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O presente estudo teve por objetivo avaliar para-
metros de motilidade e viabilidade in vitro na diluicdo do
crioprotetor dimetil-formamida a 5% pds-descongelagéo
para concentragdes de 2,5% ¢ 1,25%, mediante utilizagdo
de dois diluentes comerciais adicionados junto ao sémen.
Apds a descongelagdo, as amostras foram diluidas com a
finalidade de manter as concentragdes finais (2,5% e 1,25%)
de crioprotetor, utilizando-se dois diluentes comerciais
(FR4® e Botu-Crio®) em dois tempos: inicial (Ti) e final (TT).

RESUMO

Empregaram-se quinze amostras de ejaculados distintos de
cinco garanhdes de ragas nacionais. Os parametros de motili-
dade foram observados através da analise computadorizada e
os de integridade de membrana plasmatica pela microscopia
de epifluorescéncia. Verificou-se melhora nos parametros
de motilidade total e progressiva dos espermatozoéides, no
tempo final (P<0,05) com o diluente Botu-Crio® em relagio
ao FR4®. Nio houve diferenga (P>0,05) entre os tratamentos
quanto a integridade de membrana plasmatica.
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ABSTRACT

EQUINE FROZEN SPERMATIC CELL SURVIVOR AFTER THAWED AND DILUTION USING TWO
DIFFERENT COMMERCIAL EXTENDERS

The purpose of this study was to evaluate the motility
and viability of stallion semen cryopreserved with 5%
dimethyl-formamyde as cryoprotectant and posterior dilution
to 2.5 and 1.25% as final concentration of cryoprotectant.
After thawing, samples were diluted with two commercial
extenders (FR4® and Botucrio® ) in two moments: initial
(Ti) and final (Tf). A total of 15 distinct ejaculates from
five stallions of national breeds were analysed. Motility

was observed using a computer assistant system analysis
and viability was analyzed using fluorescent probes. A
significant (P<0.05) increase on total and progressive
motility parameters was observed at the final time using
Botu-Crio® compared with FR4®. Statistical difference
(P>0.05) on membrane integrity between treatments was
not observed.

KEY WORDS: Cryoprotectant, diluent, equine, freezing, thawing.
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INTRODUCAO

Dada a notoriedade do interesse comercial
pelo uso da técnica de inseminagao artificial (IA)
com sémen congelado, pesquisas na area de crio-
preservacao de s€émen equino tém sido constan-
temente desenvolvidas, embora seus resultados
sejam ainda pouco satisfatorios no que diz respeito
aos indices de fertilidade. A modernizagao dessa
técnica, aliada ao incremento de uma maior via-
bilidade espermatica, ¢ de suma importancia para
médicos veterinarios que trabalham na area, tendo
em vista a busca por resultados mais expressivos,
quer do ponto de vista da fertilidade das matrizes,
quer quanto a otimizagao do sémen dos garanhdes,
isso sem contar o fato de acarretar menos trabalho
para o profissional e resultar em consequente re-
ducdo nos honorarios deste para os criadores.

A criopreservacdo de sémen equino, bem
como de varias outras espécies, nao atingiu uma
padronizagdo de técnica que proporcione resul-
tados satisfatorios e repetitivos, como ocorre
na espécie bovina (WATSON, 2000). A maior
limitacdo ao uso do sémen congelado na espécie
equina decorre da grande variabilidade individual
na congelabilidade espermatica, em virtude de
fatores genéticos e ambientais. Vale registrar que
grande parte dos garanhdes produz s€émen que nao
suporta a criopreservagao.

Muitos estudos tém como foco a identifi-
cacdo dos danos causados aos espermatozoéides
durante o processo de congelagdo e descongela-
¢do. Parece haver duas classes maiores de danos
espermaticos: o oxidativo e o osmotico. SQUIRES
(2005) concluiu que, para uma melhoria na sobre-
vivéncia espermatica pos-congelagdo, devem-se
minimizar os estresses oxidativo e osmotico.

