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SUMARIO

MARTIN, CARLOS EDUARDO GOMEZ, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2005. Efeito da lipoproteina de baixa densidade sobre algumas caracteristicas
funcionais dos espermatozoides equinos criopreservados. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias Veterinarias — Reproducdo Animal). Faculdade de Veterindria. Orientador:
Deschamps, Jodo Carlos.

A gema do ovo é uma das principais substancias usadas na composi¢do dos diluentes de
criopreservacdo do sémen de eqiiinos. Entretanto, a gema de ovo possui na sua composicao
substancias indesejaveis, as quais podem interferir no processo de criopreservagdo. O efeito
benéfico da gema de ovo ¢ atribuido, principalmente, a lipoproteina de baixa densidade
(LDL). Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da substituicdo da gema de ovo
integral do um diluente modificado de Martin et al. (1979), pela LDL em diferentes
concentragdes, sobre a Motilidade Total (MT), Velocidade de Trajeto (VAPWwms),
Velocidade Curvilinear (VCLwms), Velocidade Progressiva (VSLu/ms) e o Choque
Hiposmotico (CHIPO%). No experimento 1 (EXP1) foi utilizado o diluente modificado de
Martin et al.,(1979) gema 20% como controle (T0), e LDL purificada nas concentragdes de
8% (T1), 10% (T2) e 12% (T3). Sémen de cinco garanhdes da raca Puro Sangue Inglés foi
utilizado, cujos ejaculados possuiam motilidade > 70%, vigor > 3 e patologias < 30%, além
de fertilidade conhecida. O sémen foi colhido com o auxilio da vagina artificial modelo
Hannover e, imediatamente, separado da por¢do de gel. O volume foi mensurado e o sémen
centrifugado a 800 x g/5min com o diluente G-EDTA, eliminando o plasma seminal. O
pellet formado foi dividido em 4 por¢des iguais e adicionado aos 4 tratamentos (T0), (T1),
(T2), (T3). A concentragdo de células espermaticas foi ajustada para 200 x 10°
espermatozéides/ml. Para o acondicionamento do sémen foram usadas palhetas francesas
de 0,5ml. As palhetas foram colocadas em uma maquina de congelacao (TK 3000®), ¢ a
curva seguiu um padrao de resfriamento até 5°C e, posteriormente, até -120°C, onde foram
colocadas diretamente no nitrogénio liquido. No experimento 2 (EXP2) foi utilizado s€émen
de 3 garanhdes da raca Crioula, utilizando os procedimentos do EXPI1, entretanto, a
centrifugacdo do sémen foi realizada sem a adi¢ao no diluente G-EDTA e a concentragao
espermatica foi de 50 x 10° espermatozodides/ml. No EXP2 foi utilizado o diluente
modificado de Martin et al.(1979) (T0), e a LDL purificada na concentragdo de 8% no
lugar da gema de ovo (T1). O descongelamento do sémen foi realizado em banho-maria a
37°C / 30s nos EXPl ¢ EXP2. No EXPI, as amostras foram submetidas a analise
computadorizada (Computer-Assisted Semen Analysis - CASA), onde foram observadas a
Motilidade Total (MT), Velocidade de Trajeto (VAPwms), Velocidade Curvilinear
(VCLWwms) e Velocidade Progressiva (VSLuw/ms). No EXP2 foram avaliadas a (MT) e o
teste para avaliagdo da integridade de membrana, choque hiposmotico, (CHIPO). As
variaveis respostas foram analisadas através do programa Statitix®, utilizando a analise da
varidncia com medidas repetidas e comparagdo de médias pela diferenca minima
significante (LSD). No EXP1, as MT médias nos tratamentos TO (23,3%), T1 (18,0%), T2
(15,1%) e T3 (16,9%), ndo diferiram (P>0,05). A VAP nos tratamentos TO (86,0p/ms) e T1
(81,5wms) nado diferiu (P>0,05). O TO foi superior (P<0,05) aos tratamentos T2
(77,2w/ms) e T3 (77,9w/ms), entretanto, o T1, T2 e T3 foram iguais (P>0,05). A VCL nos
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tratamentos TO (158,2u/ms) e T1 (147,3w/ms) ndo diferiu (P>0,05), entretanto, o TO foi
superior (P<0,05) aos tratamentos T2 (138,2/ums) e T3 (141,8/ums). A VSL nos
tratamentos TO (61,3 p3/ms), T1 (60,6p/ms), T2 (58,1w/ms) e T3 (57,8u/ms), ndo foi
diferente (P>0,05). No EXP2 , MT média nos tratamentos TO (35,5%) e T1 (48,8%) diferiu
(P<0,05) sendo T1 superior a TO. O CHIPO nos tratamentos TO (30,1%) e T1 (27,8%) ndo
diferiu (P>0,05) sendo TO igual a T1. Dessa forma, concluimos que a LDL na concentragdo
de 8%, pode substituir a gema de ovo na composi¢do do diluente modificado de Martin et
al.(1979) utilizado para criopreservar s€men eqiiino.



SUMMARY

MARTIN, CARLOS EDUARDO GOMEZ, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2004. Effect of low-density lipoprotein on some functional characteristics of
cryopreserved equine spermatozoa. Advisor: Deschamps, Jodo Carlos.

