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RESUMO

O processo de criopreservacao do sémen equino envolve varios procedimentos, incluindo a
acomodacdo das células espermaticas em uma determinada concentracdo. No entanto, na
literatura relata-se a utilizacdo de valores compreendidos em uma ampla faixa de
concentragdo por unidade de volume. Sendo assim, o presente experimento avaliou o efeito de
diferentes concentracbes espermaticas sobre algumas variaveis de qualidade seminal pés-
descongelacdo. Foram utilizados 04 ejaculados de 05 garanhdes de diferentes ragas (n=20),
sendo cada ejaculado congelado em palhetas de 0,5 mL nas concentracfes de 100, 200 e 400
x 10° espermatozéides/mL. Avaliou-se as caracteristicas do movimento espermatico por
exame computadorizado (CASA), integridade da membrana plasmaética empregando as
sondas fluorescentes iodeto de propidio e diacetato de carboxifluoresceina e susceptibilidade
a peroxidacdo lipidica pela técnica de quantificacdo de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS). Foi observado efeito significativo da concentracdo (p<0,05) para as
variaveis de motilidade total, motilidade progressiva, velocidade ao longo de uma trajetoria
meédia, velocidade progressiva, velocidade curvilinear e espermatozoides rapidos, com
superioridade para a criopreservacdo em concentracdes mais baixas. Para as variaveis de
deslocamento lateral de cabega, retilinearidade, linearidade, integridade de membrana
plasmatica e resisténcia ao estresse oxidativo ndo foram constatados efeitos significativos da
concentracdo (p>0,05). Portanto, ao levar em consideracdo as varidveis de cinética
espermatica observou-se que a congelacdo de sémen equino empregando concentracGes mais
baixas pode tornar-se uma pratica benéfica, porém testes de fertilidade devem ser realizados
para avaliar a real superioridade deste procedimento e seu significado biol6gico, pois ao
avaliar outras varidveis como integridade de membrana plasmatica e susceptibilidade ao
estresse oxidativo, ndo foram observados efeitos que justifiquem a adocdo deste
procedimento.
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ANALYSIS OF SPERM KINETICS, PLASMATIC MEMBRANE INTEGRITY AND
RESISTENCE TO OXIDATIVE STRESS IN EQUINE FROZEN SEMEN WITH
DIFFERENT SPERM CONCENTRATIONS

ABSTRACT

The cryopreservation process of equine semen involves many proceedings which includes the
arrangement of sperm cells in a determinate concentration. However in the literature is related
the use of values comprised in a large range of concentration per volume unity. Hence the
present experiment evaluated the effect from different sperm concentrations about some
variables of seminal quality after thaw. Four ejaculates of five stallions were collected, from
breed various (n=20) and each ejaculate was frozen in straws of 0,5mL in concentrations of
100, 200 and 400x10° sptz/mL. It were evaluated the characteristics of sperm movement over
the computer analysis (CASA), plasmatic membrane integrity that employs the fluorescent
probes of propidium-iodide and carboxyfluorescein diacetate and susceptibility of lipid
peroxidation by the technique from quantification thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS). It was observed the significant effect of concentration (p<0,05) from the variables
of total motility, progressive motility, velocity in the average trajectory, progressive velocity,
curvilinear velocity and rapid spermatozoa, with superiority for cryopreservation in lower
concentrations. For the variables of lateral amplitude of head, retilinearity, linearity, plasmatic
membrane integrity and resistance for oxidative stress were not evidenced concentration
significant effects (p>0,05). Therefore by token of the variables from sperm kinetics it was
observed that the freezing of equine semen using lower concentrations should become a
benefic practice, however it should be made fertility tests to evaluate the real superiority of
this proceeding and the biologic meaning, because when others variables like plasmatic
membrane integrity and susceptibility of oxidative stress were evaluated, it were not observed
effects that justify the adoption of this proceeding.

