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RESUMO
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INDICE DE PRENHEZ COM SEMEN CONGELADO DE GARANHOES
CRIOULOS USANDO GLICEROL OU DIMETILFORMAMIDA COMO
CRIOPROTETORES

AUTOR: RODRIGO ARRUDA DE OLIVEIRA
ORIENTADOR: CARLOS ANTONIO MONDINO SILVA
CO-ORIENTADORA: MARA IOLANDA B. RUBIN
Santa Maria, 27 de Fevereiro de 2007

Durante a estagao reprodutiva natural de 2005 e 2006 do hemisfério sul, 104 éguas
Crioulas foram utilizadas para avaliar a fertilidade do sémen congelado de cinco
garanhGes Crioulos. Como diluente usou-se FR4 (Nutricell, Brasil) com 5% de
glicerol (GLI) ou 5% de dimetilformamida (DMF) como crioprotetores. O sémen foi
envasado em palhetas de 0,5mL (100x108 espermatozoides/palheta). Examinou-se
as eguas em dias alternados por ultra-sonografia transretal para deteccdo de
foliculos 230mm de diametro, quando recebiam hCG (2500Ul i.v.). Apos 24h eram
examinadas diariamente no Experimento | e a cada 6h no Experimento Il. As
inseminagdes com sémen congelado eram realizadas no fundo do corno
ipsislateralis ao foliculo dominante. Nas controle, com sémen fresco no corpo
uterino. Utilizou-se um ciclo estral/animal. O diagnostico de gestacao foi conduzido
por ultra-sonografia no 15¢ dia pos-ovulagcao. No experimento |, a taxa de prenhez foi
11,9% (5/42) e 62,5% (20/32), respectivamente para DMF e sémen fresco
(P<0,0001). No experimento Il, a taxa de prenhez foi 40% (4/10), 10% (1/10) e 70%
(7/10), respectivamente para DMF, GLI (P>0,05) e sémen fresco (P<0,0001).
Demonstrou-se que o GLI e a DMF podem ser utilizados como crioprotetores para o
congelamento do sémen de garanhdes Crioulos. Neste contexto, a DMF apresentou

melhores resultados.

Palavras - chave: Equino, sémen congelado, dimetilformamida, glicerol, crioulo.
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PREGNANCY RATES USING FROZEN SEMEN OF CRIOLLO
STALLION’S WITH GLYCEROL OR DIMETHYLFORMAMID AS
CRYOPROTECTANTS
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During the 2005 and 2006 southern hemisphere natural breeding season, 104 Criollo
mares were used to evaluate deep frozen semen fertility from 5 Criollo stallions. FR4
was used as extender (Nutricell, Brazil) with 5% glycerol (GLY) or 5%
dimethylformamid (DMF) as cryoprotectants. Semen was loaded in 0.5mL straws
(100x10% spermatozoa/straw). Mares were examined every other day by
ultrasonography until detection of 230mm diameter follicles, when hCG was injected
(2500Ul i.v.). After 24 hours, mares were examined daily in Experiment |, and every 6
hours, in experiment Il. Insemination with frozen semen was performed deep in the
uterine horn ipsilateralis to the dominant follicle. Controls were inseminated with fresh
semen in the body of the uterus. Only one estrus period per mare was used.
Pregnancy diagnosis through ultrasonography was performed on the 15" day post-
ovulation. In experiment |, pregnancy rates were 11.9% (5/42) and 62.5% (20/32),
respectively for DMF and fresh semen (P<0.0001). In experiment Il, pregnancy rates
were 40% (4/10), 10% (1/10) and 70% (7/10), respectively for DMF, GLY (P>0.05)
and fresh semen (P<0.0001). It was showed that GLY and DMF can be used for

frozen of Criollo Stallion’s semen. In this context DMF brought better results.

Key words: Equine, frozen semen, dimethylformamid, glycerol, criollo.
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1 INTRODUCAO

Na equinocultura mundial se expande a utilizacdo do sémen congelado,
devido a recente liberacdo do seu uso por grande parte das associacdoes de
criadores. Entretanto, a fertilidade do sémen congelado ainda € baixa, e isto dificulta
a sua utilizacdo em larga escala (AMANN & PICKETT, 1987; ALVARENGA & LEAO,
2002; HENRY et al., 2002).

Nos mamiferos, o congelamento e descongelamento de sémen levam a um
decréscimo no percentual de espermatozoides viaveis, pelos danos produzidos na
membrana plasmatica reduzindo a fertiidade (HAMMERSTEDT et al., 1990). Uma
alteracao frequentemente encontrada nos espermatozoides pds-descongelamento, é
a perda da integridade da membrana plasmatica, o que se reflete diretamente na
sobrevivéncia e na capacidade de fertilizacdo dos espermatozoides (HENRY et al.,
2002). Um dos principais fatores limitantes para a aplicacao do sémen congelado em
equinos esta relacionado a particularidades da espécie como as diferengas entre os
garanhdes e entre os ejaculados de um mesmo garanhdo, na capacidade dos
espermatozéides para tolerar o processo de congelamento e descongelamento
(VIDAMENT et al., 1997), assim como na variacao de duracao do cio nas éguas.

Os crioprotetores quando adicionados ao meio de congelamento, promovem a
desidratacdo da célula espermética e permitem que ela se rehidrate adequadamente
durante o descongelamento. As caracteristicas fisico-quimicas ideais que um agente
crioprotetor deve possuir incluem baixo peso molecular, alta solubilidade em meio
aquoso e principalmente, baixa toxicidade celular (NASH, 1966).

Ashwood-Smith (1987), relatou diferentes componentes como etanol,
etilenoglicol, glicerol, metanol, polietilenoglicol, dimetilsulfoxido e, também as amidas
dentre elas, a dimetilformamida, como substancias que podem ser usadas como
agentes crioprotetores para o congelamento de sémen.

Em 1954, Lovelock & Polge propuseram o mecanismo de acéo do glicerol por
suas propriedades coligativas, depressdao do ponto de congelamento e a
consequente queda da concentracao de eletrdlitos das fracbes ndo congeladas da
solucao, protegendo as células espermaticas dos efeitos nocivos da solugao super

saturada durante o processo de congelamento.
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As amidas apresentam trés sitios de ligacao de hidrogénio com a molécula de
agua, a metade em comparacdo ao glicerol. No entanto, por possuirem menor
viscosidade e solubilidade em &agua em relacdo ao glicerol, permitem maior
permeabilidade da membrana (NASH, 1966), diminuindo a possibilidade de danos

celulares por estresse osmatico causados pelos crioprotetores (BALL & VO, 2001).

As éguas inseminadas com sémen congelado sdo examinadas com maior
freqliiéncia e inseminadas o mais préximo da ovulagado, pois 0os espermatozoides
viaveis provenientes de sémen congelado ndo sobrevivem por muito tempo no trato
reprodutivo feminino, quando comparados aos do sémen fresco ou resfriado (PACE
& SULLIVAN, 1975; BARBACINI et al., 2000).

No Brasil, o cavalo Crioulo ocupa o terceiro lugar em numero de produtos
registrados e, até o presente momento, ndo existem informacbes sobre o padrdo de
congelamento e a fertilidade do sémen criopreservado dessa raga. A variabilidade
de resultados observada com sémen congelado de outras racas e com diferentes
crioprotetores indica a necessidade de estudos relacionados a esta biotécnica para
que a inseminacdo com sémen congelado/descongelado possa ser aplicada em
larga escala.

