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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos de trés diferentes protocolos de refrigeragdo
para a congelacdo de sémen sexado bovino, pela citometria de fluxo. Foram utilizados dois
ejaculados de 10 touros, apos a colheita do s€émen este foi processado para a separacio dos
espermatozodides X e Y. ApOs a separacao pelo citometro, as amostras foram divididas em trés
grupos: controle (C), os espermatozdides eram depositados em meio sem glicerol e
acondicionados a 5°C/90 minutos; grupo 1 (Gl), os espermatozdides eram depositados em
meio sem glicerol e acondicionados a 18°C/90 minutos; grupo 2 (G2), os espermatozodides
eram depositados em meio com glicerol e acondicionados a 5°C/90 minutos. Posteriormente
as amostras eram envasadas em palhetas e submetidas a congelagdo. Apos a descongelagdo
foram avaliados os seguintes parametros espermaticos: analise da cinética espermadtica pelo
sistema computadorizado (CASA), integridade das membranas espermadticas e potencial
mitocondrial pela microscopia de epifluorescéncia. Para analise estatistica dos dados utilizou-
se ANOVA e teste Tukey quando necessario, com nivel de significancia p<0,05. Em relacao
as analises da cinética espermatica foi verificado que os valores obtidos de velocidade linear
pelo grupo G1 (82,3um/s) foram inferiores em relagdo ao G2 (90,5um/s) e C (89,7um/s); e
para velocidade curvilinear, o grupo C (206,6um/s) apresentou valores superiores a Gl
(183,0um/s), sendo G2 (194,2um/s) similar a ambos. Ja para integridade de membrana
plasmatica o grupo G2 (34,7%) apresentou valores significativamente inferiores ao C (39,4%)
e G1 (41,6%), entretanto a fungdo mitocondrial apresentou valores superiores para o grupo C
(62,6%) em relacdo ao G1 (47,5%); sendo o G2 (51,1%) similar a ambos. Com relagdo aos
resultados obtidos pode-se concluir que os trés protocolos de refrigeracdo adotados para a
congelacdo de sémen sexado bovino apresentaram poucas variagdes. Assim novos estudos sao
necessarios para aprimorar o procedimento de criopreservagao de sémen sexado bovino.
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VARIACIONES METODOLOGICAS EN CRIOPRESERVACION DE SEMEN
SEXADO DE BOVINOS

RESUMEN
El objetivo de este estudio fue evaluar los efectos de 3 protocolos diferentes de refrigeracion

para congelar semen sexado bovino mediante citometria de flujo. Se utilizaron dos eyaculados
de 10 toros, después de la colecta del semen se proceso para la separacion de espermatozoides
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X e Y. Después de la separacion por el citometro, las muestras se dividieron en 3 grupos:
control (C), los espermatozoides fueron colocados en medio sin glicerol y almacenados en
5°C/90 minutos, grupo 1 (G1), los espermatozoides fueron colocados en un medio sin glicerol
y almacenados en 18°C/90 minutos, grupo 2 (G2), los espermatozoides fueron depositados en
un medio con glicerol y almacenados a 5°C/90 minutos. Posteriormente las muestras se
almacenaron en pajuelas y sometidos a la congelacion. Después de la descongelacion se
evaluaron los siguientes parametros del esperma: analisis de esperma de la cinética a través de
un sistema computarizado (CASA), integridad de las membranas espermaticas y el potencial
mitocondrial por el microscopio de epifluorescéncia. Para el analisis estadistico se utilizo
ANOVA vy prueba de Tukey, cuando necesario, con nivel de significacion p <0,05. Para el
analisis cinético de los espermatozoides se encontrd que los valores de la velocidad lineal de
G1 (82,3um/s) fueron inferiores en comparacion con el G2 (90,5um/s) y C (89,7um/s) y para
la velocidad curvilinea, grupo C (206,6pum/s) presentd valores superiores a G1 (183,0um/s) y
G2 (194,2um/s) similar a los dos. En cuanto a la integridad de la membrana plasmatica el G2
(34,7%) presento valores significativamente mas bajo que el C (39,4%) y G1 (41,6%), sin
embargo los valores de la funcién mitocondrial fueron mejores en el Grupo C (62, 6%) en
comparacion con el G1 (47,5%) y G2 (51,1%) similar a los dos. En cuanto a los resultados
obtenidos se puede concluir que los tres protocolos adoptados para la refrigeracion de la
congelacion de semen sexado bovino mostraron poca variacion. Asi, se necesitan mas
estudios para mejorar el procedimiento de la criopreservacion de semen sexado de la especie
bovina.