Egg yolk is one the main substances used in extenders for cryopreservation of equine
semen. Its function is to reduce the cold shock caused by temperature variation during the
freezing-thawing process. However, egg yolk contains substances that can have negative
effects on cryopreservation and can also carry potentially patogenic substances. Benefits
derived from the use of egg yolk are mainly attributed to the presence of low-density
lipoproteins (LDL). LDL act either by incorporating their content of phopholipids and
cholesterol to the spermatozoa plasma membrane or by their association with seminal
plasma proteins, which prevents such proteins to phopholipids and cholesterol from the
spermatozoa plasma membrane. Thus, LDL make spermatozoa plasma membrane more
stable, reducing their sensitivity to cold shock. This study aimed to investigate the effects
of the replacement of the egg yolk in a commercial extender by different concentrations of
LDL on some functional characteristics of cryopreserved equine spermatozoa. In
experiment 1 (EXP1), the control treatment was the Martin et al. (1979) extender (TO)
whereas the LDL treatments had concentrations of 8% (T1), 10% (T2) and 12% (T3). We
used semen from five thoroughbred stallions with known fertility presenting at least 70% of
sperm motility, sperm vigor of 3 and at most 30% of morphological sperm abnormalities.
Semen was collected with a Hannover artificial vagina and immediately separated from its
gel portion. After measument of the volume, the semen was centrifugated at 800 g during 5
m with G-DETA extender to eliminate seminal plasma. The pellet was divided in 4
fractions, one for each treatment (TO0), (T1), (T2), and (T3). Sperm cells concentration was
adjusted to 200 x 10° per ml and place in to 0,5 ml straws. Straws were put in a TK 3000®
freezing machine, with cooling at 5°C, followed by reduction to -120°C. After wards,
straws were immersed in liquid Nitrogen. In Experiment 2 (EXP2), we used semen from 3
Crioulo bred stallions, and the same procedures used in EXPI, although semen
centrifugation was done without G-EDTA and sperm concentration was adjusted to 50 x
10° spermatozoa/ml. In EXP 2, (T0) used the Martin et al. extender in the control group
(TO) compared against its replacement by 8% LDL (T1). In both EXP1 and EXP2, thawing
was done in water-bath at 37°C during 30 s. In EXP1, semen samples were submitted to
analysis through the Computer-Assisted Semen Analysis (CASA), with evaluation of: total
Motility (MT); speed of trajectory in w/ms (VAP); curvilinear speed in p/ms (VCL); and
progressive speed in wms (VSL). In EXP2, the characteristics evaluated were MT and
response to hypoosmotic swelling test (CHIPO). The dependent variables were submitted
to repeated measures analysis of variance, with comparisons of means by LSD test. In
EXP1, mean MT% did not differ (P > 0,05). among treatments: TO (23,3%); T1 (18,0%);
T2 (15,1%); and T3 (16,9%). VAP for TO (86,0u/ms) was higher (P < 0,05) than for T2 and
T3 (77,2 and 77,9u/ms, respectively), but did not differ (P > 0,05) from T1 (81,5u/ms).
However, VAP was similar for T1, T2 and T3 (P > 0,05). VCL did not differ (P > 0,05), for
TO (158,2p/ms) and T1 (147,3uw/ms), but it was higher (P<0,05) for TO than for T2
(138,2/ums) and T3 (141,8/ums). VSL did not differ (P > 0,05) across treatments: TO (61,3
u3/ms); T1 (60,6p/ms); T2 (58,1u/ms); and T3 (57,8w/ms). In EXP2, MT in T1 (48,8%)



X

was higher (P < 0,05) than in TO (35,5%), although no differences (P > 0,05) were observed
in the response to CHIPO: TO (30,1%); and T1 (27,8%). Therefore, LDL at 8% can replace
egg yolk in the composition of the Martin et al.(1979) extender for cryopreservation of
equine semen, without detrimental effects for semen quality.