Por esta raz&o, avaliou-se a taxa de prenhez na inseminagéo artificial (1A)
com sémen congelado de garanhdes Crioulos utilizando-se como crioprotetores 5%
de glicerol ou 5% de dimetilformamida, efetuando-se a IA com auxilio de uma pipeta
flexivel, no fundo do corno uterino ipsilateralis ao foliculo dominante comparada a
um grupo controle onde as inseminagdes foram realizadas no corpo do utero com

sémen fresco.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A célula espermatica

Todas as células procariontes, ou eucariontes sdo circundadas por uma
membrana plasmatica (MP) que define a delimitagdo da célula, separando seu
contetudo do meio que a circunda. Por servir de barreira seletiva, a MP determina a
composicao do citoplasma celular, e tem papel fundamental na maioria dos
fendmenos celulares (SINGER & NICOLSON, 1972).

O modelo basico das membranas biologicas, segue a organizagao estrutural
de bicamada de fosfolipideos com proteinas associadas, descrito em 1972 por
Singer & Nicolson. O mesmo modelo é também observado nas membranas
espermaticas (WATSON, 1981).

Nos espermatozoides, o duplo folheto ndo € simplesmente, uma bicamada
passiva de membrana lipidica em que receptores recebem seus sinais moleculares
especificos, mas sim, uma estrutura altamente especializada. Assume um papel
ativo na capacidade fertilizante, recebendo sinais e modificando-se ao longo do
processo de espermatogénese, transito e armazenamento no epididimo, ejaculacao,
depdsito no trato genital feminino e, finalmente, capacitacéo e penetracao do odcito
(O'RAND, 1982; HOLT, 1995).

O padrao definitivo de lipideos dos espermatozéides de um ejaculado s6 é
estabelecido apdés a maturacédo epidimaria (HOLT, 1984; WATSON, 1995). Holt
(1984) sugeriu que, além das modificacées da superficie celular, relatadas como de
maior importancia neste processo, ocorrem ainda modificagées no interior da MP
dos espermatozoides durante sua passagem pelo epididimo como modulagdo da
fluidez, da permeabilidade e da mobilidade das proteinas integrais das membranas.

Fatores externos as células espermédticas, tais como, alteragdes na
composicao, pH, temperatura e osmolaridade do meio que as circunda, podem
provocar alteragdes irreversiveis em suas membranas limitando a fungéo fertilizante
dos espermatozoéides (WATSON, 2000).

O espermatozdide € uma célula alongada, formada por duas regides
altamente especializadas: a cabeca, na qual esta contido o DNA e o acrossomo, vital

para a interagdo espermatozéide-odcito, e o flagelo, envolvido com a motilidade da
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célula. Neste, encontra-se a peca intermediaria, contendo as mitocéndrias
relacionadas com a producado de energia. A cabeca do espermatozoide, além do
nucleo, contém pequena quantidade de citoplasma e, no seu extremo apical, o
acrossomo, uma vesicula contendo enzimas hidroliticas necessarias para a
penetracédo na zona pelucida (YANAGIMACHI, 1994).

O ndcleo é extremamente condensado e provavelmente contém pouca
quantidade de agua, restando como localiza¢ao para este liquido os espagos entre a
membranas plasmatica e acrossomal externa ou dentro de estruturas como o
acrossomo e a mitocéndria (AMANN & PICKETT, 1987).

Toda a caracteristica estrutural especializada do espermatozéide esté voltada
para sua atividade funcional Unica, ou seja, assegurar a liberacdo do material
genético contido no ndcleo do espermatozéide para o odcito, onde a unido dos
pronucleos masculino e feminino ocorre, produzindo o zigoto (EDDY & O’BRIEN,
1994). Desta forma, a fungéo principal da cabeca do espermatozéide é a liberagao
de uma série hapléide de cromossomos para o oécito; enquanto a do flagelo, é
promover a motilidade da célula para permitir sua passagem pelo trato reprodutivo
feminino e a penetracdo através da zona pelucida do odcito (MORTIMER et al.,
1997).

A membrana plasmatica tem permeabilidade seletiva e atua como uma
barreira, mantendo, assim, diferencas de composicéo intra e extra celular. Danos
nesta estrutura, podem levar a perda da homeostase com posterior morte celular
(AMAN & PICKETT, 1987). Portanto, a integridade da membrana plasmatica exerce
papel fundamental na sobrevivéncia do espermatozéide no trato genital da fémea e
na manutencao de sua capacidade fertilizante (PARKS & GRAHAM, 1992).

Nos dois tergcos anteriores da cabega, ha um capuz espesso, chamado
acrossomo, que é formado, a partir do aparelho de Golgi. Este contém uma
quantidade de enzimas semelhantes as encontradas nos lisossomos da célula tipica,
inclusive a hialuronidase, que podem digerir filamentos de proteoglicanos dos
tecidos, e enzimas proteoliticas. Estas enzimas desempenham papel importante
para que ocorra a penetracdo do material genético masculino no oécito (GYTON &
HALL, 1997).

2.2 Criopreservagao
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Varios fatores devem ser considerados no congelamento de sémen de
garanhdes, como por exemplo: exposicdo dos espermatozdides ao resfriamento,
danos causados pelos cristais de gelo e mudancas intracelulares devido a
desidratacao (AMANN & PICKETT, 1987).

Para que o espermatozdide fertilize o odcito, deve preservar quatro atributos
gerais ap0s o congelamento e descongelamento: metabolismo para producao de
energia; motilidade progressiva; enzimas, localizadas no acrossoma e proteinas na
membrana plasmatica, importantes para a sobrevivéncia do espermatozéide dentro
do trato reprodutivo feminino e para a ligagdo do mesmo com a membrana
plasmatica do odcito para a fertilizacdo. A destruicdo de componentes da célula
espermatica, associada com uma, ou mais dessas funcodes, reduzirq a fertilidade.
Por exemplo, um espermatozbide mdvel nem sempre é fértil; espermatozoides
méveis usualmente tém adequada producdo de energia, mas outro importante
aspecto pode ter sido alterado (AMANN & PICKETT, 1987).

Quando uma suspensao de espermatozoides é resfriada abaixo de 0°C,
cristais de gelo extracelulares comecam a se formar. Isso resulta em aumento da
concentracdo de sais no liquido extracelular. Inicialmente a agua do interior do
espermatozéide nao se congela, mas é resfriada abaixo do ponto de congelamento.
A agua se move do interior do espermatozdide para o0 meio extracelular,
desidratando progressivamente a célula. Se a velocidade de congelamento é muito
lenta, o aumento da concentracdo de sais intracelulares causada pela desidratacao
pode danificar o espermatozdide; se a taxa de congelamento for muito rapida,
cristais de gelo intracelular podem se formar. A taxa de congelamento adequada é
um equilibrio entre esses fatores (AMANN & PICKETT, 1987).

O principal solvente biolégico responsavel pelo transporte de nutrientes e
substancias quimicas € a agua que, em seu estado puro, forma cristais a 0°C,
enquanto que, a que contém ions e outras substancias em solugdo congela a
temperaturas mais baixas, dependendo da concentracdo e natureza desses
componentes.

Quando ocorre o congelamento das solugcées aquosas, parte da agua forma
cristais de agua pura, tornando a solugdo restante cada vez mais concentrada
(PICKETT & BERNDTSON, 1978). Este processo provoca um aumento da pressao
osmatica na célula, uma vez que a concentracao total de solutos dentro e fora deve

estar sempre em equilibrio. Em resposta a essa alteracao, a agua sai da célula e o
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soluto entra. O processo cessa, quando a concentracdo de soluto se eleva o
bastante para prevenir futuras transformagdes de agua em gelo (STOREY &
STOREY, 1990).

