (2002), os quais
compararam a fertilidade de espermatozéides suinos congelados em FlatPacks com
monta natural e inseminagao artificial com sémen refrigerado. Os resultados
sugeriram que este tipo de envase permite manter a viabilidade espermética pés-
descongelamento e, além disso, que a porcentagem de fertilidade obtida com sémen
congelado neste tipo de envase € similar a obtida com monta natural e inseminacao
artificial com sémen resfriado.

Segundo Ekwall et al. (2007), espermatozoides congelados em recipientes
planos, denominados como MiniFlatPacks, mostraram maior motilidade linear pos-
descongelamento do que aqueles que foram congelados em palhetas de 0,5 mL.
Nesse mesmo estudo, as amostras foram avaliadas mediante o uso de
criomicroscopia eletrénica de varredura, observando-se grandes cristais de gelo e
canaliculos onde ficaram alojados os espermatozdides, solutos e criopreservantes.
Os cristais de gelo encontrados no recipiente plano (MiniFlatPacks) foram mais
homogéneos e de maior tamanho do que na palheta, 0 que indica que a
desidratacdo naquele (MiniFlatPacks) foi mais homogénea, e que este fato esta
relacionado com uma melhor qualidade pds-descongelamento. Na palheta se
observou um padrdo de formacdo de cristais de gelo com diferentes tamanhos,
sendo de menor tamanho na periferia da palheta do que no centro, provavelmente,
devido a uma répida velocidade de congelamento. Os espermatozdides que se
acharam no centro da palheta apresentaram cristais de gelo na parte interior e
exterior do acrossoma. A maioria dos acrossomas dos espermatozoides que

estavam no centro da palheta foi destruida.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

O experimento foi realizado na cidade de Campos dos Goytacazes —RJ, onde
foram utilizados quatro garanhdes; trés da raca Quarto de Milha e um da raca
American Paint Horse, com idade entre 4 e 10 anos. Desses animais foram
coletados trés ejaculados de cada. Cada ejaculado foi analisado e congelado em
cada um dos tratamentos, congelando-se quatro repeticbes por tratamento. Os
ejaculados utilizados no experimento apresentavam motilidade total e progressiva

superiores a 80% e células com morfologia normal superior a 75%.

3.2 OBTENCAO E AVALIACAO INICIAL DO SEMEN

O sémen foi coletado com vagina artificial modelo Botucatu a uma
temperatura de 40-42°C acoplada a um copo coletor com filtro especifico para
equinos, utilizando-se uma égua em cio, devidamente contida. Depois da coleta, a
porcdo gelatinosa foi retida com auxilio do filtro e descartada e o volume do
ejaculado foi determinado, utilizando-se um tubo graduado em mililitros.

O ejaculado foi analisado quanto a motilidade total e progressiva em
microscopia Optica com aumento de 400X, utilizando-se uma aliquota de sémen in
natura mantida a 37°C em banho-maria protegida da luz.

Para determinar a concentracdo espermatica, uma amostra de 50 pL de
sémen foi diluida em 9,95 mL de solugdo formol citrato (2,94 g de Citrato de Sodio
em 100 mL de 4gua destilada, onde foi removido 4 mL desta solucdo e adicionado 4
mL de formaldeido). Uma aliquota desta diluicdo foi colocada na camara de
Newbauer para posterior contagem em microscopio 6tico com aumento de 1000

vezes.
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3.3 DILUICAO DO SEMEN E METODO DE CONGELAMENTO

O sémen com motilidade total e progressiva superior a 80% foi diluido em
diluente de centrifugacdo a 37°C, proposto por Souza e colaboradores em 2001,
contendo leite desnatado Molico® Nestle (10g), AGROVET® (0.4g) de Novartis e
agua destilada g.s.p (100 mL), na proporcdo de uma parte de sémen para duas
partes de diluente, e em seguida foi centrifugado durante 10 minutos a 600 g a
temperatura ambiente.

O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso e homogeneizado
no diluente de congelamento, obtendo a concentracdo de 100 x 10°
espermatozoéides/mL.

O diluente de congelamento utilizado foi proposto por Martin et al. (1979)
modificado baseado em Vidament et al. (2002). Este continha 50 mL de lactose
11% (Vetec), 25 mL de glicose-EDTA (12 g de glicose; 0,240 g de carbonato de
sédio (Vetec); 0,740 g de EDTA (Sigma); 0,750 g de citrato de sodio 2H,0O(Sigma);
0,8 g de AGROVET®; 200 mL de agua destilada g.s.g., 20 mL de gema de ovo in
natura, 3 mL de glicerol (Vetec), 2 mL de dimetilformamida (Vetec) e 0,5 mL de
Equex® — Farmacia, Orvus et paste.

O envase do sémen foi feito em palhetas convencionais de 0.5 mL (IMV),
macrotubos de 4 mL (Nutricell) e no novo recipiente plano experimental (FlatBag) de
0,5 mL (largura 3 cm X comprimento 4 cm) e 4 mL, (largura 3 cm x comprimento 10
cm). Os recipientes planos experimentais tinham aproximadamente 0,3 mm de
espessura quando se encontravam vazios e quando estes eram enchidos com
sémen alcancavam uma espessura aproximada de 1,5 mm. Quando os recipientes
planos eram enchidos com sémen diluido, o ar presente dentre estes, era esvaziado
manualmente até o maximo, para evitar que eles explodissem no descongelamento.
(Figura 2).
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FBO,5mL

PALO,5mL

MAC4mL

Figura 2 - Tipos de recipientes testados. Recipientes planos (FlatBag de 0,5mL “FB0O,5mL” e
FlatBag de 4mL “FB4mL”) e Recipientes cilindricos (Palheta de 0,5mL “PALO,5mL” e Macrotubo de
4AmL “MAC4mL” (Archivo pessoal, 2011).

Depois do envase do sémen nos recipientes planos e palhetas, estes foram
selados com calor. Em seguida os recipientes e as palhetas foram colocados a
temperatura de +5°C durante 20 minutos.