INTRODUCAO GERAL

As biotécnicas reprodutivas tém sido utilizadas na espécie eqiiina, embora
ainda sejam restritas a algumas associagdes de raca, tais como a “American Quarter Horse
Association” ¢ a “American Paint Horse Association”. No Brasil a Associa¢ao Brasileira
de Criadores de Cavalo Quarto de Milha, Apaloosa, Paint Horse, Mangalarga Marchador e
com algumas restri¢des da raca Crioula permitem, o uso de algumas biotécnicas. Segundo
Long [1], a industria do cavalo ainda apresenta um grande desafio para a aplicagdo das
técnicas de reprodugdo assistida. Entre essas técnicas, a mais comum ¢ a inseminacao
artificial (IA). O sucesso da conservacdo do sémen na inseminag¢do artificial passou a ser
importante para a criagdo de cavalos [4]. Varios protocolos foram descritos para a
manipulagdo do sémen, dentre eles o de criopreservagdo publicado por Nishikawa [2] e
Martin et al. [3]. Em uma revisdo publicada por Loomis [5], sobre a induastria do sémen
congelado eqiiino, as seguintes vantagens sao relacionadas; (a) o garanhao nao precisa estar
presente no momento da IA da égua, podendo estar disponivel para outras atividades; (b)
doengas, lesdes ou a morte do garanhdo nao impedem que as éguas sejam inseminadas; (c)
o sémen pode ser transportado com antecedéncia e mantido no haras até o0 momento 6timo
da IA; (d) ha possibilidade de comercializacao internacional; (e) o processamento do sémen
congelado por laboratorios especializados pode reduzir a variabilidade da qualidade quando
comparado com o sémen refrigerado; (f) menos sémen ¢ desperdi¢ado, pois todo sémen
coletado ¢ processado e armazenado, resultando entre 10 e 12 doses por ejaculado. Ja com
o sémen refrigerado o s€émen ¢ coletado e transportado para IA de uma ou duas éguas e o
restante do sémen ¢ descartado Entretanto, o0 mesmo autor cita algumas desvantagens da
utilizacdo do sémen congelado, entre elas: (a) a menor fertilidade em alguns garanhdes
quando comparada com o sémen refrigerado; (b) mais especializagdo é necessaria para
processar o s€émen quando comparado com o sémen refrigerado; (c) o custo do transporte
do botijao com sémen congelado ¢ superior ao container com sémen refrigerado; (d) se o
sémen congelado ¢ comercializado com um ntmero limitado de doses inseminantes por
ciclo, o custo de manejo da égua ¢ superior ao sémen refrigerado, necessitando exames

mais freqilientes, pois o sémen tem menor longevidade na égua. Portanto, ha necessidade de



aproximar o momento da IA com o da ovulagdo; (e) a selecdo das éguas deve ser mais
restrita quando IA com sémen congelado.

A taxa de prenhes média por ciclo, em éguas IA com sémen congelado, situa-se
entre 30 e 40%, com uma grande variagdo entre garanhodes [6]. J& Loomis [5] obteve uma
taxa de prenhes no primeiro ciclo da estacdo reprodutiva, utilizando sémen de eqiiino
congelado entre 51,3% e 75,6%, respectivamente, sendo que dados obtidos na estacdo
reprodutiva foram comparaveis aos obtidos com sémen refrigerado.

A congelabilidade do sémen, definida como o ntimero de ejaculados selecionados /
numero total de ejaculados, de 161 diferentes garanhdes analisados por Vidament et al. [7],
mostrou que 19, 10 e (27 a 24) % tiveram congelabilidade, entre 0 e 33%, 33 e 66% e mais
de 66%, respectivamente. No processo de criopreservacdo, a interacdo entre
espermatozdide e o meio que esta a seu redor, ¢ um dos fatores cruciais que afeta a
preservagdo, a integridade e a habilidade de fertilizacdo [8]. Além de outros fatores como,
meio adequado com caracteristicas fisico-quimicas ideais, uma curva de congelamento
adequada e a descongelacdo compativel com o processo de congelagdo, que combinados,
otimizam o processo de criopreservagdo. Os diluentes utilizados para preservacdo dos
espermatozdides durante o processo de congelagdo, contém em sua formula 4gua, como um
solvente para o sémen e os componentes do diluente, monossacarideos, como substratos
energéticos, substancias i0nicas e ndo-idnicas que atuam como tampdes e reguladores da
osmolaridade, compostos organicos: gema de ovo, leite desnatado e o glicerol, os quais sdo
classificados como crioprotetores ndo-penetrantes e penetrantes respectivamente. Portanto,
as substancias que compodem a formula dos diluentes, sdo fundamentais para que a técnica
tenha éxito.

A gema de ovo, crioprotetor ndo-penetrante, ¢ uma das substancias freqiientemente
utilizada nos diluentes para a criopreservacao dos espermatozoides dos mamiferos, visando
a protecao das células durante o processo de congelamento e descongelamento, evitando
assim, o choque térmico [9]. As desvantagens desses diluentes que usam a gema de ovo
integral sdo atribuidas a opacidade Optica, causada pelos granulos formados, que dificultam
o exame imediato a avaliagdo microscopica, o prejuizo causado a respiracdo do
espermatozdide [10], a diminui¢do da motilidade [11] e, ainda, podem transportar

microorganismos patogénicos [12]. A sobrevivéncia dos espermatozdides apds o processo



de criopreservagao requer a solu¢do de uma equagdo multifatorial envolvendo variaveis
como a integridade de cada compartimento celular, membrana plasmatica, acrossomo,
mitocondria, citoesqueleto, nicleo e glicocalice [13].

Evidéncias indicam, segundo caracterizagdo bioquimica feita por Banaszak et al.
[14] e Kuksis [15], que a agdo protetora dos diluentes que usam a gema de ovo ¢ atribuida a
fracdo lipoprotéica de baixa densidade (LDL) [8]. A LDL ¢é composta por 12% de
proteinas, 87% lipidios e apresenta um formato esférico medindo aproximadamente 35um.
A LDL ¢ extremamente soluvel em meios a base de agua, devido a sua baixa densidade, e
nao precipita apds algumas horas, promovendo um filme interfacial entre os acidos graxos e
a agua [16].