Dessa forma, os danos causados aos tecidos durante os processos de
congelamento e descongelamento se devem a: 1) Formacéo de cristais de gelo
intracelulares, que afetam a estrutura da célula; 2) Concentracao de soluto resultante
do processo de desidratacdo, que ocorre durante o congelamento tanto no meio
extra como intracelular e interacao entre esses dois fatores. A natureza exata dos
danos causados pelo congelamento aos tecidos, ainda nao estad totalmente
esclarecida. Aparentemente, o dano causado é uma consequéncia da pressao
diferencial de vapor entre o0 gelo e a agua, a temperaturas abaixo de 0°C. Uma
grande pressao de vapor de agua poderia causar redistribuicédo, levando a lesao por
desidratacdo durante o congelamento lento e a ruptura das membranas celulares
durante o congelamento rapido (PICKETT, 1986).

Se a reducgdo do volume celular atingir um minimo critico, a bicamada de
fosfolipideos da membrana celular fica muito comprimida e sua estrutura se quebra.
Com isso, as funcdes de transporte e protecdo da membrana ndao podem ser
mantidas. Ao mesmo tempo, rupturas da membrana promovem uma ponte para
entrada do gelo extracelular para o interior da célula (STROREY & STOREY, 1990).
Dessa forma, para que uma substancia tenha boa acao crioprotetora, deve atuar
elevando a osmolaridade intracelular, para controlar a desidratagdo e ainda interagir
com a membrana celular, estabilizando-a (MERYMAN, 1974).

Mazur (1970), Meryman et al. (1977), McGann (1978) e Jondet et al. (1984)
consideraram que 0 mecanismo de acado dos crioprotetores, baseia-se
principalmente na promogao da redugdo do ponto de solidificacdo da solugdo no
congelamento, promovendo um maior tempo para a desidratacdo da célula,
diminuindo a formacao de cristais de gelo intracelulares.

Uma segunda funcdo do crioprotetor parece ser sua interagdo com a
membrana celular exercendo acgado estabilizadora durante as mudancas de um
estado liquido para o sélido e vice-versa no descongelamento. Outra possivel acao
dos crioprotetores, é a de diminuir os efeitos das altas concentragcées osmdticas
durante a desidratacdo celular. Muitas moléculas se dissolvem na mistura de
crioprotetor e na agua, tornando-se menos lesivas do que quando dissolvidas em

altas concentragdes em um liquido na auséncia do crioprotetor (SEIDEL Jr, 1986).
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Apesar dos efeitos benéficos do crioprotetor, ndo existe uma técnica de
criopreservacao celular que permita 100% de sobrevivéncia apds o congelamento e
descongelamento. Existem duas razbes para justificar as falhas na acado dos
crioprotetores: primeiro, a toxicidade do crioprotetor limita a concentracdo em que
este pode ser utilizado antes do resfriamento e, portanto, limita a eficacia da agéao
crioprotetora (FAHY, 1986); segundo, os agentes crioprotetores podem ter uma acao
direta na produgé@o de danos, alterando a polaridade do meio extracelular e lesando
as membranas (ARNOLD et al., 1983).

2.3 Interacbes dos componentes dos diluentes com a célula espermatica

Um protocolo de preservagdo adequado deve manter o potencial fertilizante
das células espermaticas que deverdo, ao final de todo o processo, apresentar a
vitalidade necessaria para atingir o local da fertilizacdo e estarem aptas a concluir a
capacitacao e a reagdo acrossomal, que constituem o estagio final de maturagéao
espermatica e possibilitam a fecundagcéao de um odécito (WATSON, 1995).

Tanto para a refrigeragdo como para o congelamento do sémen, diluentes séo
utilizados com o intuito de proteger os espermatozéides de todos os efeitos criticos
do processo de congelamento. Para tanto, deverao ser adicionadas, aos diluentes,
macromoléculas como lipoproteinas e fosfolipideos que atuardo como
estabilizadores da membrana plasmatica e como crioprotetores. Devemos ainda
fornecer fonte de nutrientes para o metabolismo espermatico e meio tampao para a
manutencao do pH. A producao de um diluente esta sempre voltada para a obtencao
da estabilizacdo dos componentes da membrana plasmatica (PARKS & GRAHAM,
1992; JASKO, 1994).

Holt (2000a) em sua revisdo afirmou existirem diferengas na composi¢cao
lipidica da membrana plasmatica entre espécies, racas e ainda entre individuos da
mesma espécie, sendo talvez, a explicagdo para que um mesmo meio diluente
confira maior ou menor protecdo aos espermatozoides de um determinado individuo.
Silva et al. (1987) consideraram os garanhées como “bons congeladores” e “maus
congeladores”, e estas duas classes se diferenciam pela capacidade das células
espermaticas tolerarem os efeitos deletérios da criopreservagéo.

2.3.1 Acucares
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Os acucares tém sido incluidos nos diluentes para conservacao de sémen a
baixas temperaturas como substrato de energia enddégena, como componente
osmotico e como agente crioprotetor em funcdo do seu alto peso molecular,
contribuindo para o equilibrio osmético atuando como substitutos de eletrélitos
(HOLT, 2000b).

2.3.2 Gema de ovo

O principal efeito protetor ocorre pela diminuicdo dos efeitos negativos do
choque frio estabilizando as membranas espermaticas (HOLT, 2000b). Watson
(1979) demonstrou que uma liproteina de baixa densidade encontrada na gema do
ovo é o fator ativo que protege a célula espermatica desse choque, porém o
mecanismo de atuagao permanece desconhecido.

Em 1981, Watson verificou que a gema de ovo pode conferir diversos graus
de protecdo aos espermatozdides de diferentes espécies animais, devido,
principalmente, a comprovagédo da existéncia de distintas composic¢des lipidicas das

membranas plasmaticas de diferentes espécies animais.

2.3.3 Leite

McCall & Sorensen (1971) comprovaram a eficacia do leite na
criopreservacao de sémen, afirmando que duas substancias eram responsaveis por
esta caracteristica: a lactose, que age como elemento energético, e as proteinas,
capazes de potencializar a atividade cinética dos espermatozoéides. O leite é um
liqguido organico com importante propriedade bioldégica para a conservacao das
células; possui certa capacidade tampéao, agao bactericida e viscosidade adequada
para a manutencao dos espermatozdides no meio liquido com abundancia de

carboidratos que seriam utilizados pelas células na producédo de energia.

2.3.4 Tampdes

O continuo metabolismo espermatico produz como resultado grandes
quantidades de catabdlitos tdxicos, acarretando aumento do acido latico no meio
extracelular. Este acumulo pode causar a morte dos espermatozéides devido a
drasticas alteragdes do pH no meio extracelular, justificando a necessidade de
adicao de tampdes ao diluente (HOLT, 2000b). O fosfato foi primeiramente testado

para este fim, porém o citrato de sédio adaptou-se melhor a esta finalidade. O citrato
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de s6dio aumenta a capacidade de diluicido da gema de ovo ao meio liquido,

fendbmeno que favorece a acao da gema sobre as células (HOLT, 2000b).

2.3.5 Crioprotetor

A adicao de crioprotetores ao diluente é essencial para a sobrevivéncia das
células espermaticas apds os processos de resfriamento, porém os crioprotetores
podem também acarretar danos as células (PARKS & GRAHAM, 1992).

Os agentes crioprotetores séo classificados em permeaveis e ndo permeaveis
(NASH, 1966) a membrana citoplasmatica. Os crioprotetores ndo permeaveis sao
representados por macromoléculas com alto peso molecular, como os agucares,
lipoproteinas da gema do ovo, proteinas do leite e alguns aminoacidos. Estas
substancias sao responsaveis pelo mecanismo de protecdo no meio extracelular
(AMAN & PICKETT, 1987), através de processo osmatico, promovem a desidratacao
celular durante o congelamento e impedem a formacgao de grandes cristais de gelo
no interior da célula (HOLT, 2000b).