Posteriormente, as amostras foram colocadas a 4 cm acima do nivel do
nitrogénio liqguido em um periodo de 10 minutos e, em seguida, imersas no mesmo

e, entdo, armazenadas no botijao.

3.4 DESCONGELAMENTO DO SEMEN

As palhetas, os macrotubos e 0s recipientes experimentais planos foram
descongelados em banho-maria a 37°C durante 30 segundos e em seguida o



37

contetdo foi colocado em tubos plasticos de microcentrifuga, mantidos a 37°C e

protegidos da luz .

3.5 ANALISE COMPARATIVA

As variaveis de motilidade e cinematica, funcionalidade e integridade de
membrana plasmética do sémen congelado foram comparadas em cada tratamento:
palheta de 0,5 mL(tratamento 1), macrotubo de 4 mL(tratamento 2), “FlatBag” de 0,5

mL (tratamento 3) e “FlatBag” de 4 mL (tratamento 4).

3.5.1 Motilidade e cinematica dos espermatozdides

A motilidade e cinematica foram avaliadas pelo sistema de analise
computadorizada (CASA) Hamilton Thorn Research modelo Ceros 10.8®, usando o
programa especifico para analise do sémen de equino. Uma amostra de 5uL de
sémen descongelado foi colocada em uma lamina pré-aquecida a *37°C
recobrindo-a com uma laminula. Dez campos foram analisados em microscoépio 6tico
com aumento de 100x acoplado ao computador. O sémen foi avaliado a cada 30
minutos durante uma hora, tomando o tempo “0” como inicial, logo ap6s o
descongelamento.

Para a motilidade espermatica foram analisadas as variaveis de motilidade
total (MT, %) e progressiva (MP, %). Para a cinematica, foram analisados
parametros de velocidade média do trajeto (VAP em pm/sec) que representa a
velocidade do trajeto médio realizado pelo espermatozéide em um periodo; a
velocidade progressiva (VSL em pm/sec) que representa a velocidade do trajeto
medido em uma linha reta desde o ponto inicial até o ponto final e a velocidade
curvilinea (VCL em um/sec) que estima a proximidade do trajeto do espermatozoide

a uma linha reta.
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3.5.2 Funcionalidade da membrana plasmatica do espermatozdide

A funcionalidade da membrana espermatica foi avaliada no tempo 0 pos-
descongelamento, por meio do teste do choque hiposmético, utilizando-se a técnica
desenvolvida por Dell’Aqua Janior (2000). Em um tubo de microcentrifuga foram
adicionados 50 pL de sémen em 950 pL de agua destilada a 37°C. As amostras
foram incubadas por 5 minutos em banho-maria a 38°C. Em seguida foi colocada
uma amostra de 10 pL sobre a lamina, recobrindo-a com uma laminula e a mesma
foi examinada no microscopio de contraste de fase com aumento de 400x. Foram
contadas 200 células espermaticas, considerando-se as células com membrana
funcional aquelas que apresentaram a cauda dobrada ou enrolada e nao funcionais

aguelas que permaneceram com a cauda esticada.

3.5.3 Avaliacdo da membrana plasmatica

ApGs o descongelamento, a avaliacdo da membrana plasmética foi verificada
pelo uso da sonda fluorescente iodeto de propidio (PI, Sigma®). Uma amostra de
200 pL sémen pos-descongelamento foi adicionada em 1 mL de meio TALP sp.
Chamberland. Em seguida, uma aliquota de 150 pL dessa solucao foi colocada em
um tubo de microcentrifuga e adicionados 3 pL de Pl (0,5 mg/mL em PBS). A
amostra foi incubada por 8 minutos a 37°C e, em seguida, colocada uma amostra de
10 uL entre lamina e laminula para observagdo em microscépio de epifluorescéncia
com aumento de 1000X utilizando-se oOleo de imersé&o. De cada lamina foram
contadas 200 células. A marcacédo vermelha no nucleo indica lesdo da membrana
plasmatica (CELEGHINI, 2005).
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Foram comparadas as meédias de cada uma das varidveis avaliadas
(motilidade total, motilidade progressiva, velocidade média do trajeto, velocidade
progressiva, velocidade curvilinea, funcionalidade da membrana plasmatica,
integridade da membrana plasmatica) em cada um dos tratamentos, pelo teste de
Tukey em nivel de significancia de 5%.

O efeito dos tratamentos em funcdo do tempo, nas varidveis de motilidade e
cinemética avaliadas, foi analisado por regresséao.

As analises estatisticas foram procedidas no aplicativo Sistema para Analises

Estatisticas e Genéticas (SAEG, versédo 9.1).
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4. RESULTADOS

Houve diferenca significativa (p<0,05) para todos os parametros de
motilidade, cinematica, funcionalidade e integridade de membrana, quando
procedeu-se a comparagao entre os recipientes testados de um mesmo tempo e/ou
entre 0 mesmo recipiente em cada um dos trés tempos avaliados.

Foi observada uma diminuicdo de todas as variaveis de motilidade (MT e MP)

e cinematica (VCL, VSL, VAP) ao decorrer dos trés tempos (0, 30 e 60).

4.1 MOTILIDADE

4.1.1 Motilidade Total (MT, %)
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Figura 3 — Motilidade Total (%) em funcdo do tempo de pés-descongelamento em minutos
(min), para os recipientes: palheta de 0,5mL (PALO,5mL), macrotubo de 4mL (MAC4mL), “FlatBag” de
0,5mL (FBO,5mL) e “FlatBag” de 4mL (FB4mL). (*) Médias seguidas por uma mesma letra, em cada
tempo, nao diferem estatisticamente entre si, em nivel de 5% de significancia, pelo teste de Tukey.
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No tempo O, foi possivel observar diferenca significativa entre os recipientes
(p<0,05), sendo maior o numero de espermatozéides com motilidade total, para o
FBO,5mL, quando comparado com a PALO,5mL e MAC4mL. Nao houve diferenca
significativa entre FB4mL, PALO,5mL e MAC4mL (Figura 3).

