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RESUMO

Na espécie equina, ao contrério do obtido com ruminantes, as técnicas de
criopreservacao de sémen progridem lentamente, mas apesar das barreiras técnicas o
emprego da inseminacdo artificial com sémen congelado vem crescendo. Este
experimento foi dividido em trés etapas: na primeira comparou-se a utilizacdo de
diferentes diluentes e técnicas de congelagdo; determinacdo da eficiéncia do criotubo
para envase do sémen para a criopreservacao; e na terceira determinou-se as taxas de
prenhez das éguas artificialmente inseminadas com sémen congelado envasado em
criotubo. Seis garanhdes foram submetidos a coleta do sémen e doze éguas foram
inseminadas artificialmente no primeiro estro da estacdo reprodutiva. As amostras
foram diluidas em INRA82 ou Nagase, contendo 5% de glicerol, com concentracao
de 200 x 10° espermatozéides/ml. Parte do sémen diluido foi envasado em palhetas
(0,5ml), das quais uma parte foi imediatamente congelada. As palhetas restantes
foram resfriadas previamente da temperatura ambiente (24°C) até 5°C antes do
congelamento. As amostras foram descongeladas em banho-maria a 37°C por 30seg.
O mesmo protocolo de congelamento com resfriamento prévio foi realizado com as
amostras envasadas em criotubos, sendo estas amostras descongeladas a 50°C por
100seg em banho-maria. A eficiéncia in vivo do sémen criopreservado, foi
determinada atraves da inseminacdo artificial. O diagnéstico de prenhez foi realizado
20 dias apos a inseminacdo artificial através de exame ultrassonografico. Apds a
analise dos dados verificou-se que ndo houve diferenca significativa entre 0s
diluentes testados na motilidade progressiva e vigor dos espermatozoides. As médias
da motilidade espermatica apds o aquecimento das amostras foram de: 43,32% e
26,66%, para o sémen diluido com INRA82 submetido ao resfriamento ou ndo antes
do congelamento, respectivamente, e para o sémen diluido com Nagase revelou
motilidade espermatica de 41,08% e 24,44%, respectivamente. De acordo com esses
resultados, os grupos experimentais submetidos ao resfriamento prévio apresentaram
taxas de motilidade espermatica superiores aos grupos que foram congelados
diretamente. Nao se verificou diferencas quanto ao vigor, motilidade e defeitos
espermaticos entre os diluentes testados e 0s tipos de envase. As éguas inseminadas
com criotubo apresentaram taxa de prenhez de 50% (3/6), ja com as éguas do grupo
controle (palheta) observou-se 16,66% (1/6), provando a viabilidade do
congelamento do sémen envasado em criotubo.



ABSTRACT

In the horse industry, unlike obtained with catle, the development of sperm
cryopreservation techniques are very slow but despite the technical barriers the
artificial insemination with frozen semen is growing. This experiment was divided
into three steps. The first one compared the use of different diluents and freezing
techniques. The other two stages were the use of cryogenic tubes for filling the
semen and the determination of mare pregnancy rates that were artificially
inseminated with frozen semen packaged in cryogenic tubes. Six stallions were
submitted to semen collection and twelve mares were artificially inseminated at first
estrus of the breeding season. The samples were diluted in INRA82 or Nagase,
containing 5% glycerol, with a concentration of 200 x 10° sperm / ml. A fraction of
the diluted semen was stored in straws (0.5 ml), some of those straws were
immediately frozen. The remaining straws were cooled from room temperature
(24°C) to 5° C before freezing. The samples were thawed in a water bath at 37° C
during 30sec. The same protocol with cooling prior to freezing was performed with
samples filled into cryogenic tubes, and these samples were thawed in a water bath at
50° C during 100seg. The in vivo efficiency of cryopreserved semen was determined
through artificial insemination. The diagnosis of pregnancy was performed after 20
days by ultrasound examination. After analyzing the data it was found that there was
no significant difference in sperm motility and vigor among the tested diluents.
Motility was INRA82: 43.32% / 26.66% and Nagase: 41.08% / 24.44%, when the
semen was previously cooled or frozen directly, respectively. According to these
results, the experimental groups subjected to cooling prior freezing showed better
motility rates than the groups that were frozen directly. There were no differences
regarding the vigor, motility and sperm defects among the diluents and the semen
containers. The mares inseminated with cryotubes showed 50% (3/6) pregnancy rate,
and 16.66% (1/6) pregnancy rate was observed in the group of mares inseminated
with straws.
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1 INTRODUCAO

A equinocultura evoluiu atraves dos tempos e passou de uma relacdo com homem
inteiramente voltada ao trabalho e transporte, a uma atividade esportiva e
multidisciplinar.

Atualmente o uso de biotecnologias que empregam o0s gametas femininos e
masculinos tornam-se instrumento importante nos programas de reproducéo
assistida. O avanco dos processos de criopreservacao possibilitou a preservacdo e
armazenamento de células, tecidos e embriGes. O desenvolvimento destas técnicas
tem sido uma ferramenta importante no processo de selecdo genética nas espécies de

producdo, assim como seguro bioldgico para aqueles animais ameacgados de extincao.

Smith e Polge (1950) foram os primeiros a relatarem o procedimento de
congelacdo de sémen equino, no qual observaram a sobrevivéncia de
espermatozéides separados do plasma seminal e ressuspendidos em solugdes
tamponadas contendo glicerol e glicose. Posteriormente, Barker e Gandier (1957)
relataram a primeira prenhez de uma égua apds sete inseminacdes artificiais, com
espermatozéides colhidos do epididimo de garanhdes, diluidos em leite contendo
10% de glicerol e congelados. Na década de 60, os pesquisadores japoneses Nagase e
Niwa (1964) obtiveram sucesso no congelamento e armazenamento de sémen,
técnica essa que foi introduzida comercialmente na década de 70. Segundo Mies
Filno (1977) as primeiras inseminagdes no Brasil ocorreram nos anos de 1931 e
1932, na Coudelaria do Exército Brasileiro, no Rio Grande do Sul. Porém, a
mecanizacdo dos sistemas de transportes, assim como a proibicdo do uso da
inseminacao artificial por algumas associacdes de raca, impediram que as técnicas de
reproducdo assistida se desenvolvessem nesta espécie, da mesma forma que ocorreu
em outras espécies destinadas a alimentacdo humana.

O emprego do sémen equino congelado aumentou como consequéncia da
reducdo dos danos sofridos pelos espermatozoides durante o congelamento e
descongelamento (VIDAMENT et al., 2001). Segundo Graham (1996) a
criopreservacdo do sémen viabiliza a utilizagdo de garanhdes geneticamente

superiores, provenientes de diversas localidades, sem o0s gastos inerentes ao



transporte tanto do macho como da fémea, além de possibilitar o aumento do nimero
de animais a serem acasalados com um determinado reprodutor. De acordo com Papa
et al. (2005) o desenvolvimento de técnicas para a preservacao e armazenamento de
sémen é um dos passos de maior importancia, uma vez que, possibilita o melhor
aproveitamento de animais com interesse zootécnico, 0 armazenamento de material
genético e o transporte seguro de sémen. Além de viabilizar a possibilidade de
armazenamento do sémen por tempo ilimitado (BUSTAMANTE, 2006).

A inseminacdo artificial € uma técnica que estd em expansdo na espécie
equina, ja que otimiza a utilizagdo do garanhdo, reduz os riscos de acidentes e
diminui a incidéncia de doencas venéreas. Porém na espécie equina os resultados do
uso da criopreservacdo de sémen na inseminacdo artificial ainda nao é satisfatoria,
como ocorre na espécie bovina.

Atualmente existem varias técnicas de diluicdo, resfriamento e congelamento,
que vém sendo empregadas na espécie equina com diferentes taxas de sucesso
(VIANNA, 2000). Desta forma, uma caracteristica do processo de congelamento do
sémen equino é a auséncia de padronizacdo nos processos de criopreservacao, desde
0 momento da coleta do ejaculado até a etapa de envase das amostras. Os objetivos
do experimento foram determinar as taxas de motilidade e vigor espermaticos do
sémen imediatamente congelado ou previamente resfriado, diluido em INRA82 ou
Nagase. Segundo, determinar as taxas de sobrevivéncia espermatica de amostras
diluidas em Nagase e envasadas em criotubo de 2ml. Terceiro, determinar a
viabilidade de gerar gestacbes em éguas inseminadas com sémen envasado em
criotubo de 2ml, ja que este tipo de envase ndo foi descrito ainda para inseminacao

artificial com sémen criopreservado nesta espécie animal.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Criopreservacao de sémen

Com o desenvolvimento das técnicas de reproducdo assistida, a criobiologia
passou a despertar grande interesse, e exercer um papel essencial (HOVATTA,
2003). Esta ciéncia trata da compreensdo dos efeitos das baixas temperaturas sobre
os sistemas celulares, ja que o tempo bioldgico € uma consequéncia de determinadas
reacOes bioguimicas e o frio prolonga esse tempo, pois diminui estas reacdes
(AVILLA-PORTILLO et al., 2006).

A criopreservacdo tem como principal objetivo manter a integridade
estrutural e a viabilidade celular apds submeter as células a baixas temperaturas
(CAVALCANTE et al., 2006)

A criopreservacdo do sémen é dividida em diferentes etapas, iniciando-se
com a coleta do sémen, seguida pela sua diluicdo, centrifugacdo, resfriamento,
passando pela desidratacdo celular, a congelacdo e finalmente a descongelagéo
(MEDEIROS et. al. 2002). Cada etapa deve ser realizada com extremo cuidado e
atencdo, pois interfere diretamente no sucesso dos resultados obtidos com o uso da
técnica (VIDAMENT et al., 2001). Considerando as diferentes etapas citadas acima
nota-se que o processo de congelacdo de sémen equino envolve inlmeros processos
fisicos e quimicos, os quais estdo relacionados a manutencdo da integridade e
viabilidade espermatica, assim como com a fertilidade do sémen congelado
(GRAHAM, 1996).