Os crioprotetores permeaveis exercem seu mecanismo de acdo nos meios
extracelular e intracelular; desempenham importante funcdo no processo de
criopreservagdo. Entre estes se destacam o glicerol, o dimetilsulféxido, o
etilenoglicol, o propanodiol, o butanodiol, o metanol e as amidas. A agéo
crioprotetora é atribuida a suas propriedades coligativas e ligantes com a agua,
diminuindo o ponto crioscopico intracelular. Isso aumenta a quantidade de agua que
permanece no estado liquido sob baixas temperaturas, diminuindo a concentracao
intracelular de solutos, retardando e limitando a formagdo dos cristais de gelo
(NASH, 1966; HOLT, 2000b).

2.4 LesOes espermaticas causados pela criopreservagao

O espermatozéide tem uma diversidade de atributos funcionais altamente
diferenciados regionalmente que devem ser mantidos até a fertilizacdo. A
criopreservacao ideal deve, entdo, ter o compromisso de preservar 0 maior numero
de células possivel e a integridade de diferentes estruturas espermaticas (WATSON,
1995).

O resfriamento leva a célula a um estado de quiescéncia, reduz o
metabolismo e proporciona diminuicdo nos gastos energéticos e na producao de

catabdlitos toxicos, contribuindo para a preservacao celular. Da mesma maneira que
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o congelamento pode diminuir, ou paralisar algumas reagdes bioquimicas celulares,
ele pode também acelerar outras, levando a danos ou mesmo a morte celular
(MAZUR et al., 1972; WATSON, 1995; HOLT, 2000b).

O termo estresse térmico, ou choque térmico define um conjunto de
alteragcdées ocorridas nos espermatozoides dos mamiferos quando resfriados
rapidamente da temperatura corpérea até temperaturas préoximas a 5°C, tendo como
consequéncia um decréscimo irreversivel da motilidade espermatica, mudancas
bioguimicas e na funcao espermatica (AMANN & GRAHAM, 1993; JASKO, 1994;
HOLT, 2000b).

A reducao da temperatura de 37°C a valores préximos de 4-5°C pode levar ao
rearranjo de alguns fosfolipideos semelhantes dentro da bicamada da MP, que
podem agrupar-se e assumir outras configuragbes. Com este rearranjo, as
propriedades biolégicas basicas da membrana plasmatica, como permeabilidade
seletiva e difusdo lateral de proteinas, ndo sdo mantidas, alterando a sua fungéo
(WATSON, 1981; HOLT, 2000b).

A regulagédo do influxo de célcio é claramente afetada pelo resfriamento,
sendo, indiscutivelmente, uma das mais graves alteracbes em termos de funcao
espermatica, €, em alguns casos, esta alteragdo pode ser incompativel com a
viabilidade espermatica. A entrada de célcio na célula durante o resfriamento,
mimetizando o que ocorre fisiologicamente durante a capacitagao, contribui para o
inicio das reacbes fusogénicas entre a membrana plasmatica e a membrana
acrossomal externa. Watson (2000) relatou a existéncia de grande similaridade entre
os danos verificados na membranas plasmaticas durante o congelamento e as
alteracoes apos a reagao do acrossomo.

Quanto as lesodes estruturais de acrossomo, Alvarenga et al. (1998), avaliando
os efeitos da criopreservagcdo no espermatozdide equino, relataram discreto
espessamento do segmento apical, com freqlente ondulagédo, além de casos de
ruptura da membrana acrossomal externa e conteudo acrossomal menos denso e
homogéneo, ou mesmo a completa auséncia do acrossomo em amostras
descongeladas.

Os principais fatores que afetam a fluidez caracteristica da membrana
plasmatica sdo a composicao relativa entre fosfolipidios e colesterol e a temperatura
na qual a membrana é exposta. Com a queda da temperatura, os lipideos passam

pela transicao de estado liquido para gelatinoso, onde as cadeias de acidos graxos
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organizam-se em um modelo paralelo (HAMMERSTEDT et al., 1990), ficando
impossibilitados de se moverem aleatoriamente, resultando na formagao de
dominios cristalinos, com apenas pequenas regides de lipideos no estado liquido,
onde ficam aderidas as proteinas (COTTORELLO & HENRY, 2002), produzindo uma
estrutura rigida. Deste modo, areas da membrana plasmatica tornam-se fracas,
sujeitas a rupturas e permeaveis a ions, como o calcio. Estes ions contribuem para
mudangas no estado de capacitacdo e nos eventos fusionais, entre a membrana
plasmatica e a membrana acrossomal externa, caracteristicos da reagao acrossomal
(HAMMERSTEDT et al., 1990).

Durante o processo de criopreservagédo, ha formagéao de cristais de gelo no
interior da célula. Quando uma solu¢ao contendo concentragdes salinas fisiologicas
¢ resfriada abaixo do seu ponto de congelamento, cristais de gelo se formam neste
meio. Os cristais que se formam sdao compostos exclusivamente de moléculas de
agua e os sais dissolvidos permanecem na por¢ao nao congelada da amostra. Com
a continua queda de temperatura, ocorre a cristalizacdo de agua, levando ao
aumento da concentragdo de sais na fragdo nao congelada (AMANN & PICKETT,
1987). O aumento da concentracdo de sais na fracdo ndo congelada pode ser
prejudicial ao espermatozéide. Altas concentracées de sais podem desidratar a
célula espermatica, deformando-a (HAMMERSTED, 1990), provocando danos a
estrutura da membrana, desestruturacdo e desnaturagdo das proteinas. Em
consequéncia, os espermatozéides sofrem danos irreversiveis, caracterizados por
movimentos anormais (circular ou retrégrado), rapida perda da motilidade, danos ao
acrossoma e membrana plasmatica, redugcdo do metabolismo e perda de
componentes intracelulares (GRAHAM, 1996).

Como o espermatozdide é resfriado na velocidade de -25°C a -40°C/min, a
agua intracelular ndo congelada se difunde para fora do espermatozéide devido ao
aumento da concentracdo de solutos na fragcdo de agua nao congelada extracelular.
Isto causa a desidratacdo da célula com a possibilidade de danos devido a
deformagéo celular (HAMMERSTEDT et al., 1990). No descongelamento, os cristais
de gelo extracelulares se descongelam liberando agua que dilui as concentracdes de
sais extracelulares e a agua se difunde lentamente para o interior da célula. Este
processo restaura o volume celular inicial e dilui as concentracdes celulares de
soluto aos valores originais (AMANN & PICKETT, 1987; HAMMERSTEDT et al.,
1990).
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Com o declinio constante da temperatura, as células estardo expostas a
temperatura de congelamento, e com isto, as células espermaticas serao
submetidas a alteragdes de osmolaridade do meio que as circunda. A agua presente
no meio extracelular encontra-se sob a forma de solugcao, com o congelamento de
parte desta agua, a saturacdao de solutos aumenta, tornando hiperténico o meio
externo. Neste momento, para que o equilibrio osmético seja atingido, ocorre efluxo
de agua da célula para o meio externo. Esta tentativa da célula de equilibrar-se com
0 meio que a circunda, pode conduzi-la a um efeito deletério devido a grande
desidratacdo e a exposicdo a um meio extremamente saturado. E o chamado Efeito
de Solugéo, considerado um dos pontos criticos no processo de congelamento das
células esperméticas (MAZUR et al., 1972; WATSON, 1981; HOLT, 2000b).

2.5 Inseminacgéo Artificial

Em equinos, existe grande interesse em se desenvolver e aprimorar técnicas
de inseminacgéo artificial que possibilitem a obtencdo de bons indices de fertilidade
utilizando baixo niumero de espermatozoides. A necessidade de elevado numero de
espermatozéides para a realizacdo da inseminacgao artificial convencional, onde o
sémen é depositado no corpo do uUtero das éguas, limita a aplicacdo do sémen
congelado e sexado (BUCHANAN et al., 1999).

