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1) INTRODUCAO

A tecnologia para armazenar o sémen congelado foi revolucionada aproximadamente
ha cinqlienta anos através da descoberta do glicerol como crioprotetor o que permitiu que o
espermatozoéide fosse congelado e armazenado por longos periodos (HOLT, 2000). Esta
biotecnologia tem sido de grande importancia em programas de melhoramento animal por
viabilizar a preservacdo de material genético de animais em extincdo, além de auxiliar a
transpor barreiras da infertilidade masculina. No entanto, com exce¢do da espécie bovina,
tem-se obtido baixas taxas de fertilidade com o emprego de sémen congelado (WATSON,
2000), uma vez que a viabilidade e a fertilidade do espermatozdéide apés descongelamento
encontram-se reduzidas como conseqiéncia das injuria durante o processo de congelacéo
(MEDEIROS, 2002).

Os eventos ocorridos durante a criopreservacao envolvem 0S seguintes passos:
reducdo da temperatura, desidratacdo celular, congelacdo e descongelacdo (MEDEIROS,
2002). Estes procedimentos ocasionam danos celulares devido a mudanca na temperatura,
formacdo de cristais de gelo, injarias oxidativas, alteracbes na membrana do
espermatozoide, lesbes no DNA, estresse osmoético além da toxicidade dos crioprotetores
(BALL & VO, 2001). A célula espermética parece sensivel ao estresse osmotico como
também a adicdo e a remocao de crioprotetores (WATSON, 2000; BALL & VO, 2001).

O resfriamento quando efetuado de modo inadequado causa um choque térmico o
qual induz a danos parcialmente irreversiveis ao espermatozoide que se caracteriza por
padrdo anormal de movimento do espermatozéide (movimento circular ou retrogrado),
rapida perda da motilidade, les6es no acrossoma, dano a membrana plasmatica, reducédo da
atividade metabdlica e perda dos componentes intacelulares. Muitos desses danos séo
decorrentes das alteragbes da membrana a medida que os espermatozoéides progridem para
as mudancas de fase de transi¢do e durante o resfriamento (GRAHAM, 1996).

Com relacao a formacao de cristais de gelo, estes se formam no espaco extracelular
criando um gradiente osmético entre a solucao intracelular inicialmente isoténica e a solucao
congelada extracelular que se encontra concentrada. Dependendo da velocidade de
resfriamento, a agua vai se mover através da membrana e se unir a fase congelada do meio
extracelular ou ird se congelar, formando gelo no interior da célula. Na maioria dos casos,
células submetidas a formacdo de cristais de gelo intracelular se tornam osmoticamente

inativas ou lisadas devido a perda da integridade da membrana (DEVIREDDY et. al. 2002).



A célula espermatica também ¢é sensivel aos efeitos tdéxicos dos crioprotetores o que
torna 0 uso de determinados componentes comumente utilizados para outras células

inviaveis para os a célula espermatica (WATSON, 2000).

2) PRINCIPIOS DA CRIOPRESERVACAO

Durante o processo de criopreservacdo, o sémen deve ser resfriado da temperatura
corporea a temperatura ambiente (37° ® 20° C), o que parece ndo ocasionar danos ao
espermatozoéides quando este se encontra diluido em meio adequado (KEITH, 1998). O
estresse inicial se da quando o espermatozéide passa da temperatura corporal para 5°C
(SQUIRES et. al. 1999). Isto é devido a fase de transicdo da membrana plasmatica do estado
liquido cristalino, para o estado de gel (GRAHAM, 1996; MEDEIROS, 2002). Para minimizar
este efeito é necessario controlar a taxa de resfriamento entre as temperaturas de 19°a 8° C
e pela adicao de lipideos (gema de ovo) ou lipoproteina (leite) ao diluente (GRAHAM, 1996),
além do uso de curvas de resfriamento lentas (- 0,05°C/min). Se o resfriamento for feito de
maneira inadequada, o espermatozoide sofre um fendbmeno conhecido como choque térmico,
a qual induz a danos irreversiveis ao espermatozoéides que se caracterizam por alteracdes
nos padrbes normais de motilidade (movimento circular ou retrogrado), perda rapida de
motilidade, danos do metabolismo, da membrana plasmética e do acrossoma (GRAHAM,
1996; SQUIRES, 1999).