Palabras-clave: sémen sexado, vacuno, de refrigeracion, glicerol, congelacion.

METHODOLOGICAL VARIATIONS ON CRYOPRESERVATION OF BOVINE
SEXED SEMEN

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effects of 3 different cooling protocols for
freezing bovine sexed semen by flow cytometry. It was used two ejaculates of 10 bulls, after
collection of semen that was processed for separation of X and Y sperm. After separation by
the cytometer, the samples were divided into 3 groups: control (C), the sperm were placed in
medium without glycerol and stored at 5°C/90 minutes, group 1 (G1), the sperm were placed
in medium without glycerol and stored at 18°C/90 minutes, group 2 (G2), the sperm were
placed in medium with glycerol and stored at 5°C/90 minutes Subsequently the samples were
stored in straws and subjected to freezing. After thawing, samples were evaluated following
sperm parameters: sperm analysis of the kinetics through a computerized system (CASA), the
sperm membrane integrity and mitochondrial potential by epifluorescence microscopy. For
statistical analysis it was used ANOVA and Tukey's test where appropriate, with significance
level P <0.05. For the kinetic analysis of sperm was found that the values of linear velocity by
G1 (82.3um/s) were lower as compared to G2 (90.5um/s) and C (89.7um/s) and for
curvilinear velocity, group C (206.6um/s) showed values higher than G1 (183.0um/s) and G2
(194.2um/s) similar to both. For plasma membrane integrity G2 (34.7%) had significantly
lower than C (39.4%) and G1 (41.6%), however mitochondrial function values were higher in
group C (62, 6%) compared to G1 (47.5%); and, G2 (51.1%) was similar to both. Based on
the results obtained can be conclude that 3 protocols adopted for cooling the freezing of
semen sexed cattle showed few variation. Thus further studies are needed to improve the
procedure of cryopreservation of bovine sexed semen.

Key words: sexed semen, bovine, refrigeration, glycerol, cryopreservation.
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INTRODUCAO

O Brasil ¢ um dos maiores produtores e exportadores de carne. Isto se deve, em grande
parte, ao emprego de algumas biotecnologias que promovem uma maior eficiéncia ao sistema
de produgdo a menor custo. Dentre as biotecnologias aplicadas a reproducdo, a sexagem
espermatica, sendo utilizada de forma comercial mais ampla, acrescentard grandes beneficios
a criagao nacional, proporcionando um aumento substancial do nimero de matrizes,
imprimindo maior velocidade na selecdo genética. Entretanto, para essa biotecnologia ser
mais utilizada nos diferentes sistemas de producao de bovinos, ha necessidade dos resultados
de fertilidade serem maiores e mais homogéneos.

Varios procedimentos de sexagem espermatica (1) t€ém sido descritos até o momento,
entretanto apenas uma técnica baseada na mensuracao da diferenga na quantidade de DNA
entre as células portadoras do cromossomo X e Y tem apresentado eficacia comprovada e
viabilidade econdmica. No caso da espécie bovina os espermatozdides portadores do
cromossomo X apresentam em média 3,8% mais conteido de DNA do que os portadores do
cromossomo Y. Assim, por meio de sondas fluorescentes, como HOESCHT 33342, as células
sao coradas e, ao passarem no citometro de fluxo (2), sdo separadas de acordo com a
intensidade de fluorescéncia.