Key-words: stallion, semen, cryopreservation, oxidative stress, concentration

EVALUACION DE LA CINETICA ESPERMATICA, INTEGRIDAD DE LA
MEMBRANA PLASMATICA Y RESISTENCIA AL ESTRES OXIDATIVO EN EL
SEMEN EQUINO CONGELADO CON DIFERENTES CONCENTRACIONES
ESPERMATICAS

RESUMEN

El proceso de criopreservacion de el semen equino envuelve varios procedimientos,
incluyendo la acomodacion de las células espermaticas en una determinada concentracion.
Entretanto, la literatura ha relatado la utilizacion de valores en una amplia faja de
concentracion por unidad de volumen. Asi, el presente trabajo analizé lo efecto de diferentes
concentraciones espermaticas sobre algunas variables de calidad seminal posdescongelacion.
Fueron utilizados cuatro eyaculados de cinco caballos enteros de diferentes razas (n=20),
siendo cada eyaculado congelado en pajuelas de 0,5mL en las concentraciones de 100, 200 y
400x10° espermatozoides/ml. Las caracteristicas del movimiento espermatico fueron
evaluadas a traves de andlisis computarizados (CASA), integridad de la membrana plasmatica
utilizando sondas fluorescentes de propidio y diacetato de carboxifluoresceina vy
susceptibilidad a la peroxidacion lipidica por la técnica de cuantificacion de substancia
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reactiva al &cido tiobarbitdrico (TBARS). Fue observado efecto significativo de la
concentracion para las variables de motilidad total, motilidad progresiva, velocidad a lo largo
de una trayectoria media, velocidad progresiva, velocidad curvilinear y espermatozoides
rapidos, con superioridad para la criopreservacion en concentraciones mas bajas. Para las
variables de dislocacion lateral de cabeza, retilinearidad, linearidad, integridad de la
membrana plasmética y resistencia al estrés oxidativo no fueron constatados efectos
significativos de la concentracion. Por lo tanto, a llevar en consideracion las variables de
cinética espermatica fue observado que la congelacion de semen equino empleando
concentraciones mas bajas puede se tornar una practica benéfica, pero testes de fertilidad
deben ser realizados para evaluar la real superioridad de este procedimiento y su significado
bioldgico, pues al evaluar otras variables como integridad de la membrana plasmatica y
susceptibilidad al estrés oxidativo no fueron observados efectos que justifiquen la adopcion de
este procedimiento.

Palabras-clave: Caballo entero, Semen, Criopreservacion, Estrés Oxidativo, Concentracion.
INTRODUCAO

A biotecnologia de criopreservacdo do sémen tem sido utilizada comercialmente ha
mais de meio século dentro da bovinocultura de leite, proporcionando grandes avancos neste
segmento. Tal sucesso ndo tem sido observado na reproducdo de eqlinos, provavelmente
devido a auséncia de selecdo genética para caracteristicas de fertilidade e resisténcia
espermatica a congelacdo em conjunto com fatores biofisicos e bioguimicos caracteristicos
dos espermatozoides da espécie equina (1-3).

Enquanto um namero crescente de associacGes de raca aprova 0 uso de sémen
congelado, a aplicagdo desta técnica vem se difundindo em passos muito mais lentos do que o
sémen refrigerado (4).

Destacam-se entre as vantagens do uso do sémen congelado a manutengdo de éguas e
potros em suas propriedades; auséncia de fatores limitantes associados a logistica para a
distribuicdo do sémen, como acontece com o sémen refrigerado; possibilidade dos garanhdes
participarem de eventos durante a estacdo de coberturas; realizacdo de inseminacdes mesmo
em decorréncia de doencas, lesdes ou 6bitos dos garanhbes; compatibilidade com distribuicéo
internacional; formacdo de um banco genético e disponibilidade deste por tempo
indeterminado (1, 3-5).

Por outro lado, entre as desvantagens ha deficiéncias no estabelecimento de padrdes de
qualidade e controle das doses de sémen comercializadas, grande variabilidade na qualidade
do sémen pos-descongelacdo e taxas de prenhez inferiores quando comparadas a monta
natural e inseminacdo com sémen refrigerado para muitos garanhdes (1, 3, 4, 6).

Os processos de congelacdo e descongelacdo provocam, entre outras alteracdes,
desestabilizacdo das membranas devido a reorganizagdo e perda de lipidios conjuntamente
com peroxidacdo lipidica em decorréncia da acdo de espécies reativas de oxigénio. Esses
eventos podem afetar fungdes esperméaticas como motilidade, resposta ao estresse osmotico e
mecanismos de sinalizacdo, comprometendo a habilidade dos espermatozoides de alcangarem,
ligarem e reagirem com a zona pelucida (7).