Durante o processo de congelacdo a suspensdo de espermatozoides atinge
temperaturas abaixo do ponto de congelacdo do meio (super resfriamento), antes que haja a
formacé&o de cristais. Quando os cristais de gelo come¢am a se formar, ocorre um aumento
na temperatura que € necessario para a cristalizacao, o que pode vir a ser deletério para o
espermatozoéide, sendo minimizado pelo uso de curvas adequadas de congelamento
(SQUIRES, 1999). A temperaturas em torno de 5°C a agua intra e extracelular permanece
super resfriada e néo cristaliza . Entre —5° a —10°C comeg¢am a se formar cristais de gelo no
meio extracelular que permanece super resfriado, ocorre troca de agua para manter o
equilibrio entre 0 meio extracelular e o intracelular ocasionando a desidratacao celular. Neste
ponto, a curva de congelagéo deve ser lenta para evitar o congelamento da agua intracelular
e rapida o suficiente para evitar o contato da célula desidratada com o meio hiperosmaético.
Uma desidratacdo severa promove desnaturacdo das macromoléculas e encolhimento

excessivo da célula até ocorrer um colapso da membrana (MEDEIROS, 2002).



A perda de &gua e a desidratagcdo sdo eventos desejaveis, pois reduzem a
probalidade de se formarem grandes canais de gelo dentro da célula que causariam danos
as estruturas internas e/ou a membrana plasmética (SQUIRES, 1999).

A descongelacdo vai depender de como o sémen foi congelado. Espermatozéides
congelados em curvas moderadas necessitam de curvas adequadas de descongelacéo.
Neste caso, como o gelo extracelular descongela lentamente, diluird lentamente o soluto das
fracbes de agua ndo congeladas, o que permite que a agua se difunda lentamente para
dentro da célula, diluindo o soluto intracelular até atingir a concentracdo inicial. Se o
espermatozoéide € descongelado rapidamente, o gelo derrete rapidamente diluindo o soluto
do meio e a agua entrara muito rapidamente no espermatozoéide, o qual se encontra

altamente concentrado, danificando o espermatozoide (GRAHAM, 1996).

2.1) DANOS A CELULA ESPERMATICA INERENTES A CRIOPRESERVACAO

Os danos causados ao espermatozoide durante o processo de criopreservacado podem
resultar na reducdo da proporcdo de espermatozoides viaveis, assim como na capacidade
funcional destes (WATSON, 2000). As lesGes ocasionadas pelo processo de congelagéo tem
sido atribuidas as mudancas de temperatura, formacéo de cristais de gelo, danos oxidativos,
alteracdes na membrana do espermatozoide e em seu DNA, toxicidade do crioprotetores e
ao estresse osmotico(WATSON 1995, 2000). A célula espermatica parece sensivel ao
estresse osmoético associado a adicdo e remocgdo de crioprotetores, assim como as
alteracdes na concentragédo de soluto durante a congelacdo (WATSON, 2000).

Os efeitos deletérios dos crioprotetores estdo relacionados a diversos fatores dentre
0s quais, o aumento da permeabilidade da membrana plasmatica, inducdo da fusdo da
mesma além da inibicdo da atividade enziméatica (FAHY, 1986). Sua toxicidade pode resultar
em desnaturacdo de proteinas e as alteracdes das interagbes da actina (FAHY, 1990). O
glicerol induz a mudancas nos eventos citoplasmaticos por aumentar a viscosidade ao
penetrar a célula espermatica, causa alteracdes na polimerizacao da tubulina, na associacao
dos microtubulos, no balango bioenergético além de atuar diretamente de modo prejudicial
na membrana plasmatica, no glicocalix e nas proteinas de superficie celular
(HAMMERSTEDT & GRAHAM, 1992).