Durante o processo de separagdo celular, na citometria de fluxo, o espermatozoide ¢
submetido a varios tipos de estresses (mecanicos e quimicos), os quais podem causar danos na
membrana plasmatica ¢ no DNA (3,4). Embora o processo de separagao espermatica possa
danificar os espermatozoides, esta etapa ¢ apenas uma parte integrante do procedimento. A
célula espermatica necessita ainda ser processada para a criopreservagao e, dessa forma, ¢
exposta a procedimentos inerentes a congelacdo e descongelagdo, fatores que promovem mais
injaria aos espermatozodides, resultando em baixa capacidade fecundante apods a inseminagdo
artificial (5) e baixa taxa de desenvolvimento embrionario in vifro, em comparacdo com a
utilizacao do s€émen nao sexado (6).

Garner (7) e Garner e Seidel (8) analisaram a viabilidade espermatica pela utiliza¢do de
SYBR-14 e iodeto de propidio (IP), observando alguns danos de descontinuidade da
membrana plasmatica durante o processo de separagdo pelo citdmetro e apds o processo de
centrifugacdo, passos importantes na produgdo de sémen sexado. Ainda que, durante o
processo de separacdo as células mortas e com danos sejam eliminadas, as células viaveis
tendem a morrer rapidamente, quando comparadas com as células ndo sexadas,
principalmente de suinos e bovinos (9). Deste modo, uma boa viabilidade espermatica, apds o
procedimento de separacgdo, ¢ essencial para que suporte do processo de criopreservacao. O
desenvolvimento de métodos de criopreservagdo, capazes de proteger melhor a célula, ¢
fundamental para que o sémen sexado apresente maior viabilidade pos-descongelacdo (10).

Dentre as varias mudangas ocorridas durante o processo de separacao por citometria de
fluxo, a ado¢do da diminui¢do da pressdo exercida durante a passagem dos espermatozoides
pela cadmara de fluxo, resultou em uma queda consideravel dos danos mecanicos ocorridos nas
células (11,12). Esse procedimento, aliado as novas mudangas no processo de congelagdo
(10), levou a uma taxa de fertilidade equivalente a 90% daquela obtida com sémen o
convencional, quando utilizado com um manejo adequado das fémeas (13).

Um passo importante no processo de congelagao do s€émen sexado ¢ a refrigeracao das
amostras de 25°C até 5°C, periodo no qual, permanece por no minimo 90 minutos. O
resfriamento, quando efetuado de modo inadequado, causa choque térmico, o qual induz a
danos parcialmente irreversiveis ao espermatozdide, caracterizado por um padrdo anormal de
movimento do espermatozoide (movimento circular ou retrogrado), rapida perda da
motilidade, lesdes no acrossoma, dano a membrana plasmatica, reducdo da atividade
metabolica e perda dos componentes intracelulares. Varios danos sdo decorrentes das
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alteragdes da membrana, a medida que os espermatozdides progridem para as mudangas de
fase de transi¢ao e durante o resfriamento (14).

O glicerol e a gema de ovo atuam como crioprotetores também durante a refrigeracdo
inicial, protegendo as células principalmente até atingirem 15°C, fase de transicdo dos
fosfolipideos da membrana plasmatica, quando passam do estado fluido para o de gel. O
glicerol induz mudangas nos eventos citoplasmaticos, pois aumenta a viscosidade ao penetrar
na célula espermatica, causa alteracdes na polimerizagdo da tubulina, na associa¢ao dos
microtubulos, no balanco bioenergético, além de atuar diretamente de modo prejudicial na
membrana plasmatica, no glicocalix e nas proteinas de superficie celular (15).

O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito de diferentes temperaturas de
refrigeragdo e da adicdo de glicerol, durante a refrigeracdo, sobre a congelacdo de sémen
sexado bovino, através de citometria de fluxo.

MATERIAIS E METODOS

Dez touros, de diferentes ragas (cinco Bos taurus taurus e cinco Bos taurus indicus), em
idade reprodutiva e pré-testados de acordo com Rath et al. (16), foram utilizados. O sémen foi
colhido com vagina artificial e dois ejaculados de cada touro foram processados. A
concentracdo espermatica foi determinada por espectofotdometro (DUPREE®, Chino,
California, EUA). A motilidade total e progressiva (aumento de 100X), bem como a
morfologia esperméatica (aumento de 1000X), foram avaliadas em microscopio de contraste de
fase (OLYMPUS AX70, Melville, Nova York, EUA). Apenas ejaculados com concentragdo
superior a 1500 x 10%mL, motilidade total > 80%, motilidade progressiva > 60% e defeitos
totais < 20%, de acordo com as recomendagdes da central de processamento de s€émen foram
utilizados para a sexagem espermatica e posterior congelacao.