Os danos causados as células durante os processos de congelamento e
descongelamento se devem a formacdo de cristais de gelo intracelulares, que afetam
a estrutura da célula, e a concentracdo de soluto resultante do processo de
desidratagéo (OLIVEIRA, 2007).

Graham (1996) descreve que, segundo bases fisico-quimicas, a leséo celular,
durante os processos de congelacdo e descongelacdo, é causada pela formacéo de
cristais de gelo intracelulares que afetam a estrutura da célula, e pela concentracao de
soluto resultante da congelagdo da &gua pura, assim como da interagdo entre estes

dois fatores. Squires et al. (1999) ao avaliarem a formacdao de cristais de gelo durante



0 processo de congelamento de sémen citam que a ocorréncia de desidratacdo é um
evento desejavel, pois reduz a probabilidade de formacdo de cristais de gelo
intracelulares que causariam danos as estruturas internas e/ou a membrana
plasmatica. Holt (2000) propde que a exposicdo das celulas espermaticas a
temperaturas abaixo das fisioldgicas, mesmo antes de ocorrer o congelamento
(processo de estabilizacdo das células espermaticas), é responsavel por mudangas na
organizacdo bi-dimensional dos lipidios da membrana, e também, alteracdo das
propriedades de enzimas encontradas entre a membrana, diminuindo a viabilidade
dos espermatozoides pds-descongelagdo, através do adiantamento da capacitagdo
espermatica.

Loomis & Squires (2005) relataram os efeitos da criopreservacdo na
membrana de espermatozdides, como perda da estabilidade da bicamada de lipideos
causada pela desidratacédo celular, alteracbes dos componentes da membrana celular,
desnaturacdo de proteinas da membrana, além de alteracbes do metabolismo
energético celular, lesdes na membrana acrossomal, injaria oxidativa, danos ao DNA
e cristalizacdo dos solutos intracelulares levando a morte celular. Porém, nem todos
os fosfolipidios da membrana tendem a formar a dupla camada, pois estes,
geralmente estdo associados as proteinas de membrana e possuem a funcdo de
eliminar possiveis poros que a dupla camada lipidica venha a formar (OLIVEIRA,
2007). Entdo, de acordo com este autor, diante de resfriamentos abruptos estes
fosfolipidios deixam de interagir com as respectivas proteinas e também passam a
assumir a conformacdo HEX Il (Fase Hexagonal Il), ao associarem-se entre si. Os
autores salientam ainda que o descongelamento do sémen expfe as células
espermaticas as mesmas causas de estresse, porém em sentido inverso; inicialmente
com a saida do crioprotetor e reidratacdo para o restabelecimento do equilibrio
osmotico.

De acordo com Oliveira (2007) diante do choque térmico, uma série de
eventos pode ocorrer na membrana plasmatica do espermatozoide equino, o que pode
inviabilizar a célula para fecundacéo. Ocorre migracdo de proteinas de membrana, o
que aumenta a aglomeracdo das mesmas na superficie da célula resultando na
alteracdo da fluidez dos fosfolipidios da membrana plasmatica durante o
resfriamento, onde coexistem moléculas em dominios cristalinos e em dominios

fluidos.



Durante o processo de criopreservagdo, o sémen deve ser resfriado desde a
temperatura corpdrea (37°C) até a temperatura de 20°C, o que parece ndo ocasionar
danos ao espermatozdide quando este se encontra diluido em meio adequado
(KEITH, 1998). Segundo Squires et al. (1999) o estresse inicial ocorre quando o
espermatozoide passa da temperatura de 20°C para 5°C, devido a fase de transicdo da
membrana plasmatica do estado liquido para a fase de gel (GRAHAM, 1996). Para
que este efeito seja minimizado é necessario controlar a taxa de resfriamento entre as
temperaturas de 19°C e 8°C, utilizando-se curvas de resfriamento lentas, em torno de
-0,05°C/min. (SQUIRES et al., 1999). A desidratacdo severa promove a desnaturagao
das macromoléculas ao mesmo tempo em que ocorre contracdo citoplasmaética até o
colapso da membrana (HOLT, 2000). Squires et al. (1999) propéem que 0 uso de
curvas inadequadas de resfriamento pode promover alteracfes nos padrdes normais
de motilidade dos espermatozdides, assim como danos em seu metabolismo, na
membrana plasmatica e no acrossoma. Sendo assim, 0 uso de curvas de congelacdo
lentas pode minimizar estes danos (MELO, 2005).

Os procedimentos de criopreservacao do sémen equino, bem como de varias
outras espécies, ainda ndo alcancaram um padrdo que proporcione resultados
satisfatorios de forma permanente, como ocorre na espécie bovina (WATSON,
2000).

De acordo com Oliveira (2007), a natureza exata dos danos causados pelo

congelamento das células, ainda nao esta totalmente esclarecida.

2.2 Crioprotetores

No processo de criopreservacdo, € necessario 0 uso de substancias
crioprotetoras junto ao sémen, para manutencdo da viabilidade espermatica, uma vez
que eles protegem os espermatozoides dos danos causados pelo choque térmico, que
¢ provocado pela formacdo de cristais de gelo, desidratacdo e posterior
descongelacdo (SNOECK, 2003; ARRUDA, 2000).

Os diluentes sdo compostos por substancias para a manutencdo da atividade
metabdlica dos espermatozoides, tem funcdo de tampado, a fim de evitar alteracfes de

pH, possuem antibioticos, para inibicdo do crescimento de bactérias durante o



periodo de armazenamento antes do uso e também, através dos crioprotetores,
fornecem protecdo contra 0 choque de temperatura durante o processo de
congelamento (DIETZ et al., 2007).

A adicdo de diluentes ao sémen visa proteger os espermatozéides de condicdes
ambientais desfavoréveis, prolongarem sua sobrevivéncia (PICKETT e AMANN,
1987), bem como aumentar a viabilidade do sémen de garanhfes subférteis
(BLANCHARD et al., 1987).

A presenca de substancias, como os crioprotetores no meio diluidor altera as
propriedades fisicas do processo de congelacdo da solucdo (VISKANTA et. al.,
1997; WOLFE e BRYANT, 1999), assim como promove a protecdo dos
espermatozdides no processo de criopreservacdo (HOLT, 2000), reduzindo a
formacéo de gelo intracelular (MEDEIRQOS et. al., 2002). Diluindo-se o sémen ha a
prevencao de aglutinagdo espermatica e a reducdo da influéncia de alteracbes no pH
seminal (KENNEY et al., 1975). De acordo com Pickett et al., (1975) com a dilui¢do
do sémen pretende-se ainda reduzir as perdas de espermatozdides no equipamento de
inseminacao, prolongar a viabilidade dos espermatozoides, incorporar antibiético no
sentido de reduzir o numero de bactérias introduzidas no Gtero de éguas, e permitir o
armazenamento e o transporte a longas distancias.

Desta forma, Mattos (1995) demonstrou que o fator diluig&o leva a uma reducéo
na concentragdo bacteriana no sémen diluido em comparagdo ao sémen “in natura”.
Este fato, associado ao fracionamento do ejaculado e consequente diminuicdo do
volume, faz com que o nimero de bactérias introduzidas no interior do Utero, com
inseminacao artificial com sémen diluido, seja menor que com a monta natural.

Embora os crioprotetores sejam fundamentais para a sobrevivéncia dos
espermatozdides no processo de congelacdo, eles podem também, exercer efeitos
toxicos e diminuir as taxas de fertilidade quando presentes em altas concentracGes
(ROSSI et. al. 2003, WATSON, 2000), tais como, deshaturacdo de proteinas
(ALVARENGA et al., 2005), aumento da viscosidade do citoplasma, efeito no
balanco bioenergético (HAMMERSTED e GRAHAM, 1992) e estresse osmotico
(GILMORE et al., 1995).

Diferentes diluidores ja foram utilizados para resfriar, armazenar, transportar e
congelar o sémen de garanhdes (PICKETT et al.,1975), e sua finalidade é favorecer a

longevidade maxima das células espermaticas, embora se saiba que existem enorme



variacdo e imprevisibilidade de toleréncia das células frente aos diluidores e técnicas
de resfriamento e congelamento (VIANNA, 2000).

Estes componentes sdo classificados como penetrantes e ndo penetrantes ou intra
e extracelulares (GRAHAM, 1996; ARRUDA, 2000).

Algumas substancias, dentre as quais os lipideos, proteinas e macromoléculas,
sdo eficientes na protecdo da célula espermatica durante o processo de congelagéo,
sem que para isso necessitem penetrar no espermatozdide, sdo estes a gema de ovo,
leite, alguns acucares e a albumina sérica bovina (KEITH, 1998).

Melo et al. (2005) sugerem que os diluentes a base de gema de ovo preservam
melhor a membrana plasmatica quando comparados aos diluentes a base de leite
desnatado.

