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RESUMO

O uso da inseminacdo artificial com sémen congelado, além de possibilitar a
conservacao e utilizacdo do material genético de reprodutores por tempo indeterminado,
favorece a sua difusdo, oportunizando a maximizacdo do potencial genético de
garanhBes zootecnicamente superiores. Este trabalho teve como objetivo avaliar as
caracteristicas seminais de garanhdes da raca Crioula apdés o processo de
criopreservacdo. Foram utilizados ejaculados de 24 garanhdes da raga Crioula,
localizados proximo a Porto Alegre (30°S, 51°W), RS, Brasil. As anélises microscopicas
foram realizadas pré e pds-congelamento atraves do sistema Computer Assisted Sperm
Analysis AndroVision®. Foi realizada a concentracdo espermatica, a analise da
integridade fisica da membrana e a funcionalidade da membrana plasmatica (HOST).
Somente foram utilizadas amostras com motilidade total >60% e vigor >3. Todas as
amostras foram submetidas ao processo de criopreservacao. Valores médios e desvios
padrdo das variaveis do sémen fresco: Concentracdo (250 x 108 milhdes/ml + 135,34);
Teste Hiposmético (HOST) (63,09% + 14,02); Fluorescéncia (63,04% =+ 10,45);
Motilidade Total (MT) (75,93% = 10,27); Motilidade Progressiva (MP) (53,71% =
18,38); Motilidade Réapida (MR) (13,78% + 10,38); Motilidade Lenta (ML) (32,43% =+
13,37); Motilidade Local (MC) (22,43% + 10,17); Imdveis (IM) (23,24% =+ 10,89);
Velocidade Curvilinea (VCL) (116,88um/s + 42,34); Velocidade em Linha Reta (VSL)
(44,79um/s + 17,72); Velocidade Média da Trajetéria (VAP) (56,40um/s =+
21,08).Valores médios e desvios padrdo das varidveis pés-congelamento: HOST
(42,73% + 7,06); Fluorescéncia (48,06% + 8,99); MT (52,85% + 7,27); MP (31,15% +
10,21); MR (4,78% + 5,37); ML (24,89% + 8,17); MC (22,44% + 8,68); IM (45,04% =+
8,86); VCL (97,67um/s + 35,25); VSL (35,33um/s + 15,29); VAP (44,99um/s + 17,98).
O sucesso da criopreservacdo dependente de uma série complexa de interagdes,
envolvendo fatores intrinsecos do garanhdo, constituicdo da membrana do
espermatozoide, natureza do diluente e taxas de variacdo de temperatura durante o
protocolo. Concluimos que o protocolo utilizado para a criopreservacdo € viavel para
utilizacdo no sémen de cavalos da raga Crioula, seguindo a recomendacdo minima dos

pardmetros seminais pos-congelamento do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal.

Palavras chaves: criopreservacao, sémen, espermatozoides, fertilidade, equino.



ABSTRACT

Artificial insemination with froze semen, allows the conservation and utilization of
genetic material of breeders for an indefinite period, and favors the diffusion, allowing
the maximization of the genetic potential of zootechnically superior stallions. The aim
of this study was evaluation of ejaculates of Crioulo breed, placed near to Porto Alegre,
RS, Brazil. Were used ejaculates of 24 stallions of the Crioulo breed, located near Porto
Alegre, RS, Brazil. Microscopic analyzes were performed pre and post-freezing through
the Computer Assisted Sperm Analysis AndroVision® system. Sperm concentration,
membrane integrity and plasma membrane functionality (HOST) were performed. Only
samples with total motility >60% and vigor >3 were used. All samples were submitted
to the cryopreservation process. Mean values and standard deviations of fresh semen
variables: Concentration (250 x 106 million / ml + 135,34); HOST (63.09% + 14.02);
Fluorescence (63.04% + 10.45); Total Motility (MT) (75.93% + 10.27); Progressive
Motility (MP) (53.71% + 18.38); Rapid Motility (MR) (13.78% + 10.38); Slow Moatility
(ML) (32.43% =+ 13.37); Local Motility (MC) (22.43% + 10.17); Immotile (IM)
(23.24% + 10.89); VCL (116.88um / s + 42.34); VSL (44.79um / s + 17.72); VAP
(56.40 um / s + 21.08). Mean values and standard deviations of post-freeze variables:
HOST (42.73% + 7.06); Fluorescence (48.06% + 8.99); MT (52.85% + 7.27); MP
(31.15% # 10.21); MR (4.78% + 5.37); ML (24.89% =+ 8.17); MC (22.44% = 8.68); IM
(45.04% + 8.86); VCL (97.67um / s + 35.25); VSL (35.33um / s £ 15.29); VAP
(44.99um / s = 17.98). The success of cryopreservation depends on a complex series of
interactions, involving intrinsic factors of the stallion, constitution of the sperm
membrane, nature of the diluent and final temperature of storage. We conclude that the
protocol used for cryopreservation is viable for use in the semen of Crioulo breed,
following the minimum recommendation of the post-freezing semen parameters of the

Brazilian College of Animal Reproduction.

Keywords: cryopreservation, sperm, fertility, equine.
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1 INTRODUCAO

De acordo com dados fornecidos pela Organizacdo das Nacdes Unidas para
Alimentacdo e Agricultura - FAO (2017), o efetivo mundial de equinos € estimado em
60.566.601 de cabegas, das quais cerca de 54% encontra-se nas Ameéricas. O Brasil com
um total de 5.706.865 de cabecas ocupa a quarta posicdo em relagdo ao numero de
animais, perdendo apenas para os Estados Unidos, China e México, respectivamente
(FAO, 2017).

O cavalo Crioulo originario do cruzamento das racas espanholas Andaluz e
Jaca foram trazidos da peninsula ibérica no século XVI pelos colonizadores.
Estabelecidos na América do Sul, pincipalmente na Argentina, Chile, Uruguai,
Paraguai, peru e sul do Brasil, muitos destes animais passaram a viver livre. A partir
disto a selecdo natural imposta a estes animais imprimiram caracteristicas marcantes,
como a rusticidade e resisténcia (ABCCC, 2019).

O significativo avango na equinocultura mundial esta diretamente associado
com a utilizagdo e o desenvolvimento das biotecnologias da reproducdo. O uso da
inseminacdo artificial com sémen congelado tem se tornado representativo para a
maximizacao do potencial genético de garanhdes zootecnicamente comprovados. A raca
crioula, acompanhando este avancgo, apés 90 anos de existéncia, totaliza atualmente
mais de 400 mil exemplares registrados distribuidos pelo territorio brasileiro (ABCCC,
2019).

Embora os primeiros relatos sobre congelamento de sémen tenham sido feitos a
mais de 200 anos por Spallanzani em 1776, que tentou congelar sémen com a ajuda da
neve (PESCH; HOFFMANN, 2007), a grande descoberta, que possibilitou os avangos
nos estudos da criopreservacao espermatica, foi em relacdo ao potencial crioprotetor do
glicerol (POLGE et al., 1949).

O uso do sémen congelado possibilita primariamente a manutencao e utilizagdo
do sémen por tempo indeterminado, favorecendo a maximizacao do potencial genético
de garanhBes zootecnicamente superiores; reduz consideravelmente o0s custos
relacionados ao deslocamento da égua; contribui para reducdo da transmissdo de
doengas contagiosas; possibilita a continuidade de estacbes reprodutivas em caso de
injurias ou participa¢fes do garanhdo em competicdes; e minimiza o uso de garanhGes
geneticamente inferiores (AMANN e PICKETT, 1987; MILLER, 2008). Embora esta



biotécnica seja acompanhada por diversos beneficios, os resultados para muitos
garanhBes ndo levam a taxas satisfatorias de prenhez (AMANN; PICKETT, 1987).
Sendo necessario, em média, dois a trés ciclos e grande nimero de doses para obter uma
prenhez (ALVARENGA; LEAO, 2002). Essa desvantagem, em muitos casos, pode ser
superada pela adocdo de diferentes técnicas, tornando-se insignificante quando
comparada as inimeras vantagens do sémen descongelado (MILLER, 2008).