A separagdo dos espermatozoéides foi realizada em citdmetro de fluxo (MoFlo® SX,
Cytomation Inc., Fort Collins, EUA), equipado com laser diodo semicondutor de 635nm,
detectores de fluorescéncia e agulha Cytonozzle® para orientagdo do espermatozoide (17),
com pressdo de 40 psi (18). Para o processo de criopreservagdo do sémen foi utilizado o
diluidor Tris-gema de ovo (Sexing Technologies, Navasota, EUA).

Processamento do sémen

Apos a separacdo pelo citdmetro, as amostras foram divididas em trés grupos: controle
(C), onde os espermatozdides eram depositados em meio a base Tris-gema de ovo com
osmolaridade de 280 mOsmol/Kg de agua sem glicerol até o volume atingir 15mL e, entdo
acondicionados a 5°C/90 minutos; grupo 1 (G1), onde os espermatozoides eram depositados
em meio a base Tris-gema de ovo com osmolaridade de 280 mOsmol/Kg de 4gua sem glicerol
até o volume atingir 15 mL e, entdo acondicionados a 18°C/90 minutos; e, grupo 2 (G2) onde
os espermatozoides eram depositados em meio idéntico aos grupos anteriores acrescido de
12% de glicerol até completar o volume de 15 mL, e entdo acondicionados a 5°C/90 minutos.
Apos este periodo nos grupos C e G1 foram acrescidos de meio contento glicerol a 12% em
duas etapas de 7,5 mL a cada 15 minutos. Ja no grupo G2 foram acrescido 15 mL de meio
Tris-gema de ovo contento 10% de glicerol, também em duas etapas de 7,5 mL a cada 15
minutos. Sendo assim, a concentracao final de glicerol de todos os grupos foi 6%.

Apos estes procedimentos, as amostras foram centrifugadas a 800 x g, por 20 minutos,
em centrifuga refrigerada (SORVALL® RC-4 — Heareus Sorvall Revco, Asheville, NC), a
5°C para C e G2, e 18°C para G1. O sobrenadante foi desprezado e o “pellet” homogeinizado;
uma aliquota foi retirada para a determinagao da concentragdo pds-separagdo. A concentragao
espermética foi ajustada para 20 x 10° células/mL utilizando-se diluidor Tris-gema a 6% de
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glicerol. A seguir, as amostras foram envasadas em palhetas de 0,25 mL (IMV, Aigle,
Franga), na dose de 5 x 10° células/palheta, para uma melhor avaliacio espermatica. Apos 3
horas de estabilizacao a 5°C, as amostras foram congeladas em congelador automatico (IMV,
Aigle, Franga), com curva de -3°C/min a partir de 5°C até -5°C, e -40°C/min de -5°C a -
140°C; entao armazenadas em nitrogénio liquido até posterior analise.

Analise computadorizada do sémen

O sémen foi descongelado em banho-maria a 37°C por 30 segundos, depositado em
criotubos (1,5mL) de microcentrifuga e mantidos em bloco aquecido (35-36°C) durante a
analise da cinética espermatica. A analise computadorizada foi efetuada por meio do
HAMILTON THORNE RESEARCH - IVOS 12, EUA, para mensura¢do da motilidade
espermatica total (MT, %), motilidade espermaética progressiva (MP, %), velocidade de trajeto
(VAP, um/s), velocidade linear (VSL, um/s), velocidade curvilinear (VCL, pm/s),
retilinearidade (STR, %), linearidade (LIN, %), amplitude lateral de cabeca (ALH, pm),
frequéncia de batimento de cauda (BCF, Hz) e porcentagem de espermatozdides com
movimento rapido (RAP, %). Foram mensurados quatro campos aleatdrios, sendo avaliados
no minimo 1000 células por amostra.