O uso da inseminacao artificial acelera o melhoramento genético, viabiliza a
obtencdo de produtos de reprodutores alojados em outros paises, ou até mesmo
que ja morreram, evita a transmissao de doengas venéreas, facilita a realizagao de
testes de progénie, além de possibilitar que machos subférteis produzam filhos.
Entretanto, para que se obtenha sucesso em programas de inseminagao artificial
sao necessarios alguns cuidados como a utilizagdo de machos de boa qualidade,
adequado controle sanitario e mao de obra especializada (MIES FILHO, 1987).

Usualmente, as éguas sao inseminadas com 300 a 500 milhées de
espermatozdides méveis, sendo que quando se utiliza sémen congelado, ou
resfriado, o numero total de células se aproxima de um bilhdo (SQUIRES et al.,
1999). Entretanto, poucos destes gametas (1000 a 10.000) terdo acesso ao oviduto,
fato este resultado da selegdo espermatica que ocorre durante o transporte uterino
(PARKER et al., 1975) e, também, pela juncédo utero-tubéarica (VAZQUEZ et al.,
1998). Ja foi demonstrado que é possivel a obtencdo de fertilizagcdo utilizando

namero reduzido de espermatozéides, como mostram os resultados de Carnevale et
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al. (1999) que obtiveram 50% de prenhez com a deposicado de 500.000
espermatozéides no oviduto de éguas.

Em equinos foi demonstrado que a habilidade dos espermatozéides
congelados atingirem o oviduto, particularmente a regido da ampola, € menor do que
de sémen fresco e esta dificuldade no transporte espermatico do sémen congelado,
pode ser devido a alteragdes bioquimicas e fisicas na célula espermatica (BADER,
1982).

O local de deposigdo do sémen no momento da inseminagdo € um fator
bastante estudado em todas as espécies, pois € de suma importancia para obtencéo
de bons resultados de fertilidade. Na monta natural, o ejaculado & depositado no
corpo do utero das éguas (GINTHER, 1992), o mesmo local que se faz a deposigéao
do sémen em uma inseminagéao artificial convencional. Este local de deposi¢do é
bastante eficiente quando se trabalha com alto numero de espermatozoides, mas
quando o numero é limitado, uma alternativa de aproximagédo dos gametas ao sitio
de fertilizacao é desejavel.

Comumente, os ejaculados de garanhdes férteis possuem de 2 a 15x10°
espermatozéides, os quais, durante a monta natural sdo depositados diretamente no
utero. Devido a contragcdes do miométrio e motilidade dos espermatozoides o utero é
banhado com o sémen (MORRIS & ALLEN, 2002). Entretanto, apds 8 a 20 minutos
de contragdes, a maioria do ejaculado € eliminada do utero (KATILA et al., 2000) e
0s espermatozoides que permanecem no utero sdo encontrados na juncao Utero
tubarica, associados com as células epiteliais do oviduto (MORRIS & ALLEN, 2002).

Buchanan et al. (2000) compararam as taxas de prenhez de grupos de éguas
inseminadas com 500x10° espermatozéides em 20mL no corpo do Utero, 25x10° em
1,0mL, 5x10° em 1,0mL e 5x10° em 0,2mL depositados na ponta do corno através
do desvio de pipeta. Os resultados foram respectivamente de 90%, 57%, 30% e
40%, concluindo que a deposicdo de sémen no corno uterino pode maximizar a
fertilidade quando se utiliza baixo numero de espermatozoides em pequeno volume.

A utilizacdo de sémen congelado representa desafios, considerando que as
taxas de prenhez por ciclo obtidas sao invariavelmente menores que as obtidas com
sémen fresco ou resfriado dos mesmos garanhdes (VANDERWALL, 1997). Martin et
al. (1979), reforca a necessidade de doses ao redor de 500x106 de espermatozoides
com movimento progressivo, pois 30 a 50% dos espermatozoéides, sdo inviabilizados

no processo de congelamento e descongelamento.
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O transporte espermatico e a sobrevivéncia dos espermatozéides no trato
reprodutivo da égua parecem diferir no sémen fresco € no sémen congelado. Esta
observacdo, sugere que o sémen congelado tem vida média consideravelmente
menor no trato reprodutivo da égua do que o sémen fresco (TROEDSSON et al.,
1998). O programa de manejo quando da aplicacdo do sémen congelado implica
exames seriados em intervalos ndo maiores que 6 a 8 horas, ou ainda, a indugao da
ovulacéo através da administragdo de horménios (VANDERWALL, 1997).

O procedimento de inseminacdo na égua, é feito utilizando-se uma pipeta
rigida acoplada a uma seringa. A pipeta € guiada pela cérvix com o auxilio do dedo
indicador e a deposicao do sémen € efetuada no corpo do Utero. Em equinos, a
inseminagdo com numero reduzido de espermatozdides pelo método convencional
apresenta taxas de prenhez geralmente abaixo da expectativa. Este problema pode
ser resolvido pela deposicdo do sémen mais proximo do sitio de fecundacao
(FLEURY & CASSOLI, 1999).

Procedimentos nao-cirirgicos baseados na abordagem transcervical para
inseminagao de reduzido numero de espermatozdides no fundo do corno uterino
sem o uso de endoscopios, foram igualmente avaliados em eqliinos através de uma
pequena modificagcdo na técnica de inseminagcao convencional (BUCHANAN et al.,
1999; FLEURY & CASSOLI, 1999), visando incrementar as taxas de prenhez
associadas ao uso do sémen congelado.

Segundo Samper (2001), quando se insemina éguas com sémen congelado é
importante usar um agente indutor da ovulagdo para maximizar o uso do sémen,
minimizando o numero de doses por ciclo, resultando na reducao do intervalo entre a
inseminagdo e a ovulagdo. H& dois tipos de hormdnios usados para induzir a
ovulagdo em éguas: a Gonadotrofina Coriénica humana (hCG) e o implante de um
analogo do GnRH (Desorelina). Tipicamente 2500Ul de hCG administrados por via
intravenosa em éguas em cio com foliculos entre 30-35mm de diametro, resulta em
ovulagdes ocorrendo em 92% das éguas até 48h (BARBACINI et al., 2000). Devido a
larga variagdo no intervalo de ovulagao ap6s indu¢cao com hCG, as éguas devem ser
examinadas de 6-6 horas a partir de 24h ap6s a aplicagdo do hormbnio, € a
inseminagado realizada imediatamente apds a deteccdo da ovulacdo (SAMPER,
2001). Quando corretamente utilizado, a taxa média de prenhez por ciclo com sémen
congelado é de 30-40% (SAMPER et al.,, 1991). Entretanto, ndo é incomum
encontrar-se taxas de prenhez por ciclo entre 0 e 100% (SAMPER, 2001).



3 CAPITULO 1

INDICE DE PRENHEZ COM SEMEN CONGELADO DE GARANHOES CRIOULOS
USANDO GLICEROL OU DIMETILFORMAMIDA COMO CRIOPROTETORES

(Pregnancy rates using frozen semen of Criollo stallions with glycerol or
dimethylformamid as cryoprotectants)

OLIVEIRA R.A'2,, SILVA C.A.M.3, RUBIN, M.1.B.3, MOZZAQUATRO F.D.M.2,
POZZOBON S.E.2, BEAL J.2, CALEGARI, J.4

MV, Rua 05 Vila Géis, 90, 75120-250 — Anapolis/GO
2 Programa de Pés-Graduacao em Medicina Veterinaria, UFSM/RS
3 DMV, Embryolab — Laborat6rio de Embriologia Animal Departamento de Clinica de
Grandes Animais, Centro de Ciéncias Rurais — Universidade Federal de Santa
Maria, 97.105-900 — Santa Maria/RS. Brasil
4 Estagiario, Embryolab, Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria/RS.