Devido a permeabilidade da maioria dos agentes crioprotetores ser inferior a da agua,

ocorre um influxo de 4gua o qual resulta no aumento do volume celular (BALL &VO, 2001). A
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exposicao das células a uma solug¢do hiperosmética é responsavel pela remocédo da agua
intracelular consequentemente ocorre o encolhimento celular e o influxo de ions, no entanto,
a descongelacdo proporciona o efeito inverso, consequentemente ha o influxo de agua
podendo acarretar na ruptura da membrana (HOLT, 2000b). O espermatozéide dos
mamiferos comporta-se como um osmometro linear, ocorrendo morte celular caso haja
entumescimento ou encolhimento do mesmo quando submetido a niveis superiores da
tolerancia osmoética espécie especifica. As lesbes da membrana plasmatica podem também
estar relacionadas de maneira secundaria ao rapido movimento da agua através desta (BALL
& VO, 2001).

3) CRIOPROTETORES

Os crioprotetores devem ser adicionados ao meio para que haja uma protecédo do
espermatozoide durante a criopreservacdo e o descongelamento (SQUIRES et. al. 1999;
ARRUDA, 2000). Sao importantes para evitar a formacao de gelo intracelular (MEDEIROS,
2002). Estes componentes sao classificados como penetrantes e ndo penetrantes ou intra e
extracelulares (GRAHAM, 1996; ARRUDA, 2000). O glicerol é o crioprotetor mais utilizado no
congelamento de sémen de garanhdes, uma vez que atua na protecdo das estruturas
celulares, tanto intra como extracelularmente; este aumenta o nUmero de canais de solvente
gue permanecem nao congelados e dilui as altas concentracdes de sal (GRAHAM, 1996).

Altas concentracdes de crioprotetores sao deletérias ao espermatozoides devido a sua
toxicidade e podem resultar na reducao da fertilidade apds a inseminacao artificial. Embora a
funcdo destes agentes seja a de maximizar os efeitos negativos, ha evidéncias que o glicerol
€ toxico para o espermatozoide. Parte da toxicidade é devida a injdria bioquimica, resultado
da adicdo direta do crioprotetor sobre componentes subcelulares, apesar de ocorrerem
danos osmoticos (ARRUDA, 2000).

3.1) MECANISMO DE ACAO

O modo pelo qual os crioprotetores atuam nao se encontra totalmente elucidado.
Acredita-se que estes reduzam o ponto de congelacdo da solugcédo, o qual é determinado
como a temperatura onde ocorre a formagao dos primeiros cristais de gelo puro. Numa

solucdo contendo glicerol, no momento em que ocorrer 0 congelacdo restara mais agua
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descongelada do que numa solugcé&o sem glicerol, havendo com isso, um aumento do volume
dos canais de solvente ndo congelado e uma menor concentracdo de sais nesses canais
(KEITH, 1998).

A estrutura molecular € um parametro importante para determinar a eficiéncia dos
crioprotetores, uma vez que possuem afinidade pela agua o que é devido a presenca de
grupamentos amina e hidroxila em sua composicdo, os quais favorecem a formacao de
pontes de hidrogénio com as moléculas de agua (BAUDOT, et al., 2002). Estas ligaces
alteram a orientacdo das moléculas de agua dos cristais de gelo, criando um ambiente
menos prejudicial as células (DALIMATA, 1997).

Os crioprotetores evitam a formacgéo de gelo intracelular. O mais utilizado é o glicerol
gue semelhante aos agentes ndo penetrantes proporciona a desidratacdo celular através do
seu efeito osmético, criando um meio hiperténico o qual induz a saida de agua das células
espermaticas (KEITH, 1998).