A gema de ovo é rotineiramente utilizada nos diluentes para criopreservacdo de
sémen de mamiferos. Acredita-se que sua acdo seja devida a presenca de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), as quais aderem a membrana celular durante
0 processo de congelacdo, preservando com isso, a membrana do espermatozoide
(MOUSSA et. al. 2002) atuando na superficie da membrana plasmatica, restaurando
a perda de fosfolipidios e aparentemente induzindo a uma alteragdo transitoria de sua
composicdo, consequentemente prevenindo a ruptura da membrana plasmatica
(FARSTARD, 1996). A gema de ovo no meio diluente de criopreservagao beneficia
0s espermatozoides por manter a pressdo coloidal do meio e também pela presenca
de uma lipoproteina de baixa densidade, que estabiliza a membrana espermatica
durante a congelacédo e descongelacdo (FOULKES, 1977).

Holt (2000) revisou os aspectos relacionados a congelacdo de sémen e relatou
que os efeitos crioprotetores da gema do ovo estdo envolvidos com a porgdo
lipoprotéica de baixa densidade a qual protege as células espermaticas do choque
térmico, da fase de transicdo dos lipideos e danos a membrana plasmatica a
temperaturas abaixo do ponto de congelacdo da solugdo. Os diluentes usados na
criopreservacao de sémen equino contém entre 2 e 20% de gema de ovo.

Os acucares, classificados também como crioprotetores ndo penetrantes, atuam
através da pressdo osmotica na desidratacdo celular, reduzindo a 4gua passivel de ser
congelada no interior da célula de modo a reduzir a injuria causada pela cristalizagdo
(AISEN et. al., 2002). Além de atuarem como crioprotetores, alguns agucares s&o
substrato energético para o espermatozdide durante a incubagdo (YILDIZ et. al.,
2000).



Os agucares desempenham importantes papéis no meio diluente de congelacao,
atuando basicamente como substrato para a protecdo de energia pelos
espermatozdides, na manutencdo da pressdao osmotica do diluente, aumentando a
quantidade de agua ndo congelada em temperaturas abaixo do ponto de congelagéo
da agua e reduzindo a concentracdo de sais na solugdo ndo congelada (HOLT, 2000).

J& o leite, é empregado para diluir e armazenar o sémen fresco ou resfriado. A
eficiéncia dos meios diluentes a base de leite tem sido atribuida a sua composicéo
protéica que atua como tampdo e a propriedade quelante frente a metais pesados,
havendo relatos de sua parcial protecdo contra a reducdo da temperatura durante o
processo de refrigeragdo (SALAMON & MAXWELL, 2000).

De acordo com Snoeck et al. (2007) a maioria dos diluentes possui em sua
formulacdo acucares, eletrolitos, leite, gema de ovo (concentracdo de 1,6 a 20%) e
glicerol (2,5 a 5%). Outros crioprotetores também sdo descritos para a
criopreservacdo de sémen, tais como: etilenoglicol (ALVARENGA et al., 2000),
dimetilsulfoxido (MELO, 2005) e dimetilformamida (ALVARENGA et al., 2005).
Nos protocolos de congelacdo de sémen equino, o crioprotetor mais usado é o
glicerol (MARTIN et. al., 1979; LOOMIS et. al., 1983; CONCHAN et al., 1984;
PAPA, 1987; GRAHAM, 1996 e MOORE et al.,2006). Vidament et al. (2001)
afirmam que a presenca do glicerol, nas concentracdes de 2,5 a 6%, € um
componente essencial em todos os diluidores convencionais utilizados para o
congelamento de espermatozéides de garanhdo. Quanto a forma de atuacdo, o
glicerol é classificado como agente crioprotetor permeavel, por atuar dentro do
citoplasma celular (HOLT, 2000), é uma substancia classificada como alcool de
acordo com o0s grupos hidroxil presentes na sua composi¢cdo que contem trés
moléculas de carbono (KEITH, 1998). Sendo assim, por ser um poliol com alta
afinidade pela agua, o glicerol tem a capacidade de provocar desidratacdo eficiente
na célula (STOREY et al., 1998).

Em experimento sobre o uso alternativo de crioprotetores realizado por
Hoffmann (2007), foi observado que o glicerol foi o crioprotetor mais eficaz na
preservacdo da membrana plasmatica e na manutencdo da habilidade de capacitagédo
dos espermatozoides.

Snoeck et al. (2007) relatam a necessidade da realizacdo de experimentos
referentes a composicdo dos meios de congelacdo, pois ainda ndo existe um consenso

sobre o diluidor mais eficiente na preservagdo da viabilidade espermatica para a



maioria dos garanhdes. No entanto, o glicerol ainda é o crioprotetor mais comumente
utilizado. Por isso, muitos autores buscam racionalizar a acdo desse agente,
maximizando o efeito crioprotetor e minimizando os efeitos deletérios que 0 mesmo
apresenta a criopreservacdo (OLIVEIRA 2007).

Contudo, Hoffmann (2007) afirma que o glicerol é um crioprotetor lider, e
pesquisas mais amplas sdo necessarias antes que ele seja substituido.

Snoeck et al. (2007) destacam que tanto a composicdo dos diluidores de
congelacdo de sémen quanto o envase utilizado, sdo fatores que podem afetar os

resultados da criopreservagéo.

2.3 Envase do sémen criopreservado

Igualmente importante como a escolha dos diluentes e dos crioprotetores para
a preservacdo da viabilidade espermética, é a definicdo do tipo de envase para o
sémen equino.

Na década de 60, os pesquisadores Nagase e Niwa (1964) desenvolveram o
método de armazenamento de sémen congelado em pastilhas (pellets), originalmente
utilizado para a criopreservacdo de sémen bovino. Martin et al., (1979) propuseram o
congelamento de sémen equino em grandes volumes (palheta de 4ml) e obtiveram
resultados satisfatdrios de prenhez (63%).

A fim de reduzir os danos causados na estrutura e na funcionalidade dos
espermatozéides durante a criopreservacao, tornam-se necessarios estudos sobre o
processo ideal de congelacdo e estocagem (envase) das amostras de sémen
(CAVALCANTE et al., 2006).

De acordo com Loomis & Squires (2005) a maioria dos laboratorios
comerciais congelam sémen em palhetas de 0,5 ml, porém algumas amostras ainda
sdo congeladas em macrotubos de 4,0 ou 5,0 ml. Na opinido de Saragusty et al.,
(2007) o envase em palhetas de 0,5ml é a forma mais difundida de processamento do
sémen equino. Em experimento realizado por Papa et al. (2005) com o objetivo de
determinar o efeito do tipo de envase na criopreservacdo do sémen equino, as mini-

palhetas (0,25ml) foram mais eficientes do que as palhetas (0,5 ml) e os macrotubos



(4ml). Entretanto, de acordo com trabalho realizado por Crockett et al. (2001), néo
houve diferenca entre as taxas de sobrevivéncia espermatica ap6s o envase em
palhetas de 0,5ml ou 2,5ml. Green et al. (2006) ressaltaram, em experimento sobre a
comparacao entre palhetas de 0,25ml e saches de 15ml, o beneficio da armazenagem
de sémen em grandes volumes.

Sendo assim, 0 sucesso da inseminacdo artificial depende também da
manutencdo da viabilidade da célula espermatica durante o armazenamento.

Kozink et al. (2006) relataram que 0 uso de criotubos é uma solucdo para
problemas relacionados a flutuacdo de temperatura no momento do envase, pois por
armazenar mais volume permite que o procedimento seja realizado em menos tempo,
além de possibilitar o armazenamento de maior volume de sémen por canister, e
também, substituir a necessidade da manipulacdo de varias palhetas. Esses autores
enfatizam que no mesmo espago podem-se armazenar quatro criotubos de 3,6ml ou
dez palhetas de 0,5ml. Notrica et al. (2004) e Cavalcante et al. (2006) avaliaram o
envase do sémen humano em criotubos e concluiram sua eficacia. De acordo com
Saragusty et al. (2007) a utilizacdo de embalagens com maiores volumes proporciona
0 envase da dose inseminante em um Unico tubo, facilitando a identificacdo, o
manuseio e o emprego do sémen. J& Arav et al. (2002) avaliou 0 sémen de bovinos
criopreservado em tubos de vidro e observaram a reducdo de espaco e custos de
armazenamento. Dessa forma, Kozink et al. (2006) afirmam que um volume maior
de sémen congelado pode ser estocado em um botijdo padrdo se congelado em

criotubo.

2.4 Avaliacao do sémen criopreservado

A avaliaghio do sémen ¢é realizada considerando-se 0s aspectos
macroscopicos, microscopicos e fisicos do ejaculado (GRANEMANN, 2006). De
acordo com o mesmo autor, volume, coloracdo, viscosidade e aspecto do sémen sdo

0S parametros macroscopicos avaliados. Assim como a motilidade, vigor,



concentracdo e morfologia sdo os parametros microscopicos que devem observados
(SILVA, 2000). A motilidade diz respeito ao percentual de espermatozéides moveis
numa amostra, o vigor refere-se a forca de deslocamento (em uma escala de 0 a 5) e
a concentracdo espermatica representa o numero de espermatozoides no ejaculado
(GRANEMANN, 2006).

Segundo Arruda et al. (2007) os parametros classicos de importancia na
avaliacdo da viabilidade de amostras de sémen fresco, resfriado ou congelado sdo a
motilidade, concentracdo e morfologia espermaticas.

A motilidade é necessaria para a ascensdo espermatica no Utero, passagem
através da juncgdo Utero-tubarica, liberagdo dos sitios de armazenamento espermatico
no oviduto e penetracdo através das células que circundam o ovécito (AMANN,
1989). De acordo com Kirk (2001) a motilidade pode estar comprometida se as
mitocdndrias estiverem afuncionais, se a membrana plasmaética estiver lesada, se o
espermatozdide tiver sofrido choque-frio ou se estiver morfologicamente anormal.