Diferente de outras espécies domésticas de interesse zootécnico, 0S equinos sao
valorizados como individuo e animais de alto padréo genético atingem valores elevados
de comércio e reproducdo (CHOWDHARY et al., 2008). Portanto, fatores fisiol6gicos e
de capacidade reprodutiva muitas vezes sdo selecionados negativamente, o que leva a
menores indices reprodutivos (LEON et al., 2013). A fertilidade do garanhdo possui alta
importancia econdémica para a industria equina e o grande desafio para aquele que tenta
congelar sémen equino é a grande variabilidade entre individuos (LOOMIS; GRAHAM,
2008). Fator este responsavel pelo impulso a pesquisa de mercadores de fertilidade
como demonstrado em outras espécies, tais como: humanos, camundongos e bovinos
(BEDFORD-GUAUS; MCPARTLIN; VARNER, 2012). Em equinos a expressao
génica de PLC{ e WPB2NL no espermatozoide, com a qualidade seminal e fertilidade
de 40 garanhdes da raca Crioula foi avaliada, comprovando que a expressdo do gene
PLCC no espermatozoide equino pode desempenhar diversos papéis na fisiologia do
sémen, assim como pode tornar-se um marcador para a qualidade seminal e fertilidade
do garanh&o (BUENO et al., 2018).

Considerando a importancia da criopreservacdo de sémen e 0s seus impactos no
crescimento dos rebanhos em quantidade e qualidade, o objetivo do presente estudo foi
avaliar as caracteristicas seminais de garanhdes da raca Crioula apds o processo de

criopreservacao.



10

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este topico tem como objetivo revisar os principais assuntos referentes ao
complexo processo de congelamento do sémen equino, desde aspectos relacionados a
endocrinologia reprodutiva do garanhdo até a criopreservacdo do sémen e suas

peculiaridades.

2.1 Endocrinologia Reprodutiva do Garanhéo

O sistema reprodutivo enddcrino de animais caracterizados por periodos
reprodutivos estacionais, assim como no garanhdo, € iniciado ao nivel da glandula
pineal e pela liberacdo de melatonina. A melatonina é controlada por sinais luminosos
captados pela retina e transmitidos via nervo Optico para a glandula pineal. Com o
decréscimo da luminosidade captada, a glandula pineal produz mais melatonina, o que
inibe a liberacdo de GnRH, resultando na reducdo das gonadotrofinas, dos hormonios
esterdides e da atividade testicular (SHARP, 1993). Ao passo que o periodo de dia em
relacdo a noite aumenta, a atividade reprodutiva do garanhdo é estimulada pela
diminuicdo da secrecdo de melatonina, o que confere aumento da liberacdo de
gonadotrofina e da atividade testicular (CLAY et al., 1988)

Diversos estudos demonstram a importante relacdo da melatonina com o status
reprodutivo de diversas espécies animais, como relatado por Argo, Cox e Gray (1991)
que aplicacbes de melatonina exdgena diminuem a concentracdo de testosterona em
garanh@es. Assim como relatado por Karasek (1990) que elevados niveis de melatonina
foram encontrados em homens com hipogonadismo ou infertilidade por oligospermia ou
azoospermia.

Os principais hormonios relatados na fisiologia reprodutiva do garanhdo tem
sido o hormobnio liberador de gonadotrofinas (GnRH), produzido e secretado pelo
hipotdlamo, horménio luteinizante (LH) e horménio foliculo estimulante (FSH),
produzidos e secretados pela hipdfise anterior, andrégenos e estrégenos produzidos e
secretados pelas células testiculares de Leydig e, por fim, estrdgenos e inibina,
produzidos e secretados pelas células de Sertoli do testiculo (ROSER, 2008). A natureza
especifica e a contribuicdo de diversos fatores envolvidos no controle enddcrino-

paracriono-autocrino de garanhdes férteis ndo s@o bem definidos, assim como nos
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garanhdes com subfertilidade idiopética e infertilidade (DOUGLAS; UMPHENOUR,
1992).

O hipotadlamo, parte do diencéfalo do cérebro, aparenta estar envolvido em
diversos acontecimentos fisiologicos dos animais, como no apetite e na sede, no
controle da temperatura, na atividade do trato intestinal e bexiga, no sono e vigilia, no
comportamento sexual e liberacdo de horménios tréficos. Esta liberacdo de horménios
troficos tem o essencial papel para controlar a funcdo reprodutiva (AMANN, 2011).
Como observado em outras espécies, sob apropriado estimulo, o hipotalamo do
garanhdo libera GnRH de forma pulsatil, o qual estimula a producdo e liberacdo de
gonadotrofinas (IRVINE; ALEXANDER, 1987).

A fisiologia reprodutiva do garanhdo, assim como de outras espécies
mamiferas, € dependente do eixo hipotalamo-hipofise-gonadal, o qual envolve a
secrecao de hormdnios provenientes da pituitaria que, por meio da circulagdo sanguinea,
atuam diretamente nos testiculos (ROSER, 2008). Subsequentemente hormonios
testiculares sdo secretados de volta para a circulacdo para agirem como reguladores em
forma de feedback nos horménios hipotalamicos e pituitarios (MATSUMOTO, 1989).

O LH estimula a producdo de testosterona (T) e andrégenos, ambos
produzidos pelas células de Leydig. O FSH se liga as células de Sertoli para liberar
estrogénio, inibina, proteina de ligacdo de androgénio (ABP), fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1) e outros fatores essenciais para a espermatogénese
(AMANN, 2011). Proteinas testiculares e hormonios esterdides retornam ao hipotalamo
e a pituitaria através da circulacdo periférica para modular a alta de GnRH, LH e FSH
(MATSUMOTO, 1989).

A testosterona age em feedback negativo sobre a liberacdo do GnRH ao nivel
do hipotalamo. O estrogénio ndo tem seu mecanismo de a¢do no hipotalamo esclarecido
no garanhdo, embora tenha resultados de feedback negativo e positivo em diferentes
espécies (TILBROOK; CLARKE, 2001).

2.1.1 Prolactina, Hormonios da Tire6ide, Horménios do Crescimento e Opidides
A prolactina, hormdnio secretado pela adenohipéfise, tem sido demonstrada

como importante fator para regulacdo de diversos processos no garanhdo. Segundo

Hondo et al. (1995) a prolactina, juntamente com o LH e o0 hormonio do crescimento
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(GH), atuam no controle da sintese de receptores de LH no testiculo, na sintese de
androgenos e afetam a espermatogénise. Isto se deve ao fato de que, aparentemente, a
prolactina parece desempenhar um papel na inducdo da trascricdo de receptores para
estrogenos, o que afetaria tecidos sensiveis a andrdgenos, acarretando nos diversos
eventos citados.

O hormdnio da tiredide atua nas células de Sértoli e de Leydig promovendo a
sua diferenciacdo durante o desenvolvimento do garanhdo (MENDIS-HANDAGAMA;
ARIYARATNE, 2004). Nas células de Leydig o horménio da tiredide atua no processo
de transporte de colesterol pela membrana mitocondrial, ja nas células de Sertoli esta
envolvido na inducdo da expressdo de mRNA para hormdnio Anti-Mulleriano, na
secrecdo de aromatases, receptores de estradiol e ABP (COOKE et al., 2004).

O horménio do crescimento, produzido pela hipéfise, tem sua funcdo
reprodutiva no garanhdo sobre a modulacdo da sintese de hormdnios esterdides e na
gametogénese (MARAN, 2003). De acordo com Spiteri-Grech e Nieschlag (1992) baixo
indices de GH estdo diretamente associados com tamanhos testiculares anormais, e em
humanos esta relacionado com motilidade espermatica reduzida ou ausente. O
tratamento com suplementacdo de GH pode gerar um aumento na concentracao
plasmatica de IGF-1 e restaurar a motilidade espermatica (BREIER et al,.1998).

No garanhdo, bem como outras espécies, acredita-se que alteracdes sazonais
na liberacdo de GnRH / LH sdo parcialmente reguladas pelos opidides. Opidides sdo
secretados pelo cérebro, viajam para o hipotdlamo, e causam uma diminuicdo na
liberacdo de GnRH durante os meses de inverno (GERLACH; AURICH, 2000). Aurich
e co-autores (1994) demonstraram que o tratamento com um antagonista opidide
naloxona causou uma liberacéo aguda de LH em garanhdes fora do periodo reprodutivo,
mas ndo durante a época de reproducéo. A regulacdo pelos opidides da liberacdo de LH

parece exigir a presenca de génadas funcionais (Figura 1).
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Figura 1 — Eixo Hipotdlamo-Hipofise-Gonadal do

garanhao.
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Fonte: Roser, 2009.