Analise da integridade e funcionalidade da célula espermatica

Para a avaliagdo morfologica foram utilizadas sondas fluorescentes, conforme
metodologia descrita por Celeghini et al. (19). Assim foram utilizadas as sondas iodeto de
propidio (IP; 28,707-5, Sigma-aldrich Inc.) para integridade de membrana plasmatica (IMP,
%), FITC-PSA (L-0770, Sigma-aldrich Inc.) para integridade de membrana acrossomal (IMA,
%) e JC-1 (T3168, Molecular Probes®, Invitrogen Co.) para alto potencial mitocondrial
(APM%). Apods a andlise computadorizada, 20 pLL de sémen foi adicionado aos criotubos
contendo 3 uL de IP (0,5 mg/mL em PBS), 6 uL de JC-1 (153 uM em dimetil sulféxido) e 50
pL de FITC-PSA (100 g/mL em PBS). Decorridos 8 minutos de incubagdo, a 37°C, uma
aliquota de 7 pL foi depositada sobre lamina e laminula, e as andlises efetuadas em
microscopio de epifluorescéncia (Leica, Alemanha) ao aumento de 1000x. Um total de 200
células foi contado de cada amostra.

Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando-se o programa estatistico SAS (Statistical
Analysis System Institute Inc. 1998). Para todas as varidveis dos parametros espermaticos
estudados realizou-se o célculo das médias e desvio padrdo e andlise de variancia seguida por
teste de Tukey com nivel de significancia quando p < 0,05.

RESULTADOS

De acordo com os dados mostrados na Tabela 1, houve diferenca estatistica para a VSL,
sendo C e G2 diferentes de G1 e para VCL sendo C diferente de G1 e G2 semelhante a
ambos. Os demais parametros (MT, MP, RAP, VAP, ALH, BCF, STR e LIN) nao
apresentaram diferenca estatistica.

Os dados de avaliacdo das amostras, pela microscopia de epifluorescéncia, sao
mostrados na Tabela 2. Nao houve diferenca significativa para IMA. Para IMP ocorreu
diferen¢a no G2 em relagdo ao demais (C e G1), e, para APM houve diferenca entre C e G1,
entretanto G2 foi semelhante a ambos.
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Tabela 1. Valores médios e desvio padrio da cinética espermdtica apds analise
computadorizada de 20 amostras de sémen sexado bovino submetidas a diferentes protocolos
de refrigeragdo antes da congelacao.

C Gl G2
MT 56,7+ 13,9 55,1+ 1,0 61,9 + 13,2
MP 32,8+ 12,6 33,5+ 14,6 37,7+ 12,7
RAP 50,7 + 15,2 46,1 + 18,9 53,6 + 16,8
VAP 109,4 + 27,0 102,0 + 16,0 1132+ 11,7
VSL 89,7 + 10,4 82,3+ 10,7° 90,5 + 7,2°
VCL 206,6 +32,9° 183,0 + 33,4 194,2 +27,0%
ALH 8,0+ 1,3 77+1.2 78+12
BCF 243+£34 247 +3,1 242 +£36
STR 79,8 £5,2 81,8 +4,6 80,6 + 6,1
LIN 45,6 + 5.4 47,5+5,1 48,6 + 5,8

MT=Motilidade espermatica total (%); MP=Motilidade espermatica progressiva (%); RAP=Espermatozoides com
movimento rapido (%); VAP=Velocidade de trajeto (um/s); VSL=Velocidade linear (um/s); VCL=Velocidade curvilinear
(pm/s); ALH=Amplitude do batimento de cabega (um); BCF=Frequéncia de batimento de cauda (Hz); STR=Retilinearidade
(%); LIN=Linearidade (%).

b Meédias seguidas de diferentes letras na linha, diferem significativamente pelo método de Tukey (p < 0,05).

Controle (C): meio de manutencdo sem glicerol e refrigeracdo a 5°C.

Grupo 1 (G1): meio de manutencdo sem glicerol e refrigeracdo a 18°C.