A motilidade espermatica é prontamente identificavel e reflete diferentes
aspectos do metabolismo espermatico (KATILA, 2001). Este parametro pode ser
avaliado por microscopia Optica e tem sido considerado um dos critérios de maior
importancia na avaliacdo da fertilidade do sémen (MEDEIROS, 2003). Esta técnica
apresenta vantagens por ser de baixo custo e de simples realizacdo, porém trata-se de
uma avaliacdo subjetiva que pode sofrer variagbes nos resultados dependendo da
experiéncia do examinador (MEDEIRQOS, 2003). Ferreira (2000) comparou as
metodologias de analise da motilidade espermética equina de forma subjetiva
(microscopia 6ptica) com a motilidade espermética equina computadorizada (no
monitor do aparelho Hamilton Thorn Motility Analyser) e concluiu que a avaliacdo
subjetiva constitui num método aceitavel para a determinacdo do percentual de
espermatozéides moveis.

Outra técnica de andlise seminal é o teste de termorresisténcia, que tem a
finalidade de avaliar a longevidade espermatica (OLIVEIRA, 2007). Segundo
preconizado pelo CBRA (1998), as células espermaéticas de ejaculados de garanhdes
incubadas a 38°C, por até 180 minutos, ainda devem apresentar 30% de motilidade
espermatica total e vigor espermatico 3. Porém, Zuccari (1998) observou que, aos 90
minutos de incubacdo, as célula apresentavam 20% de motilidade espermatica e
vigor espermatico 2 e aos 120 minutos 10% de motilidade e vigor 2, concluindo que

o0 tempo ideal para a avaliagcdo do sémen equino descongelado é de 120 minutos. Por



outro lado Furst et al. (2005) empregaram o teste de termorresisténcia de 90 minutos
para avaliar a longevidade dos espermatozoides (30% de motilidade aos 90 minutos).

A concentracdo espermatica pode ser avaliada através da contagem de células
na cadmara de Neubauer ou de Toma Nova, podendo ser ainda utilizada a
espectrofotometria e o Micro-cell-counter (CBRA, 1998). A concentragédo pode
apresentar variagdo, tanto entre racas, como num mesmo animal (SILVA, 2003).

A avaliacdo das caracteristicas morfologicas dos espermatozoides podera ser
observada através da utilizacdo de esfregacos corados ou preparacdo Umida, em
microscopio de contraste de fase ou de interferéncia diferencial (CBRA, 1998). As
anormalidades podem ser classificadas como defeitos maiores e menores (BLOM,
1973), em defeitos de cabeca e cauda como sugeridas pelo CBRA (1998) ou ainda
em defeitos primérios e secundarios (BLOM, 1977). Segundo Jasko et al., (1990), ha
correlacdo positiva entre taxa de fertilidade e espermatozdides morfologicamente
normais. Fernandes & Pimentel (2002) observam que a morfologia espermatica pode
ser considerada um fator essencial para a obtencdo de melhor eficiéncia reprodutiva.
De acordo com Oliveira (2007), o processo de criopreservacdo e o choque térmico
podem estar associados ao aumento de incidéncias de patologias em um ejaculado.

2.5 Inseminacdao artificial com sémen criopreservado

Embora a maior parte da literatura enfoque a congelagdo como a fase em que
os danos ocorrem na célula espermatica, 0s espermatozoides sdo passiveis de lesdes
fisicas e estruturais durante o processo de criopreservacdo desde a colheita até o
momento da inseminacdo artificial (GRAHAM, 1996).

O procedimento de inseminagdo na égua, geralmente, é feito utilizando-se
uma pipeta rigida acoplada a uma seringa. Esta pipeta é guiada através da cervix com
auxilio do dedo indicador e a deposi¢do do sémen é efetuada no corpo do Utero
(OLIVEIRA, 2007).

A utilizagdo do sémen congelado ainda é restrita, pois alem de exigir um
melhor controle do momento da ovulagédo, os resultados sdo inferiores aos obtidos
com sémen fresco e refrigerado (SQUIRES et. al., 1999). Igualmente importantes

para 0 sucesso da concepgdo, sdo a motilidade, morfologia espermaética,



acompanhamento sistematico do desenvolvimento folicular, a determinacdo do
momento da ovulacdo a duracdo da viabilidade do 6vulo no sistema genital da égua
bem como a qualidade do ambiente uterino (SILVA FILHO, 1994).

Para o sucesso da inseminacao artificial com sémen congelado, além da
necessidade deste estar com bons padrdes pds-descongelacédo, é essencial contar com
um historico reprodutivo das éguas que serdo utilizadas. As fémeas com idade acima
de oito anos e com histérico de problemas reprodutivos tém, em geral, baixas taxas
de prenhez e sdo candidatas em potencial a ndo conceberem (SAMPER et al., 2001).
Em estudo recente Samper (2007) relatou um efeito significativo do estado da égua
na taxa de prenhez, assim sendo as éguas mais velhas solteiras tiveram uma taxa de
prenhez significativamente reduzida (27,7% em éguas solteiras > 8 anos contra
43,6% em éguas de solteira < 8 anos).

O estro da égua dura de 5 a 7 dias e a ovulagdo ocorre no terco final deste
periodo, sendo que a inseminacdo deve ser realizada o mais préximo possivel da
ovulacdo (MIES FILHO, 1987). Deve-se realizar o acompanhamento folicular diario
e utilizar a melhor técnica para a deposicdo do sémen no ambiente uterino
(ZIMMERMANN et al., 2009).

Segundo Samper (2001), quando se insemina éguas com sémen congelado é
importante usar um agente indutor da ovulagdo para maximizar o uso do sémen,
minimizando o nimero de doses por ciclo estral, resultando na reducdo do intervalo
entre a inseminacdo e a ovulacao.

O manejo adequado da égua inclui o uso de um agente ovulatério para
acelerar a ovulacdo dentro de um tempo previsivel de tempo. Agentes ovulatdrios sdo
mais eficazes em éguas com edema endometrial ébvio, com foliculo de 35 mm de
didametro e colo do utero relaxado (MILLER, 2008). Devido a grande variacdo no
intervalo de ovulacdo apés inducdo com hCG, as éguas devem ser examinadas de 6 —
6 horas a partir de 24h apds a aplicacdo do horménio e a inseminacdo realizada
imediatamente ap0ds a detec¢do da ovulacdo (SAMPER, 2001).

De acordo com Squires et. al., (1999) a inseminagdo com sémen congelado,
deve ser realizada de 24 horas antes até 6 horas apos a ovulagdo. Porém, para Vianna
(2000) quanto mais proxima da ovulagdo for a inseminagdo com o sémen diluido,
mais alta sera a taxa de concepcdo. Palmer (1984) obteve de 47 a 66% de prenhez

em éguas inseminadas apenas uma vez no periodo de zero a 72 h ap06s a ovulacao.



Segundo Belling (1984) apenas uma cobertura/ inseminacao apds a ovulagéo
é viavel e traz com consequéncias benéficas por coleta de sémen a reducdo na
sobrecarga do garanhdo, reducdo de traumas e de infecgbes sexualmente
transmissiveis e um aumento do numero de éguas servidas por um garanhdo na
estacdo reprodutiva, possibilitando uma maior eficiéncia econdmica a atividade.

Miller (2008) afirma que cada laboratdrio tem geralmente um método de
congelamento exclusivo, de modo que o0 numero de espermatozéides embalados por
palheta, bem como o nimero de palhetas por dose de inseminacgéo, varia muito, ndo
sO pelo garanhdo, mas também pelo centro de congelamento.

Com relacdo aos indices de fertilidade nas inseminagfes artificiais com
sémen equino congelado, Samper (2001) afirma ndo ser incomum encontrar taxas de
prenhez por ciclo estral entre 0 e 100%. Martin et al. (1979), Muller (1982) e Pickett
et al. (1975), indicam um variacdo entre 51,3% e 75%. Porém, de acordo com
Saragusty et al. (2007) os resultados obtidos com sémen congelado em média,
variam entre 30 e 50%. J& de acordo com Oliveira (2007) podem oscilar entre 25 e
40%. Estas baixas taxas de prenhez para o sémen congelado podem ser explicadas
por alteracdes biofisioldgicas que o espermatozdide sofre durante a criopreservacao
(TROEDSSON et al., 1998). Dessa forma, a baixa fertilidade é um dos fatores que
restringe o uso de sémen congelado na inseminacdo artificial na espécie equina
(ALMEIDA, 2006).

De acordo com Juliani e Henry (2008) os protocolos de criopreservacao de sémen
equino ndo conseguem proporcionar a manutencdo da viabilidade espermatica, que

se traduza por taxas satisfatdrias de prenhez apds a inseminacao artificial.
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RESUMO

Na espécie equina, ao contrario do obtido com bovinos, as técnicas de
criopreservacao de sémen progridem lentamente, mas apesar das barreiras técnicas o
emprego da inseminacdo artificial com sémen congelado vem crescendo. Este
experimento foi dividido em trés etapas: na primeira comparou-se a utilizacdo de
diferentes diluentes e técnicas de congelacdo; determinacdo da eficiéncia do criotubo
para envase do sémen para a criopreservacao; e na terceira determinou-se das taxas
de prenhez das éguas artificialmente inseminadas com sémen congelado envasado
em criotubo. Seis garanhdes foram submetidos a coleta do sémen e doze éguas foram
inseminadas artificialmente no primeiro estro da estacdo reprodutiva. As amostras
foram diluidas em INRA82 ou Nagase, contendo 5% de glicerol, com concentragdo
de 200 x 10° espermatozéides/ml. Parte do sémen diluido foi envasado em palhetas
(0,5ml), das quais uma parte foi imediatamente congelada. As palhetas restantes
foram resfriadas previamente da temperatura ambiente (24°C) até 5°C antes do
congelamento. As amostras foram descongeladas em banho-maria a 37°C por 30seg.