2.2 Espermatozoide

O espermatozoide, considerado a célula germinativa masculina, inicia sua
longa trajetéria dentro dos testiculos. O testiculo é classicamente definido por possuir
duas funcdes: (i) exdcrina - espermatogénese e (ii) enddcrino - producdo de hormonios
importantes para a espermatogénese, a diferenciacdo sexual, desenvolvimento de
caracteristicas sexuais secundarias, e libido (VARNER; JONHSON, 2011).

O espermatozoide é dividido em dois grandes segmentos, cabeca e flagelo. A
cabeca pode ser subdividida em regido acrossomal, segmento equatorial, regido pds
acrossomica e anel posterior, que demarca a unido entre a cabeca e o flagelo
(VARNER; JONHSON, 2011). O flagelo pode ser dividido em quatro partes: peca de
conexao, peca intermediéria, peca principal e peca final (Figura 2). Estas vérias partes
do espermatozoide séo circundadas por uma unica membrana plasméatica (JOHNSON;
AMANN; PICKETT, 1978).

A membrana plasmatica é constituida por uma bicamada fosfolipidica tipica
incorporando colesterol, um complexo de carboidratos e proteinas (LANGLAIS;
ROBERTS, 1985). Embora seja relatada como componente externo de todo o

espermatozoide, ha trés momentos que podemos perceber alteracdo neste padrdo, como
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durante a reacdo acrossémica - preludio a fertilizagdo - senescéncia e morte celular
(AMANN; GRAHAM, 2011).

O acrossoma localiza-se entre a membrana plasmatica e o envelope nuclear, na
porcdo anterior da cabeca, e possui seu proprio conjunto de membranas: a membrana
acrossomal interna que circunda o envelope nuclear e a membrana acrossomal externa,
que é coberta uda do espermatozoide, ou flagelo, é a regido responsavel por conferir
motilidade ao espermatozoide, movimento essencial para que, dentro do trato genital
feminino, possa realizar a fertilizacdo na ampola do oviduto da égua (MEYERS, 2009).
A peca intermediaria do espermatozoide equino € tipicamente composta por cingienta
giros helicoidais de mitocondrias que contém enzimas e co-fatores responsaveis pela
geracdo de ATP, convertidos posteriormente em atividade contratil da cauda (AMANN;
GRAHAM, 2011).

A célula espermética do equino possui estruturas similares ao descrito em
touro, carneiro, cachorro e humano, por exemplo. O seu tamanho, em relacdo ao corpo,
é notavelmente menor que de outras espécies, como o rato e o hamster (CUMMINGS;
WOODALL, 1985). De acordo com Amann e Graham (1993) o espermatozoide equino
possui de 60-65 um no seu comprimento total, sendo que a cabeca possui apenas de 6-7

um de comprimento e 4-5 um de largura maxima.
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Figura 2 — Diagrama de um espermatozoide equino.
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2.3 Espermatogénese

A espermatogénese é a soma das divisdes celulares e das mudangas que
resultam na formac&o de espermatozoides a partir de espermatogonias (AMANN, 2011)
(Figura 3). Segundo Mann (1981) este processo pode ser subdividido em trés partes:
fase 1, onde as espermatogbnias, por processo mitdtico, sofrem divisdo para
espermatdcitos primarios além de renovarem a populacdo de espermatogbnias. A fase
I, compreende duas divisbes meioticas sucessivas dos espermatocito primarios, porém
acompanhado por apenas uma duplicacdo de cromossomo, gerando no final quatro
espermatides, cada uma contendo apenas metade do nimero somatico de cromossomos.
A terceira fase, compreende um complexo processo de transformacdo da espermatide
em um espermatozoide.

Estas trés fases da diferenciagdo celular também podem ser classificadas como
espermatocitogénese, meiose e espermiogénese, respectivamente. No garanhdo a
espermatogénese tem um total de 57 dias de duracdo (VARNER; JONHSON, 2011). De
acordo com Amman (2011) as respectivas etapas da espermatogénese tem duragédo de
aproximadamente 19.4, 19.4 e 18.6 dias, respectivamente. Consequentemente, as células

avancam em direcdo ao limen epitelial seminifero, distanciando-se da membrana basal
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ao longo das sucessivas divisdes celulares. Isto culmina na liberacdo de espermétides no
limen tubular, processo conhecido como espermiacdo. Os espermatozoides sao
encaminhados para a regido central do testiculo, denominada rede testis, esta regido é
extensivamente ramificada e possui caracteristicas de reservatorio espermatico. Estes
espermatozoides, por meio dos tabulos eferentes alcangam o epididimo, regido
responsavel pela maturacdo espermatica e pelo principal reservatorio de
espermatozoides (MEYERS, 2009).

A espermatogénese pode ser avaliada qualitativamente pela aparéncia geral
dos tubulos vistos em seccbes histoldgicas e quantitativamente por contagem de
diferentes tipos de células germinativas em sec@es transversais dos tubulos (JOHNSON,
1986). De acordo com Swierstra et al. (1974), os tubulos seminiferos no touro ocupam
cerca de 76% do volume testicular, 77% nos bodes e 84% nos cdes. JA 0S equinos
possuem cerca de 70% do volume testicular ocupado por tbulos seminiferos, maior do
que ratos (60%) e humanos (40%) (JOHNSON, 1986).

A célula de Sertoli é caracterizada como componente somatico do epitélio dos
tubulos seminiferos e possui papel importante no desenvolvimento germinativo das
celulas durante a espermatogénese. Alem do suporte fisico gerado, as células de Sertoli
fornecem nutrientes e fatores reguladores para as células germinativas iniciais.
(JOHNSON; GRIFFIN; MARTIN, 2011)

Dentro do tecido intersticial, as células de Leydig encontram-se em
proximidade dos vasos sanguineos e linfaticos. A sua fungdo primaria baseia-se na
secrecdo de hormonios esterdides, os quais regulam a funcdo dos tabulos seminiferos,
do eixo hipotalamico-hipofiseal e das glandulas acessorias sexuais (AMANN, 2011).
Dentre os hormonios esterdides produzidos pelas células de Leydig a testosterona € o de
maior importancia e quantidade (SILBERZAHN, 1988).
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Figura 3 - Desenho de uma secdo de um tabulo
seminifero do garanhdo mostrando a
relacdo das células germinativas e

células de Sertoli adjacentes no epitélio

seminifero.
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Fonte: Pickett, 1989.

2.4 Resfriamento de Sémen

A utilizacdo da inseminac&o artificial com o sémen resfriado tem se tornado cada
vez mais popular na industria equina. A sua aceitacdo dentro das associa¢des de racas
resultou em uma tecnologia popular e de grande aceitacdo. O principal objetivo é
manter a célula espermatica viavel por um periodo maior de tempo (GRAHAM, 2011a).
Durante o processo de preservacdo por resfriamento do sémen, o espermatozoide passa
por uma serie de eventos deletérios pelo efeito da exposi¢do a diferentes compostos
quimicos e principalmente pela variacdo de temperatura (BRINSKO, 2011).

Dentre os diversos beneficios gerados pela utilizacdo desta tecnologia, pode-se
destacar o incremento genético pelo uso de sémen de garanhBes zootechicamente
superiores, a reducdo dos custos e estresse gerados pelo transporte das éguas e o
aumento do nimero de éguas que poderdo ser inseminadas por apenas um garanhao

(PICKETT, 1993). Eventualmente observam-se desvantagens na sua utilizacdo, como
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por exemplo, reduzidas taxas de prenhez, aumento nos custos de produgéo e garanhdes
com sémen extremamente sensivel a este processo de preservacdo (PICKETT, 1993).

Para entender como o sémen do garanhdo deve ser resfriado, incluindo a
compreensdo da utilizagdo de diferentes diluentes para resfriamento, é necessario que se
entenda cada componente utilizado nos diversos diluentes disponiveis no mercado. Bem
como compreender 0s mecanismos utilizados para resfriar, armazenar, aquecer e utilizar
0s espermatozoides com sucesso posteriormente. Os acontecimentos a nivel celular
durante o processo de resfriamento sdo fundamentais para conferirem sucesso a técnica
(GRAHAM, 2011a).

Em 1972 foi demonstrado por Singer o modelo de mosaico fluido da estrutura
das membranas celulares. Este modelo descreve membranas celulares como uma
bicamada dindmica de fosfolipidios polares. Os fosfolipidios nesta bicamada sdo
orientados com seus grupos de cabeca hidrofilica para fora da membrana, enquanto que
0s canais de acidos graxos, pela caracteristica hidrofobica, sdo orientados para o interior
da membrana (Figura 4a) (GRAHAM, 2011a).