Apesar de imprescindiveis para a sobrevivéncia dos espermatozoéides no processo de
congelacdo, os crioprotetores possuem efeitos tdxicos para o espermatozoéide, tornando
algumas substéncias utilizadas na criopreservacdo de outros tipos celulares impréprias para
a célula espermatica (WATSON, 2000). At¢é mesmo o glicerol deve ser utilizado com
restricdbes devido ao seu efeito citotoxico (HOLT, 2000a). Em altas concentracdes podem
resultar na reducéo da fertilidade devido a sua toxicidade, a qual pode ser ocasionada pela
lesdo celular, por danos osméticos e altas concentracdes nas interacbes entre o

espermatozoide e o trato reprodutivo da fémea (GRAHAM, 1996).

3.1.1) CRIOPROTETORES NAO PENETRANTES

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

A gema de ovo é rotineiramente utilizada nos diluentes para criopreservacdo de
sémen de mamiferos com o intuito de proteger contra o choque térmico. Acredita-se que sua
acao seja devida a presenca de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), as quais aderem a
membrana celular durante o processo de criopreservacdo, preservando com isso, a

membrana do espermatozéide ( MOUSSA et al. 2002), atuando na superficie da membrana
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plasmatica, restaurando a perda de fosfolipideos e aparentemente induzindo a uma alteracao
transitéria de sua composicdo, consequentemente prevenindo a ruptura da membrana
plasmatica (FARSTARD, 1996). Os fosfolipideos que compde a fragdo LDL da gema de ovo
protegem o sémen especificamente durante o processo de resfriamento a 5°C. O uso de
fosfatidilserina purificada tem demonstrado proteger as células espermaticas de bode e
touros contra o choque térmico. Lipossomas que compde o colesterol e a fosfatidilserina
protegem o espermatozdide de bovinos e garanhfes dos danos do processo de congelacao
possivelmente por prevenir das alteracdes deletérias durante a criopreservacdao (WILHELM
et al., 1996).

A prevencdo conferida pelos lipideos com relacdo ao choque térmico parece estar
relacionada a quelacdo do fon Ca*? do meio, evitando sua entrada no espermatozéide. E
possivel que os lipossomas interajam com o calcio e outros componentes do meio de
congelacdo que afetem a tonicidade ou a fragdo da agua ndo congelada durante a
criopreservagao (WILHELM et al., 1996).

Os diluentes usados na criopreservacdo de sémen equino contém entre 2 a 20% de
gema de ovo. Os espermatozoides bovinos ndo sobrevivem ao congelamento e a
descongelagédo sem a presenca de gema de ovo, apesar do glicerol (KEITH, 1998).

Os acucares atuam através da pressdo osmoética na desidratacdo celular, reduzindo a
agua passivel de ser congelada no interior da célula de modo a reduzir a injaria causada pela
cristalizacédo de gelo (AISEN, 2002). Além de atuarem como crioprotetores, 0os acucares sdo
substrato energético para o espermatozoéide durante a incubacdo (YILDIZ et al., 2000),
conferem protecdo a membrana plasméatica durante a congelacédo e o descongelacdo através
de interacbes diretas com a membrana, as quais envolvem ligacbes de hidrogénio dos
grupos hidroxil dos acucares com os grupos fosfatos localizados na cabeca dos fosfolipideos.
Por restaurarem o percentual de agua ao redor dos grupos das cabecas dos fosfolipideos, os
acucares podem prevenir os danos causados pela desidratacdo extrema. Geralmente os
dissacarideos , sacarose e trealose, sdo os mais efetivos em estabilizar a bicamada do que
0s monossacarideos (DE LEEUW, 1993), mantendo sua capacidade de transporte de calcio,
inibicdo da fusdo de membranas e manutencéo de lipideos numa fase fluida na auséncia de
dgua (ANCHORDOGUY et al., 1987; CROWE et al., 1987).