O mesmo protocolo de congelamento com resfriamento prévio foi realizado com as



amostras envasadas em criotubos, sendo estas amostras descongeladas a 50°C por
100seg em banho-maria. A eficiéncia in vivo do sémen criopreservado, foi
determinada atraves da inseminacdo artificial. O diagnoéstico de prenhez foi realizado
20 dias apos a inseminacdo artificial através de exame ultrassonografico. Apos a
andlise dos dados verificou-se que ndo houve diferenca significativa entre os
diluentes testados na motilidade progressiva e vigor dos espermatozoides. As médias
da motilidade espermatica apds o aquecimento das amostras foram de: 43,32% e
26,66%, para o sémen diluido com INRA82 submetido ao resfriamento ou nao antes
do congelamento, respectivamente. O sémen diluido com Nagase revelou motilidade
espermatica de 41,08% e 24,44%, respectivamente. De acordo com esses resultados,
0S grupos experimentais submetidos ao resfriamento prévio apresentaram taxas de
motilidade espermatica superiores aos grupos que foram congelados diretamente.
N&o se verificou diferencas quanto ao vigor, motilidade e defeitos espermaticos entre
os diluentes testados e os tipos de envase. As éguas inseminadas com criotubo
apresentaram taxa de prenhez de 50% (3/6), ja com as éguas do grupo controle
(palheta) observou-se 16,66% (1/6).

Palavras chave: sémen, equino, criopreservacao, criotubo

ABSTRACT

In the horse industry, unlike observed in ruminants, the development of sperm
cryopreservation techniques is very slow but despite the technical barriers the
artificial insemination with frozen semen is growing. This experiment was divided
into three steps. The first one compared the use of different diluents and freezing
techniques. The other two stages were the use of cryogenic tubes for storing semen
and the determination of mare pregnancy rates that were artificially inseminated with
frozen semen packaged in cryogenic tubes. Six stallions were submitted to semen
collection and twelve mares were artificially inseminated at first estrus of the
breeding season. The samples were diluted in INRA82 or Nagase, containing 5%
glycerol, with a concentration of 200 x 10° sperm / ml. A fraction of the diluted



semen was stored in straws (0.5 ml), some of those straws were immediately frozen.
The remaining straws were cooled from room temperature (x 24°C) to 5° C before
freezing. The samples were thawed in a water bath at 37 © C during 30sec. The same
protocol with cooling prior to freezing was performed with samples filled into
cryogenic tubes, and these samples were thawed in a water bath at 50 ° C during
100seg. The in vivo efficiency of cryopreserved semen was determined through
artificial insemination. The pregnancy diagnosis was performed after 20 days by
ultrasound examination. After analyzing the data it was found that there was no
significant difference in sperm motility and vigor among the tested diluents. Motility
was INRA82: 43.32% / 26.66% and Nagase: 41.08% / 24.44%, when the semen was
previously cooled or frozen directly, respectively. According to these results, the
experimental groups subjected to cooling prior freezing showed better motility rates
than the groups that were frozen directly. There were no differences regarding the
vigor, motility and sperm defects among the diluents and the semen containers. The
mares inseminated with cryotubes showed 50% (3/6) pregnancy rate, and 16.66%

(1/6) pregnancy rate was observed in the group of mares inseminated with straws.

Keywords: semen, equine, cryopreservation, cryotube.

3.1 Introducéo

Nos Ultimos vintes anos as técnicas de reproducdo assistida alcangaram um
acelerado avanco nas espécies domésticas de interesse econdémico. Até 0 momento o
gameta masculino é o que tem proporcionado maior sucesso utilizado como
ferramenta de melhoramento animal. De acordo com Melo et al. (2007) a
preservacdo e o estoque de sémen promovem um melhor emprego do potencial
reprodutivo de animais com patriménio genético superior. Na espécie equina, ao
contrario do obtido com bovinos, as técnicas de criopreservagdo de sémen progridem

lentamente, mas apesar das barreiras técnicas o emprego da inseminacdo artificial



equina vem crescendo (Kirk, 2005). De acordo com Saragusty et al. (2007) os
resultados obtidos com sémen congelado em média, variam entre 30 e 50%, esses
resultados revelam que a criopreservacdo do sémen ainda ndo € uma tecnologia
estabelecida na reproducao equina.

Usualmente o sémen equino é envasado em palhetas de 0,5ml (Saragusty et al.,
2007), no entanto existem alternativas que empregam maiores volumes como, por
exemplo: macropalhetas de 4 ml (Martin et al., 1979), macrotubo de vidro de 12 ml
(Saragusty et al., 2007), macrotubo de aluminio de 25ml (Tischner, 1979) e saché de
15 ml (Green et al., 2006). Além desses autores, Kozink et al. (2006) descreveram a
criopreservagdo do sémen equino envasado em criotubos de 3 ou 6 ml. Notrica et al.
(2004) e Cavalcante et al. (2006) utilizaram criotubos com sucesso para congelacao
de sémen humano. Porém o estudo comparativo entre palheta de 0,5ml e criotubo de
2ml, assim como, a inseminacéo artificial com sémen envasado em criotubo de 2ml
ainda ndo foi documentado na espécie equina.

Os objetivos do experimento foram determinar as taxas de motilidade e vigor
espermaticos do sémen imediatamente congelado ou previamente resfriado, diluido
em INRA82 ou Nagase. Segundo, determinar as taxas de sobrevivéncia espermatica
de amostras diluidas em Nagase e envasadas em criotubo de 2 ml. Terceiro,
determinar a taxa de prenhez e de potros nascidos de éguas inseminadas com sémen

envasado em criotubo.

3.2 Materiais e Métodos

Os sais e reagentes quando ndo identificados no texto, foram fornecidos pela
Sigma Aldrich Ltda. As solucbes diluentes utilizados nos experimentos, foram
elaborados no Laboratério de Embriologia e Biotécnicas da Reproducdo, UFRGS.

O experimento foi dividido em trés etapas. A primeira foi realizada no Haras
Warzsawsky localizado no municipio de Porto Alegre, latitude 30° e longitude 51°,
comparando a eficiéncia de dois diluentes e duas técnicas de congelacdo. Os dados
obtidos permitiram a definicdo do protocolo de criopreservagdo do sémen a ser
empregado nas demais etapas. Na Coudelaria de Rincdo, localizada ho municipio de

Sdo Borja, latitude 28° e longitude 56° no estado do Rio Grande do Sul foram



realizadas as outras duas etapas, onde foi testada, in vitro e in vivo, a utilizagdo de
criotubo para envase do sémen criopreservado.

Os animais utilizados nos experimentos pertenciam as ragas Crioula, Quarto
de Milha e Brasileiro de Hipismo. Seis garanhdes, com idade média de cinco anos,
foram selecionados apds serem submetidos ao exame androldgico e apresentarem
sémen com motilidade acima de 70%. Foram disponibilizadas para este estudo doze
éguas solteiras (vazias na temporada), com idade entre 4 e 17 anos. Estas foram
inseminadas artificialmente no primeiro estro da estacdo reprodutiva por solicitacao
do administrador da propriedade.

Uma égua em estro, devidamente contida, foi utilizada como manequim e a
coleta do sémen realizada com auxilio da vagina artificial (modelo Hannover). Os
ejaculados, em numero de trés de cada garanhdo, foram coletados em intervalos de
48h.

O sémen coletado foi avaliado quanto ao aspecto, odor, coloragdo, volume,
motilidade, vigor, pH, morfologia espermatica e concentracdo. Antes da avaliacdo o
ejaculado foi filtrado com auxilio de gaze estéril para separacdo da fracdo de gel. A
motilidade foi avaliada de 0 a 100% e o vigor em escala de 0 a 5, com auxilio de
microscopio (200X), utilizando uma gota de sémen entre Iamina e laminula pré-
aquecidas a 37°C. Duas amostras foram segregadas para analise posterior; uma
amostra foi reservada para avaliacdo da concentracdo em camara de Neubauer,
contendo sémen diluido em solucdo formol-salina (1:20), e outra amostra para a
analise de morfologia espermética através de preparacdo Umida e avaliacdo por
microscopia de contraste de fase. Este ultimo foi realizado de acordo com Blom
(1973), classificando os defeitos espermaticos em menores e maiores.

O diluente descrito por Kenney et al. (1975), a base de leite desnatado, foi
utilizado para a centrifugacdo, na proporcado de uma parte de sémen para uma parte
de diluente. Ap6s a adicdo do diluente o sémen foi transferido para oito tubos
conicos de plastico, e entdo centrifugado a 400 x g por 10 min (Snoeck et al., 2007).
O sobrenadante foi retirado e os pellets foram ressuspensos com o diluente de
congelagdo, ajustando a concentracdo das amostras para 200 x 10°
espermatozoéides/ml.

As amostras de sémen foram diluidas nos diluentes descritos por Palmer et al.
(1984), INRA82, ou por Nagase & Niwa (1964), ambos contendo 5% de glicerol.