As proteinas sdo componentes da membrana celular e compdem cerca de 50%
do peso da membrana. Perfazem porcdes integrais e parciais da membrana, atuando,
respectivamente, como canais de transporte e receptores de outras proteinas (Figura 4b)
(AMANN; GRAHAM, 1993).

O ultimo e principal componente da membrana em relacdo ao processo de
resfriamento dos espermatozoides é o colesterol (GRAHAM, 2011a). O colesterol €é
capaz de preencher qualquer lacuna criada no nucleo da membrana devido a
movimentacdo constante dos fosfolipidios. O colesterol, portanto, intercala-se na porcao
dos acidos graxos, e ajuda a estabilizar a membrana a temperatura do corpo
(LANGLAIS; ROBERTS, 1985).

A capacidade dos fosfolipidios de se moverem em toda a membrana fornece
uma caracteristica dindmica, a qual é importante na funcdo geral da membrana. A
medida que os lipidios e proteinas se movem ao longo da membrana héa interagdes com
outros lipidios e proteinas, e sdo essas interacdes que permitem a formacéo de canais de
jons e a sinalizacdo de receptores e transportadores de proteinas para funcionar
normalmente (GRAHAM, 2011a).
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Figura 4 — Estrutura geral da membrana plasmatica.
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Quando a célula é resfriada, os lipidios passam por uma fase de transicdo do
estado fluido para o estado de gel ou estado sélido. Cada cadeia de acido graxo sofre
esta transicdo em temperaturas diferente. Cadeias longas necessitam menor redugédo de
temperatura para sofrer a transicdo de estado fluido para sélido, ja cadeias curtas
necessitam maior reducdo de temperatura para que haja a transicdo (GRAHAM, 2011a).

Com a reducdo progressiva da temperatura a membrana chega a faixa de
temperatura de transicdo de fase, estabelecida em 19°C no espermatozoide equino
(HAMMERSTEDT; GRAHAM; NOLAN, 1990). Fisicamente, quando uma membrana
é resfriada, os movimentos de rotacdo e vibracdo dos fosfolipidios se tornam lentos, e a
medida que a fase de transi¢do ocorre, as forcas de Van der Waals entre os canais de
acidos graxos tornam as moléculas mais proximas umas das outras (Figura 5)
(GRAHAM, 2011a).

A reducdo da fluidez da membrana demonstra o principal efeito do colesterol
sobre todo o processo. Quando a temperatura alcanca niveis reduzidos em relacdo a
faixa de transicdo da membrana, o colesterol age reduzindo a forca coesiva entre as
cadeias de acidos graxos e for¢ando a separacdo dos fosfolipidios adjacentes. Ambos 0s
processos permitem que a membrana se mantenha mais fluida (GRAHAM, 2011a).
Portanto, quando o colesterol é adicionado ao meio, a temperatura de transicdo de fase
da membrana é reduzida. De acordo com Hammerstedt, Graham e Nolan (1990), se
suficiente quantidade de colesterol for incluida, as membranas ndo passam por transi¢ao
de fase a qualquer temperatura testada. Portanto, embora o colesterol diminua a fluidez
da membrana em altas temperaturas, aumenta a fluidez em baixas temperaturas, diminui

a temperatura na qual a membrana passa por uma transicdo de fase ou até mesmo anula



20

esta etapa, 0 que permitiria a manutencdo do maior grau da composicdo da membrana
(Figura 5) (GRAHAM, 2011a).

Figura 5 — Estrutura de membrana em estado
fluido (37°C) e em estado gel (5°C),
demonstrando o efeito do colesterol

na interacdo entre lipidios.
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Fonte: Graham, 2011.

Os danos celulares, causadas pelo frio, podem ser induzidas diretamente por
alterar ou romper as estruturas celulares, ou indiretamente por alterar as funcdes
celulares (WATSON, 1981a). Os danos causados a membrana do espermatozoide
equino pela rapida exposicdo ao frio atuam diretamente na perda de lipidios para o meio
extracelular, causando perda de ions e moléculas (GRAHAM, 2011a). Este processo
conduz a uma reducdo no metabolismo celular, padrées de movimento circular e perda
progressiva na motilidade espermatica (WATSON, 1981a). Este efeito significativo
sobre a célula é conhecido como choque térmico e tem grande influéncia sobre a
viabilidade do sémen (WATSON, 1981b).

Os principais danos causados pelo resfriamento sdo constituidos pelo rearranjo
das interacdes entre lipidio- lipidio e lipidio-proteinas, apds o aguecimento da amostra
as interacOes se restabelecem, porém ndo em sua totalidade. A grande diferenca entre os
danos gerados pelo choque térmico e pelo resfriamento baseia-se na magnitude dos
danos, os quais sdo mais intensos durante o choque térmico (GRAHAM, 2011a).

A partir do conhecimento da faixa de transicdo do estado fisico das membranas
celulares, Moran et al. (1992) demonstraram que o resfriamento do sémen da
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temperatura corporal do equino (38°C) até 19°C pode ser realizado de forma rapida.
Apbs alcancar 19°C o resfriamento deve alcancar uma taxa de resfriamento lenta (-
0,05°C/min) até a marca dos 9°C. A reducdo de temperatura subsequente até os 5°C
pode ser realizada de forma rapida. Contrariamente, diferentes taxas de aquecimento do
sémen, até que atinjam a temperatura corporal, s80 menos criticas ao espermatozoide
que o resfriamento (GRAHAM, 2011a).

Em muitos garanhfes o elevado nimero de espermatozoides no ejaculado se
torna necessario para a maxima fertilidade, porém, com o aumento de popularidade de
certos animais, se tornou necessario o uso de menor dose inseminante, 0 que acarretou
em estudos para desenvolvimento de recipientes capazes de manter a temperatura

constante por maior periodo de tempo (SAMPER, 2011).

2.5 Congelamento de Sémen

Embora Spallanzani tenha sido o primeiro a tentar congelar sémen em 1776
(PESCH; HOFFMANN, 2007), apenas Polge e colaboradores (1949) demonstraram
resultados significativos no processo de congelacdo de sémen equino. Fato este ocorrido
pelo estudo detalhado do glicerol como agente crioprotetor. Pouco tempo depois o
sémen de muitos mamiferos, aves, peixes, pode ser congelado com sucesso (GRAHAM;
SCHMEHL; DEYO, 1984). No entanto o sémen de algumas espécies e de alguns
machos dentro de cada espécie, sobrevivem melhor ao processo de criopreservagdo
(GRAHAM, 2011b).

Os principios que regem o processo de criopreservacdo do espermatozoide sdo
semelhantes para todo tipo de criopreservacdo celular. Durante o processamento do
sémen € essencial que a maior quantidade de agua intracelular seja removida para o
meio extracelular, antes do congelamento. Caso isso ndo ocorra, grandes cristais
intracelulares de gelo sdo formados resultando em sérios danos as células,
frequentemente, até levando a sua morte (SEIDEL, 1996). Este transporte do meio
intracelular para 0 meio extracelular é realizado majoritariamente pelos canais de
transporte de dgua, denominados aquaporinas. As aquaporinas sao proteinas de canal de
agua que aumentam a permeabilidade da bicamada lipidica da membrana celular a agua
(FERREIRA, 2014). Além do transporte de agua, algumas destas proteinas

desempenham o papel de transporte de glicerol para o interior das células, auxiliando no
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processo de criopreservacdo celular. Outros estudos também sugerem o potencial de
transporte de outras pequenas moléculas e gases, como aminoacidos e dioxido de
carbono (VERKMAN, 2011).

No entanto, quando uma solucéo contendo sais e agucares é resfriada abaixo do
seu ponto de congelamento, os cristais de gelo formados contém apenas moléculas de
agua e estes sdo separados uns dos outros por canais de agua ndo congelados que
contém todos os sais e acgUcares (Figura 6). Para que as células sobrevivam a
criopreservacao, elas devem residir nestes canais, sendo que as células que ficam presas
nos cristais de gelo morrem (GRAHAM, 2011b).

Figura 6 — Representacdo de uma solucéo

congelada.

(@) (b)
Cristais de gelo de 4gua pura (branca) e canais de
agua hipertdnica (cinza) que sdo descongelados (a).
Célula espermética localizada no espago de maior
volume (b)
Fonte: Graham, 2011b.

A medida que a temperatura é reduzida, mais &gua é retirada dos canais
descongelados, tornando a solucdo cada vez mais hipertdnica, a concentracdo de sal
pode aumentar ao ponto que as membranas celulares, organelas e proteinas sejam
irreparavelmente danificadas, levando a morte celular (HAMMERSTEDT; GRAHAM,;
NOLAN, 1990).