Brasil
Agradecimentos
A Cabanha Santo Angelo, Estancia Itapitocai, Agropecuéria Cimarron e

Estancia Malke pela disponibilizacdo dos animais, a Hertape Calier pela doacao dos

hormonios e ao CNPq pela bolsa de estudos.

Artigo submetido a Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia



25

iNDICE DE PRENHEZ COM SEMEN CONGELADO DE GARANHOES CRIOULOS
USANDO GLICEROL OU DIMETILFORMAMIDA COMO CRIOPROTETORES

RESUMO

Durante a estagao reprodutiva natural de 2005 e 2006 do hemisfério sul, 104 éguas
Crioulas foram utilizadas para avaliar a fertilidade do sémen congelado de cinco
garanhGes Crioulos. Como diluente usou-se FR4 (Nutricell, Brasil) com 5% de
glicerol (GLI) ou 5% de dimetilformamida (DMF) como crioprotetores. O sémen foi
envasado em palhetas de 0,5mL (100x108 espermatozoides/palheta). Examinou-se
as éguas em dias alternados por ultra-sonografia transretal para deteccdo de
foliculos 230mm de didametro, quando recebiam hCG (2500Ul i.v.). Apos 24h eram
examinadas diariamente no Experimento | e a cada 6h no Experimento Il. As
inseminagdes com sémen congelado eram realizadas no fundo do corno
ipsislateralis ao foliculo dominante. Nas controle, com sémen fresco no corpo
uterino. Utilizou-se um ciclo estral/animal. O diagnostico de gestacao foi conduzido
por ultra-sonografia no 159 dia pos-ovulagcao. No experimento |, a taxa de prenhez foi
11,9% (5/42) e 62,5% (20/32), respectivamente para DMF e sémen fresco
(P<0,0001). No experimento Il, a taxa de prenhez foi 40% (4/10), 10% (1/10) e 70%
(710), respectivamente para DMF, GLI (P>0,05) e sémen fresco (P<0,0001).
Demonstrou-se que o GLI e a DMF podem ser utilizados como crioprotetores para o
congelamento do sémen de garanhdes Crioulos. Neste contexto, a DMF apresentou

melhores resultados.

Palavras - chave: Equino, sémen congelado, dimetilformamida, glicerol, crioulo.

PREGNANCY RATES USING FROZEN SEMEN OF CRIOLLO STALLIONS WITH
GLYCEROL OR DIMETHYLFORMAMID AS CRYOPROTECTANTS

ABSTRACT

During the 2005 and 2006 southern hemisphere natural breeding season, 104 Criollo

mares were used to evaluate deep frozen semen fertility from 5 Criollo stallions. FR4
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was used as extender (Nutricell, Brazil) with 5% glycerol (GLY) or 5%
dimethylformamid (DMF) as cryoprotectants. Semen was loaded in 0.5mL straws
(100x108 spermatozoa/straw). Mares were examined every other day by
ultrasonography until detection of 230mm diameter follicles, when hCG was injected
(2500Ul i.v.). After 24 hours, mares were examined daily in Experiment |, and every 6
hours, in experiment Il. Insemination with frozen semen was performed deep in the
uterine horn ipsilateralis to the dominant follicle. Controls were inseminated with fresh
semen in the body of the uterus. Only one estrus period per mare was used.
Pregnancy diagnosis through ultrasonography was performed on the 15" day post-
ovulation. In experiment |, pregnancy rates were 11.9% (5/42) and 62.5% (20/32),
respectively for DMF and fresh semen (P<0.0001). In experiment Il, pregnancy rates
were 40% (4/10), 10% (1/10) and 70% (7/10), respectively for DMF, GLY (P>0.05)
and fresh semen (P<0.0001). It was showed that GLY and DMF can be used for
frozen of Criollo Stallion’s semen. In this context DMF brought better results.

Key words: Equine, frozen semen, dimethylformamid, glycerol, criollo.

Introducao

O armazenamento de sémen por longo tempo recebeu avangos significativos
em meados do século passado, através do uso do glicerol como crioprotetor (Smith
e Polge, 1950). O congelamento de sémen, importante em programas de
melhoramento animal, viabiliza a preservagdo de material genético e pode auxiliar a
transpor algumas barreiras da infertilidade masculina. Com excegdo da espécie
bovina, tem-se obtido baixas taxas de prenhez apds IA com sémen congelado, ja
que a viabilidade e a fertiidade dos espermatozédides sdo reduzidas em
consequéncia de lesdes durante o processo de congelamento (Watson, 1979).

Varias técnicas tém sido testadas para a criopreservacdo espermatica
utilizando diferentes velocidades e meios de centrifugacdo, curvas e meios de
congelamento, crioprotetores e suas concentragcdes, bem como protocolos de
descongelamento. A primeira prenhez com sémen congelado foi relatada em 1957,
por Barker e Gandier.

Em equinos, muitos estudos sobre o tema foram desenvolvidos, destacando-
se o trabalho de Martin et al. (1979). Outros trabalhos surgiram depois como
alternativas ao método original (Papa e Alvarenga, 1984; Neves Neto et al., 1995;
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Papa et al., 1998; Alvarenga et al., 1998; Trimeche et al., 1999) mas os resultados
nao sao encorajadores (Holt, 2000). O glicerol ainda é o crioprotetor mais utilizado
no congelamento de sémen de garanhdes. Estudos recentes tém demonstrado que
0 mesmo parece exercer menor protecdo ao espermatozéide durante o processo de
congelamento quando comparado a diferentes amidas (Hanada e Nagase, 1980;
Gomes et al., 2002). Elas possuem menor viscosidade e solubilidade em agua em
relacdo ao glicerol, levando a maior permeabilidade da membrana (Nash, 1966) e
diminuindo a possibilidade de danos celulares pela alteracdo osmotica (Ball e Vo,
2001).

Avaliou-se aqui o indice de prenhez do sémen congelado de garanhdes

Crioulos utilizando o glicerol ou a dimetilformamida como crioprotetores.

Material e Método

Cinco garanhdes da raga Crioula foram utilizados para coleta e congelamento
do sémen. As cento e quatro éguas mesticas Crioulas aqui utilizadas foram retiradas
aleatoriamente de rebanhos no municipio de Uruguaiana e Barra do Quarai, RS, nas
estacdes reprodutivas de 2005 e 2006. As éguas, com idade entre 5 e 20 anos e
pesando de 350 a 460Kg apresentaram o trato reprodutivo clinicamente sadio,
quando avaliado através de palpacdo e ultra-sonografia transretal. Os animais
encontravam-se em piquetes com pastagem nativa, sem suplementacao alimentar.
Diariamente, ovarios e utero foram examinados através de palpacao retal e ultra-
sonografia para controle folicular. As éguas nao foram submetidas a rufiagcdo. No
experimento |, realizado de Outubro a Dezembro de 2005, 74 éguas foram
inseminadas com sémen congelado com diluente FR4 usando como crioprotetor a
dimetilformamida (n=42) e com sémen fresco (n=32), grupo controle. No
experimento Il, realizado entre Outubro e Dezembro de 2006, foram utilizados dois
crioprotetores (DMF e GLI) com a mesma metodologia de congelamento do
experimento I. Aqui, 30 éguas foram inseminadas, com dimetilformamida (n=10),
glicerol (n=10) e sémen fresco (n=10). Nos experimentos | e Il, o trato reprodutivo
das éguas foi examinado apds o inicio do cio por palpacéao retal e ultra-sonografia
transretal em dias alternados, até a deteccdo de foliculos 230mm de didmetro.
Entdo, o exame era conduzido diariamente para que a inseminacgao artificial fosse
realizada proxima da ovulacdo. As éguas dos grupos do sémen congelado que