Para o processo de criopreservagao, € neces-
sario o uso de agentes crioprotetores junto ao sé-
men, para manutencao da viabilidade espermatica,
uma vez que eles protegem tais células dos danos
causados pelo choque térmico provocados pela
formacao de cristais de gelo, desidratagdo e poste-
rior descongelacao (SNOECK, 2002). No entanto,
esses agentes também causam efeitos toxicos dele-
térios as células espermaticas quando adicionados
ou retirados destas. Acredita-se que a variacao no

volume celular decorrente da entrada e da saida
do crioprotetor e da 4gua (choque osmdtico) seja
uma das principais causas da baixa viabilidade do
sémen ap0s a descongelacdao (BALL & VO, 2001).
Ressaltam DEMICK et al. (1976) que um dos fa-
tores envolvidos na variabilidade da resposta pos-
descongelagao do sémen equino ¢ o uso do glicerol
como agente crioprotetor. Portanto, a utilizagdo
de crioprotetores com maior permeabilidade as
células espermaticas ¢ desejavel, por minimizar o
choque osmético (GOMES et al., 2002). Segundo
ALVARENGA et al. (2005), a menor viscosidade
e o menor peso molecular das amidas favorecem
uma maior permeabilidade desses componentes
dentro da membrana plasmatica.

Para WATSON (2000), o processo de crio-
preservacdo de sémen resulta em diminuicao
da fertilidade quando comparado ao sémen a
fresco e, por isso, deve-se buscar um aumento
na taxa de fertilidade, o que significa atentar ndo
sO para protocolos de congelagdo, mas também
para protocolos que permitam maior habilidade
funcional da populagdo de espermatozdides que
sobreviveram a todo o processo de congelagao/
descongelagdo. BALL & VO (2001) relataram
que uma rapida remogao de crioprotetores resulta
num choque hiposmotico relativo a diluigdo em
meios extensores isotonicos ou nos fluidos do
trato uterino da égua, o que tem reflexo na rapida
perda da motilidade espermatica, integridade de
membrana e potencial mitocondrial da membrana
(POMMER et al., 2002).

Assinale-se, no entanto, que, além de todo
o cuidado com o processo de criopreservacao, €
comum a observagao de endometrite persistente
pos-insemina¢do quando utilizado o sémen con-
gelado. A acumulagao de liquido ou a ocorréncia
de edema uterino pode reduzir seriamente as
chances de prenhez nas fémeas (TROEDSSON et
al., 1995). METCALF (2000) avaliou que as infla-
magoes uterinas pos-inseminagdo ou endometrite
aguda apo6s a utilizagdo de sémen congelado nao
sao mais severas do que as realizadas com s€émen
a fresco ou resfriado. Entretanto, elas parecem ser
mais duradouras e variar conforme a concentragao
de espermatozdides depositada e o agente criopro-
tetor utilizado. Concluiram KOTILAINEN et al.
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(1994) que o uso do sémen congelado ndo induz
uma inflamagao uterina mais severa do que o uso
do sémen fresco. No entanto, em decorréncia de
seu menor volume e de sua maior concentracao
espermatica, a resposta uterina tende a ser mais
duradoura em relagao ao s€men a fresco.

LOOMIS & SQUIRES (2005) observaram
presenga de fluido uterino pds-inseminagao em
23% das éguas inseminadas com sémen congela-
do, ndo constatando diferenga na incidéncia do
fluido uterino em éguas inseminadas uma ou mais
vezes por ciclo. A presenca de fluido uterino pos-
inseminagdo esta associada a um efeito negativo
nas taxas de fertilidade e a uma diminuic¢do nas
taxas de concepg¢ao (BARBACINI et al., 2003).
Para o sucesso da insemina¢do com sémen conge-
lado, além da necessidade de este estar com bons
padroes pos-descongelacao, ¢ essencial contar
com um historico reprodutivo das éguas que serdo
utilizadas. Deve-se realizar o acompanhamento
folicular diério e utilizar a melhor técnica para a
deposi¢do do sémen no ambiente uterino. As féme-
as com idade acima de oito anos e com historico
de problemas reprodutivos tém, em geral, baixas
taxas de prenhez e sdo candidatas em potencial a
nao conceberem (SAMPER et al., 2001).