Rafinose tem sido o aglcar mais utilizado na criopreservacdo de sémen de ratos com
0 intuito de promover a hipertonicidade necessaria para desidratar a célula antes da

congelacdo (STOREY et al, 1998). Seu uso na criopreservacdo de sémen equino
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demonstrou melhores resultados quando comparado a sacarose e sugeriu 0 uso de uma
associacao glicose-lactose-rafinose (NAGASE et al., 1967).

Trealose confere protecdo através do efeito osmotico e das interacdes especificas
com os fosfolipideos de membrana (KEITH, 1998; AISEN, 2002). Atua repondo a agua da
interface membrana-solugdo e também demonstra uma interagdo direta com 0S grupos
polares dos fosfolipideos durante desidratagcéo e congelacdo reduzindo as intera¢des de van
der Waals entre as cadeias de hidrocarbonetos (AISEN, 2002), com isso estabilizando a
membrana (STOREY et al., 1998).

O uso de metil celulose em associagcdao com acetamida e trealose na congelacéo de
sémen de coelhos elevou o nimero de células moéveis apds o congelamento em relacao ao
uso isolado da acetamida. O percentual de espermatozdides vivos com o acrossoma intacto
também foi maior no diluente contendo metil celulose e trealose do que somente acetamida,
0 que demonstra que a combinagcao de crioprotetores confere uma maior protecdo do que
apenas a utilizacado de agentes penetrantes isoladamente e que alguns crioprotetores podem
potencializar os efeitos de outros quando associados (DALIMATA & GRAHAM, 1997)

O leite vem sendo utilizado para diluir e armazenar o sémen fresco ou resfriado. Ao
utilizar um diluente a base de leite, glicose e glicerol na criopreservacdo de sémen equino
obteve-se um excelente resultado poés-descongelacdo (McCALL & SORENSEN, 1971).

Alguns aminoacidos como a glutamina, histidina e glicina betaina tem sido utilizados
na criopreservacao de sémen de ovinos, garanhdes e humanos (KUNDU et al., 2001). O uso
de L-glutamina a 80mM acrescido ao diluente INRA82 e glicerol melhorou significativamente
a motilidade do sémen de jumento apés descongelacao, ndo havendo diferenca significativa
no grupo controle e nos grupos contendo 160mM e 240mM de glutamina tiveram seus
valores significativamente mais baixos (TRIMECHE et al., 1996). Em equinos combinacéo
dos aminoacidos glutamina , prolina , histidina e betaina ao meio INRA82 acrescido de 2,5%
de glicerol e 2% de gema de ovo em concentracdes diferentes concluiu-se que a glutamina e
a prolina sdo mais eficientes do que a histidina e a betaina em aumentar os parametros pos-
descongelagéo e que a adicao de prolina e glutamina ao INRA82 proporcionou uma melhora

significativa na motilidade pés-descongelamento do sémen equino (TRIMECHE, 1998).
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3.1.2) CRIOPROTETORES PENETRANTES

A descoberta da acao glicerol foi de grande importancia na criopreservacao de sémen,
pois até entdo este evento nao era possivel (KEITH, 1998; HOLT, 2000a), sendo atualmente
0 agente mais utilizado nas espécies mamiferas domésticas (FARSTARD, 1996).

Apesar de seu mecanismo de a¢ado ndo se encontrar perfeitamente esclarecido, sabe-
se que este penetra na membrana celular através da difusdo passiva, permanecendo na
membrana e no citoplasma (PARK & GRAHAM, 1992). Embora a concentracdo de
crioprotetor seja elevada no meio, sua difusdo é 30 a 60 vezes menor do que a da agua
(GRAHAM, 1996). Assim sendo, estas moléculas atravessam a membrana até atingir um
equilibrio, porém a agua o faz mais rapidamente ocasionando o enrugamento da célula
devido a pronta saida de agua para diluir a alta concentracdo externa e somente depois de
um periodo € que o crioprotetor penetra e equilibra as concentracdes intra e extracelulares.
Nessas condi¢des a 4gua retorna para o interior da célula até atingir um equilibrio que resulta
na retomada do seu tamanho normal (SEIDEL, 1986).