Bergerom et al [17] comprovaram que a LDL promove a incorporagdo de
fosfolipidios e colesterol a membrana e, também, previne a saida de fosfolipidio e
colesterol da membrana espermatica, através da formagdo de um complexo com as
proteinas do plasma seminal [8,17]. Dessa forma, impede-se que as proteinas do plasma
seminal fiquem disponiveis para atuarem na membrana espermatica, evitando assim o
efluxo de fosfolipidios [18,17] e colesterol [17], conferindo a célula espermdtica maior
resisténcia ao choque térmico.

A acdo crioprotetora da LDL, similar a da gema de ovo, quando utilizada nos
diluentes de criopreservacao, tem sido comprovada na espécie eqiiina [19], bovina [9,20],
suina [21], canina [22], peixes [23] e em outras espécies [24].

As evidéncias descritas nos trabalhos citados sugerem que a LDL pode substituir a
gema de ovo integral na formulacdo dos diluentes utilizados na criopreservagao do
espermatozdide eqiiino. Os experimentos realizados no presente trabalho, visaram
determinar os efeitos da substituicdo da gema de ovo integral, pela LDL purificada em

diferentes concentragdes sobre: Motilidade Total (MT), Velocidade de Trajeto (VAPWms),

Velocidade Curvilinear (VCLpwms), Velocidade Progressiva (VSLu/ms) e o Choque
Hiposmotico (CHIPO%).
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Resumo

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da substituicdo da gema de ovo integral
em um diluente utilizado em larga escala, pela LDL em diferentes concentragdes, sobre
algumas caracteristicas funcionais dos espermatozéides eqiiinos criopreservados. No
experimento 1 (EXP1) foi utilizado o diluente modificado de Martin et al. (1979) TO, e a
substituicdo da gema de ovo integral no TO pela LDL purificada nas concentragdes de 8%
T1, 10% T2 e 12% T3. Sémen de cinco garanhdes da raca Puro Sangue Inglés foram
utilizados, cujos ejaculados possuiam motilidade > 70%, vigor > 3 e patologias < 30%,
além da fertilidade conhecida. O sémen foi colhido com o auxilio da vagina artificial
modelo Hannover separado da por¢do de gel, o volume foi mensurado, e centrifugado a 800
X g/5min com o diluente G-EDTA, eliminando o plasma seminal. O pellet formado foi
dividido em 4 porgdes iguais e adicionado os 4 tratamentos (TO, T1, T2, T3). A
concentracdo de células espermaticas foi ajustada para 200 x 10° espermatozdides/ml. Para
o acondicionamento do sémen foram usadas palhetas francesas de 0,5ml. As palhetas foram
colocadas em uma maquina de congelacdo (TK 3000®), e a curva seguiu um padrdo de
resfriamento até 5°C e, posteriormente, até¢ -120°C, onde foram colocadas diretamente no
nitrogénio liquido. No experimento 2 (EXP2) foram utilizados sémen de 3 garanhdes da
raca Crioula, utilizando os procedimentos de colheita e congelamento descritos no EXP1,
entretanto, a centrifugacdo do sémen foi realizada sem a adi¢cdo do diluente G-EDTA e a
concentragdo espermatica foi de 50 x 10 6 espermatozdides/ml. No EXP2 foi utilizado o TO,
e a LDL purificada na concentracio de 8% Tl no lugar da gema de ovo. O

descongelamento do sémen foi realizado em banho-maria a 37°C / 30s EXP1 e EXP2. No



EXP1 as amostras foram submetidas a andlise computadorizada (Computer- Assited
Semen Analysis - CASA), onde foram observadas a Motilidade Total (MT%), Velocidade
de Trajeto (VAPWwms), Velocidade Curvilinear (VCLw/ms) e Velocidade Progressiva
(VSLw/ms). No EXP2 foram avaliadas a Motilidade Total (MT%) e a integridade da
membrana, choque hiposmotico, (CHIPO%). As variaveis respostas foram analisadas
através do programa Statitix®, utilizando a andlise da varidncia com medidas repetidas e
comparagao de médias pela diferenga minima significante (LSD). No EXP1 a MT% média
nos tratamentos TO (23,3%), T1 (18,0%), T2 (15,1%) e T3 (16,9%), ndo diferiram entre si
(P>0,05). A VAP nos tratamentos TO (86,0u/ms) e T1 (81,5u/ms) ndo diferiu (P>0,05). O
TO foi superior (P<0,05) aos tratamentos T2 (77,2w/ms) e T3 (77,9w/ms), entretanto, o T1,
T2 e T3 foram iguais (P>0,05). A VCL nos tratamentos T0 (158,2u/ms) e T1 (147,3w/ms)
nao diferiu entre si (P>0,05), entretanto, o TO fo1 superior (P<0,05) aos tratamentos T2
(138,2/ums) e T3 (141,8/ums). A VSL nos tratamentos TO (61,3 u3/ms), T1 (60,6p/ms),
T2 (58,1p/ms) e T3 (57,8u/ms), ndo foi diferente (P>0,05). No EXP2 a MT média no
tratamento TO (35,5%) foi inferior (P<0,05) ao T1 (48,8%). O CHIPO% nos tratamentos TO
(30,1%) e T1 (27,8%) nao diferiu entre si (P>0,05) sendo TO igual a T1. Dessa forma,
concluiu-se que a LDL na concentracdo de 8%, pode substituir a gema de ovo na
composic¢ao do diluente modificado de Martin et al. (1979) utilizado para criopreservar o

sémen eqiiino.