apresentavam um foliculo 230mm de didmetro e notavel edema uterino no dia do
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controle folicular receberam 2500U1 de hCG' por via endovenosa. No experimento |
a inseminacao foi conduzida 24h apos a inducéo da ovulacao e repetida a cada 24h
até a sua constatacdo. As éguas com foliculos =40mm no primeiro exame de
controle folicular foram imediatamente inseminadas sem aplicacdo de hCG, sendo o
procedimento repetido a cada 24h até o momento da ovulagdo. No experimento I,
apos 24h da inducao, as éguas foram examinadas a cada 6 horas e inseminadas
somente apds a detecgcado da ovulagédo. As éguas do grupo controle ndo receberam
hCG e foram inseminadas com sémen fresco a cada 48h até a deteccdo da
ovulagao. A coleta de sémen de cada um dos cinco garanhdes foi feita com auxilio
da vagina artificial modelo Hannover. Um filtro de nylon foi acoplado ao copo coletor
para obtencédo do sémen livre da porgédo gel. Metade do ejaculado foi destinado para
a inseminagao a fresco (éguas do grupo controle), utilizando-se para isso um
diluente a base de leite em p6 desnatado, glicose e bicarbonato de sédio?. A outra
metade do ejaculado foi diluida em solu¢cdo de EDTA-Glicose para centrifugacao.
Apos centrifugagdo o pellet formado foi resuspendido e dividido igualmente com

meio FR4 + os respectivos crioprotetores.

Congelamento do sémen em solugdo com dimetilformamida®

Para o congelamento, utilizou-se somente o sémen que apresentasse uma
motilidade progressiva 260%. O ejaculado livre de gel, foi diluido na propor¢éao de
1:1 com EDTA-Glicose e centrifugado a 400g por 10 minutos. O sobrenadante foi

desprezado e o pellet formado resuspendido em FR4®" com 5% de
dimetilformamida. As palhetas de 0,5mL foram envasadas com concentracao
200x10% espermatozoides/mL, lacradas e estabilizadas a 5°C, por 1h. A seguir, as
palhetas foram distribuidas em uma plataforma posicionada horizontalmente 6cm
acima do nitrogénio liquido por 15 minutos, logo apés foram imersas no nitrogénio e
manipuladas para serem acondicionadas nas raques e imediatamente estocadas no
botijao criogénico.

Congelamento do sémen em solucdo com Glicerof

! Vetecor 5000UI — Hertape Calier Saide Animal S.A. — Juatuba/MG
2 Equidil — Embryolab/UFSM — Santa Maria/RS

3 N,N- Dimethylformamid 99% — Sigma-Aldrich - Alemanha

* FR4 — Nutricel Nutrientes Celulares — Campinas/SP

* Glicerina PA — Vetec Quimica Fina Ltda — Duque de Caxias/RJ
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A criopreservacao do sémen foi realizada em meio FR4® acrescido de 5% de

glicerol, em palhetas de 0,5mL com concentragdo de 200x106 sptz/mL.

As inseminag6es com sémen congelado foram efetuadas com o uso de uma

pipeta flexivel® de 65cm de comprimento, na extremidade do corno uterino
ipsilateralis ao foliculo dominante, com 200x10¢ espermatozéides totais (2 palhetas).

Nas éguas do grupo controle, as inseminacdes foram realizadas com uma pipeta de

inseminagao para eqUinos®7. A deposicao do sémen foi conduzida no corpo do utero
na dose de 500x108 de espermatozéides com movimento progressivo.

Para avaliacao in vitro procedeu-se o descongelamento de uma palheta a 37°C
por 30s para avaliagdo da motilidade, com uma gota de sémen entre lamina e
laminula previamente aquecidas a 37°C, com auxilio de um microscopio Optico,
observando vigor espermatico e motilidade progressiva. A avaliacdo in vivo do
sémen foi feita pela taxa de prenhez através da ultra-sonografia no 152 dia pés-

ovulagao.

Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo pacote estatistico SAS (Software of the
statistical analysis system Release 6.12, 1997). As varidveis comparadas foram: FR4
+ glicerol e FR4 + dimetilformamida e grupo controle versus percentual de prenhez.
Para a andlise dessas varidveis foi utilizado um teste ndo paramétrico, o Chi

quadrado (x 2).

Resultados e Discussao

Apoés analise dos resultados do experimento | constatou-se a necessidade da
utiizacdo de outro crioprotetor para avaliar o padrdao de congelamento dos
garanhdes, pois se sabe que caracteristicas individuais podem influenciar a resposta
dos espermatozéides ao crioprotetor e ao congelamento. Para diminuir a
variabilidade entre os ejaculados foram realizados, no minimo, cinco congelamentos

com cada crioprotetor.

® Minitub do Brasil Ltda — Porto Alegre/RS
" Provar Produtos Veterindrios — Sdo Paulo/SP
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O percentual médio de células mébveis na avaliagdo imediata pos-
descongelamento ao microscépio 6ptico foi de 30% (experimento I) e 40% e 20%
(experimento II) para o sémen congelado com a dimetilformamida e o glicerol,
respectivamente. Fica por esclarecer se no presente experimento, a baixa motilidade
pds-descongelamento com diluente utilizando glicerol como crioprotetor pode indicar,
ou nao, se o0 padrdao de congelamento do sémen dos garanhdes Crioulos aqui
testados pode ser considerado como de “baixa congelabilidade” para o glicerol, ou
se a concentragcdo de espermatozéides por palheta utilizada resultou em algum
prejuizo aos espermatozéides quando diluidos usando o glicerol como crioprotetor. A
motilidade pds-descongelamento foi superior em todos os garanhdes quando se
utilizou a dimetilformamida. Os resultados aqui obtidos indicam que as amidas
protegem melhor a célula espermética do garanhdo no congelamento. Alvarenga et
al. (2000) e Medeiros et al. (2002), avaliando diferentes crioprotetores com o
ejaculado de 10 garanhbes pelo “computer assisted semen analysis” (CASA),
observaram 42% de células méveis pds-descongelamento com glicerol e 50% com a
dimetilformamida, utilizando envase com concentracdo de 100x106 sptz/mL.
Avaliando 55 garanhbes de diferentes racas com 5% de glicerol, ou 5% de
dimetilformamida como crioprotetor e com concentracdao de 200x108 sptz/mL,
Alvarenga et al. (2003) verificaram motilidade progressiva maior com a
dimetilformamida (40/55). O percentual de garanhdées com motilidade poés-
descongelamento superior a 40% foi de 38% (21/55) para o sémen congelado com
glicerol e 80% (44/55) para os animais com a dimetilformamida. Dados que
impressionam e que, por iIsso mesmo, requerem validacao.

Da mesma forma, experimentos em diferentes espécies compararam
solugbes crioprotetoras com amidas e glicerol, evidenciando superioridade das
solugdes compostas por amidas (Hanada e Nagase, 1980; Tselutin et al., 1995).
Esta superioridade pode estar relacionada ao seu suposto mecanismo de acgéo e
baixo peso molecular, quando comparado ao glicerol, produzindo menor agressao
osmatica a célula espermaética.

A descricao de Picket e Amann (1993) do processo de congelamento e
descongelamento causando danos irreversiveis aos espermatozéides e reduzindo o
tempo de viabilidade espermatica no trato reprodutivo da fémea indica a dificuldade
da obtencao de resultados favoraveis com uso de sémen congelado nesta espécie.

Devido a imensa variagdo na resposta do sémen de diferentes garanhbes ao
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congelamento, deve-se estar atento a utilizacdo de sémen congelado e que este
preencha padrées minimos de qualidade para uso na inseminacao artificial. De
posse de um sémen congelado de boa qualidade, a égua passa a ser encarada
como o principal fator de sucesso no manejo do sémen congelado. Sugere-se, com
base nos resultados aqui obtidos, que a inseminagdo deva ser realizada o mais
préximo possivel da ovulacdo e, dentro do possivel, que seja feita uma uUnica vez,
ate 6h apds a ovulagdo. Os resultados obtidos (Experimento Il) evidenciaram a
importancia do controle folicular mais freqlente e da inseminacao realizada mais
préxima da ovulagdo, no caso, logo apos a ovulagao.