A adicdo de solutos a agua leva a uma diminui¢do do ponto de congelamento da
solugdo. Sendo assim, enquanto a dgua pura congela a 0 °C, solucéo salina fisioldgica
(300mOsm) congela a -0,6 °C. Se o soluto adicionado for um liquido, como os

crioprotetores etilenoglicol, glicerol, ou metil formamida, o ponto de congelamento é



23

similarmente deprimido, mas como esses compostos permanecem descongelados a
baixas temperaturas, contribuirdo para a manutencdo do volume dos canais
descongelados entre os cristais de gelo. Portanto, estes compostos sdo responsaveis por
aumentar o volume total dos canais descongelados e diminuir a concentragdo de sal
observada pelas células, diminuindo assim os efeitos deletérios de ambos (GRAHAM,
2011b).

A sobrevivéncia da célula ao processo de congelamento € dependente de
diversos fatores, porém destaca-se a relacdo da permeabilidade da membrana plasmatica
com o meio em detrimento a taxa de congelamento da solucdo. Se as células séo
resfriadas rapidamente a formacdo de gelo extracelular é iniciada precocemente,
mantendo grande quantidade de dgua dentro das células, e a consequente formacdo de
cristais intracelulares. Caso esta taxa de resfriamento seja realizada de forma lenta, as
células podem ser expostas a condi¢es excessivas de hipertonicidade, causando danos a
membrana e organelas (HAMMERSTEDT; GRAHAM; NOLAN, 1990).

Apds a coleta e avaliacdo inicial, o ejaculado é diluido em diluente de sémen
para a posterior centrifugacdo. Apds a centrifugacdo, os espermatozoides sdo diluidos
em diluentes de criopreservacdo contendo crioprotetores. Neste momento inicia-se o
primeiro desequilibrio osmotico levando a uma rapida reducdo do tamanho celular, com
a estabilizacdo do equilibrio osmético, as células recuperam seu tamanho original
(GRAHAM, 2011b).

Apobs o processamento da amostra, 0 sémen ¢é envasado em palhetas de 0,5 ou
0,25ml. Resfriado até que chegue a temperatura de 5°C, posteriormente as palhetas sdo
depositadas no vapor do nitrogénio liquido, a uma altura de 4 cm. A Ultima etapa
culmina na submersdo das palhetas em nitrogénio liqguido (GRAHAM, 2011b). Este
mesmo procedimento pode ser realizado com auxilio de uma méaquina de congelamento
de sémen, onde a curva de congelamento pode ser editada (CLULOW, 2008).

Pelo fato da selegdo de garanhdes ndo ser realizada a partir de seus méritos
reprodutivos, constata-se grandes varia¢Ges individuais em relagdo a capacidade de
congelacdo do sémen. Geralmente acredita-se que a chave para 0 sucesso da
criopreservacao de sémen equino é o préprio garanhdo (GRAHAM, 2011). A partir
desta caracteristica Tischner (1979) avaliou, p6s descongelamento, 200 ejaculados de 36
garanh@es chegando a conclusdo de que os garanhBes podem ser categorizados em trés
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diferentes grupos de acordo com a motilidade espermética: Bom >40% de motilidade
progressiva; aceitavel ou razoavel 20-40%; ruim < 20%.

Ao comparar protocolos de diferentes paises, os métodos de congelamento do
sémen e instrucdes do garanh&o para inseminagdo de éguas com sémen congelado estéo
longe de ser padronizados. A falta de padronizacdo é demonstrada pelas diferencas no
processamento, embalagem, e descongelamento de sémen para criopreservacao
(SAMPER; MORRIS, 1998).

2.6 Diluentes de Sémen

Com as atuais técnicas de processamento de sémen, a fertilidade do sémen
resfriado de garanh@o geralmente pode ser mantida ndo mais do que 24-48 horas.
Depois deste periodo as taxas de prenhez reduzem drasticamente. A longevidade da
viabilidade dos espermatozoides é influenciada por diversos fatores, como: composicao
do diluente, temperatura de armazenamento, exposicdo ao oxigénio, presenca de
bactérias, presenca e tipo de antibioticos no diluente e concentracdo de plasma seminal
(AURICH, 2011).

Para preservacdo da integridade de membrana plasmatica e da cromatina do
espermatozoide (AURICH, 2011), os diluentes de sémen adequadamente formulados
devem conter ingredientes que protejam os espermatozoides contra o choque térmico,
fornecer substrato metabolizdvel e inibir ou eliminar o crescimento bacteriano,
mantendo um pH de 6,7-7,2 e uma pressdo osmotica de 300-400 mOsmol/l (BRINSKO,
2011).

Em 1975, Kenney formulou um diluente & base de leite desnatado que foi
responsavel pelo grande incremento do uso da inseminacéo artificial na época. A partir
destes estudos diversas formulagdes foram desenvolvidas e estdo comercialmente
disponiveis (BRINSKO, 2011).

Os diluentes comerciais disponiveis, em sua maioria, dispdem de antibioticos
para o controle do crescimento bacteriano, porém alguns modelos sdo comercializados
sem a presenca do antibidtico para que possa ser adicionado o antibidtico de eleicdo que
melhor se enquadre para cada garanhdo (BRINSKO, 2011). Kenney em 1975
demonstrou que a combinacdo de antibidticos em diluentes feita com sulfato de
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amicacina (1mg/ml) e penicilina G potéssica (1000U/ml) resultou nos melhores
resultados de controle bacteriano e caracteristicas seminais.

A grande utilizacdo dos diluentes a base de leite desnatado e 0s posteriores
estudos demonstraram que a composicdo do leite, embora complexa, apresentava
componentes benéficos e maléficos aos espermatozoides. A fosfocaseina inata do leite
foi determinada como componente de maiores efeitos protetores aos espermatozoides
(BATELLIER, 1997).

2.7 Crioprotetores

Diluentes destinados para o congelamento sdo caracterizados por possuirem
nutrientes como fonte de energia (aglcares), uma fonte de lipoproteina (leite, gema de
ovo ou ambos) para protecdo das membranas durante o resfriamento rapido, antibidticos
para inibir o crescimento bacteriano, solugdes tampdes para equilibrar o pH e a pressao
osmotica, e crioprotetor (SIEME, 2011b).

Um crioprotetor pode ser definido como qualquer substancia que quando
adicionado as células antes do congelamento, reduz os efeitos prejudiciais a célula.
Existem duas classes principais de crioprotetores, aquelas que sdo impermeéaveis a
membrana plasmatica da célula e as permeaveis (GRAHAM, 2011b).

Crioprotetores ndo permedaveis incluem aclcares (lactose, rafinose e sacarose),
lipoproteinas (gema de ovo, leite e soro) e outras moléculas (metilcelulose e alcool
polivinilico). Estas moléculas podem interagir com 0s componentes da membrana
plasmatica ajudando a estabiliza-la, mas o seu principal efeito é criar um ambiente
hiperosmotico, que induzira a desidratacédo celular (GRAHAM, 2011b).

Crioprotetores permeaveis a membrana, como o etilenoglicol, glicerol,
dimetilsulfoxido e varias amidas, sdo geralmente mais eficazes que crioprotetores nédo
permeéveis, porque afetam varias propriedades da célula e da solugdo (GRAHAM,
2011b). Primeiramente, substituem a agua de dentro da célula, desidratando-a, inibindo
a futura formacdo de cristais de gelo intracelulares. Além disso, aumentam 0s canais
descongelados entre os cristais de gelo extracelulares, aumentando o espago disponivel
para as células e diminuindo a concentracdo de sais na solucdo ndo congelada
(MERYMAN, 2007).
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Até a atualidade nenhum diluente para congelamento foi considerado como
superior para este proposito (SIEME, 2011b). Porém, de acordo com a pesquisa de
Samper e Morris (1998) os dois diluentes para congelamento mais utilizados foram
lactose-EDTA e Inra 82 com variagdes de concentracdo de gema de ovo e glicerol.

Lipidios da gema de ovo e, em menor grau, do leite, sdo os principais lipidios
presentes em diluentes de congelamento de sémen equino. Embora os seus mecanismos
de acdo ndo sejam bem estabelecidos (SIEME, 2011b). Porém, Manjunath e
colaboradores (2002) estabeleceram que a agdo protetora da gema de ovo ao
espermatozoide é estabelecida pela interacdo das lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) com proteinas especificas do plasma seminal, responsaveis pela inducdo do
efluxo de colesterol e fosfolipidios da membrana. Este fato ocorre durante o processo de
capacitacao espermatica, desaconselhado durante a preservacdo do sémen.