Palavras chaves: sémen, eqiiino, LDL, criopreservagao

1. Introducdo

Um dos primeiros relatos de uso de uma das biotécnicas da reproducdo que se tem
conhecimento, provém de textos arabes do séc XIV [1], foi a primeira inseminacao
artificial com sémen a fresco em cavalos. O processo de criopreservagdo (congelamento e
conservagdo) de s€émen ocorreu acidentalmente em 1949 quando foi verificado-se que,
espermatozdides congelados com diluentes contendo glicerol, permaneciam vidveis apds o

descongelamento [26]. Mais tarde, Barker e Gardier [27], relatam o sucesso ao obter uma



prenhez em eqiiinos com sémen congelado. Posteriormente, na década de 60, pesquisadores
japoneses [2] conseguiram congelar e conservar o sémen a —70°C.

A espécie eqiiina apresenta baixas taxas de natalidade, entre 50 a 60% [28]. Os
indices reprodutivos de poneis em liberdade nas ilhas da costa de Maryland e Virginia,
Estados Unidos, demonstraram uma porcentagem de paricdo de 57,1 + 3,9% [29]. A
utilizacdo de biotécnicas da reproducdo para incrementar esses indices determinou o uso [A
e varios protocolos foram descritos para a manipulacdo do sémen, dentre eles a
criopreservacao descrita por Nishikawa [2]. Sendo assim, o sucesso da conservacdo do
sémen na inseminacao artificial passou a ser importante para a criagdo de cavalos [30].

Esté evidente que, a interagdo entre espermatozdide e o meio que estd a seu redor, €
um dos fatores cruciais que afetam a preservagdo, integridade e habilidade de fertilizacao
dos espermatozoides [8]. No processo de criopreservagdo além de outros fatores, as
substancias que compdem a férmula dos diluentes, sdo fundamentais para que a técnica
tenha éxito. A gema de ovo, crioprotetor ndo-penetrante, ¢ uma das substancias que
freqlientemente ¢ utilizada nos diluentes para a preservacdo dos espermatozodides dos
mamiferos visando a protecdo das células durante o processo de congelagdo e
descongelamento, evitando assim, o choque térmico [9]. Evidéncias indicam, segundo
caracterizagdo bioquimica feita por Banaszak et al e Kuksis [14,15] que, a acdo protetora
dos diluentes que usam a gema de ovo, ¢ atribuida a frag¢do lipoprotéica de baixa densidade
(LDL) [8]. Especulava-se que ocorria a ligagdo entre a LDL e a membrana espermatica [8].
Bergerom et al. [17] comprovaram que a LDL promove a entrada de fosfolipidio e
colesterol para a membrana e, também, previne a saida de fosfolipidio e colesterol da
membrana espermatica, formando um complexo com as proteinas do plasma seminal
[8,17]. Dessa forma, impede-se que as proteinas do plasma seminal fiquem disponiveis para
atuarem na membrana espermatica, evitando assim o efluxo de fosfolipidios [17,18] e
colesterol [17], conferindo a célula espermatica maior resisténcia ao choque térmico. Os
fosfolipidios que se ligam a membrana plasmatica como a fosfatidilcolina (lecitina), e
componentes de alguns diluentes como a glicose, possuem um efeito energético e garantem
a protecao da célula [31,32].

As desvantagens desses diluentes que usam a gema de ovo integral sdo atribuidas a

opacidade Optica, causada pelos granulos formados, que dificultam o exame imediato a



avaliacdo microscOpica, o prejuizo causado a respiragdo do espermatozdide [10] a
diminui¢do da motilidade [11] e ainda podem transportar microorganismos patogénicos
[12]. Tais particularidades podem ser melhoradas se utilizarmos a fracdo de LDL em
substitui¢do a gema integral dos diluentes, mesmo sabendo que a industria do cavalo
apresenta um grande desafio para a aplicagdo das técnicas de reproducdo assistida [33]. O
presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da substituicdo da gema de ovo
integral, em um diluente utilizado em larga escala, pela LDL em diferentes concentragdes,

sobre algumas caracteristicas funcionais dos espermatozoides eqiiinos criopreservados.

2. Material e métodos
Este trabalho foi dividido em dois experimentos. No experimento 1 (EXP1), foi
avaliada a substitui¢do da gema de ovo integral, componente do diluente modificado de
Martin et al.(1979) [3] (TO0), pela lipoproteina de baixa densidade (LDL) nas concentragdes
de 8% (T1), 10% (T2) e 12% (T3). No experimento 2 (EXP2), foi comparado o diluente
(T0) a LDL 8% (T1).