No tempo 30 ndo houve diferenga significativa (p>0,05). Para o tempo 60, o
FBO,5mL apresentou a motilidade total mais baixa, quando comparada com a
PALO,5mL e nao houve diferenca significativa entre a PALO,5mL, MAC4mL e
FB4mL(Figura 3).

o— 4 0,5mL

WMAC AmL e—— FE0SML e e o5 4mL
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45 -
S 40 A
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5 35 -
['+]
E
= 30 -+
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0 30 60

Tempo Pos-descongelamento (min)

Figura 4 — Andlise de regresséo da motilidade total (%) nos 4 recipientes em fungdo do tempo
de pds-descongelamento em minutos (min) para os recipientes: Palheta de 0,5mL (PALO,5mL),
macrotubo de 4mL (MAC4mL), “FlatBag” de 0,5mL (FBO,5mL) e “FlatBag” de 4mL (FB4mL).

Na figura 4, se observa uma queda mais rapida da linha que representa o
FBO,5mL, com um coeficiente linear (-0,4590) da equacédo de regressdao (VER
ANEXO A), menor do que o0s outros recipientes. No tempo 0, 0s recipientes
cilindricos (PALO,5mL e MAC4mL) tiveram um comportamento muito similar, mas no
tempo 60, pode-se observar que, a linha que representa 0 MAC4mL teve uma queda

muito mais rapida do que a que representa a PALO,5mL. No decorrer do tempo, a
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PALO,5mL teve uma queda mais lenta da MT, quando comparado com 0sS outros

recipientes.

4.1.2 Motilidade progressiva (MP, %)
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Figura 5 — Motilidade Progressiva (%) em func¢é@o do tempo de pds-descongelamento. para os
recipientes: palheta de 0,5mL (PALO,5mL), macrotubo de 4mL (MAC4mL), “FlatBag” de 0,5mL
(FBO,5mL) e “FlatBag” de 4mL (FB4mL). (*) Médias seguidas por uma mesma letra, em cada tempo,
nao diferem estatisticamente entre si, em nivel de 5% de significancia, pelo teste de Tukey.

N&o houve diferenca estatistica da motilidade progressiva entre os recipientes
testados no tempo 0 e 30 (p>0,05) (Figura 5).

No tempo 60, a PALO,5mL e o FB4mL apresentaram melhor motilidade
progressiva (p<0,05) quando comparados com o FBO,5mL. N&o houve diferenca
estatistica (p>0,05) entre os recipientes cilindricos. Houve diferenca estatistica

(p<0,05) entre os recipientes planos (Figura 5).
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Figura 6 — Andlises de regressdo da motilidade progressiva (%) nos 4 recipientes em funcéo
do tempo de poés-descongelamento em minutos (min). para os recipientes: palheta de 0,5mL
(PALO,5mL), macrotubo de 4mL (MAC4mL), “FlatBag” de 0,5mL (FBO,5mL) e “FlatBag” de 4mL
(FB4mL).

O coeficiente linear (-0.2982) do FBO,5mL, foi menor quando comparado com
0s outros recipientes (VER ANEXO B), isto demonstra que, a motilidade progressiva
teve uma queda mais rapida quando, os espermatozoides eram congelados em
recipientes planos de pequenos volumes. A PALO,5mL, FB4AmL e MAC4mL
tenderam a preservar melhor a motilidade progressiva quando comparado com o
FBO,5mL (Figura 6) .
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4.2 CINEMATICA

4.2.1 Velocidade curvilinea (VCL, um/sec)
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Figura 7 — Velocidade Curvilinea (VCL, pm/sec) em funcdo do tempo de pbs-

descongelamento. Para os recipientes: palheta de 0,5mL (PALO,5mL), macrotubo de 4mL (MAC4mL),
“FlatBag” de 0,5mL (FBO,5mL) e “FlatBag” de 4mL (FB4mL). (*) Médias seguidas por uma mesma
letra, em cada tempo, ndo diferem estatisticamente entre si, em nivel de 5% de significancia, pelo

teste de Tukey.

Na figura 7, os resultados obtidos de VCL demonstram que, a PALO,5mL
manteve bons resultados nos trés tempos avaliados.

No tempo 0, s6 o FB4,0mL mostrou o menor valor de VCL e 0s outros
recipientes ndo apresentaram diferenca estatistica (p>0,05). No tempo 30, houve
diferenca significativa entre PALO,5mL e os outros recipientes (p<0,05). No tempo

60, observa-se diferenca estatistica entre os recipientes cilindricos e os planos

(p<0,05) (Figura 7).
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Figura 8 — Analise de regresséo da velocidade curvilinea (VCL, um/sec) nos 4 recipientes em
funcdo do tempo de pds-descongelamento em minutos (min). Para os recipientes: palheta de 0,5mL
(PALO,5mL), macrotubo de 4mL (MAC4mL), “FlatBag” de 0,5mL (FBO,5mL) e “FlatBag” de 4mL

(FB4mL).

Na andlise de regressdo, o coeficiente linear (-0,6180), da equacdo de
regressao (VER ANEXO C) que explica a linha do FB0O,5mL, mostra uma queda mais
rapida do VCL. Esta queda mais rapida apresentada no FBO,5mL, também
aconteceu na MT e MP. No tempo 0, pode-se observar que, os recipientes de 0,5mL
tendem a mostrar pontos de partida mais proximos, mas no decorrer do tempo,
estes recipientes, mostram diferencas nos seus resultados. Ao parecer, no tempo

60, os resultados foram mais dependentes da forma dos recipientes do que do

volume (Figura 8).
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4.2.2 Velocidade média do trajeto (VAP, um/sec)
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Figura 9 — Velocidade média do trajeto (VAP, um/sec) em funcdo do tempo de poés-
descongelamento. para os recipientes: Palheta de 0,5mL (PALO,5mL), macrotubo de 4mL (MAC4mL),
“FlatBag” de 0,5mL (FBO,5mL) e “FlatBag” de 4mL (FB4mL). (*) Médias seguidas por uma mesma
letra, em cada tempo, ndo diferem estatisticamente entre si, em nivel de 5% de significancia, pelo

teste de Tukey.