O mecanismo proposto para protecdo do espermatozoide pelo leite é andlogo ao
da gema de ovo, porém como o leite desnatado quase ndo contém lipidios na sua
composicao as interagdes com as proteinas do plasma seminal sdo feitas pelas micelas
de caseina, principal proteina do leite (PLANTE, 2016). De acordo com Lusignan et al.
(2011) as proteinas do plasma seminal podem interagir com outras proteinas do leite
como a a- lactoalbumina e B-lactoglobulina (Figura 7).

A capacidade de ligacdo das LDL as proteinas do plasma seminal € elevada, uma
particula de LDL é capaz de ligar 104 + 5 proteinas do plasma seminal. Diferentemente
da LDL, as caseinas do leite possuem baixa capacidade de ligacdo as proteinas do
plasma seminal, totalizando cerca de 4 a 5 proteinas por molécula de caseina
(LUSIGNAN et al., 2011).
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Figura 7 — Mecanismo de protecdo espermatica pelo leite e gema de

0ovo.
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O glicerol foi o primeiro crioprotetor identificado e permanece atualmente com o
titulo de crioprotetor mais utilizado. A sua concentragdo varia entre diferentes diluentes,
portanto, a sua quantidade 6tima para melhorar a qualidade espermaética poés
descongelamento ainda néo foi estabelecida (SIEME, 2011b). A toxicidade do glicerol é
parcialmente baseada no estresse osmatico, uma vez que o glicerol permeia a membrana
celular mais lentamente do que outros crioprotetores (GILMORE et al., 1995). Portanto
é necessario que seja encontrado um equilibrio entre o efeito crioprotetor e o efeito
negativo do glicerol. De acordo com diversas pesquisas a concentracao final de glicerol
nédo deve exceder o intervalo de 2,5 a 3,5% (SIEME, 2011b).

2.8 Plasma Seminal
O plasma seminal € uma mistura de secre¢Bes produzidas pelos testiculos,

epididimos e glandulas sexuais acessorias em diferentes fragdes liquidas. A composicao

do plasma seminal e a longevidade efetiva dos espermatozoides variam entre fracdes e
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garanhdes individualmente (KARESKOSKI; KATILA, 2008). Os ejaculados de
garanh@es sdo formados por seis a nove fragfes consecutivas de sémen, com cerca de
70% dos espermatozoides nos trés primeiros jatos ejaculatorios (KOSINIAK, 1975).

A emissdo do liquido seminal das glandulas sexuais acessérias para a uretra
pélvica foi estudada através da utilizagdo da ultrassonografia transretal (WEBER;
WOODS, 1993). As secrecdes de ampola e prostata iniciam antes do inicio da
ejaculacdo. As secrecOes das glandulas vesiculares foram liberadas apés o fim da
atividade prostética. A liberacdo de fluido das glandulas bulbouretrais ndo foi observada
durante a ejaculagdo. Outro estudo utilizou pardmetros biofisicos como marcadores para
as lesdes das glandulas sexuais acessérias para determinar a sequéncia em que as
diferentes glandulas contribuem para o ejaculado, e os resultados corresponderam bem
ao estudo ultra-sonografico. O liquido bulboureteral foi o primeiro a ser secretado
(liquido pré-espermatozoide), e entdo as secre¢des epididimais e ampulares apareceram
nas primeiras fracGes do fluido ejaculado rico em espermatozoides e o liquido das
vesiculas seminais formou as ultimas fracdes ejaculatorias (MAGISTRINI et al., 2000).

A presenga do plasma seminal no sémen, de acordo com diversas pesquisas,
demonstrou efeitos negativos sobre o espermatozoide resfriado e congelado. Quando a
proporcdo de plasma seminal € reduzida para cerca de 5%, 0s espermatozoides sdo
capazes de manter a motilidade mais desejavel em comparacdo com amostras contendo
uma maior proporgdo de plasma seminal (10-30%), durante o armazenamento
refrigerado e criopreservado (JASKO et al., 1991; BRAUN et al., 1994; ALGHAMDI
et al., 2002).

As proteinas ligadoras de espermatozoides (BSP), encontradas em grande
quantidade no plasma seminal, possuem diversas funcdes, destacando-se o importante
papel na capacitacdo espermatica. Alem disso, as proteinas BSP podem se ligar as
lipoproteinas de baixa densidade da gema do ovo e componentes do leite, como descrito
anteriormente, resultando em uma interacdo importante para a preservacdo dos
espermatozoides resfriados ou congelados (PLANTE et al., 2016). Esta interacéo ¢é de
fundamental importéncia para a preservacao das células, pois evita o inicio do processo
de capacitacdo espermatica, visto que os efeitos prejudiciais do plasma seminal e das
BSP séo tempo dependentes (MANJUNATH et al., 2002).
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3.1 Resumo

O uso da inseminagdo artificial com sémen congelado possibilita a conservagdo e utilizagdo do
material genético de reprodutores por tempo indeterminado, e favorece a difusdo, oportunizando a
maximizag&do do potencial genético de garanhdes zootecnicamente superiores. Este trabalho teve como
objetivo avaliar as caracteristicas seminais de garanhdes da raga Crioula ap6s o processo de
criopreservagdo. Foram utilizados ejaculados de 24 garanhdes da raca Crioula, localizados proximo a
Porto Alegre, RS, Brasil. As analises microscépicas foram realizadas pré e pés-congelamento através
do sistema Computer Assisted Sperm Analysis AndroVision®. Foi realizada a concentracdo
espermatica, a analise da integridade fisica da membrana e a funcionalidade da membrana plasmatica
(HOST). Somente foram utilizadas amostras com motilidade total >60% e vigor >3. Todas as amostras
foram submetidas ao processo de criopreservacao. Valores médios e desvios padrdo das variaveis pos-
congelamento: HOST (42,73% + 7,06); fluorescéncia (48,06% = 8,99); motilidade total (52,85% *
7,27); motilidade progressiva (31,15% + 10,21); motilidade rapida (4,78% + 5,37); imoveis (45,04% +
8,86); velocidade curvilinea (97,67um/s + 35,25); velocidade linear progressiva (35,33um/s + 15,29).
Concluimos que o protocolo utilizado para a criopreservacdo é vidvel para utilizagdo no sémen de
cavalos da raga Crioula, seguindo a recomendagdo minima dos parametros seminais pos-congelamento

do Colégio Brasileiro de Reproducéo Animal.

Palavras chaves: criopreservacdo, espermatozoides, fertilidade, equino.
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3.2 Abstract

Artificial insemination with froze semen, allows the conservation and utilization of genetic material of
breeders for an indefinite period, and favors the diffusion, allowing the maximization of the genetic
potential of zootechnically superior stallions. The aim of this study was avaliation of ejaculates of
Crioulo breed, placed near to Porto Alegre, RS, Brasil. Were used ejaculates of 24 stallions of the
Crioulo breed, located near Porto Alegre, RS, Brazil. Microscopic analyzes were performed pre and
post-freezing through the Computer Assisted Sperm Analysis AndroVision® system. Sperm
concentration, membrane integrity and plasma membrane functionality (HOST) were performed. Only
samples with total motility >60% and vigor >3 were used. All samples were submitted to the
cryopreservation process. Mean values and standard deviations of post-freeze variables: HOST
(42.73% +7.06); fluorescence (48.06% +8.99); total motility (52.85% + 7.27); progressive motility
(31.15% + 10.21); rapid motility (4.78% + 5.37); real estate (45.04% + 8.86); curvilinear velocity
(97.67 + 35.25); progressive linear velocity (35.33 + 15.29). We conclude that the protocol used for
cryopreservation is viable for use in the semen of Crioulo breed, following the minimum
recommendation of the post-freezing semen parameters of the Brazilian College of Animal

Reproduction.

Keywords: cryopreservation, sperm, fertility, equine.
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3.3 Introducao

O aumento da qualidade da raca crioula estd diretamente associado ao
desenvolvimento de biotecnologias aplicadas a reproducdo. De acordo com a Associacdo
Brasileira de Criadores de Cavalos Crioulos, 0 nimero de animais registrados € superior a 400
mil exemplares em ambito nacional. O crescimento do uso da inseminagdo artificial com
sémen congelado é decorrente da liberacdo do uso por diversas associacfes de criadores
(ALVARENGA,; LEAO, 2002).