Atualmente, ndo ha padronizacdo de um protocolo para congelacdo de sémen equino,
tornando-se tendéncia a ado¢do de protocolos individuais para cada garanhdo (3). Dentre
variagdes nos procedimentos encontra-se 0 numero de espermatozoides envasados por
unidade de volume (20 a 1600 x 10° de espermatozoéides/mL). Porém, alguns estudos
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avaliando o efeito da concentracdo espermatica sobre a viabilidade celular pos-descongelagéo,
demonstraram resultados divergentes (6, 8-15).

A utilizacéo de altas concentracfes espermaticas para a congelacdo pode ser prejudicial
devido a limitagdo de canais que possam acomodar um numero elevado de espermatozoides
em tais amostras (16). Contudo, o emprego de altas concentracdes espermaticas para o
acondicionamento das amostras de sémen congelado torna-se interessante por proporcionar a
utilizacdo de um nimero menor de palhetas por dose inseminante e facilitar o procedimento
de inseminacé&o artificial (15).

Por outro lado, biotecnologias emergentes como a sexagem espermatica e inseminacoes
com dose reduzida se beneficiariam de procedimentos que maximizassem o potencial
fertilizante de amostras criopreservadas com um ndmero reduzido de células espermaticas
(14).

Dessa forma, o presente experimento avaliou o efeito de diferentes concentracGes
espermaticas sobre a qualidade do sémen pos-descongelacdo, incluindo caracteristicas do
movimento espermatico, integridade da membrana plasmatica e susceptibilidade ao estresse
oxidativo sobre lipidios como métodos de avaliacéo.

MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizados 05 garanhdes, de racas variadas (Arabe, Hannoverano, Mangalarga
Marchador, Quarto de Milha e Westfallen), sob regime regular de colheita de sémen,
pertencentes ao Centro de Reproducéo e Biotecnologia Equina — “CERBEQ”, vinculado ao
Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia — UNESP — Campus de Botucatu, SP.

Colheita dos ejaculados

As colheitas de sémen foram realizadas em manequim com vagina artificial modelo
“Botucatu” (Biotech Botucatu/ME Ltda., Botucatu, SP, Brasil). Foram colhidos 04 ejaculados
de cada garanh&o (n=20).

Processamento e criopreservagdo das amostras

Apbs a colheita, o sémen foi filtrado para remocdo da fracdo gel e de sujidades,
avaliando-se na fracdo livre de gel a concentracdo espermatica, em camara de Neubauer. Os
parametros de cinética espermatica foram avaliados em um analisador computadorizado dos
movimentos esperméticos - CASA (HTM-IVOS 12; Hamilton-Thorne Research, Danvers,
MA, USA) depositando uma aliquota de 10 pL de sémen em uma camara de Makler (Makler
Counting Chamber®, Sefi-Medical Instruments ltd., Haifa, Israel) pré-aquecida a 37°C. Em
cada amostra avaliou-se no minimo 500 células e somente os ejaculados com motilidade total
igual ou superior a 60% foram utilizados para criopreservacao.

Para criopreservacdo dos ejaculados empregou-se a técnica descrita por Papa et al. (17),
na qual cada ejaculado foi diluido em meio diluente & base de leite e glicose (Botu-Sémen®,
Biotech Botucatu/ME Ltda., Botucatu, SP, Brasil) em uma proporcao de 1:1 (meio:sémen) e
centrifugado a 600xg por 10 minutos. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e
os pellets ressuspendidos para as concentragdes de 100x10° 200x10° e 400x10° de
espermatozéides totaissmL no meio diluente de congelagdo Botu-Crio® (Biotech
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Botucatu/ME Ltda., Botucatu, SP, Brasil). Apds envase em palhetas de 0,5 ml e lacra-las com
alcool polivinilico, estas foram distribuidas em uma grade e resfriadas a 5°C por 20 minutos.
Decorrido este periodo, a grade contendo as palhetas foi transferida para uma caixa de isopor
de 40 litros e mantida por 20 minutos horizontalmente a uma distancia de 6 cm da coluna de
nitrogénio liquido (4 cm), sendo em seguida, imersa no nitrogénio.