No tempo 0, os espermatozéides armazenados em volumes de 0,5mL,
apresentaram maior VAP, quando comparados com os armazenados nos FB4mL.
No houve diferenca significativa (p>0,05) entre o MAC4mL e o0s outros
recipientes(Figura 9).

No tempo 30, ndo houve diferencas significativas (p>0,05) entre os recipientes
(Figura 9).

No tempo 60, os FBO,5mL e FB4mL mostraram menor velocidade quando
comparados com a PALO5mL. Os resultados obtidos neste tempo foram
dependentes da forma do recipiente, sendo melhores para aquelas amostras

congeladas nos recipientes convencionais (palhetas e macrotubos) (Figura 9).
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Figura 10 — Andlise de regressdo da velocidade média do trajeto (VAP, um/sec) nos 4
recipientes em funcdo do tempo de pdés-descongelamento em minutos (min). para os recipientes:
palheta de 0,5mL (PALO,5mL), macrotubo de 4mL (MAC4mL), “FlatBag” de 0,5mL (FBO,5mL) e
“FlatBag” de 4mL (FB4mL).

Na figura 10, Note-se que os recipientes de tipo cilindrico (PALO,5mL e
MAC4,0mL) tém uma queda mais lenta quando comparados com aqueles de tipo
plano (FBO,5mL e FB4mL). O FBO,5mL apresenta o menor coeficiente linear (-
0,3670), deste modo, a queda do VAP foi mais rapida. Note-se também que, no
tempo 0, os pontos de partida que coincidem entre se, sdo correspondentes as
linhas do mesmo volume, e que, no tempo 60, as linhas que coincidem entre si,
correspondem a uma mesma forma de recipiente, porém, volumes distintos,
demonstrando que ao decorrer do tempo, a forma do recipiente pode estar

relacionada com melhor preservacao do VAP (VER ANEXO D).
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4.2.3 Velocidade progressiva (VSL, pm/sec)
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Figura 11 - Velocidade progressiva (VSL, pm/sec) em funcdo do tempo de pOs-
descongelamento, para os recipientes: Palheta de 0,5mL (PALO,5mL), macrotubo de 4mL (MAC4mL),
“FlatBag” de 0,5mL (FBO,5mL) e “FlatBag” de 4mL (FB4mL). (*) Médias seguidas por uma mesma
letra, em cada tempo, ndo diferem estatisticamente entre si, em nivel de 5% de significancia, pelo

teste de Tukey.

No tempo 0, houve diferenca estatistica (p<0,05) quando comparado o0s
recipientes de 4mL com a FBO,5mL. N&ao houve diferenca significativa entre a
PALO,5mL, MAC4mL e FB4mL (Figura 11).

No tempo 30, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos (p>0,05)
(Figura 11).

No tempo 60, Houve diferenca significativa entre os recipientes cilindricos e
planos, sendo maior o VSL, para aqueles espermatozéides congelados em
recipientes cilindricos (PALO,5mL e MAC4mL). Os resultados obtidos nesta
pesquisa, mostraram baixos resultados de VCL, VAP e VSL no tempo 60, mas, no

tempo 0, o FBO,5mL teve resultados semelhantes a PALO,5mL (Figura 11).
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Figura 12 — Analise de regressao da velocidade progressiva (VSL, um/s) nos 4 recipientes em
funcdo do tempo de pés-descongelamento em minutos (min), para os recipientes: palheta de 0,5mL
(PALO,5mL), macrotubo de 4mL (MAC4mL), “FlatBag” de 0,5mL (FBO,5mL) e “FlatBag” de 4mL
(FB4mL).

Os FBO,5mL e FB4mL apresentaram o menor coeficiente linear (-0,2770 e -
0,1780, respectivamente) (VER ANEXO E), portanto a taxa de queda foi mais rapida
do que os outros recipientes. No tempo 0, as linhas que representam os recipientes
de mesmo volume, tém um ponto de inicio semelhante. No tempo 60, os resultados
foram semelhantes, para a mesma forma do recipiente. Pode-se observar
também que quanto maior tempo percorrido, menor serd o VSL (Figura 12).

As médias de VCL em um mesmo tempo, em cada um dos tratamentos,
foram maiores do que as suas respectivas médias do VAP e estas por sua vez
foram maiores do que as médias do VSL (VCL>VAP>VSL).
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4.3 INTEGRIDADE E FUNCIONALIDADE DE MEMBRANA

4.3.1 Funcionalidade de Membrana
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Figura 13 — Funcionalidade de membrana (%) nos recipientes de armazenamento no tempo 0
pés-descongelamento em minutos (min), para os recipientes: palheta de 0,5mL (PALO,5mL),
macrotubo de 4mL (MAC4mL), “FlatBag” de 0,5mL (FBO,5mL) e “FlatBag” de 4mL (FB4mL). (*)
Médias seguidas por uma mesma letra, em cada tempo, ndo diferem estatisticamente entre si, em
nivel de 5% de significAncia, pelo teste de Tukey.

O teste hiposmatico foi avaliado em todos os recipientes no tempo 0 pos-
descongelamento. A funcionalidade de membrana foi menor no MAC4mL quando
comparada com a PALO,5mL. N&o houve diferenca significativa (P>0,05) entre a

PALO,5mL e os recipientes planos (Figura 13).
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4.3.2 Integridade de membrana
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Figura 14 — Integridade de Membrana (%) nos recipientes de armazenamento no tempo 0
pés-descongelamento em minutos (min), para os recipientes: palheta de 0,5mL (PALO,5mL),
macrotubo de 4mL (MAC4mL), “FlatBag” de 0,5mL (FB0,5mL) e “FlatBag” de 4mL. (*) Médias
seguidas por uma mesma letra, em cada tempo, ndo diferem estatisticamente entre si, em nivel de
5% de significancia, pelo teste de Tukey.