O sémen diluido de cada ejaculado foi envasado em oito palhetas (0,5 ml), das
quais quatro foram imediatamente congeladas, através de exposi¢cdo ao vapor de
nitrogénio (-120°C) durante 15 minutos, apds mergulhadas em nitrogénio liquido e
finalmente estocadas em botijao criogénico. As quatro palhetas restantes foram
resfriadas previamente da temperatura ambiente (24°C) a 0,25°C/min até 5°C em
tubo de vidro submerso em alcool 70° mantido em refrigerador doméstico. As
palhetas, 15 minutos ap0s atingirem a temperatura de 5°C, foram submetidas ao
mesmo processo de congelamento descrito acima. As amostras foram descongeladas
em banho-maria a 37°C por 30 seg. O protocolo de congelamento do sémen envasado
em criotubo foi o mesmo descrito anteriormente. Como ndo foi encontrado em
literatura o tempo e temperatura de descongelamento de sémen envasado em criotubo
de 2ml, foram realizados neste experimento testes de tempo e temperatura ideal,
chegando a temperatura de descongelamento a 50°C durante 100 seg em banho-

maria.

O teste de termorresisténcia (TTR) foi realizado apds o descongelamento do
sémen, sendo que as amostras foram depositadas em Eppendorfs de 2 ml e incubadas
em estufa a 38°C. Avaliacdes quanto a motilidade e vigor foram realizadas apds 30,
60, 90 e 120 minutos.

A eficiéncia in vivo do sémen criopreservado, foi determinada através da
inseminacao artificial. Nas fémeas que apresentaram foliculo ovariano com didmetro
igual ou superior a 40 mm foi administrado 1.500U1 (1,0 ml) de hCG (Profasi®)
endovenoso (Sieme et al. 2004). As éguas foram inseminadas o mais proximo do
momento da ovulacdo, sendo realizado o controle da dindmica folicular, com auxilio
da ultrassonografia em intervalos de 6 horas. Apds receberem o hCG as fémeas
foram divididas aleatoriamente em dois grupos e submetidas a inseminacao artificial
Unica com o contetdo de quatro palhetas francesas de 0,5ml ou de um criotubo de
2ml, com concentragdo espermética total de 400x 10°. A inseminacéo artificial foi
realizada pelo método convencional (na qual a mdo enluvada do inseminador guia
uma pipeta até a passagem da cérvix) e o sémen foi depositado no corpo do utero. O
diagndstico de prenhez foi realizado ap6s 20 dias atraves de exame ultrassonogréafico

e confirmado em novo exame aos 90 dias.



Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica através da analise de
Variéncia para Medidas Repetidas do programa SAS do Departamento de Estatistica
do Instituto de Matematica da UFRGS.

3.3 Resultados

A tabela 1 apresenta os dados da avaliagdo seminal dos reprodutores realizada
imediatamente apds a coleta. Os valores representam a média de trés ejaculados de
cada garanhdo e preenchem os padrées recomendados pelo Colégio Brasileiro de

Reproducdo Animal (1998), para a criopreservacao de sémen equino.

Tabela 1- Médias da avaliacdo pré-congelamento (sémen fresco) da motilidade e

vigor espermaticos.

Motilidade Vigor
Garanhédo (%) (0-5)
X X
A 73,3 4,0
B 83,3 3,6
C 83,3 3,3
D 75,0 3,3
E 76,6 3,6
F 81,6 4,0




A tabela 2 revela que a média da motilidade espermatica foi maior nas
amostras congeladas apds o resfriamento. O vigor dos espermatozdides néo
apresentou diferenca entre as amostras congeladas imediatamente apds a coleta ou

previamente resfriadas.

Tabela 2- Avaliacdo da motilidade e vigor espermaticos, pos descongelamento, do

sémen resfriado e ndo resfriado.

Sémen Sémen ndo
resfriado resfriado
Garanhédo Diluente motilidade vigor motilidade vigor
(%) (0-5) (%) (0-5)
A INRA 48,3 3,3 25,07 3,0
Nagase 41,6"%® 3,0 25,052 3,0
B INRA 40,07 3,3 31,6 3,0
Nagase 35,01° 3,0 16,65° 3,0
C INRA 41,6 3,3 23,35 3,0
Nagase 46,6"° 3,0 31,6 3,0

A,B(linha); a,b(coluna): p < 0,05



A tabela 3 apresenta as caracteristicas espermaticas examinadas, onde nédo
foram constatadas diferencas entre os dados referentes as amostras de sémen

descongeladas envasadas em criotubo ou em palheta.

Tabela 3- Avaliacdo pos-descongelamento das amostras de sémen criopreservadas

envasadas em palhetas ou criotubos.

Palheta Criotubo
Gar Mot Vigor Def Def Mot  Vigor Def Def
(0—5) menores maiores (0-5) menores  maiores
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
D 283 3,0 12,6 13,3 30,0 3,0 12,6 12,0
E 366 3,0 10,6 11,3 40,0 3,0 10,0 10,6
F 550 3,0 12,6 12,0 55,6 3,0 9,3 11,3

A andlise do vigor espermatico revelou que os resultados obtidos mostraram
ndo haver diferenca entre os diluentes, técnica de congelamento e tipo de envase
(Tabelas 2 e 3).

O teste de termorresisténcia realizado nas amostras envasadas em criotubo ou
palheta, referentes aos garanhdes D, E e F, mostrou que aos 120 minutos pds
descongelamento a motilidade espermatica média caiu para 5,5% e vigor 1 (palheta)
e 5,1% e vigor 1 (criotubo)

Os resultados das taxas de prenhez obtidas com a inseminagéo artificial com
0 sémen envasado em palhetas ou criotubos apresentaram para o grupo controle
(palheta) uma taxa de 16,6%, onde em seis éguas inseminadas, uma emprenhou. O
grupo testado (criotubo) apresentou 50% de prenhez, das quais trés éguas

emprenharam entre as seis que foram inseminadas.



3.4 Discussao

A capacidade fecundante do sémen congelado € influenciada por varios
fatores incluindo garanhdo, caracteristicas seminais, técnica de congelamento, dose
inseminante, assim como status e manejo da égua (Saragusty et al., 2007).
Considerando que o glicerol € o crioprotetor mais comumente usado na
criopreservacdo do espermatozoéide equino (Moore et al., 2006; Alvarenga et al.,
2005) investigou-se primeiro a eficiéncia de dois diluentes em promover a
sobrevivéncia dos espermatozoéides congelados. A utilizacdo de dois procedimentos
de criopreservacdo, um resfriando o sémen antes da congelacéo e o outro expondo o
sémen diretamente ao vapor de nitrogénio liquido nao revelaram diferencas entre o0s
dois crioprotetores em proporcionar sobrevivéncia espermética avaliada através da
motilidade e do vigor dos espermatozdides (Tabela 2). Por outro lado a comparagao
dos procedimentos de criopreservacdo empregados, resfriando-se previamente o
sémen ou congelando diretamente, revelou diferencas significativas na sobrevivéncia
espermatica tanto do sémen diluido em INRA82, como no diluido com Nagase
(Tabela 2). Furst et al. (2005) observou, em estudo semelhante, que a taxa de
motilidade total do sémen congelado resfriado previamente (46,7%) foi superior ao
protocolo sem resfriamento (25,20%). Desta forma, Vidament et al. (2000) utilizando
0 diluidor INRA82 obtiveram 47% de motilidade espermatica com o sémen
previamente resfriado a 4°C, e somente 23% com 0 sémen exposto diretamente ao
vapor de nitrogénio liquido.

Na avaliacdo da sobrevivéncia do sémen através do teste de termorresisténcia,
observou-se que independente do tipo de envase houve queda de motilidade e vigor
espermaticos ao longo do teste. Esta reducdo foi observada por Oliveira (2007) e
Furst et al. (2005), porém estes utilizaram somente palhetas como método de envase.
Por outro lado, Zuccari (1998), que descreveu a técnica utilizada neste experimento,
observou 10% de motilidade e vigor 2 aos 120 minutos, contra nossos resultados
para este mesmo tempo que foram 5,55% de motilidade e vigor 1 (valor medio
quando envasado em palheta) e 5,11% e vigor 1 (valor médio quando envasado em
criotubo).

Em observacéo ao tipo de envase, Kozink et al. (2006) obtiveram a média de

motilidade espermatica do sémen equino envasado em criotubo (3,6ml) de 39,3%,



percentual semelhante aos 41,9% (2ml) observados em nosso experimento. Estes
autores também ndo obtiveram diferenca significativa entre os tipos de envases
testados. Dell’ Aqua Jr. & Papa (2001) compararam trés tipos de envase: mini-palheta
(0,25ml), palheta francesa (0,5ml) e macrotubo (4ml), e concluiram que as mini-
palhetas apresentaram resultados superiores. Este dado difere do por nds observado,
pois as taxas de motilidade espermética foram semelhantes quando o sémen foi
envasado em criotubos de 2ml ou em palhetas francesas de 0,5ml. Porém, pode-se
levar em consideracdo a observacdo de Arav et al. (2002), de que o dano celular é
minimizado quando o sémen é congelado em grandes volumes. Assim como, a
observacgdo de Saragusty et al. (2007), que obteve maior motilidade progressiva pos
descongelamento quando o sémen foi envasado em criotubo (palheta 0,5ml: 37% % 1
e criotubo 12ml: 50% = 2).