Este trabalho objetivou avaliar in vitro os
efeitos da reducdo da concentragdo nas células
espermaticas do crioprotetor dimetil-formamida
a 5% pods-descongelagdo, para 2,5% e 1,25%,
mediante utilizagao de dois diluentes comerciais
em sémen de equinos criopreservado.

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se cinco garanhdes de ragas na-
cionais: Pantaneira (2), Campeira (2) e Campolina
(1), com idades entre quatro e quinze anos, aptos a
reprodugdo e com boa fertilidade. A congelacdo do
sémen foi realizada no Laboratdrio de Reproducao
Animal da Embrapa Recursos Genéticos ¢ Bio-
tecnologia/ CENARGEN, Fazenda Experimental
Sucupira, Brasilia, DF.

Procedeu-se as coletas mediante a utiliza-
cdo de vagina artificial modelo Botucatu e filtro
de nylon préprio para remogao da fracao gel.
ApOs a coleta realizou-se exame para verificagao
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das seguintes caracteristicas: volume, aspecto,
coloracdo, motilidade (0-100), vigor (0-5) e con-
centracdo espermatica em camara de Neubauer,
mediante diluigdo na propor¢ao de 1:20 em mi-
croscopio e objetiva de 20 X.

Diluiu-se o sémen com diluente a base de
leite desnatado (propor¢ao de 1:1), centrifugan-
do-o a 600g/10min. Retirou-se o sobrenadante e
os espermatozdides foram ressuspendidos com
meio de congelagdo FR4® (Nutricell, Campinas/
SP) contendo 5% de crioprotetor dimetil-forma-
mida (SIGMA-ALDRICHT®), para se obter uma
diluigao com concentragdo final de 100 x 10°
espermatozoides/mL. Realizou-se o envase em
palhetas de 0,5mL, as quais foram identificadas
e lacradas com alcool polivinilico. Resfriaram-se
as palhetas a 5°C por 60 minutos em refrigerador
domestico. Em seguida, elas foram congeladas em
vapor de nitrogénio liquido a uma altura de Scm
do nivel de N, liquido ¢ armazenadas em botijao
criobiologico.

Procedeu-se as andlises das amostras de
sémen no Laboratério de Andrologia do Depar-
tamento de Radiologia e Reprodu¢dao Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
da Unesp/Campus Botucatu. Foram descongeladas
quinze amostras, de quinze ejaculados distintos
(trés amostras de sémen de cada um dos cinco
garanhoes utilizados). Descongelaram-se as pa-
lhetas a temperatura de 45°C por vinte segundos
e procedeu-se ao armazenamento do sémen em
tubos de microcentrifuga previamente aquecidos a
37°C, separados em cinco fragdes correspondentes
aos tratamentos, conforme Figura 1.

Desenvolveram-se as analises iniciais dez
minutos apds as dilui¢des (tempo de estabiliza-
¢do) nas amostras acondicionadas a 37°C, com
avaliagOes realizadas mediante andlise computa-
dorizada da motilidade (CASA), de acordo com
os seguintes parametros: motilidade total (MT%),
motilidade progressiva (MP%), velocidade média
(VAPum/s), velocidade progressiva (VSLum/s),
velocidade curvilinear (VCLum/s), deslocamento
lateral de cabeg¢a (ALHum), frequéncia de bati-
mento flagelar (BCF Hz), quantidade de esperma-
tozoides rapidos (RAP%) nos tempos inicial (Ti)
e final, uma hora ap6s as dilui¢des (TT).
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C = controle
Sémen descongelado
(concentracio de 5%)

v

FR2,5
50uL de sémen descongelado + S0uL de
diluente FR4®
(concentracgio de 2,5%)

!

FR1,25
FR50 + 100pL de diluente FR4®
(concentracio de 1,25%)

!