BN

Enquanto a integridade de membrana, esta foi avaliada com iodeto de
propidio. As amostras congeladas em pequenos volumes mantiveram melhor a
integridade de membrana quando comparada com as amostras congeladas em
recipientes cilindricos de grandes volumes (MAC4mL) (Figura 14).

Os espermatozéides armazenados e congelados em MAC4mL apresentaram
a pior integridade (Figura 13) e funcionalidade de membrana quando comparados
com a PALO,5mL (Figura 14).

A PALO,5mL foi superior a todos os recipientes na maioria dos parametros

avaliados.
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No decorrer dos tempos avaliados, a PALO,5mL mostrou-se a melhor na
maioria dos parametros aqui testados, quando comparada com 0S outros
recipientes.

Na analise de regressao das variaveis de motilidade e cinemética, o FBO,5mL
teve o menor coeficiente linear, demonstrando uma taxa de queda mais rapida do
gue 0s outros recipientes.

As amostras envasadas e congeladas nos recipientes cilindricos (PALO,5mL e
MAC4mL) foram superiores no decorrer do tempo, quanto a cinematica, quando
comparadas com aquelas envasadas nos recipientes planos.

Dos recipientes planos avaliados nesta pesquisa, O FB4mL teve melhores
resultados no tempo 60.

Nas figuras 13 e 14, quanto a funcionalidade e integridade de membrana,
ndo houve diferenca estatistica entre os recipientes planos e PALO,5mL. O MAC4mL
apresentou a pior funcionalidade e integridade de membrana quando comparado
com a PALO,5mL.
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5. DISCUSSAO

A curva de congelamento e descongelamento utilizada para cada um dos
recipientes foi a mesma, podendo existir um efeito sobre os resultados, dependente

da temperatura.

51 MOTILIDADE

5.1.1 Motilidade total (MT)

Foram observados melhores resultados de motilidade total no tempo 0, em
amostras congeladas em recipientes planos quando comparados com macrotubos.
Estes mesmos resultados foram observados por Eriksson e Rodriguez-Martinez
(2000a), atribuindo este fato a uma maior velocidade de descongelamento,
favorecida pela forma plana do recipiente que apresenta uma melhor transferéncia
de calor, permitindo um rapido e uniforme descongelamento.

Nenhuma das pesquisas realizadas com congelamento de sémen em
recipientes planos mostra resultados em um periodo de avaliagédo prolongado.

No tempo O, foi possivel observar diferenca significativa entre os recipientes
(p<0,05), sendo maior o numero de espermatozéides com motilidade total, para o
FBO,5mL, qguando comparado com os recipientes cilindricos, provavelmente devido a
forma do “FlatBag” que favorece a troca de calor (Figura 3).

Nesta pesquisa, os resultados de motilidade total no tempo 60 demonstraram
gue, embora inicialmente, o FBO,5mL tenha apresentado a melhor porcentagem
guando comparado com os recipientes cilindricos, ao decorrer do tempo, a MT
diminui, portanto, pode-se dizer que pequenos volumes congelados em recipientes
planos tendem a diminuir sua MT com maior rapidez, talvez, porque, a temperatura
de descongelamento ndo seja adequada para este volume e tipo de recipiente.

Na figura 4, se observa uma queda mais rapida da linha que representa o

FBO,5mL, com um coeficiente linear (-0,4590) da equacéo de regressédo, menor do
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que os outros recipientes; fato que também aconteceu com a MP (Figura 6), onde o
coeficiente linear (-0.2982) do FBO,5mL, foi menor quando comparado com 0s
outros recipientes, confirmando assim, que pequenos volumes congelados em
recipientes planos tendem a diminuir com maior rapidez a MT quando comparado

com outros recipientes e volumes.

5.1.2 Motilidade progressiva (MP)

Os resultados de MT (Figura 3) e MP (Figura 5) pds-descongelamento em
cada um dos tratamentos no tempo 0, sdo compativeis com o0s reportados para
sémen equino criopreservado (VIDAMENT, 2002; JULIANI e HENRY, 2008).

N&o houve diferenca estatistica da motilidade progressiva entre os recipientes
testados no tempo 0 e 30 (p>0,05). O FBO,5mL apresentou a menor quantidade de
células com motilidade progressiva no tempo 60 quando comparado com PALO,5mL
e FB4mL (Figura 5).

Segundo Eriksson e Rodriguez-Martinez (2000a), o procedimento de
congelamento-descongelamento, pode ser menos lesivo para algumas membranas
do que para outras, pois, 0 compartimento da cabeca (relacionado a integridade de
membrana plasmatica e de acrossoma) e da peca intermédia e da cauda
(relacionado com a motilidade) tem diferentes condicbes de congelamento e
descongelamento. Segundo Parks e Graham (1992), citados por Nascimento et al.
(2008), a diferenca da resisténcia ao congelamento entre os diferentes
compartimentos é atribuida as diferentes distribuicdes de lipideos e proteinas entre
as regides peri-acrossomal e pos-acrossomal. Outros estudos indicaram que a
proporcao de colesterol:fosfolipidios da membrana plasméatica determina a fluidez
da membrana e sua estabilidade durante a criopreservacdo (DARIN-BENNETT, et
al. 1977; MOORE et al., 2005, citados por NASCIMENTO et al 2008). Segundo Holt
(2000), os efeitos deletérios da refrigeracéo sobre a célula podem se apresentar de
forma diferente entre as espécies animais, entre individuos e ainda entre
compartimentos de um espermatozéide, como o acrossébmico ou o mitocondrial.
Cabe ressaltar que para uma mesma temperatura de descongelamento (37°C/30

segundos) o volume e a forma do envase proporcionam curvas de descongelamento
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diferentes e, consequentemente, esta vai influenciar de maneira diferenciada os
diversos compartimentos do espermatozéide, de forma que as lesbes decorrentes
do descongelamento ndo sejam iguais entre os distintos grupos experimentais, 0

gue se observa nos parametros analisados no decorrer do tempo.