Neste experimento, as inseminagbes foram realizadas no fundo do corno
uterino com auxilio de uma pipeta flexivel com metodologia similar a preconizada por
Fleury e Cassoli (1999). Isso porque, o numero de espermatozdides encontrados no
oviduto apos inseminagao no corpo do utero com sémen congelado é bem inferior
(Rigby et al., 2000). A pipeta flexivel aqui utilizada serviu para se atingir o sitio de
deposicdo na maioria das inseminagdes. Sua aplicagdo adequada depende da
experiéncia do técnico. Houve, entretanto, algumas inseminacdes de fundo de corno
que foram dificultadas pela resisténcia encontrada na altura da bifurcagdo do corno
uterino, especialmente nas éguas mais velhas. Nao estava previsto no delineamento
experimental determinar a presenca e o grau da lesdo provocada pela passagem de
pipetas pelo corno uterino. Mas, apds a inseminacao, a pipeta era inspecionada, nao
tendo sido encontrada a presenca de sangue ou debris que pudessem sugerir
trauma; porém, esta possibilidade ndo deve ser descartada e pode ter contribuido
para reduzir a fertilidade nas éguas inseminadas no fundo de corno uterino.

Das 42 éguas inseminadas com sémen congelado no experimento |, 32
(76,19%) receberam injecao de hCG para indugdo da ovulagédo, enquanto que as
demais 10 (23,81%) ja apresentavam foliculos 240mm de didametro no momento do
controle folicular, e , por isso ndo foram injetadas com hCG. No experimento Il, todas
as éguas inseminadas com sémen congelado (20) tiveram a ovulagdo induzida,
ovulando entre 36 e 48h apds a aplicacdo do farmaco (Tab. 1). Esta resposta
caracteriza uma inducao de ovulacdo em periodo tdo estreito que induz a sua
indicacdo sempre que se utilizar sémen congelado. McCue et al. (2004) e Barbacini
et al. (2000), utilizaram o mesmo horménio e dose, e a maioria das éguas tratadas
ovularam entre 24 e 48 horas p06s-injecdo. Essa diferenca, se deve, provavelmente,

a freqliéncia e a qualidade dos exames de controle folicular das éguas, apesar do
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pequeno numero de ciclos observados (n=52). Fica por esclarecer se a utilizacao de
uma raca de menor porte pode ter sido a causa da melhor resposta a uma dose de
2500U1 de hCG.

Tabela 1 — Efeito da aplicagéo de 2500Ul de hCG apés deteccéao de foliculos 230mm de didmetro nas
éguas inseminadas com sémen congelado no experimento |l.

Periodo transcorrido entre injecao e ovulacao

24-30h 30-36h 36-42h 42-48h

Eguas: n (%) 3 (15%) 0 (0%) 8 (40%) 9 (45%)

No experimento |, das 74 éguas inseminadas (Fig. 1) obteve-se 5 (11,9%)
gestacdes com sémen congelado com dimetilformamida, enquanto que o grupo de
éguas inseminadas com sémen fresco resultou em 20 gestacdes (62,5%) (P<
0,0001). Vidament et al. (2002), verificaram taxas de prenhez de 46% e 50% em
éguas inseminadas a cada 24h com sémen congelado com o glicerol e
dimetilformamida, respectivamente. Medeiros (2003), ao inseminar 30 éguas com
800x106 sptz e motilidade total pds-descongelamento de 48% e 18%, obteve 40%
(6/15) e nenhuma gestacao (0/15) com dimetilformamida e glicerol, respectivamente.
A disparidade de resultados parece indicar que ajustes de protocolo de diluicdo e
congelamento sdo necessarios e podem ter prejudicado o congelamento com

glicerol.
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Figura 1 — Taxa de prenhez no 152 dia de éguas mestigas crioulas inseminadas artificialmente
com sémen congelado (dimetilformamida) e sémen fresco (controle) de trés
garanhdes da raga Crioula no municipio de Uruguaiana/RS nos meses de Outubro
a Dezembro de 2005 (P<0,05).

No experimento I, obteve-se 40% (4/10) de gestacdes no grupo DMF (Fig. 2),
10% (1/10) no grupo GLI e 70% (7/10) no grupo controle (P<0,0001). Apesar de nao
ter havido diferenca estatistica entre as taxas de prenhez das éguas inseminadas
com DMF e das com o sémen fresco, o0 numero de gestantes foi maior no grupo
controle. E possivel que o nimero reduzido de éguas no Exp. Il tenha prejudicado a
analise estatistica. Samper et al., (1991) e Samper (2001) obtiveram resultados
semelhantes. Da mesma forma Moffet et al. (2003), verificaram que apesar de nao
haver diferenga na motilidade pds-descongelamento, a taxa de prenhez foi mais alta
com dimetilformamida (47%; 14/30) do que com glicerol (14%; 5/34), 0 mesmo
obtido neste trabalho.

O intervalo entre controles de desenvolvimento folicular efetuado de 24 em
24h pode ter sido o principal fator a influenciar o desempenho das inseminacdes
artificiais com sémen congelado no experimento |. Isso pode ser comprovado pelos
resultados obtidos no experimento Il, quando os intervalos entre os exames de
controle folicular foram de 6 em 6h; se bem que o niumero reduzido de reprodutoras

inseminadas pode ter prejudicado a analise estatistica.
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Figura 2 — Taxa de prenhez no 152 dia de éguas mesticas crioulas inseminadas artificialmente
com sémen congelado (dimetilformamida ou glicerol) e sémen fresco (controle) de
dois garanhdes da raga Crioula no municipio de Barra do Quarai/RS nos meses de
Outubro a Dezembro de 2006 (P<0,05).

Por outro lado, fica por esclarecer até que ponto a concentracao de 100x106
sptz/palheta pode ter influenciado o desempenho do sémen congelado, o que
poderia indicar que uma concentragao inferior por palheta deva ser utilizada para o

congelamento de sémen equino.
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4 CONCLUSOES

A dimetilformamida pode ser utilizada como crioprotetor alternativo para o
congelamento do sémen de garanhdes Crioulos.
O controle folicular efetuado de 6 em 6 horas é melhor que com intervalos

maiores.
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ANEXO 1

Valores médios do exame imediato dos 5 congelamentos de cada garanhao
utilizados nos 2 experimentos e 0 numero de por¢coes produzidas

Volume
Coletado Volume C.E. Numero
Garanhao (mL) Congelado(mL) M.P. V (x106/mL) Palh./Cong. MPPD VPD
1 69,0 37,6 60% 4 162,00 38 30% 3
Exp.
1 2 52,0 34,6 60% 4 266,80 55 30% 3
3 44,0 29,0 60% 4 279,22 49 30% 3
Exp. 4 37,4 22,4 60% 4 107,00 14 40% 3
2
5 32,6 21,6 60% 4 129,00 17 40% 3
M.P= Motilidade progressiva sémen fresco; V= Vigor sémen fresco; C.E= Concentracdo espermatica;

Palh./Cong.= Numero de palhetas por congelamento; MPPD= Motilidade progressiva pos-
descongelamento; VPD= Vigor pds-descongelamento.



ANEXO 2

Glicose 59,985
Citrato dihidratado de Sodio 3,700
EDTA dissodico 3,699
Bicarbonato de sédio 1,200
pH 6,590

Osmolaridade 409,000

[(oN(oN(oN(o)
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Composicao do meio de centrifugacédo Glicose-EDTA — 1000mL de agua ultra-pura