2.1. Local

Os experimentos foram conduzidos na regiao Sul do Rio Grande do Sul, nos municipios
de Bagé EXP I e Herval EXP II. As analises, Motilidade Total (MT), Velocidade de Trajeto
(VAPw/ms), Velocidade Curvilinear (VCLu/ms) e Velocidade Progressiva (VSLu/ms),

foram feitas em Sao Paulo na UNESP (Botucatu).

2.2, Animais

No EXP1 foram selecionados 5 garanhdes da raga Puro Sangue Inglés onde cada
garanhdo foi coletado 4 vezes e o sémen submetido a 4 tratamentos. A idade média entre os
animais foi de 7 a 10 anos ¢ a fertilidade era conhecida. Os animais foram mantidos em
pastoreio e suplementados com ragdo comercial para manutengao da condigdo corporal. No
EXP2, o processo de selecdo e alimentacdo foi semelhante ao EXP1. Trés animais da raga
Crioula foram selecionados cada animal foi coletado 7 vezes e o s€émen submetido a dois

tratamentos.



2.3. Avaliacdo seminal para selecdo e pré congelacdo

Nos dois experimentos, o sémen foi avaliado segundo padroes do CBRA, motilidade
progressiva (> 70%) e patologia espermatica (< 30%) [33]. O exame de motilidade foi
realizado de modo subjetivo através de microscopia Optica (aumento de 200x), utilizando-
se aproximadamente 10ul em lamina sob laminula, ambas pré-aquecidas a 37°C. A
morfologia espermadtica foi avaliada através de contagem de 100 células em lamina iimida
corada com eosina e classificada como espermatozdéide normal ou espermatozoide com
anormalidade. Apds o exame, os garanhdes que atingiram o padrdo foram selecionados para
0s experimentos.

As avaliagdes de motilidade (percentagem de células moveis) e morfologia espermatica
foram feitas logo apds a coleta do sémen com a finalidade de sele¢do e imediatamente antes

de cada processo de congelacao.

2.4.  Coleta e preparacdo do sémen para congelacéo

Para a coleta do sémen foi usada a vagina artificial modelo Hannover e imediatamente
apds a coleta o sémen novamente foi submetido a avaliagdo conforme CBRA [33]. No
EXP1 o ejaculado foi filtrado e diluido na propor¢do 1:1 (V/V) com o diluente para
centrifugacdo, G-EDTA (TABELA 1) [3]. No EXP2, o sémen nao foi diluido e sim
centrifugado no proprio plasma seminal. A velocidade de centrifugagao foi de 800 x g/5min
seguindo o protocolo proposto por Papa et al. [34]. O pellet formado apos a centrifugagao,
no EXP1 foi ressuspendido nos tratamentos, TO, T1, T2 e T3, (TABELA 2) sendo a
concentracdo ajustada para 200 x 10° sptz/ml. No EXP2 foi ressuspendido nos tratamentos

TO e T1 e a concentragdo ajustada para 50 x 10 sptz/ml.



TABELA 1 — Composi¢ao do diluente G-EDTA para centrifugacao do sémen EXP1

Componentes Quantidade
Glicose (g) 11,99
Citrato de Na 2H (g) 0,74
EDTA 2 Na (g) 0,74
Bicarbonato de Na (g) 0,24
Antibiotico (UI) 100.000
Agua gsp (ml) 200

2.5.  Processamento do sémen

O sémen foi envasado em palhetas de 0,5 ml e logo colocadas na maquina de
congelacdo modelo TK 3000® que seguiu a curva padrdo (resfriamento e congelacao) [36].
O resfriamento iniciou a temperatura ambiente, baixando 0,25°C/ min até chegar a 5°C
onde acontece uma estabilizagdo do diluente e, posteriormente, da inicio a curva de
congelacdo que possui dois estagios. No primeiro estagio da congelagdo, a temperatura
baixa 15°C/ min e, no segundo estagio, passa a baixar 10°C/ min até atingir a temperatura
de -120°C, onde termina o processo de congelacdo com a colocagdo das palhetas direto no
nitrogénio liquido, a uma temperatura equivalente a -196°C [36]. Esse processo leva
aproximadamente de uma a duas horas visando a diminuicao do efeito causado pelo choque

térmico.

TABELA 2- Composicao dos diluentes utilizados no EXP1

Componentes TO Tl T2 T3
Sol. Lactose 11% (ml) 50 50 50 50
G-EDTA (ml) 24 24 24 24
Gema de ovo (ml) 20 - - -
LDL (%) - 8 10 12
Glicerol (ml) 5 5 5 5
Antibiotico (UI) 100.000 100.000 100.000 100.000
Agua bidestilada (ml) 100 100 100 100

T0=Modificado de Martin et al.(1979); T1=LDL8%; T2=LDL10%; T3=LDL12%
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2.6.  Descongelamento e Avaliacao