5.2 CINEMATICA

Comparando as médias dos resultados de VCL, VAP e VSL, no tempo 0, os
resultados deste trabalho foram superiores aos obtidos por Fagundes (2010) e
Ortega-Ferrulosa et al. (2009), quando comparados com os resultados do tratamento
controle pds-descongelamento, isto porque para este experimento foram utilizados
garanhfes da raga Mangalarga Marchador e Andaluz, respectivamente, que sdo
sabidamente racas que ndo congelam de forma satisfatoria, quando comparadas

com Quarto de Milha e Paint Horse.

5.2.1 Velocidade curvilinea (VCL)

Na figura 7, os bons resultados de VCL apresentados por PALO,5mL nos
tempos avaliados demonstram que, muito provavelmente, estes sdo decorrentes do
procedimento de congelamento e descongelamento adotado neste experimento de
forma geral para todos os envases/volumes que foram especificos para a palheta de
volume 0,5 mL e n&o para 0s outros recipientes, pois, existem varios estudos que
recomendam descongelar macrotubos de 4 ou 5mL a 50°C/45segundos (SAMPER,
2000), os recipientes planos denominados FlatPack de 5mL a 50°C/13 segundos
ou 70°C/8segundos (ERIKSSON e RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2000a); estes ultimos
mais parecidos com os FB4mL. No tempo 0, s6 o FB4,0mL mostrou o0 menor valor
de VCL e os outros recipientes ndao apresentaram diferenca estatistica (p>0,05)
(Figura 7). Estes resultados sdo contraditérios com os descritos por Eriksson e
Rodriguez-Martinez (2000a), eles encontraram valores de VCL maiores em amostras

de sémen suino criopreservado em recipientes planos de 5mL denominados
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FlatPack quando comparados com macrotubos do mesmo volume, utilizando
diferentes temperaturas e tempos de descongelamento. No tempo 60, observa-se
diferenca estatistica entre os recipientes cilindricos e os planos (p<0,05), em funcéo,
provavelmente, das curvas de congelamento/descongelamento se amoldarem
melhor para estes envases cilindricos com relacdo ao parametro ora analisado.

Nesta pesquisa também foi utilizado um recipiente plano, mas as dimensfes
do FB4mL foram menores do que as do FlatPack, sendo provavel uma variacdo na
espessura, que tenha afetado os resultados. Com relacdo a temperatura e ao tempo
utilizado nesta pesquisa (37°C/30segundos), foi diferente das utilizadas por Eriksson
e Rodriguez-Martinez; eles descongelaram as amostras a diferentes tempos e
temperaturas (23seg a 35°C, 13seg a 50°C e 8seg a70°C), obtendo melhores
resultados de motilidade espermatica quando descongelados a 50°C. Esta diferenca
de temperaturas utilizadas levaram, com certeza, a possivel causa da diferenca dos
resultados para cada um dos recipientes aqui testados.

Estudos em camundongos tém demonstrado que um alto valor de VCL é
essencial para atravessar a unido utero-tubal e entdo para a formacdo de um
reservatério, assim como também, para a penetracdo da zona pellucida (OLDS-
CLARKE, 1996; citado por ORTEGA-FERRULOSA, 2009).

Na analise de regressédo pode-se notar que o coeficiente linear (-0,6180), da
equacao que explica a linha do FB0O,5mL, mostra uma queda mais rapida do VCL
(Figura 8). Semelhante a MT e MP, est4 variavel também mostrou uma queda
rapida apés o tempo 0, quando comparado com 0S outros recipientes causado,
possivelmente, pela curva de congelamento e descongelamento utilizadas, as quais

nao foram apropriadas para este tipo de envase.

5.2.2 Velocidade média do trajeto (VAP)

No tempo O, os espermatozoides armazenados em volumes de 0,5mL,
apresentaram maior VAP, mostrando diferenca estatistica (p<0,05) entre eles e o
FB4mL (Figura 9). Este fato, corroborando com o resultado do parametro

anteriormente analisado, muito provavelmente, decorre do procedimento de
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congelamento e descongelamento, adotado neste experimento de forma geral para
todos os envases/volumes ser especificos para o envase palheta de volume 0,5 mL.

No tempo 60, os FBO,5mL e FB4mL mostraram menor velocidade quando
comparados com a PALO,5mL. Também neste mesmo tempo, bons resultados de
VAP foram obtidos quando as amostras foram congeladas nos recipientes
convencionais (palhetas e macrotubos) (Figura 9), o que também vem a corroborar o
resultado do parametro anteriormente analisado, que se explica em funcdo das
curvas de congelamento/descongelamento se amoldarem melhor para estes
envases cilindricos com relacdo, também, ao parametro ora analisado.

O FBO,5mL apresenta o menor coeficiente linear (-0,3670), deste modo, a
gueda do VAP foi mais rapida (Figura 10). Estes resultados sédo explicados pela
equacdo de regressdo que mostra o comportamento dos tratamentos nos trés
tempos avaliados, causado, possivelmente, pela curva de congelamento e
descongelamento utilizada que n&o foi apropriada para os recipientes planos e sim

para os recipientes cilindricos.

5.2.3 Velocidade progressiva (VSL)

No tempo 0, houve diferenca estatistica (p<0,05) quando comparado o FB
4mL e MAC4mL com a FBO,5mL (Figura 11). Este fato, muito provavelmente,
decorre do procedimento de congelamento e descongelamento adotado neste
experimento de forma geral para todos 0os envases/volumes ser especificos para o
envase palheta de volume 0,5mL, que de certa forma favoreceu o FBO,5mL para que
ele apresenta-se VSL semelhante ao da PALO,5mL.