BOT2,5
50pnL de sémen descongelado + S0uL de diluente
Botu-crio®
(concentracio de 2,5%)

l

BOT1,25
BOTS50 + 100pL de diluente Botu-crio®
(concentracio de 1,25%)

FIGURA 1. Tratamentos utilizados no sémen descongelado considerando diferentes diluentes (sem crioprotetor), con-

centragdes e controle.

Para a avalia¢do da integridade da mem-
brana plasmatica (IMP), foi utilizada a técnica de
coloragio descrita por ZUCCARI (1998). Adi-
cionaram-se 40uL. de sémen de cada tratamento
na solucdo corante, seguindo-se as avaliagdes em
microscopia de epifluorescéncia, 200 céls/trat./
lamina. Os espermatozoides corados em verde
foram considerados com a membrana integra e os
corados em vermelho com membrana lesada.

Para analise estatistica empregou-se o teste
de Tukey para comparagdo entre médias das va-
ridveis de motilidade e integridade de membrana
plasmatica. Fez-se uso de teste de Dunnet para
comparagao entre cada um dos quatro tratamentos
com o controle, e da analise de variancia, visando
comparar efeitos entre diluentes e entre diluigdes,
todos no tempo inicial (Ti) e final (TY).

O programa SPSS 13.0 (Statistical Program
for Social Sciences) foi empregado para as analises
estatisticas, considerando o nivel de significancia
de 5%.

RESULTADOS
O presente estudo avaliou os efeitos da redugao

da concentracgdo do crioprotetor dimetil-formamida a
5% pos-descongelacdo nas células espermaticas com

base nos parametros de motilidade e de viabilidade.
As médias de motilidade espermatica total (MT) e
motilidade progressiva (MP) do controle dos animais
estudados foram de 59% e 16%, respectivamente,
e de 48% de integridade de membrana plasmatica
(IMP) no teste de epifluorescéncia.

Observou-se diferenga significativa entre as
médias dos tratamentos (controle, FR2,5, BOT2,5,
FR1,25 e BOT1,25) para MP, VSL, ALH e BCF
no Ti, ndo sendo observada diferenga significativa
(P>0,05) para MT, VAP, VCL, RAP e IMP. No Tf,
ndo foram constatadas diferencas significativas
(P<0,05) para MT, MP, VAP, VSL, VCL, BCF ¢
RAP, nem (P>0,05) para IMP, entre as médias dos
tratamentos (Figura 2; Tabela 1).

Houve diferenga (P<0,05) na MP quando
utilizado o diluente Botu-Crio®: controle, 15,8%;
BOT2,5, 28,5%; ¢ BOT1,25, 25,9%; ¢ ALH (7,7,
6,6; 6,9, respectivamente) no Ti. Foi observa-
da, ainda, diferenca para BCF entre controle e
BOT2,5, FR1,25 e BOT1,25, para VSL entre o
controle e todos os tratamentos. Ndo houve dife-
ren¢a (P>0,05) na MT, VAP, VCL e RAP (Figura
2; Tabela 1). No teste de IMP ndo houve diferenca
entre os tratamentos.

Para o Tf, houve diferen¢a (P<0,05) na
MP entre controle, FR2,5, BOT2,5, FR1,25 ¢
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BOT1,25, também para VAP, VSL, VCL e RAP;
na MT entre controle e FR2,5, BOT2,5 ¢ BOT1,25;
para BCF entre controle e BOT2,5 ¢ BOT1,25.

Nao houve diferenga (P>0,05) para IMP ¢ para
ALH (Figura 2; Tabela 1).
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FIGURA 2. Expressao grafica das médias em percentagem (teste de Dunnett), em comparagao do controle com os demais
tratamentos, mediante a utilizagdo das seguintes variaveis: motilidade total inicial (MTi), motilidade total final (MTT),
motilidade progressiva inicial (MPi), motilidade progressiva final (MPf). *= diferenga estatistica (P < 0,05).