O uso do sémen congelado possibilita primariamente a manutengédo e utilizacdo do
sémen por tempo indeterminado, favorecendo a maximizacdo do potencial genético de
garanhBes zootecnicamente superiores; reduz consideravelmente os custos relacionados ao
deslocamento de égua; contribui para reducdo da transmissdo de doencas contagiosas;
possibilita a continuidade de estacfes reprodutivas em caso de injarias ou participacfes do
garanhdo em competicdes; e minimiza o uso de garanhdes geneticamente inferiores (AMANN
e PICKETT, 1987; MILLER, 2008).

Embora esta biotécnica seja acompanhada por diversos beneficios, os resultados para
muitos garanhdes ndo levam a taxas satisfatorias de prenhez (AMANN; PICKETT, 1987).
Sendo necessario em média, dois a trés ciclos e grande nimero de doses para obter uma
prenhez (ALVARENGA; LEAO, 2002). Essa desvantagem, em muitos casos, pode ser
superada pela adocgdo de diferentes técnicas, tornando-se insignificante quando comparada as
inimeras vantagens do sémen descongelado (MILLER, 2008).

O sucesso da criopreservacdo esta associado diretamente com as diferencas inerentes
ao espermatozoide em sobreviverem ao processo de criopreservacdo (LOOMIS; GRAHAM,
2008). Estas diferencas ndo sdo notadas apenas entre diferentes espécies, mas também entre
machos de uma mesma espécie (DARIN-BENNETT; WHITE, 1977). Tal caracteristica é
fortemente evidenciada nos garanhdes devido ao seu processo de selecdo. Os garanhdes,
diferentemente de outras espécies de interesse zootécnico, sdo selecionados pelo desempenho
esportivo e pela sua genealogia (VARNER et al., 2008). O aspecto reprodutivo na maioria das
vezes ndo é levado em consideracdo (SIEME; DISTL, 2012). Samper e Morris (1998)
enviaram questionarios para veterinarios autbnomos e laboratdrios de 14 paises, com o intuito
de buscar um padrdo no processamento do sémen congelado. O resultado das 21/25 pesquisas
enviadas (84%) demonstrou que o procedimento estava distante de adquirir uma padronizagéo
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em relacdo as etapas de pré-congelamento, congelamento, descongelamento e pds-
descongelamento.

Considerando a importancia da criopreservacdo de sémen e 0S seus impactos no
crescimento dos rebanhos em quantidade e qualidade, este trabalho teve como objetivo avaliar

as caracteristicas seminais de garanhdes da raca Crioula ap6s o processo de criopreservacgao.

3.4 Materiais e Métodos

Foram utilizados 24 garanhGes da raca Crioula, com idade entre 4 e 18 anos, com peso
entre 450 e 500 kg, alimentados com concentrado e feno de alfafa diariamente, 4gua e sal ad
libitum. Os garanhdes, dos quais foi coletado um ejaculado, localizavam-se nas proximidades
de Porto Alegre (30°S, 51°W), RS, Brasil.

Todos os procedimentos experimentais estdo de acordo com as diretrizes do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovados pelo Comité de
Etica e Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade Federal de Pelotas com nimero
2753-2018.

Para a coleta do sémen dos animais, utilizou-se vagina artificial modelo Hannover
com lubrificacdo e pré-aquecimento (42 — 45°C). Ap0s a coleta, a amostra de sémen foi
filtrada e encaminhada para o Laboratério de Reproducdo Animal da Faculdade de
Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sem uso de diluidores de sémen,
com limite maximo de duas horas.

A concentracdo espermaética foi avaliada por meio de cadmara de Neubauer (BRITO,
2007). As avaliacdes de Motilidade Total (%) (MT), Motilidade Progressiva (%) (MP),
Motilidade Rapida (%) (MR), Motilidade Lenta (%) (ML), Motilidade Local (%) (MC),
Imoveis (%); Velocidade de Trajeto (VAP, um/s), Velocidade em Linha Reta (VSL, um/s),
Velocidade Curvilinear (VCL, um/s), Linearidade (LIN, um/s), Frequéncia de Batimento do
Flagelo (BCF, um/s), Deslocamento Lateral da Cabega (ALH, um/s), foram realizadas atraves
do sistema CASA (Computer Assisted Sperm Analysis, AndroVision®, Minitube,
Tiefenbach, Alemanha).

Para a analise da integridade de membrana plasmatica, 400uL de sémen foram
incubados com 3uL de iodeto de propidio (PI) e 2uL de diacetato de carboxifluoresceina
(CFDA), a 37°C por oito minutos. A amostra foi avaliada por microscopia de

epifluorescéncia, em aumento de 1000 x, sob imersdo. Um total de 100 espermatozoides por
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amostra foi avaliado. Foram considerados integros aqueles espermatozoides que apresentaram
coloracdo verde (GARNER et al., 1986).

A integridade funcional da membrana plasmatica foi avaliada por meio do teste
hiposmético. Para tanto, 200uL de 4gua destilada foram adicionados a 100uL de sémen
(osmolaridade: 100mOsmol kg™t). As amostras foram incubadas a 37°C por oito minutos,
posteriormente, as amostras de sémen foram analisadas em microscopio de contraste de fase
em aumento de 400x. Foram avaliados 100 espermatozoides por amostra e foram
considerados integros os espermatozoides em que houve um enrolamento da cauda
(LAGARES et al. 1998).

As amostras, apds confirmacdo de motilidade total >60% e vigor >3, foram
submetidas a centrifugacdo de 600 x g por 10 minutos e o sobrenadante foi removido. O pellet
formado foi ressuspendido com diluente comercial proprio para congelamento (BotuCrio®)
composto por gema de ovo, glicerol e dimetilformamida, previamente aquecida a 37°C até a
concentrac@o de 200 milhdes de espermatozoides por mililitro.

As amostras foram envasadas em palhetas de 0,5 ml e lacradas com 4alcool
polivinilico. A primeira etapa do congelamento foi realizada em refrigerador comercial a 5°C
por 20 minutos. Logo apds, as palhetas foram acondicionadas em estante especifica para
congelamento de sémen ao vapor de nitrogénio por 20 minutos. Sendo finalmente imersas em
nitrogénio liquido. Para fins de avaliacdo as amostras de sémen foram descongeladas em
banho-maria a 37°C por 30 segundo. O sémen descongelado foi submetido aos mesmos
métodos de avaliacdo do sémen fresco.

Os dados foram colocados em uma planilha do Excel® onde foram calculados as

médias e o desvio padrao.

3.5 Resultados

Valores médios e desvios padrdo das varidveis pré-congelamento: Concentragdo (250
+ 135,34 x 10° milhdes/ml); HOST (63,09% + 14,02); Fluorescéncia (63,04% + 10,45);
Motilidade Total (MT) (75,93% + 10,27); Motilidade Progressiva (MP) (53,71% + 18,38);
Motilidade Rapida (MR) (13,78% + 10,38); Motilidade Lenta (ML) (32,43% + 13,37);
Motilidade Local (MC) (22,43% + 10,17); Imoveis (IM) (23,24% + 10,89); VCL (116,88 um/s
+ 42,34); VSL (44,79 pm/s + 17,72); VAP (56,40 pm/s + 21,08) LIN (0,4 pm/s + 0,09), BCF
(3,9 um/s £ 1,6), ALH (0,7 um/s + 0,6) (Fig. 8, 9, 10, 11).
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Valores médios e desvios padrdo das variaveis pos-congelamento: HOST (42,73% =
7,06); Fluorescéncia (48,06% + 8,99); MT (52,85% =+ 7,27); MP (31,15% + 10,21); MR
(4,78% =+ 5,37); ML (24,89% + 8,17); MC (22,44% = 8,68); IM (45,04% + 8,86); VCL
(97,67um/s + 35,25); VSL (35,33um/s + 15,29); VAP (44,99um/s + 17,98) LIN (0,3 pum/s +
0,15), BCF (2,5 pm/s + 1,7), ALH (0,35 um/s + 0,3) (Fig. 8, 9, 10, 11).
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Fig. 8 Médias (% + DP) dos resultados da analise de cinética espermatica, teste hiposmético (HOST) e
integridade de membrana plasmatica (Fluorescéncia).
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Fig. 9 Médias (% + DP) dos resultados da analise de cinética espermatica através do sistema CASA.
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Fig. 10 Médias (um/s = DP) dos resultados da andlise de cinética espermatica através do sistema

CASA. Velocidade curvilinea (VCL), velocidade em linha reta (VSL), velocidade média da trajet6ria
(VAP).
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Fig. 11 Médias (um/s = DP) dos resultados da andlise de cinética espermética através do sistema
CASA. Linearidade (LIN), frequéncia de batimento do flagelo (BCF), deslocamento lateral da cabeca
(ALH).
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3.6 Discussao

A criopreservacao de sémen é fortemente creditada sob a Gptica de que a chave para o
sucesso da técnica € o proprio garanhdo (SIEME, 2011a). Porém o sucesso é dependente de
uma série complexa de interagdes, envolvendo fatores intrinsecos do garanh&o, constitui¢éo
da membrana do espermatozoide, natureza do diluente e processamento adequado da amostra.