As palhetas foram descongeladas a 37°C / 30s como descrito por Dell aqua [37]. No
EXP1 foi usado o processo de avaliagdo computadorizada (Computer-Assisted Semen
Analysis - CASA), desenvolvido por Hamilton Thorne Research, USA [38]. Os parametros
usados para ajuste do aparelho a espécie eqiiina foram seguidos conforme o manual de
operacdes do aparelho [38] e segundo o padrio de rotinas ja estabelecidos, no Laboratdrio
de Reprodugdo da UNESP- Campus de Botucatu, onde o aparelho encontrava-se. Segundo
Arruda [13], os parametros sao baseados em calculos fisico-matematicos utilizados em
engenharia de computagdo e de dificil tradu¢do para a linguagem cientifica utilizada
rotineiramente por andrologistas. A analise computadorizada do sémen de mamiferos
segundo Dell’aqua [37] é usada desde 1987 e, em eqiiinos, também [13,39,40,41,42]. Para
o EXP1 os padroes usados foram: Motilidade total (MT%); Velocidade de Trajeto
(VAPu/ms); Velocidade Curvilinear (VCLwms) e Velocidade Progressiva (VSLpwms).
Como padrao, foram utilizados os parametros descritos por Arruda [13] encontram-se na
(TABELA 3). As amostras foram submetidas a andlise computadorizada que as processou

em 3 diferentes campos microscopicos e o resultado foi visualizado na tela.

TABELA 3- Parametros da motilidade do sémen eqiliino criopreservado com diluente

modificado de Martin et al. [3] e avaliados pelo sistema CASA.

Parametros Padroes
Motilidade Total (MT%) (=30)
Velocidade de Trajeto (VAPp/ms) (265)
Velocidade Curvilinear (VCLp/ms) (=110)
Velocidade Progressiva (VSLu/ms) (=57)
Arruda [13]

No EXP2 as avaliagcdes de motilidade foram feitas de modo subjetivo através de
microscopia Optica (aumento de 200x, com contraste de fase), utilizando-se,
aproximadamente, 10pl em lamina sob laminula, ambas pré-aquecidas a 37 °C. O teste de

integridade de membrana, avaliado pelo choque hiposmético (CHIPO), foi realizado
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segundo Dell’Aqua [43]. Uma gota de sémen foi diluida em dezenove gotas de agua
bidestilada (1:20) com osmolaridade O0mOsmol/Kg aquecida a 37°C e logo levada ao
microscopio Optico, contagem de 200 células, para a identificacdo das lesdes de cauda
causadas pela diferenca de osmolaridade. Uma aliquota de s€émen também foi retirada para
que a morfologia espermatica fosse feita. Com estes dois resultados através do diferencial
existente entre as células com patologia de cauda, e as que tiveram a cauda dobrada pela

osmolaridade 0, expresso em percentagem, obteve-se o resultado do teste CHIPO.

2.7.  Analise estatistica
Os dados foram analisados segundo o programa Statistix® [44] através da analise da
varidncia com medidas repetitivas e, a comparacdo de médias, pela diferenca minima

significante (LSD).

3. Resultados

Experimento 1:

As médias da motilidade e velocidades analisadas no (CASA) (TABELA 4),
demonstraram que a MT dos espermatozédides nos tratamentos TO (23,3%), T1(18%),
T2(16,9%) e T3(15,1%) ndo diferiram entre si (P>0,05). O padrao VAP dos tratamentos TO
(86,0u/ms) e T1 (81,5u/ms) nao diferiu (P>0,05). Entretanto o TO foi superior (P<0,05) aos
tratamentos T2 (77,2w/ms) e T3 (77,9u/ms), enquanto que o T1, T2 e T3 foram iguais
(P>0,05). A VCL dos tratamentos TO (158,2pu/ms) e T1 (147,3u/ms) ndo diferiu entre si
(P>0,05), entretanto, o TO foi superior (P<0,05) aos tratamentos T2 (138,2/ums) e T3
(141,8/ums). A VSL dos tratamentos TO (61,3 u3/ms), T1 (60,6p/ms), T2 (58,1w/ms) e T3
(57,8u/ms), nao foi diferente (P>0,05).



12

TABELA 4- Valores médios da motilidade total e velocidades de trajeto, curvilinear e

progressiva dos espermatozoides eqiiinos criopreservados.

Variaveis TO (n=20) T1(n=20) T2 (n=20) T3 (n=20)
Motilidade Total (MT%) 233 a 18,0 a 16,9 a 15,1 a
Velocidade de Trajeto (VAPu/ms) 86,0 a 81,5 ab 77,9 b 72,5b
Velocidade Curvilinear (VCLw/ms) 158,2 a 147,3 ab 141,8 b 138,2 b
Velocidade Progressiva (VSLu/ms) 61,3a 60,6 a 58,1a 57,8 a

Meédias dentro da mesma linha com letras diferentes diferem entre si estatisticamente (P<0,05)
T0=Modificado de Martin et al. [3]; T1=LDL8%; T2=LDL10%; T3=LDL12%

Experimento 2:
A analise das médias da MT no tratamento TO (35,5%) foi inferior (P<0,05) ao T1
(48,8%) e o teste de integridade de membrana, avaliacdo através do CHIPO, nos

tratamentos TO (30,1%) e T1 (27,8%) ndo diferiram entre si (P>0,05) (TABELA 5).