TABELA 1. Médias (£) desvio-padrao e diferenga significativa (P<0,05) dos tratamentos de sémen equino descongelado
e tratado, avaliados pelo CASA e pelo teste de epifluorescéncia (IMP) no tempo inicial ( Ti ) e final ( Tf).

Var. indep. Tempo Controle FR2,5 BOT2,5 FR1,25 BOT1,25
MT (%) I 59+ 8,8% 53+8,5% 60+9,1% 48 £6,9° 53+12,5¢°
F 24+93¢ 39+7,7° 43+9.2° 34410250 41 +4,6°

MP (%) | 16 £4,6° 24+39ab 28 +£7,5° 21+6,8%" 26+9,2°
F 13+£4,8° 13+4,8 ¢ 15£5.8%bc 11 £4,6° 18 £3,8°

VAP (um/s) I 97+10,5° 106 + 7,72 103 +£5,4° 104 +10,3° 101 + 11,6°
F 67+7,1° 91+102" 89+ 84" 94 + 55" 95+ 6,7

VSL (um/s) I 69 +7,6° 81 +£4,20 80 +5,6° 81+£9,0° 79 £9,6°
F 47 + 5,62 69 + 8,3 68+73"% 71+ 5,0 74 +5,8°

VCL (um/s) | 180+ 18,82 197+ 12,4¢* 181 +12,8% 171 £ 65,6 176 £22,62
F 133+14,3* 169+213 " 168 +18,2° 175 +10,3° 169 + 15,2°

ALH (um/s) I 7,7+0,20¢ 8,1+04¢ 6,7+0,5° 8,0+0,9¢ 6,9 + 0,94 °
F 7,3+0,4% 7,3+0,6% 7,3+0,7¢ 7,7+0,6% 6,8+0,7¢

BCF (Hz) I 24+3,1° 26+2,0° 30 +2,8" 27+1,6%b 30 +3,6°
F 21+5,7¢ 26+33"0 28 + 4,4Y 2342580 29 + 4,3

RAP (%) I 414992 42+740 49 + 8 42 39+£62° 41 +12,5°
F 10+ 5,42 28 +8,7° 29 + 8,6 24+ 79" 31+3,6"

IMP (%) I 48 + 6,9° 49820 50+ 6,2° 46 +5,7° 46 +7,9°
F 36+ 12,7¢ 40+63° 43 +3 8% 38+73® 40 +7,0°

MT=motilidade total inicial; MP=motilidade progressiva; VAP=velocidade média; VSL= velocidade progressiva; VCL= velocidade curvilinear; ALH=
deslocamento lateral de cabega; BCF= frequéncia de batimento flagelar; RAP= quantidade de espermatozoides rapidos; IMP= integridade de membrana;

I= tempo inicial; F= tempo final.

Valores com letras diferentes (a, b, ¢) na mesma linha divergem estatisticamente (P<0,05).
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Quando comparados o diluente e a diluicao
em fatorial 4 x 4, observou-se diferenca (P<0,05)
somente para ALH e BCF no Ti entre os diluentes
testados, ndo havendo diferenca (P>0,05) entre
dilui¢des. Ja no Tf, para as médias entre diluentes

houve diferenca (P<0,05) na MT (37% e 42%),
MP (12% e 17%), ALH (7,5 ¢ 7,0) e BCF (25 ¢
29), respectivamente, com FR4® e Botu-Crio®™
Nao houve diferenga (P>0,05) na VAP, VSL, VCL,
RAP ¢ IMP (Tabela 2).

TABELA 2. Comparacdo das médias entre os diluentes ¢ as diluigdes da motilidade espermatica total e progressiva ¢ da
integridade de membrana plasmatica de sémen equino descongelado e submetido a tratamento.

FR FR FR BOT BOT BOT Total Total Total %
2,5 1,25 Total 2,5 1,25 Total 2,5 1,25
MT 39,0 34,5 37,2 43,1 41,8 42.4% 41,2 39,2 40,2
MP 13,2 11,7 12,6 14,9 18,5 16,8%* 14,1 16,1 15,0
IMP 40,2 37,8 39,3 42,9 40,3 41,5 41,6 39,4 40,6

MT= motilidade total; MP= motilidade progressiva; IMP= integridade de membrana.