A realizacdo do congelamento de ejaculados que apresentavam motilidade total >60%
e vigor >3 a fresco, como descrito pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (1998;
2013), possibilitou a pesquisa que o efeito individual do garanhdo fosse descartado. Da
mesma forma, o sémen descongelado deve apresentar motilidade total >30% e vigor >3. A
motilidade total pds congelamento é o pardmetro mais utilizado para selecionar ejaculados
apos o descongelamento (VIDAMENT et al., 1998), sendo os resultados encontrados para
motilidade total adequados aos parametros pré-estabelecidos.

Os resultados de motilidade total pos descongelamento MT (52,85% + 7,27), com
mesmo diluidor, foram superiores ao encontrado por Candeias et al. (2012) (41.39% + 16.83)
na raca Mangalarga Marchador e inferiores ao encontrado por Maziero et al. (2019) (68.5% +
4.5) em garanhdes da raca Brasileiro de Hipismo. Os parametros iniciais da presente pesquisa
coincidiram com os valores de motilidade e vigor do sémen fresco dos estudos de Candeias et
al. (2012) e Maziero et al. (2019), j4 a motilidade progressiva MP (31,15% + 10,21) foi
superior ao encontrado nas duas ragas (19.37% + 12.10) e (26.9% + 3.3), respectivamente. Os
resultados de VAP, VSL e VCL foram menores do gque o encontrado por Maziero (2019).

O teste de integridade de membrana pods-descongelamento (48,06% =+ 8,99)
demonstrou-se superior ao encontrados por Maziero (2019) (32.2%). Os resultados
encontrados neste estudo para 0 HOST (42,73% + 7,06), foram superiores aos encontrados por
Hernandez-Avilés et al. (2018) avaliando cinco diferentes diluentes de congelamento em
garanhdes da raca Passo Fino Colombianos.
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3.7 Concluséo

Desde que a inseminacdo artificial foi liberada pela Associacao Brasileira de Criadores
de Cavalos Crioulos (ABCCC), em 2011, a propagacdo de genética superior da raca segue
crescente. E a utilizacdo de sémen congelado contribui de forma direta com esse avango, ja
que 0 acesso ao uso de importantes garanhdes ficou mais facil para criatorios de diferentes
regides do Brasil e, inclusive, de outros paises.

Concluimos que o protocolo e o diluente utilizado para a criopreservacao € viavel para
utilizacdo no sémen de cavalos da raca Crioula, seguindo a recomendacdo minima dos

parametros seminais pos-congelamento do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O sucesso da criopreservacdo dependente de uma série complexa de interacoes,
envolvendo fatores intrinsecos do garanhdo, constituicdo da membrana do espermatozoide,
natureza do diluente e temperatura final de armazenamento. O crescimento da criacdo de
equinos da raga Crioula € evidente e se deve, em parte, ao desenvolvimento e utilizacdo de
biotecnologias de reproducdo, como o uso de técnicas adequadas para a preservacdo e o
armazenamento de sémen. Podemos assim concluir que o protocolo utilizado para a
criopreservacdo é viavel para utilizagdo no sémen de cavalos da raga Crioula, seguindo a
recomendacdo minima dos parametros seminais pés-congelamento do Colégio Brasileiro de

Reproducdo Animal.
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Caracteristicas seminais pos-congelamento em garanhdes da raca Crioula
Post-thaw seminal characteristics of Criollo breed stallions

Leonardo Glaeser Paul'”, Veronica La Cruz Bueno!?, Henrique Boll de Araujo Bastos!, Gustavo
Rupp Larentis?, Luiz Augusto Machado Centeno?, Rodrigo Costa Mattos!?, Sandra Fiala
Rechsteiner®?

'REPROLAB - Faculdade de Veterinaria, UFRGS, Porto Alegre-RS, Brasil;?HISTOREP -
Universidade Federal de Pelotas, UFPEL, Pelotas-RS, Brasil;
“E-mail: leopaul16@hotmail.com

A raca Crioula, acompanhando o forte crescimento da equinocultura no Brasil, apresentou importante
evolugdo nos ultimos anos. Ap6s quase 90 anos de histdria, conforme dados da Associacao Brasileira
de Criadores de Cavalos Crioulos, sdo mais de 400 mil exemplares registrados. A inseminacao
artificial (1A) é uma ferramenta para acelerar o ganho genético e competitividade na industria equestre.
O uso da IA com sémen congelado, além de possibilitar a conservacdo e utilizacdo do material
genético de reprodutores por tempo indeterminado, favorece a sua difusdo, oportunizando a
maximizag&do do potencial genético de garanhdes zootecnicamente superiores. Este trabalho teve como
objetivo avaliar a viabilidade do sémen de garanhGes da Raca Crioula ap6s o processo de
criopreservacdo. Foram utilizados ejaculados de 24 garanhdes da raca Crioula, localizados proximo a
Porto Alegre (30°S, 51°W), RS, Brasil. As analises microscopicas foram realizadas pré e poés-
congelamento através do sistema Computer Assisted Sperm Analysis AndroVision®. A concentracdo
espermatica foi avaliada em cadmara de Neubauer. A analise da integridade fisica da membrana foi
realizada utilizando-se sondas fluorescentes (CFDA/PI). A funcionalidade da membrana plasmatica
foi avaliada por meio do teste hiposmético (HOST). Somente foram utilizadas amostras com
motilidade total >60% e vigor >3. As amostras foram centrifugadas a 600 xg por 10 minutos e
osobrenadante foi removido. O pellet formado foi ressuspendido em um diluente comercial préprio
para congelamento a base de gema de ovo, glicerol e dimetilformamida, previamente agquecido a 37°C
até a concentracdo de 200 x 10° espermatozoides/mL. As amostras foram entdo envasadas em palhetas
de 0,5 ml e refrigeradas a 5°C por 20 minutos em refrigerador comercial, expostas ao vapor de
nitrogénio durante 20 minutos, sendo finalmente imersas no nitrogénio liquido. Valores médios e
desvios padrdo das varidveis do sémen fresco: Concentragdo (250 x 10° milhdes/ml + 135,34); HOST
(63,09+ 14,02); Fluorescéncia (63,04 + 10,45); Motilidade Total (MT)(75,93%+ 10,27); Motilidade
Progressiva (MP) (53,71% +18,38); Motilidade Rapida (MR)(13,78%+10,38); Motilidade Lenta
(ML)(32,43%+13,37); Motilidade Local (MC)(22,43%+ 10,17); Imoveis (IM)(23,24%+10,89); VCL
(116,88+ 42,34); VSL(44,79+17,72); VAP (56,40+ 21,08).Valores médios e desvios padrdo das
variaveis pds-congelamento: HOST (42,73 +7,06); Fluorescéncia (48,06 +8,99); MT (52,85% + 7,27);
MP (31,15% + 10,21); MR (4,78%+5,37); ML (24,89%+8,17); MC (22,44% + 8,68); IM (45,04% +
8,86); VCL (97,67+ 35,25); VSL (35,33+ 15,29); VAP (44,99+ 17,98). O sucesso da criopreservacao
dependente de uma série complexa de interagdes, envolvendo fatores intrinsecos do garanhdo,
constituicdo da membrana do espermatozoide, natureza do diluente e temperatura final de
armazenamento. O crescimento da criacdo de equinos da raca Crioula é evidente e se deve, em parte,
ao desenvolvimento e utilizacdo de biotecnologias de reproducdo, como o uso de técnicas adequadas
para a preservacgdo e o armazenamento de sémen. Podemos assim concluir que o protocolo utilizado
para a criopreservacdo é viavel para utilizacdo no sémen de cavalos da raca Crioula, seguindo a
recomendacdo minima dos parametros seminais pos-congelamento do Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal.

Palavras chaves: criopreservacao, sémen, espermatozoides, fertilidade, equino.
Keywords: cryopreservation, semen, sperm cells, fertility, equine.
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