A vantagem do criotubo é observada quando, geralmente, varias palhetas séo
necessarias para completar uma dose inseminante na égua e, com apenas um criotubo
pode-se obter esta mesma dose. Pois de acordo com Samper & Morris (1998) uma
Unica dose inseminante usualmente consiste na utilizacdo de diversas palhetas. De
acordo com Kozink et al. (2006) o uso de mdultiplas palhetas aumenta os riscos de
insucessos, pois as mesmas necessitam ser descongeladas, secadas, cortadas, ter os
contetidos esvaziados e posteriormente reunidos em uma dose inseminante. A dose
inseminante dividida entre varias palhetas aumenta os riscos de contaminacdo, dano,
perda ou erro (Saragusty et al., 2007). De acordo com Tyler et al., (1996), enquanto o
lapso de tempo para uma palheta submetida a temperatura ambiente é de 40s, o do
criotubo € quase o dobro. Desta forma, observou Saragusty et, al. (2007), que uma
amostra de grande volume (12ml), ap6s ter sido retirada do nitrogénio liquido,
demorou mais de dois minutos em temperatura ambiente para atingir a temperatura
de -100C°.

Em estudo realizado por Arav et al. (2002) com sémen bovino congelado em
tubo de 12ml, foi observado que em relacdo a dose inseminante, o sémen envasado
em palhetas ocupa 6,5 vezes mais espaco do que o sémen envasado em tubos de
12ml. A praticidade deste tipo de envase s@o descritas também por Cavalcante et al.
(2006) que afirma que além de ser de facil preenchimento e identificacdo, o envase
em criotubo é de aceitagdo internacional.

Kozink et al. (2006) afirmaram que a qualidade po6s descongelamento do

sémen envasado em criotubo é aceitavel e permite a embalagem de uma dose



reprodutiva padrdo por envase. Desta forma, observamos que a manipulagdo de
criotubos é facil, rapida, segura e otimiza a capacidade de armazenamento nos
botijées criogénicos, assim como, permite 0 envase da dose inseminante em um
unico recipiente, facilitando desta forma o procedimento da inseminacéo artificial.

De acordo com Saragusty et al. (2007) o crescimento do uso de criobancos de
sémen, a demanda por espaco e custos de armazenamento podera aumentar.
Contudo, a criopreservacdo em criotubos permite consideravel reducéo de riscos, de
espaco fisico e de custo de armazenamento (Arav et al., 2002).

A capacidade fecundante do sémen criopreservado foi verificada através da
inseminacdo artificial das éguas no primeiro estro da estagdo reprodutiva, com
apenas uma inseminacdo realizada préximo ao momento da ovulacdo. Também com
apenas uma inseminacdo por ciclo estral, Sieme et al. (2003) utilizou 8 palhetas de
0,5ml/IA e obteve a média de 42,2% de prenhez, resultado semelhante ao de Miller
(2008) que obteve 45% de taxa de prenhez por ciclo. Vidament et al. (2000)
obtiveram 54% de prenhez nas éguas inseminadas com palhetas no primeiro ciclo.
No entanto nossos resultados apresentaram uma taxa de prenhez das éguas do grupo
controle de 16,6% (1/6). Por outro lado, Oliveira (2007) obteve 11,9% e Medeiros
(2003) ndo obteve gestacBes ao inseminar 15 éguas também utilizando palhetas de
0,5ml.

As éguas inseminadas com criotubo apresentaram taxa de prenhez de 50%,
porém ndo foram submetidas a teste estatistico em funcdo do reduzido numero
amostral.

Ndo foram encontrados na literatura consultada dados relativos a
inseminacdo artificial de éguas utilizando como tipo de envase criotubos.
De acordo com Aurich et al. (1996) esses resultados insatisfatorios se devem a
capacidade fecundante reduzida do sémen congelado, principalmente, atribuidos a
mudangas na estrutura da membrana causadas pelo resfriamento, congelamento e

aquecimento das amostras.

3.5 Conclusoes

As taxas de motilidade espermaéticas foram maiores quando o sémen foi

previamente resfriado, independente do diluente utilizado.



A sobrevivéncia espermética das amostras diluidas em criotubo foi
semelhante as amostras envasadas em palhetas.

As taxas de prenhez das eéguas obtidas com a inseminacdo artificial com o
sémen envasado em criotubos mostraram que esta € uma alternativa viavel na

criopreservacao de sémen equino.
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4 Consideracdes finais e perspectivas

Com o aumento na demanda da produtividade dos reprodutores, assim como

na preservacao de espécies ameacadas de extin¢do, os bancos de sémen tenderdo a
aumentar a capacidade de armazenamento de amostras. Assim, se faz necessario a
otimizacdo de espagos nos criobancos. Uma alternativa para esta projecdo serd a
utilizacdo de criotubos, os quais apresentam eficAcia e seguranca para
armazenamento de células criopreservadas.

Além disso, a utilizacdo da criopreservacdo de sémen equino podera diminuir
a incidéncia de doencas sexualmente transmitidas, assim como acidentes que podem
ocorrer durante as coberturas, reduzindo desta forma os gastos dos produtores com
transporte de garanh®es ou éguas para reproducdo, alimentacéo e estabulagem.

Na busca de ferramentas capazes de aumentar as taxas de prenhez, as técnicas
de criopreservacao devem ser aperfeicoadas e padronizadas.

Para futuros experimentos com congelamento de sémen equino envasado em
criotubos, sugere-se 0 aumento do numero de fémeas a serem submetidas a
inseminacao artificial, assim como a padronizacdo por idade e categoria reprodutiva
das fémeas, para que ndo comprometa o indice reprodutivo do macho e possamos

obter resultados estatisticamente consistentes relativos aos testes in vivo.
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APENDICE I: Criotubo 2ml.




APENDICE II: Aparelho de ultrassonografia utilizado para o acompanhamento da
dinamica folicular.
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APENDICE I1I: Controle folicular através de ultrassonografia.
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APENDICE IV: Inseminacio artificial.




APENDICE V: Potro nascido de inseminacéo artificial com criotubo.




APENDICE VI: Potro nascido de inseminacao artificial com criotubo.




APENDICE VII: Potro nascido de inseminacao artificial com criotubo.




APENDICE VIII: Avaliagio dos defeitos espermaticos com sémen fresco referente

aos garanhdes utilizados no experimento.

Defeitos espermaticos Defeitos espermaticos
Garanhé&o maiores (%) menores (%)

X X
A 13,3 8,6
B 10,0 9,6
C 11,3 9,3
D 6,6 6,0
E 6,0 4,6
F 53 4,6




APENDICE IX: Avaliagdo dos defeitos espermaticos, pos descongelamento, do

sémen resfriado e ndo resfriado referente aos garanhdes A, B e C.

Sémen Sémen ndo
resfriado resfriado
Gar Dil Def menores Def maiores Def menores Def maiores
(%) (%) (%) (%)
X X X X
A INRA 11,0 14,0 16,0 14,6
Nagase 10,6 12,6 17,3 11,3
B INRA 11,3 11,0 13,3 11,0
Nagase 12,0 10,0 13,3 11,6
C INRA 11,3 12,6 13,6 12,0
Nagase 11,3 12,0 12,6 12,0




APENDICE X: Avaliacdo dos defeitos espermaticos, pés descongelamento do sémen

envasado em criotubo ou palheta, referente aos garanhdes D, E e F.

Palheta Criotubo
Gar Def Def maiores Def Def
menores (%) menores (%) maiores (%)
(%) x X X
X
D 12,66 13,33 12,66 12,00
10,66 11,33 10,00 10,66

F 12,66 12,00 9,33 11,33




APENDICE XI: Grafico com os resultados médios do teste de termorresisténcia,
referente a motilidade (%) e ao vigor espermatico (0-5), do sémen envasado em

palhetas ou criotubo (garanhdes D, E e F).
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ANEXO | - Poster apresentado no 16° International Congress on Animal
Reproduction, em Budapeste, Hungria, sobre a primeira etapa do experimento.
Abstract publicado na revista Reproduction in Domestic Animals.

16t" International Congress on Animal Reproduction

Poster Alstracts
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Immunocytochemical localization of leptin (Ob) and leptin
receptor (Ob-R) in preovulatory and in vitro matured
horse oocytes related to prepuberty and different weight

breeds

Lange Consiglio. A™, Arright, S¢. Bosi, GP?, Ara'la, M2, Cremonesi, F?
Welerinary Ciinical Sciences, Reproduction Unif, Universify of Milanc, Facully
of Vetennary Medicing, lisly; 2Department of Vetennary Science and
Technologles, Unversity of Milano, Facully of Vetorinary Med, Haly

The onser. of puberty in humans and animals is associated with an
increase m fal and consequenl increase in circulating leptin,
supgestitg tha: leptin may be required for normal growth and
development of reproductive organs, Moreover, leptin amoun: in the
bloud is propertional o bedy energy stores and/or budy mass, so,
inadeqguale nutnition might impair reproductive funetion leading, for
example, to the delayed onset of puberty, A similar relationship
between nutrition and reproductive efficiency is not understoed in the
mare where, hesides many reporis guantifying the correlation of
circulatirg concentration of ‘eptin with body condition scores, only
few informations exist about the presence of leptin (Ob) and leptin
receptor {Ob-R) in the ovary or in the oocyw. Tzking tis inw
acsount, we carnied val an nmunocyluchemical study W invesligale
the presence of Oh and Ob-R in compaet cuomulus aoeytes recovered
from fillies and fom mares of light or heavy body weight breeds after
slaughtering during the anmmnal transition. The occurrence of
immunofluorescence was determined by scanning laser confocal
microscopy in aocytes immediacely upon collection and after in vitro
malturaticn (IVM) using monoclonal antibody conjugated w0 a
tluorescent label. [VM was accomplished in TCM199 supplemented
with | mM pyruvale, 0.1 TU LIL 0.1 IU FSIL, 100 ng IGT, 50 g EGT,
1 ul 178 und | ul estregen per ml. Gocyles were incubated for 40 h at
3R*C at 5% CO2. Both Oh and Ob-R, detected m immature oocytes of
all kinds of animals analyzed, were uniformly distributed throughout
the ooplesm, but the intensity of reaction was lower either :n light
weight mares or in fillies oocytes, than in oocytes of heavy weight
mares. Atter [VM, heavy breed mares had a higher propostion of
oocytes that reached metaphase [1 than light mares and fillies
(35.5322.71%, 19,842 1.48%, and 15,87=1,52 respectively; P<0.05). Tn
matired oocytes both Ob and Ob-R were localized to the oocyts
contex and concentrated at one pole of the ooeytes, This distribution
within the oocyes was indipendent from animal group and once again
with lower inteasities in light mares and in tillies. The results of the
present study support the hypothesis that, also in the horse, leptin is
differently  lovalized dunng  oncytes IWM  showing  diverse
immunoraction intensity related to the kind of Forse beced and to the
reproductive pubertal development, Mureover, leplin may be involved
in the determination of the animal pole of the oocyte end in the
establishent of the inner cell mess and trophoblast in the embryo.