*=valores com diferenca significativa (P<0,05).

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Os resultados diferem dos observados por
WESSEL & BALL (2004), em que a rapida remo-
c¢ao do glicerol de s€émen equino a fresco resultou
numa reducdo da motilidade e da integridade
de membrana dos espermatozoides, enquanto a
dilui¢do seriada do glicerol desse mesmo sémen
resultou numa melhora na manuten¢ao tanto da
motilidade quanto da integridade de membrana
dos espermatozoides. Conclui-se nao haver efeito
benéfico similar quando feita a dilui¢do seriada
com o sémen criopreservado. Nao ha relatos desse
beneficio quando utilizada a dimetil-formamida
como crioprotetor numa diluigao seriada.

A analise feita no Tf mostrou melhora e
diferenca significativa em todos os parametros
analisados, exceto o ALH e IMP, indicando que
uma dilui¢ao do crioprotetor apos a descongelacao
pode aumentar a sobrevivéncia das cé€lulas esper-
maticas sem que ocorram lesdes as suas membra-
nas. Foi observada, ainda, melhora (P<0,05) nos
parametros de MP e MT para o sémen tratado com
o diluente Botu-Crio® quando comparado com o
FR4®. Estudo feito por MELO et al. (2006) com
o diluente Botu-Crio® demonstrou que, apesar das
amidas utilizadas em seu experimento apresenta-
rem estruturas quimicas semelhantes, uma combi-

nacao entre este diluente e dimetil-acetamida a 4%
mostrou superioridade na prote¢do espermatica
durante o processo de congelagdo em relacdo a
associac¢ao entre o diluidor e dimetil-formamida a
4%, embora nao houvesse diferenga significativa
no teste de fertilidade entre ambos.

No presente estudo ndo se verificou diferen-
ca entre diluigdes (2,5 ou 1,25%) para todos os
parametros analisados, resultado esse que esta de
acordo com os relatados por WESSEL & BALL
(2004), em que o tipo de diluicdo realizado em
seu experimento apods a descongelagdo nao afetou
a motilidade espermadtica total e progressiva dos
espermatozoides. Entretanto, observou-se efeito
entre garanhdes. Neste estudo ndo foi observada
uma interacdo entre diluentes e dilui¢cdes nos
tempos observados (Tabela 2).

Alguns estudos relataram os beneficios teo-
ricos de uma dilui¢do seriada para remog¢do dos
crioprotetores de sémen congelado em humanos.
Entretanto, hd poucos resultados experimentais
acerca dos efeitos nas células espermaticas, o que
torna os dados ainda pouco consistentes (GAO
et al., 1995; GILMORE et al., 1997). GAO et al.
(1995) observaram que a motilidade espermatica
¢ muito mais sensivel a condi¢des anisosmoticas
do que a integridade de membrana. A motilidade
espermatica demonstrou ser ainda mais sensivel as
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condi¢des hipo do que hipertonicas em células hu-
manas. Segundo BALL & VO (2001), uma rapida
remogao de crioprotetores permeaveis resulta em
um possivel menor choque hiposmoético quando
diluidos em meios diluentes ou nos fluidos do
trato reprodutivo das éguas. Isso pressupde que a
dilui¢do do sémen congelado antes da inseminagdo
pode acarretar uma perda menor das células esper-
maticas, levando a uma menor reagao uterina nas
¢guas que forem posteriormente inseminadas e a
um provavel aumento nas taxas de concepgao.

As diluigdes pos-descongelagdo de sémen
equino criopreservado com crioprotetor dimetil-
formamida a 5% utilizando dois diluentes co-
merciais (Botu-Crio® e FR4®) proporcionaram
uma maior sobrevida das células espermaticas.
O diluente Botu-Crio® resulta em melhores resul-
tados, comparado ao diluente FR4®. Ressalte-se,
contudo, que tais resultados precisam ainda de
confirmagdo em testes in vivo.
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