Grupo 2 (G2): meio de manutencdo com glicerol e refrigeragao a 5°C.

Tabela 2. Valores médios e desvio padrao para os parametros de integridade e funcionalidade
das células espermaticas avaliadas através de microscopia de epifluorescéncia pos-
descongelagdo de 20 amostras submetidas a diferentes protocolos de refrigeracdo para
congelagdo de s€émen sexado bovino.

C Gl G2
Integridade de membrana plasmatica (%) 39,4+10,5" 41,6 +6,1° 34,7+ 6,6b
Integridade de membrana acrossomal (%) 71,2 +£9,8 73,1 £8,9 70,8 +£ 8,6

Alto potencial mitocondrial (%) 62,6 20,6 475+13,8°  51,1+£194%

*bMeédias seguidas de diferentes letras na linha, diferem significativamente pelo método de Tukey (p < 0,05).
Controle (C): meio de manutencdo sem glicerol e refrigeracio a 5°C.

Grupo 1 (G1): meio de manutengdo sem glicerol e refrigeragdo a 18°C.

Grupo 2 (G2): meio de manuteng@o com glicerol e refrigeracdo a 5°C.

DISCUSSAO

De acordo com Verstegen et al. (20) valores maiores de VCL demonstram uma menor
eficiéncia da movimentacdo espermatica, ja que ocorre um maior gasto de energia com um
deslocamento curvilinear em relagdo ao linear para uma mesma distancia percorrida pelo
espermatozdide. Os valores das velocidades VSL e VCL foram menores para o G1 em relagdo
aos demais, demonstrando diferenga no padrao da cinética espermadtica entre as metodologias
e curvas de refrigeragdo utilizadas sugerindo uma melhora na protecao celular, devido a uma
curva de refrigera¢do mais lenta, inicialmente, e rapida apenas ap6s a adi¢do de glicerol, o que
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pode ter evitado a ocorréncia de choque térmico. Rath et al. (16) desenvolveram uma
metodologia denominada Sexcess®, na qual uma das modificagdes ¢ a refrigeracdo em trés
etapas, procedimento que promoveu uma maior longevidade das células espermaticas.

No grupo G2 o meio de manuten¢do, com a presenca de glicerol, expds as primeiras
células pds-separacdo a altas taxas de pressdo osmotica, proporcionando-as um ambiente
inadequado para sua manuteng@o, o que contribuiu para menores valores da IMP em relacdo
aos demais grupos. Alvarenga et al. (21) expuseram os espermatozoides equinos a altas
pressdes osmoticas (1 M) com diferentes crioprotetores, por 10 minutos e, em seguida, um
retorno a isosmolaridade, verificando que os espermatozoides do grupo com glicerol foram os
que mais apresentaram injurias, apos tal procedimento.

O glicerol apresenta um efeito deletério sobre a sobrevivéncia do espermatozoide e
concentragdes acima de 10% sdo deletérias para o s€émen bovino (22). Com o decorrer do
processamento, no grupo G2, a pressdo osmotica foi diminuindo gradativamente devido a
solugdo proveniente do citdmetro de fluxo que contém os espermatozoéides, apresentando, no
final, uma osmolaridade proxima da espermatica; o ambiente no meio de manutencdo do G2
tornou-se mais adequado a preservagdo dos espermatozoides até o momento da refrigeracao.

A adicdo do glicerol em concentracdes adequadas, 600 a 700 mM, apds o periodo de
separagdo espermatica, imediatamente antes do procedimento de refrigeragdo a 5°C, aliada a
uma maior concentragdo de gema de ovo, poderia contribuir para a prote¢do espermatica
durante o procedimento de abaixamento de temperatura, sem exposicdo a altas pressoes
osmoticas indesejaveis para manutencdo celular. Segundo Amirat et al. (23) as lipoproteinas
presentes na gema de ovo auxiliam na prote¢do das membranas celulares durante a
refrigeragdo, protegendo-as contra o choque térmico.