Além do seu efeito osmoético, parece atuar diretamente na membrana plasmatica,
havendo evidéncias de que o glicerol se liga aos grupos de cabeca dos fosfolipideos
reduzindo a fluidez da membrana, interagindo com ligacdes protéicas e glicoproteicas da
membrana da membrana (PARKS & GRAHAM, 1992).

O crioprotetor reduz o estresse osmotico através da reposicdo de agua necessaria
para manutencdo do volume celular, interagées com ions e macromoléculas, assim como
reducdo do ponto de congelacdo da agua (MEDEIROS et al., 2002).

O uso do glicerol na criopreservagdo do sémen equino pode estar relacionado a baixa
motilidade p6s descongelacao e reducdo da fertilidade. O efeito téxico do glicerol tem sido
relatado por muitos autores; sua toxicidade parece causar desnaturacdo das proteinas,
alteracdo nas interacbes de actina, além de ocasionar mudancas nos eventos
citoplasméticos devido ao aumento da viscosidade pelo glicerol intracelular, modificacfes na
polimerizacdo da tubulina, na associacdo de microtibulos, atuacdo direta na membrana
plasmatica, alteracdes no glicocalix e nas proteinas da superficie celular (ALVARENGA et
al.2000 a).

A concentracao de glicerol ideal para a sobrevivéncia do espermatozoide € espécie
dependente, variando de acordo com a curva de congelacdo, de outros componentes do

diluente e ainda do método de envase. Em bovinos varia entre 7 a 9%, nos caprinos 3 a 4%,
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ovinos ao se fazer uso de pellets obtém-se maior motilidade com o uso de 3 a 4% de glicerol,
entre 6 a 8% em se tratando de ampolas, jA as palhetas devem conter de 4 a 6% deste
crioprotetor. O sémen de humanos é congelado com 5 a 10 % de glicerol. Em equinos ocorre
uma grande variacao, sendo necessario o uso de um percentual inferior ao utilizado para
bovinos (KEITH, 1998). Em cées o teor de glicerol varia de 2 a 10% (FARSTAD, 1996).

Num estudo comparativo do glicerol e outros crioprotetores dentre eles etileno glicol,
dimetil formamida e dimetil suféxido utilizando 10 ejaculados de 10 garanhdes constatou-se a
equivaléncia no uso dos crioprotetores, com excecao do dimetil suféxido o qual manifestou
resultado inferior (ALVARENGA et al., 2000b). Outro estudo comparativo entre etileno glicol e
glicerol demonstrou atuacédo semelhante destes, sendo que quando combinados possibilita a
reducao do teor de glicerol, diminuindo o seu efeito toxico (ALVARENGA et al.2000 a).

O uso de sémen equino criopreservado com etileno glicol associado a um diluente
contendo lactose e gema de ovo, resultou em gestacdo de 3 das cinco éguas do grupo
testado (KOTYAGINA, 1963). Eguas inseminadas com sémen congelado obtiveram 80 %
prenhez tanto com sémen congelado com glicerol como com etileno glicol (ROMBE et al.,
1965). Estes resultados concluem que o etileno glicol pode se usado na criopreservacao do
espermatozoéide equino, uma vez que néo interfere na sua fertilidade (KEITH, 1998).

Dimetil suféxido € muito usado como crioprotetor, uma vez que penetra rapidamente
na membrana plasmatica. Para que um soluto atue desta maneira, € necessario que seja
sollivel a membrana, assim como em agua. Apresenta como inconveniente a capacidade de
causar alteracdes na membrana, as quais danificam e inviabilizam as células, o que torna os
crioprotetores penetrantes geralmente toxicos para as células (WOLFE & BRYANT, 2001).