Descongelacao das amostras e avaliacdes espermaticas

As palhetas foram descongeladas a 46°C por 20 segundos, de acordo com o proposto
por Dell’Aqua Jr. et al. (18). Para analise de cinética espermética nas amostras de sémen
criopreservado empregou-se a avaliacdo computadorizada considerando as seguintes
variaveis: motilidade total (MT, %), motilidade progressiva (MP, %), velocidade ao longo de
uma trajetéria média (VAP, um/s), velocidade progressiva (VSL, um/s) velocidade
curvilinear (VCL, pum/s), deslocamento lateral da cabeca (ALH, um), retilinearidade (STR,
%), linearidade (LIN, %) e espermatozoides rapidos (RAP, %).

Adicionalmente, foi realizada a analise de integridade da membrana plasmatica (IMP,
%) empregando-se a técnica de Harrison & Vickers (19) modificada por Zuccari (20)
utilizando a associacdo das sondas fluorescentes diacetato de 6-carboxifluoresceina e iodeto
de propidio e o teste de resisténcia das células espermaticas ao estresse oxidativo pelo método
de quantificagdo do malondialdeido (TBARS, ng/10°sptz), um subproduto da peroxidacéo
lipidica (21).

Andlise estatistica

A andlise estatistica das variaveis estudadas no sémen congelado/descongelado foi
realizada mediante o programa SAS 9.1. Inicialmente, empregou-se o programa GLM para
detectar heterocedasticidade por meio do teste de Brown-Forsythe. Em seguida, os dados
foram analisados mediante o programa MIXED, o modelo estatistico incluiu o efeito fixo de
concentracdo e os efeitos aleatorios de garanhd@es, colheitas dentro de garanhdo e residuos.
Adotou-se uma estrutura de covariancia auto-regressiva de primeira ordem para todas as
variaveis, exceto MP, VSL e ALH, para as quais, em virtude da heterocedasticidade
detectada, usou-se uma matriz ndo estruturada de covariancias. Adotou-se um nivel de
probabilidade de 0,05 para diferencas estatisticamente significativas.

RESULTADOS

Foram observados efeitos significativos (p<0,05) da concentracdo sobre as variaveis de
motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), velocidade ao longo de uma trajetoria
média (VAP), velocidade progressiva (VSL), velocidade curvilinear (VCL) e
espermatozoéides rapidos (RAP), denotando superioridade para a criopreservagdo em
concentragfes mais baixas. Para a varidvel de motilidade total verificou-se um efeito
logaritimico, sendo que para as demais variaveis nas quais tenham sido detectados efeitos
significaticativos, estes demonstraram um efeito linear (Tabela 1 e Figuras 1-6). Para as
demais variaveis (deslocamento lateral de cabega, ALH; retilinearidade, STR; linearidade,
LIM; integridade de membrana plasmatica, IMP; resisténcia espermatica ao estresse
oxidativo, TBARS) nao foi constatado efeito da concentracdo (p>0,05) (Tabela 1).
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Tabela 1. Médias de quadrados minimos com respectivos erros padrdo e equacgdes de
regressdo das varidveis analisadas poOs-descongelacdo nas amostras de sémen equino
criopreservadas em diferentes concentracdes espermaticas (100x10°, 200x10° e 400x10° de
espermatozdides totais/ml).

Variavel Concentracdo (10° sptz/mL) Equacdo de Regressdo p
100 200 400
MT (%) 74,5 (3,14) 71,6 (3,14) 70,6 (3,14)  105,1+0,0195x-16,2774log(x) 0,0331
MP (%) 34,8 (2,58) 33,5(2,79) 32,0 (2,88) 35,6768-0,00841x 0,0163
VAP (um/s) 95,8 (2,56) 94,6 (2,56) 91,85 (2,56) 97,15-0,01326x 0,0021
VSL (um/s) 74,8 (1,63) 74,0 (1,66) 71,8 (1,60) 75,8531-0,01025x 0,0002
VCL (um/s)  176,4 (4,15) 173,6 (4,15) 167,4 (4,15) 179,5-0,03038x 0,0001
ALH (um) 6,8 (0,10) 6,8 (0,10) 6,6 (0,10) - >0.05
BCF (Hz) 31,75(0,87) 31,40(0,87) 30,80 (0,87) 32,05-0,00314x 0,0473
STR (%) 77,7(061)  77,8(0,61) 77,7 (0,61) - >0,05
LIN (%) 43,4 (0,43) 43,5 (0,43) 43,6 (0,43) - >0,05
RAP (%) 59,5 (4,41) 56,4 (4,41) 54,3 (4,41) 60,525-0,01514x 0,0045
IMP (%) 41,6 (2,66) 40,1 (2,66) 39,4 (2,66) - >0,05
(n;/EOA&pStz) 40,5 (2,57) 36,5 (2,57) 36,1 (2,57) - >0,05