Eriksson et al. (2001) obtiveram maiores valores de VCL, VAP e VSL quando
congelaram espermatozoides suinos em FlatPack de volumes de 5 mL. Eles
também congelaram sémen em palhetas de 0,5 mL e em macrotubos de 5 mL e
observaram que o FlatPack foi sempre superior nos parametros de motilidade,
cinematica e integridade de membrana avaliados no tempo 0. Neste estudo foi feito
também um ensaio de habilidade de penetracdo oocitaria in vitro aos
espermatozoides congelados nos diferentes recipientes e encontraram que 0s

espermatozoides congelados em FlatPacks apresentaram uma maior taxa de
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penetracdo e houve mais espermatozoides por odcitos penetrados (p<0,05) quando
comparado com a palheta e macrotubos.

No tempo 30, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos (p>0,05).
Os resultados obtidos nesta pesquisa mostraram baixos valores de VCL, VAP e VSL
no tempo 60, mas, no tempo 0, o FBO,5mL teve um comportamento quase igual ao
da palheta. E provavel que a temperatura de descongelamento ndo tenha sido
adequada para os recipientes de maior volume, tanto planos como cilindricos, porém
no decorrer do tempo, verifica-se que os recipientes cilindricos mantém VSL melhor
gue os recipientes planos.

Os FBO,5mL e FB4mL apresentaram o menor coeficiente linear (-0,2770 e -
0,1780, respectivamente), portanto a taxa de queda foi mais rapida do que 0s outros
recipientes. Pode-se observar também que quanto maior tempo percorrido, menor
serd o VSL (Figura 12).

As médias de VCL em um mesmo tempo, em cada um dos tratamentos,
foram maiores do que as suas respectivas médias do VAP e estas por sua vez foram
maiores do que as médias do VSL (VCL>VAP>VSL). Estes resultados concordam
com a literatura que reporta que entre os parametros de cinematica avaliados, o VCL
€ sempre 0 mais alto dos trés, enquanto, o VSL é o mais baixo (VCL>VAP>VSL).
Quando as trajetérias do movimento espermético sao regulares e lineares, o VAP é
guase igual ao VSL, mas quando a trajetéria espermatica ndo é linear e mostra um
alto grau de movimento lateral de cabeca, entdo o VAP sera mais alto do que VSL
(MORTIMER, 2000; citado por KATHIRAVAN et al., 2010). As correlacdes positivas
entre MP e os parametros de velocidade indicam que o espermatozéide com um
trajeto linear progressivo e reto vai percorrer uma distancia maior em um curto
espaco de tempo (KATHIRAVAN et al., 2008; citado por FAGUNDES, 2010).

5.3 INTEGRIDADE E FUNCIONALIDADE DE MEMBRANA

O teste hiposmotico e o teste para integridade de membrana foram avaliados
em todos os recipientes, no tempo 0 pds-descongelamento. A funcionalidade de
membrana foi menor no MAC4mL quando comparada com a PALO,5mL. N&o houve

diferenca significativa (P>0,05) entre a PALO,5mL e os recipientes planos, (Figura
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13), o que, muito provavelmente, confirma, que o procedimento de congelamento e
descongelamento adotado neste experimento de forma geral para todos os
envases/volumes, foi especifico para o envase palheta de volume 0,5 mL,
favorecendo-a e que o macrotubo por ter um maior diametro que a palheta
apresenta piores condi¢des de criopreservacao.

Quanto a integridade de membrana avaliada com iodeto de propidio, as
amostras congeladas em pequenos volumes mantiveram melhor a integridade de
membrana quando comparada com as amostras congeladas em recipientes
cilindricos de grandes volumes (Figura 14).

Os espermatozéides armazenados e congelados em MAC4mL apresentaram
a pior integridade e funcionalidade de membrana quando comparados com a
PALO,5mL demonstrando, que este recipiente por sua forma cilindrica e maior
volume, oferece as piores condigcbes de criopreservacdo, estes resultados sé&o
compativeis com os descritos por Fiser e Fairfull (1990) e Eriksson e Rodriguez-
Martinez (2000a); eles atribuem estes resultados a que, a velocidade de
descongelacédo do centro da dose, mantida em macrotubos, € , 3,7 vezes menor que
a observada na periferia, portanto, existe uma variagdo de temperatura entre a
periferia e o centro deste e concluiram que o tipo de recipiente de armazenamento
tem uma influéncia sobre a qualidade dos espermatozoides viaveis pos-
descongelamento. Os recipientes de armazenamento devem propiciar velocidades
de congelamento e descongelamento que sejam uniformes (HOFMO e ALMLID,
1991) permitindo assim, um maior numero de espermatozoides viaveis poés-
descongelamento.

Segundo Watson (2000), o processo de criopreservacdo pode reduzir a
capacidade fertilizante por injurias a membrana plasmatica, perda ou dano
acrossomal, deterioracdo da funcdo mitocondrial e perda da motilidade, sendo estes
irreversiveis ou ateé letais.

Segundo Nascimento et al. (2008), baixas concentracbes espermaticas
aumentam a porcentagem de membrana plasmatica integra. No presente trabalho a
concentracdo espermatica foi igual para todos o0s recipientes experimentais
empregados, variando o volume e o tipo de recipiente (com relacdo ao material
utilizado e sua forma), que leva a crer que estas duas variaveis foram responsaveis,

pelos diferentes resultados obtidos, dos parametros aqui analisados.
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O FB4,0mL apresentou valores de MT, MP, funcionalidade e integridade de
membrana iguais aos apresentados pela palheta no tempo 0, e no decorrer do
tempo ele manteve melhor as caracteristicas do que o FBO,5mL. Comparando o
namero total de espermatozoéides por recipiente plano, o FB4,0mL, foi o que
preservou uma maior quantidade de espermatozdides com capacidade fertilizante.
Embora os valores de VCL, VAP e VSL tenham sido menores em cada um dos
tempos é provavel que ao descongelar este mesmo volume modificando a
temperatura e o tempo de descongelamento, segundo o recomendado por Eriksson
e Rodriguez-Martinez (2000a), estes valores possam melhorar.