Outro indicador de melhora na protecdo dos espermatozoides, com as mudancas na
temperatura de refrigeracdo, foi o percentual de células com baixo potencial de membrana
mitocondrial ocorrido no G1 em relagdo ao C. Nas células espermaticas as mitocondrias estao
dispostas de forma helicoidal na peca intermediaria e o ATP produzido serve como
suplemento energético para os batimentos flagelares. Entretanto, o gasto de ATP deve ser
equilibrado para que o espermatozdide possa mover-se no trato reprodutivo feminino,
colonizar os reservatdrios espermaticos e promover a fertilizagao (24).

A capacitacdo espermatica leva a uma hiperpolarizagdo das membranas espermaticas,
incluindo a mitocondrial, devido ao aumento dos niveis de ions Ca™". A base molecular do
processo de capacitagdo espermatica € a remocao de colesterol e alteragdo da distribuicao dos
fosfolipideos de membrana que resultam na abertura dos canais de Ca™" (25). Modificagdes
semelhantes podem acontecer na crioinjuria, levando a ocorréncia de uma capacitagdo
espermatica prematura. Este processo ndo ¢ desejavel, pois diminui a longevidade
espermatica (26).

Desta forma, o alto potencial de membrana mitocondrial encontrado no grupo C parece
indicar que estes espermatozdides podem ter iniciado a capacitacdo espermatica
prematuramente. Estes dados podem ser reforcados pelo padrdo de movimento espermatico
encontrado para VAP, VSL, VCL e ALH, os quais condizem com a hiperativagao (20, 27,
28).

Apesar de nao ter ocorrido melhora significativa nos parametros espermaticos
avaliados, verificou-se que o procedimento de refrigeracdo inicial da célula espermatica
sexada € um ponto critico no processo de congelagdo. Pequenas mudancas na composicao do
meio de manutencdo e na curva de refrigeracdo mostraram alteragdes na cinética espermatica.

Freitas-Dell'Aqua CP. et al. Variagdes metodologicas na criopreservagdo de sémen sexado de bovinos. Vet. e
Zootec. 2011 mar.; 18(1): 147-155.
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CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, as trés metodologias de refrigeracdo adotadas para a

congelacdo de sémen sexado bovino apresentaram poucas variagdes. Assim novos estudos sao
necessarios para aprimorar o procedimento de criopreservagao de sémen sexado bovino.

REFERENCIAS

1.

10.

11.

12.

13.

14.

Seidel Jr GE, Garner DL. Current status of sexing mammalian spermatozoa. Reproduction.
2002;124:711-4.

. Johnson LA. Sexing mammalian sperm for production of offspring: the state-of-the-art.

Anim Reprod Sci. 2000;61:93-107.

. Schenk JL, Suh TK, Cran DG, Seidel Jr GE. Cryopreservation of flow-sorted bovine

spermatozoa. Theriogenology. 1999;52:1375-91.

. Seidel Jr GE. Economics of selecting for sex: the most important genetic trait.

Theriogenology. 2003;59:585-98.

. Sartori R, Souza AH, Guinter JN, Caraviello DZ, Geizer LN, Schenk JL. Fertilization rate

and embryo quality in superovulated Holstein heifers artificially inseminated with X-sorted
or unsorted sperm. Anim Reprod. 2004;1:86-90.

. Zhang M, Lu KH, Seidel Jr GE. Development of bovine embryos after in vitro fertilization

of oocytes with flow cytometrically sorted, stained and unsorted sperm from different
bulls. Theriogenology. 2003;60:1657-63.

. Garner DL. Flow cytometric sexing of mammalian sperm. Theriogenology. 2006; 65:943-

57.

. Garner DL, Seidel GE. History of commercializing sexed semen for cattle.

Theriogenology. 2008;69:886-95.

. Rath D, Ruiz S, Sieg B. Birth of female piglets following intrauterine insemination of a

sow using flow cytometrically sexed boar semen. Vet Rec. 2003;152:400-1.

Arav A, Yavin S, Zeron Y, Natan Y, Dekel I, Gacitua H. New trend in gamete’s
cryopreservation. Mol Cell Endocrinol. 2002;187:77-81.