P239
Equine semen cryopreservation using previously cooled

sperm diluted with two different extenders

Lorenzoni, S| G*, Zarabznda, YP; Faria, MB; Silva, AEF; Silva, DS and
Radrigues, JL

Laboralory of Emoryciogy and Blatechnics of Reprodustion, Faculy of
Velerinary Medicine, Fedaral University of Rio Grande do Su, Porto Alegrs,
RS, Brazi!

Introduction I'rozen stallion semen 15 commonly associated with
poor quality and decreased pregnancy rates as d with those
produced during nonmal mating or with cooled semen techniques. The
aim of this experiment was w investigate the progressive matility of
stallion spermatozoa after previous cooling and freezing using
INRAK2 or a lactose egg-yolk bassd semen extender in presznce of
two glycerol concentrations.

Material and Merhods During Ocrober 2007 nine ¢jaculates from 3
stallions obtained by astificial vaging with sperm progressive motility
higher than 70% were used in the experimen:. After each semen
callection, the ejaculate was initially evaluated for total volume, gel-

free volurne, sperm concentration and progressive motility. First the
semer was dilured (1:2) using 2 modified Kenney extender, after that
trensferred wio 3 plastic conical wbes, and then centrifuged at 400 x g
during 10 min. The supernatant of each tube was removed and the
pellets were ressuspended with one of the following extenders: EI =
INRAS2 + 2% glycerol; E2 = INRAS2 + 5% eglycerol; E3 = 11%
laclose + 20% egg-yolk + 4% glycerol; L4 = 11% lzctose + 20% ege-
yolk + §% glycerol, adjusting the sample concentration to 200 X 106
spermatozoasmL. Aller that, the ressuspended semen from sach
extender was loaded in § straws (0,5 mL), from which 4 were
immediarely frozen (F) by exposure to liquid nitzogen vapor during 15
min and finally stored into liguid mitrogen. The remaining four straws
were cooled (PC) trom room temperature (+24°C) at (,25°CY min
5°C, After holding the straws during 1S min au 5°C they were
submitted o the same [reezing (reatment vy describad above. All
sperm samples were thawed at 37°C during 30 seconds and
progressive motility was inunediately assessed. Data were analyzed
via analyses of veriance and T- Student test. Results: The sperm
samples subjected directly o the freezing process showed
immediately afler thawing the following progressive moulity: FEL:
29.44%; FE2: 26.67%; FE3: 27.22% and FE4: 24.44%, The post
thawing progressive motility of the samples subruitted 1o previous
covling belure reezing was: PCEL: 43.89%; PCEL: £3.33%; PCE3:
44.44% and PCE4: 41.11%.

Conclusion The data showed that the previously cooled sperm
semples resulted in significantly higher spermatozosz progressive
motility rates after thawing (P<0.05), when compared with those
directly frozen. There were neither differences in the observed
spermatozoa progressive molility rales among the extenders nor
among the glycerol concentrations.
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Characterization of pre-ovulatory uterine environment in

mares
Melo, CIM*; Papa. FC; De Vila, B; Zanh, FS; Dell'Agqua Jr., JA; Avarenga, MA
Faculty of Veterinary Medicine, Sdo Pacto Stste University, Bofucatu-Brasi

Introduction Ilealthy ulerine enviroawment oflers ideal conditions Lo
sperm toansport  to  [ertilization site and subsequent embryo
development. Uterine fluid s important to sperm capacitation,
fertilization. embryo develop and the beginning of gestation and
also contains sub vesponsible for i defense, as
chemeatiraciants and imumunoglobulins, The aim of the present study
wats W evaluale ulering environment of meres st pre-bvulatory period.
Material and methods Twenty-five samples were collected from
mares at Aximal Reproduction and Radiology Depurtment and at
Lageado Farm from FMVZ — UNFESP/Botucan. Rectal
ultrasenographyc examinations were made, and if corpus lutenm wag
detected, estrus was induced with prostaglandin, Samples were
collected when mares presented u 35mm follicle, associated to utering
edema grade 11-111. Uterine swabs for antibiogram were collected,
followed by samples for ulerive cyiology. Ulerine swabs were
maintained in Stuart medium, cultured on ovine blood agar (5%) and
MacConkey apar, then maintained under anaerobic conditions at 370C
for 72 hours. A cotton tampon {o.h.E-JohnsondJohnsen) was
mtroduced into uterine body and maintained for one hour in order to
obtain uterine fluid (UF). After this period, tampons were removed
with u Z0mL seriage then comp d and the r UF was
transferred to 15ml. tubes. Immediately after callection, pH and
asmolarity of UF were cvaluarcd. Mares were separated infe two
groups — rormal and endometritis  according 1o the resulls of
microbiologic culture and uterine cytology. Values of UF volume, pH,
osmolarity end percentage of neutrophils were analyzed by ANOVA,
followed by T test.

Results and discussion Uterine tluid volume, pH and osmolarity
were similar between groups (3,42 vs 4,6; 7,62 vs 7,62 and 281,13 vs
2858, respectively lor nomoal and endomelriis mares). However, the
percentage of neutrophils on uterine cytology was higher on mares
with endometritis than on navmal mares (294 vs 1,46%, p<0,001)
Conclusion As the | results evidenced no differences on pH
and osmolarity between normal and endometritis mares, but did
evidence an increased number of neutrophils inside the ulerus of




ANEXO II: Poster apresentado em Gramado, no Rio Grande do Sul, no International
Symposium Stallion Reproduction em 2008, sobre a segunda etapa do experimento.

Abstact publicado na revista Animal Reproduction Science.
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Further work could lead to means of both inhibiting or stimulating sperm motility in a clinical
setting.
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Progressive post-thaw motility of stallion spermatozoa loaded in cryovials
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Cryopreservation of stallion semen still is a challenge for reproductive biologists. The use
of frozen semen allows the multiplication of breeding capacity of stallions, and at the same
time the organization of semen banks. Most equine breed associations permit the use of frozen
semen, and despite some barriers frozen semen inseminations are increasing. This experiment
was designed to determine the post-thaw motility of sperm loaded into cryovials (2.0 mL), con-
taining the usual volume of the intrauterine insemination dose. During November 2007 at the
Coudelaria de Rincdo, Brazilian Army horse breeding farm, three ejaculates were collected by
artificial vagina from three Brasileiro de Hipismo stallions. The ejaculates were evaluated for
total volume, gel-free volume, sperm concentration and progressive motility, with only ejaculates
with sperm progressive motility of >70% being used in the experiment. First, semen was diluted
(1:2) using a modified Kenney extender, transferred into 8 plastic conical tubes (Corning—12 mL)
and then centrifuged at 400 x g for 10 min. Following supernatant removal, pellets were resus-
pended in an extender containing 11% lactose, 20% egg yolk and 5% glycerol to a concentration
of 200 x 10° spermatozoa/mL. Then, the diluted semen was either loaded into straws (0.5mL)
or cryovials (2.0mL) and immediately cooled from room temperature (+24 °C) at 0.25 °C/min
to 5°C. After holding for 15 min at 5 °C, straws and cryovials were exposed to liquid nitrogen
vapor for 15 min to be finally plunged into liquid nitrogen. Straws were thawed at 37 °C for 30's
and cryovials at 50 °C for 100s. Immediately after thawing, the progressive sperm motility of
the samples was determined by light microscopy. Data were analyzed by analyses of variance in
a split-plot design and 7-test. The motility analysis following thawing showed similar progres-
sive sperm motility between semen samples loaded either in straws or in cryovials: stallion 1:
28.3% vs. 30.0%; stallion 2: 36.7% vs. 40.0%:; stallion 3: 55% vs. 56.7%, for straws vs. cryovials,
respectively. The use of cryovials provided similar progressive sperm motility after thawing when
compared to the results observed with the sperm samples loaded into straws.
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ANEXO IlI: Ficha técnica do criotubo utilizado no experimento, extraido do site

www.brand.de.

1Ay

BRAND Cryogenic tubes

Designed for storage of biological material, such as
microorganisms, human and animal cells, etc. in the

gaseous phase of liquid nitrogen.

PP (Polypropylene for high chemical resistance, e.g., DMSO,

phenol, chloroform), graduated
Outer-@ 12.5 mm

Large frosted marking area and colored cap inserts for easy sample

identification
Temperature stability to -196 °C

y-ray sterile (SAL 10-6) and autoclavable at 121 °C (2 bar), acc.
DIN EN 285.

Marked with the CE symbol according to the IVD Directive 98/79
EC

Tubes without ring stands can be centrifuged at up to an RCF of
14000.

www.brand.de
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