E provavel que as dimensdes utilizadas para os volumes de 4,0 e 0,5 mL n&o
tenham sido apropriadas, pois ndo permitiram uma menor espessura, permitindo
assim um melhor congelamento e descongelamento.

A temperatura e o tempo de descongelamento para os recipientes planos e o
MAC4mL, ndo foram os adequados para obter resultados semelhantes com os
reportados por outros autores.

E importante definir uma taxa de resfriamento, congelamento-
descongelamento, dependendo do volume e do tipo de recipiente utilizado para
congelamento de forma que seja apropriada para cada um dos recipientes. Existem
fatores que influenciam no descongelamento da amostra como o tipo de envase,
guanto a condutividade do calor e espessura da parede e a temperatura da agua do
banho-maria (AMANN e PICKETT, 1987). Corroborando isto, Cochram et al. (1984),
concluiram que a temperatura de descongelamento dependera do tipo de envase e
do processo de congelamento propriamente dito, portanto, aqueles processos que
utilizam curva de resfriamento rapido exigem descongelamento rapido e em outros
realizados com curva lenta de resfriamento devem-se utilizar taxas de
descongelamento lento (GRAHAM, 1996). O descongelamento do sémen é
dependente do tipo de armazenamento e taxa de resfriamento utilizado. Sémen
armazenado em palhetas de 0,5 mL sdo geralmente descongeladas a 37°C/30
segundos, entretanto, outros laboratérios recomendam descongelar palhetas de 0,5
mL a 75°C/7segundos. Sémen congelado em palhetas de 4 ou 5 mL sdo geralmente
descongeladas a 50°C/45segundos (SAMPER, 2000).
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6. CONCLUSOES

Os tipos de recipientes e volumes utilizados tiveram influéncia sobre os
resultados obtidos, para cada uma das variaveis avaliadas.

Pode-se dizer que os “FlatBags” oferecem uma alternativa viadvel e pratica
(devido ao volume), para o congelamento de sémen equino e que melhores
resultados podem ser esperados modificando-se as curvas de congelamento e

descongelamento.
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ANEXOS

ANEXO A

A seguir apresentam-se as equacdes de regressao para variavel MT durante
0s trés tempos avaliados (tempo 0 min, tempo 30 min e tempo 60 min) em cada um
dos recipientes:

PALO,5mL: Y = 41,708 — 0,2730 . X (P< 0,0001 ; R2= 0,190)
MAC4,0mL: Y = 41,406 — 0,3114 . X (P< 0,0001 ; R2= 0,233)
FBO,5mL: Y = 47,056 — 0,4590 . X (P<0,0001 ; R2= 0,549)
FB4,0mL: Y = 43,705 — 0,3300 . X (P<0,0001 ; R2= 0,256)
Sendo:

Y = Motilidade total (%)

X = Tempo (min)
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ANEXO B

A seguir apresentam-se as equacdes de regressao para variavel MP, durante
os trés tempos avaliados (tempo 0 min, tempo 30 min e tempo 60 min):
PALO,5mL: Y = 29,281 — 0,1930 . X (P< 0,0001; R2=0,171)
MAC4,0mL: Y = 29,747 — 0,2211 . X (P< 0,0001; R2= 0,194)
FBO,5mL: Y = 31,365 - 0,2982 . X (P< 0,0001; R2= 0,377)
FB4,0mL: Y = 30,326 — 0,2160 . X (P< 0,0001; R2= 0,186)
Sendo:
Y = Motilidade progressiva (%)
X = Tempo (min)
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ANEXO C

A seguir apresentam-se as equacoes de regressao para VCL durante os trés
tempos avaliados (tempo 0 min, tempo 30 min e tempo 60 min):
PALO,5mL: Y = 117,061 — 0,3480 . X (P= 0.0001; R2= 0,108 )

~

MAC4,0mL: Y = 108,160 — 0,3250 . X (P=0,0001; R2= 0,104 )

FBO,5mL: Y = 112,082 - 0,6180 . X (P< 0,0001; R2=0,349)
FB4,0mL: Y = 100,826 — 0,3761 . X (P< 0,0001; R2=0,132)
Sendo:

Y = Velocidade curvilinea (um/s)

X = Tempo (min)



74

ANEXO D

A seguir apresentam-se as equacdes de regressdo para variavel VAP,
durante os trés tempos avaliados (tempo 0 min, tempo 30 min e tempo 60 min):
PALO,5mL: Y = 68,367 — 0,2044 . X (P= 0,0005; R2= 0,082)

MAC4,0mL: Y = 62,964 — 0,1503 . X (P= 0,0024; R2= 0,063)
FBO,5mL: Y = 69,428 — 0,3670 . X (P< 0,0001; R2= 0,334)

FB4,0mL: Y = 61,937 — 0,2580 . X (P< 0,0001; R2=0,142)

Sendo:
Y = Velocidade média do trajeto (um/s)

X = Tempo (min)
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ANEXO E

A seguir apresentam-se as equac0des de regressao para variavel VSL, durante
os trés tempos avaliados (tempo 0 min, tempo 30 min e tempo 60 min):
PALO,5mL: Y = 53,484 — 0,1273 . X (P= 0,0066; R2= 0,050 )
MAC4,0mL: Y = 48,796 — 0,0548 . X (P= 0,1549; R2= 0,014 )
FBO,5mL: Y = 55,450 — 0,2770 . X (P< 0,0001; R2= 0,263 )
FB4,0mL: Y = 49,173 - 0,1780 . X (P< 0,0001; R2= 0,131)
Sendo:
Y = Velocidade progressiva (um/s)

X = Tempo (min)