Tanto isoladamente como em associagdo com o glicerol, o dimetil suféxido aumenta a
motilidade pos descongelacdo do sémen bovino. A combinacdo de ambos para o sémen
canino tem sido efetuada com éxito. Em células espermaticas de peixe, o dimetil suféxido é
usado em teores acima de 12,5%. Com relacdo a espécie eqlina, ao ser adicionado em
concentracdes entre 1 a 9% em um diluente contendo lactose, gema de ovo e citrato,
combinado ou ndo com o glicerol, apresenta maior viabilidade espermatica pos
descongelacédo quando congelado com 5% de dimetil suféxido, sendo este protocolo superior
ao do uso isolado de glicerol (KEITH, 1998). Em coelhos os resultados ndo apenas de
motilidade, como também de fertilidade tem sido alcancados através de crioprotetores como
o dimetil suféxido, etileno glicol e amidas (DALIMATA & GRAHAM, 1997).
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Dimetil acetamida e o dimetil suféxido tem sido uma alternativa na criopreservacédo de
sémen por ndo apresentar os efeitos toxicos do glicerol (BLANCO et al., 2000), sendo estes
usados para congelar sémen de peixe, como também o glicerol, metanol e o propileno glicol
(BAUNLY et al., 1999). A dimetil acetamida apresentou resultados superiores quando
comparada ao glicerol ou ao dimetil suféxido na congelacdo de espermatozoéides de aves,
obtendo 0 mesmo resultado para células espermaticas de truta, além da fertilidade e da
viabilidade serem superiores quando comparadas com o glicerol e o dimetil sufoxido (KEITH,
1998).

Dimetil formamida e metil formamida sdo crioprotetores que vem sendo utilizados com
grande sucesso na congelacdo de sémen equino. Seu uso para congelacdo de sémen de
garanhdes com boa congelabilidade n&o proporciona aumento da motilidade e sim resultados
semelhantes ao glicerol (KEITH, 1998). No entanto, a utilizacdo desses agentes em
garanhfes com baixa resisténcia ao processo de criopreservacdo manifesta melhores
resultados quando comparados com o glicerol (GOMES et al. 2002).

O uso combinado de crioprotetores confere maior protecdo em relacdo ao seu uso
isolado (DALIMATA & GRAHAM, 1997). Assim sendo, a associacdo da dimetil formamida e
do glicerol, conforme a composicdo do meio diluidor MP50, proporcionou uma melhor
protecdo da célula espermatica durante a congelacéo, pois além da obtencdo de excelentes
resultados laboratoriais pés-descongelacdo manifestou indices de fertilidade superiores aos
descritos na literatura. Este diluente combina os dois agentes citados sendo também
enriquecido com acuUcares e substratos de cultivo celular como fontes de macromoléculas,
além da presenca de gema de ovo e leite desnatado, de modo que a associacdo destes
componentes, da dimetil formamida e do glicerol extremamente favoravel a protecao do

espermatozoéide equino durante o processo de congelacédo (PAPA et al.2002).
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4) CONCLUSAO

O seminario entitulado: “Acdo dos crioprotetores na biotecnologia do sémen

congelado” possibilita as seguintes conclusdes:

1-

Apesar de ter sido utilizado por um longo periodo, o glicerol somente agora comeca a dar
lugar a crioprotetores alternativos por apresentar altos niveis de toxicidade e influenciar
negativamente a fertilidade do sémen congelado equino.

Com a utilizacdo de novos crioprotetores 0s quais apresentam menor toxicidade abrem-
se novas perspectivas para a padronizacdo da técnica de melhoria de congelacédo de
sémen nas diferentes racas equinas e na individualidade de garanhdes,
consequentemente melhoria nos indices de fertilidade com sémen criopreservado nesta
espéecie.

Baseado na grande variabilidade de fertilidade com sémen congelado na espécie equina
€ inevitavel manter linhas de pesquisa para que se possa obter num curto espaco de
tempo resultados satisfatorios nas constantes de prenhez com a biotecnologia de sémen

congelado equino.
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