Seidel Jr GE, Brink Z, Schenk JL. Use of heterospermic insemination with fetal sex as
the genetic marker to study fertlity of sexed sperm. Theriogenology. 2003;59:515.

Suh TK, Schenk JL. Pressure during flow sorting of bull sperm affects post-thaw motility
characteristics. Theriogenology. 2003;59:516.

Seidel Jr GE. Sexing mammalian sperm-intertwining of commerce, technology and
biology. Anim Reprod Sci. 2003;79:145-56.

Graham JK. Cryopreservation of stallion spermatozoa. Vet Clin North Am Equine Pract.
1996;12:131-47.

Freitas-Dell'Aqua CP. et al. Variagdes metodologicas na criopreservagdo de sémen sexado de bovinos. Vet. e
Zootec. 2011 mar.; 18(1): 147-155.



ISSN 0102-5716 Veterinaria e Zootecnia 155

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Hammersted RH, Graham JK. Cryopreservation of poultry sperm: the enigma of glycerol.
Cryobiology. 1992;29:26-8.

Rath D, Moench-Tegeder G, Taylor U, Johnson LA. Improved quality of sex-sorted
sperm: A prerequisite for wider commercial application. Theriogenology. 2009;71:22-9.

Rens W, Welch GR, Johnson LA. Improved flow cytometric sorting of X and Y- bearing
sperm: substantial increase in yiel of sexed semen. Mol Reprod Dev. 1999; 52:50-6.

Suh TK, Schenk JL, Seidel Jr GE. High pressure flow cytometric sorting damages sperm.
Theriogenology. 2005;64:1035-48.

Celeghini ECC, Arruda RP, Andrade AFC, Nascimento J, Raphael CFR, Rodrigues
PHM. Effects that bovine sperm cryopreservation using two different extenders has on
sperm membranes and chromatin. Anim Reprod Sci. 2008;104:119-31.

Verstegen J, Iguer-Ouada M, Onclin K. Computer assisted semen analyzers in andrology
research and veterinary practice. Theriogenology. 2002;57:149-79.

Alvarenga MA, Papa, FO, Araujo GHM, Dell’Aqua Jr JA, Medeiros ASL. Osmotic stress
of stallion sperm exposed to hypertonic solution of diferents cryoprotectants. Reprod
Domest Anim. 2008;3:98.

Watson PF. The preservation of semen in mammals. In: Fin GC, editor. Oxford reviews
of reproductive biology. London: Oxford University Press; 1979. p.283-350.

Amirat L, Tainturier D, Jeanneau L, Thorin C, Gerard O, Courtens JL, et al. Bull semen
in vitro fertility after cryopreservation using egg yolk LDL: a comparison with Optidyl, a
commercial egg yolk extender. Theriogenology. 2004;61:895-907.

Cosson JA. A moving image of flagella: news and views on the mechanisms involved in
axonemal beating. Cell Biol Int. 1996;20:83-94.

Hernandez-Gonzales EO, Sosnik J, Edwards J, Acevedo JJ, Mendoza-Lujambio I, Lopez-
Gonzalez I, et al. Sodium and epithelial sodium channels participate in the regulation of
the capacitation associated hyperpolarization in mouse sperm. J Biol Chem.
2006;281:5623-33.

Collin S, Sirard MA, Dufour M, Bailey JL. Sperm calcium levels and chlortetracycline
fluorescencepatterns are related to the in vivo fertility of cryopreserved bovine semen. J
Androl. 2000;21:938-43.

Yanagimaci R. Fertility of mammalian spermatozoa: Its development and relativity.
Zygote. 1994;2:371-2.

Ho HC, Suarez SS. An inositol 1,4,5-trisphosphato receptor-gated intracellular Ca++
store is involved in regulating, and acrosome reactions. Biol Reprod. 2001;65:1606-15.

Recebido em: 05/06/2009
Aceito em: 10/02/2011

Freitas-Dell'Aqua CP. et al. Variagdes metodologicas na criopreservagdo de sémen sexado de bovinos. Vet. e
Zootec. 2011 mar.; 18(1): 147-155.