TABELA 5- Valores médios da motilidade total MT% e média do choque hiposmético
CHIPO %

Padroes TO (n=21) T1 (n=21)
Motilidade (%) 355b 48,8 a
CHIPO % 30,1a 27,8 a

Meédias dentro da mesma linha com letras diferentes diferem entre si estatisticamente (P<0,05)
TO= Modificado de Martin et al. [3]/ T1=LDL8%

4. Discussao

Com base nos experimentos realizados, recomenda-se a adigdo de 8% LDL em
substitui¢do a gema de ovo integral, componente original descrito no diluente modificado
de Martin et al. [3]. Segundo caracteriza¢dao bioquimica feita por Banaszak et al [14] ¢
Kuksis [15], a agdo protetora dos diluentes que usam a gema de ovo ¢ atribuida a fragao
lipoprotéica de baixa densidade (LDL) [8]. A LDL ¢ composta por 12% de proteinas, 87%
lipidios e apresenta um formato esférico medindo aproximadamente 35um. A LDL ¢

extremamente solivel em meios a base de agua, devido a sua baixa densidade, ¢ ndo
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precipita apds algumas horas, promovendo um filme interfacial entre 4cidos graxos e a dgua
[16].

Especulava-se que ocorria a ligacdo entre a LDL e a membrana espermatica [8].
Bergerom et al [17] comprovaram que a LDL promove a entrada de fosfolipidio e
colesterol para a membrana e, também, previne a saida de fosfolipidio e colesterol da
membrana espermadtica, formando um complexo com as proteinas do plasma seminal
[8,17]. Dessa forma, impede que as proteinas do plasma seminal fiquem disponiveis para
atuarem na membrana espermatica evitando, assim, o efluxo de fosfolipidios [18,17] e
colesterol [17], conferindo a célula espermatica maior resisténcia ao choque térmico. A
acdo crioprotetora da LDL, similar a da gema de ovo, quando utilizada nos diluentes de
criopreservacdo, tem sido comprovada na espécie eqiiina [19], bovina [9,20], suina [21],
canina [22], peixes [23] e em outras espécies [24].

O sistema de analise computadorizada do sémen (CASA) ¢, segundo alguns autores
[45,46,47], o método mais moderno e preciso de analisar o movimento dos
espermatozdides e, além disso, o sistema permite, em poucos segundos, efetuar o exame de
varios parametros espermaticos. Arruda [13] concluiu que para o sémen eqiiino
criopreservado com o diluente modificado de Martin et al. [3] os valores minimos
desejaveis sdo: Motilidade Total (= 30 %); Velocidade de Trajeto (VAP > 65 wms);
Velocidade Curvilinear (VCL > 110 p/ms) e Velocidade Progressiva (VSL > 57 p/ms).
No EXP1 constatou-se que a MT foi menor que 30% em todos os tratamentos. Atribui-se
esta baixa motilidade a alta concentracdo de células (200 x 10 ° sptz/ml), existentes nas
amostras, dificultando a analise do padrdo MT, pois o software do CASA, conta como
imdveis as células que estavam agrupadas e em atividade em relagdo as células que
permaneciam em movimento isoladas no campo microscopico. O padrao de MT ¢
calculado sobre a quantidade de células que se movimentam no campo microscopico em
relacdo as que estdo imoveis, podendo particulas do tamanho de uma célula interferir nos
resultados. As outras varidveis analisadas, VAP, VCL e VSL, trajeto relacionados as
células isoladamente, nao foram afetadas pela alta concentracdo, pois as mesmas
apresentaram valores semelhantes aos verificados por Arruda [13].

O EXP2 foi realizado com o objetivo de confirmar que a MT, em fungdo da

concentragdo de células espermadticas na palheta, havia sido prejudicada na avaliagdo pelo



14

sistema CASA, no EXP1 e, que a concentragdo de 8% de LDL (T1), poderia substituir a
gema de ovo integral, no diluente modificado de Martin et al. [3], com a mesma eficiéncia.
Portanto, o tratamento controle (T0) e o tratamento T1, nos quais foram constatados os
melhores valores dos pardmetros de velocidade de trajeto e curvilinear no EXP1, foram
avaliados, utilizando-se s€émen de eqiiinos da raga Criola. Os resultados obtidos no EXP2,
demonstraram a superioridade da MT utilizado-se LDL, no diluente modificado de Martin
et al. [3], em relagdo a gema de ovo integral. Também os resultados de MT observados,
sugerem que a concentracdo de células (200 x 10° sptz/ml) usadas nas palhetas avaliadas no
EXP1, foi prejudicial na avaliacdo do parametro MT quando da utilizagdo do CASA, para
todos os tratamentos.

A média da MT do TO no EXP2, foi semelhante as médias observadas por Martin et al.
(1979) [3] usando o mesmo diluidor, confirmando portanto, a superioridade da utilizagdo da
LDL. Na avaliagdo da integridade de membrana, a média de 29,1% para sémen eqiiino
criopreservado, descrito por Dell’Aqua [43], ¢ compativel com as médias observadas nos
tratamentos realizados no EXP2, confirmando, portanto, a acdo protetora da LDL 8%.

Baseado nos dados obtidos nos dois experimentos realizados, concluiu-se que a LDL na
concentragdo de 8%, pode substituir a gema de ovo integral na composicao do diluente

modificado de Martin et al. [3], utilizado para criopreservar s€émen eqiiino.
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