MT: motilidade total, MP: maotilidade progressiva, VAP: velocidade ao longo de uma trajetéria média, VSL:
velocidade progressiva, VCL: velocidade curvilinear, ALH: deslocamento lateral de cabega, BCF: frequéncia de
batimento flagelar, STR: retilinearidade, LIN: linearidade, RAP: espermatozdides rapidos, IMP: células com
membrana plasmatica integra, TBARS: substancias reativas ao acido tiobarbiturico

105,1+0,0195x-16,2774log(x)
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Figura 1. Curva da equacdo de regressdo correspondente ao efeito logaritimico da
concentracdo na variavel motilidade total (MT) no sémen equino descongelado.
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Figura 2. Curva da equacdo de regressao correspondente ao efeito linear da concentracdo na
variavel motilidade progressiva (MP) no sémen equino descongelado.
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Figura 3. Curva da equacdo de regressdo correspondente ao efeito linear da concentragdo na
variavel velocidade ao longo de uma trajetéria media (VAP) no sémen equino descongelado.
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Figura 4. Curva da equacao de regressdo correspondente ao efeito linear da concentracdo na
variavel velocidade progressiva (VSL) no sémen equino descongelado.
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Figura 5. Curva da equacao de regressdo correspondente ao efeito linear da concentragdo na
variavel velocidade curvilinear (VCL) no sémen equino descongelado.
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Figura 6. Curva da equacéo de regressdo correspondente ao efeito linear da concentragédo
na variavel espermatozoides rapidos (RAP) no sémen equino descongelado.

DISCUSSAO

Neste experimento varias caracteristicas de cinética espermatica foram influenciadas
pela concentracdo espermatica, concordando com resultados relatados por outros autores.

Heitland et al. (12) analisaram o efeito de cinco concentracfes (20, 200, 400, 800 e
1600x10° de espermatozoides/mL) sob variaveis de cinética espermética, empregando dois
meios para criopreservacao de sémen equino. Obteve-se uma superioridade na motilidade
total e progressiva para as concentracdes entre 20 a 400x10° espermatozdides/mL.

Em 1998, Loomis & Clark (9) avaliaram o efeito do envase do sémen nas concentracfes
de 200, 400 e 800x10° de espermatozdides/mL sobre os parametros de motilidade total e
progressiva e verificaram que 200x10° de espermatozdides/mL foi superior as demais
concentracdes e 400x10° de espermatozdides/mL foi superior a 800x10°espermatozéides/mL.

Clulow et al. (14) demonstraram que amostras de sémen equino criopreservadas a
40x10° de espermatozéides/mL foram superiores a 400x10° de espermatozéides/mL para as
variaveis de motilidade total e progressiva.

Recentemente, no trabalho desenvolvido por Nascimento et al. (15) novamente
verificou-se uma relacdo entre todas as varidveis de cinética espermética avaliadas
(motilidade total, motilidade progressiva, velocidade progressiva, velocidade curvilinear e
deslocamento lateral de cabeca) e concentracdo espermatica para amostras de sémen
criopreservado. Observou-se que a concentragdo de 100x10° de espermatozéides/mL foi
superior a 200 e 400x10° de espermatozdides/mL e que 200x10° de espermatozéides/mL foi
superior a 400x10° de espermatozdides/mL.

No entanto, Papa et al. (8) ndo observaram diferencas nos indices de fertilidade entre
éguas inseminadas com sémen criopreservado em macrotubo de 4 mL na concentracdo de
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100x10° de espermatozéides/mL e em sistemas de 2 mL (metade de macrotubo) na
concentracdo de 200x10° de espermatozdides/mL.

Angola et al. (10) encontraram resultados de motilidade progressiva superiores ao
empregar 800x10° de espermatozdidessmL em comparagdo a 100x10° de
espermatozéides/mL. Porém, deve-se destacar que neste estudo a motilidade foi avaliada
subjetivamente com microscopia de contraste de fase e os prdprios autores levantaram a
hipdtese de erro de avaliacdo devido a quantidade distinta de células por campo entre os
tratamentos.

Arruda et al. (11) ndo verificaram diferencas significativas sob a variavel de motilidade
progressiva ao testar as concentracoes de 500 e 1000x10° de espermatozéides/mL em palhetas
de 0,5 mL.

Ja Leipold et al. (6) obtiveram taxas de prenhez sem diferenca significativa entre
amostras criopreservadas a 400 ou 1600x10° de espermatozéides/mL.

Adicionalmente, Blanes et al. (13) também ndo observaram efeito significativo da
concentracdo (100, 200, 300 e 400x10° de espermatozdides/mL) sob caracteristicas de
cinética espermatica.

A avaliacdo da integridade da membrana plasmatica € um importante parametro de
qualidade seminal (22). Porém, os resultados deste estudo, ndo demonstraram efeito da
concentracdo sobre a porcentagem de células com membrana plasmatica integra, conforme
demonstrado por Blanes et al. (13). Por outro lado, Nascimento et al. (15) verificaram também
um efeito da concentracdo sobre a integridade da membrana plasmatica.

Acredita-se que divergéncia de resultados entre os experimentos ocorram em funcdo de
variacdes nos procedimentos adotados para o processamento, criopreservacao, descongelacédo
ou avaliacdo do sémen, pois como abordado anteriormente, cada laboratério adota uma
técnica de eleicdo. Adicionalmente, ha evidéncias de que o efeito da concentracdo possui um
grau de relacdo com caracteristicas individuais dos animais utilizados (15, 23).

Outro fator a ser considerado € meio o diluente, ndo apenas pela constituicdo quimica e
consequente interacdo entre as substancias e os espermatozéides, como também pelas
caracteristicas fisicas que podem influenciar a organizacdo dos cristais de gelo e canais de
solucdo que abrigam os espermatozéides (24). Corrobora com esta hipotese o estudo
desenvolvido por Heitland et al. (12), demonstrando haver uma interacdo entre concentracéo e
meio diluente, pois os resultados relativos ao efeito da concentracdo variaram em funcdo do
meio utilizado.

Um dos objetivos deste experimento foi verificar se maiores concentracfes de celulas
poderiam acarretar em menor resisténcia ao estresse oxidativo devido ao aumento
proporcional de células anormais, pois sabe-se que a geracdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) é maior na presenca de células danificadas pela congelacdo, ndo-viaveis ou
morfologicamente anormais (25). Porém, ndo verificou-se efeito da concentracdo sobre a
resisténcia das células espermaticas ao estresse oxidativo. Este fato pode estar relacionado ao
intervalo de concentracdo estudado, o qual pode ter sido insuficiente para evidenciar alguma
diferenca ou a capacidade antioxidante do meio de congelacgdo utilizado pode ter mascarado o
possivel efeito deletério de concentragGes mais elevadas (26).

O mecanismo por tras da alteracdo na qualidade seminal decorrente da concentracao
ndo é bem esclarecido, mas acredita-se que a quantidade de nutrientes e crioprotetor por
célula espermatica e fatores fisicos como velocidade de congelagéo das celulas, formagéo de
cristais de gelo e efeito osmatico possam estar envolvidos (15, 23, 27).
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CONCLUSAO

Conclui-se que ha uma relacdo entre concentracdo e diversas caracteristicas de cinética
espermatica no sémen equino congelado, na qual a utilizagdo de concentragdes mais baixas
proporcionam um efeito benéfico na qualidade seminal pos-descongelacdo. Acredita-se que
isto possa favorecer os protocolos de criopreservacdo, além de trazer boas perspectivas para a
criopreservacao de sémen sexado e técnicas de inseminagdo com baixas doses.
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