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RESUMO

ACIPRESTE, Amanda Carla, M.S., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2006.
Criopreservacao de sémen canino, utilizando associacfes de crioprotetores e
dois protocolos de descongelamento. Orientador: Eduardo Paulino da Costa.
Co-orientadores: Ciro Alexandre Alves Torres e Tarcizio Antonio Régo de Paula.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da associagdo de crioprotetores
permeaveis e impermeaveis em um mesmo meio diluidor e comparar dois protocolos
de descongelamento de sémen canino. Foram utilizados trés machos adultos da raca
Labrador do Retrievier, os quais foram submetidos a uma coleta de sémen semanal
durante o periodo de cinco semanas, totalizando quinze amostras em cada
delineamento experimental. Os testes in vitro aplicados as amostras de sémen foram
a avaliagdo da motilidade progressiva, o vigor espermatico, a avaliagdo de
integridade da membrana plasmatica e do acrossoma e avaliacdo da longevidade
espermatica. O meio diluente base utilizado para as associa¢des de crioprotetores foi
o Tris-citrato: (G1) (Tris-citrato modificado/ = 3% Dimetil-formamida + 3%
Glicerol); (G2) (Tris-citrato modificado/ = 3% Dimetil-formamida + 3% Trealose) e
(G3) (Tris-citrato/ = 4% Glicerol). Quanto ao método de descongelamento do sémen,
foi avaliado um protocolo de descongelamento rapido (75°C/ 77 e 37°C/ 1 minuto) e
um protocolo de descongelamento lento (37°C/ 1 minuto). Foi verificada diferenca
(P<0,01) entre as associacdes crioprotetoras testadas, de forma que foi apresentada
superioridade aos grupos G1 e G3, quando comparado aos resultados inferiores
demonstrados pelo G2. Porém, avaliando separadamente cada associacdo
crioprotetora, ndo houve diferenca (P>0,01) ao utilizar distintos protocolos de
descongelamento, sendo um rapido e outro lento. Esses resultados indicam que a
célula espermatica criopreservada pela associacdo glicerol apresentou os melhores
resultados, caracterizando maior eficdcia na preservacdo dos espermatozdides da

espécie canina comparado as demais associacdes testadas.



ABSTRACT

ACIPRESTE, Amanda Carla, M.S., Universidade Federal de Vicosa, June de 2006.
Criopreservation of canine semen using associations of crioprotectors and
two protocols to unfreeze. Adviser: Eduardo Paulino da Costa. Co-advisers:
Ciro Alexandre Alves Torres and Tarcizio Antonio Régo de Paula.

The objective of this work was to evaluate the effect of permeable and
unpermeable protocols in the same dilution media and to compare two unfrozen
canine semen protocols. Three adults males from Labrador Retrievier breed, were
submitted to weekly collection of semen for five weeks, in a total of 15 samples in
each experimental design. The in vitro testes applied to the semen samples were
evaluation of: the progressive motility, the spermatic vigor, the integrity of plasma
and acrosome membrane and the sperm longevity. The base mean diluent utilized for
the crioprotectors associations was tris-citrate: (G1) (modified tris-citrate = 3%
dimetil-formamide + 3% glycerol); (G2) (modified tris-citrate = 3% dimetil-
formamide + threalose) and (G3) (tris-citrate = 4% glycerol). For the unfrozen
semen, was used a fast unfrozen protocol (75 °C/ 7) and the slow unfrozen
protocol (37 °C/ 1’). A difference was detected (P<0.01) among the tested
associations, and the G1 and G3 associations were superior to the G2 one. But,
evaluating each protector association separately, there was no difference (P>0.01)
when utilizing the fast and slow unfrozen protocols. These results showed that the
glycerol cryopreserved sperm cell showed better results as compared to the others

associations used in preserving the canine sperm cells.
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1. INTRODUCAO

As biotécnicas de reproducdo assistida, desde o inicio, foram direcionadas
para as espécies de interesse econdomico, sendo que as espécies de pequeno porte s6
adquiriram maior expressdo com o crescimento da relacdo sentimental entre o
homem e animal. A possibilidade de um intercAmbio de material genético e a
preservacao de gametas dessas espécies, como os caes de companhia e os animais da
fauna brasileira em risco de extingdo, como o lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) e
a raposinha do campo (Pseudalopex sp.), tém suscitado a necessidade de
estabelecimento de um eficiente protocolo para a criopreservagdo do sémen de
carnivoros (FARSTAD, 1996).

Dentre as diferentes biotécnicas reprodutivas, tém-se destacado a
criopreservacdo do sémen canino, que visa sua utilizagdo em inseminagao artificial
(IA) e armazenamento in vitro por tempo indeterminado de material de elevado valor
genético, além de permitir o prolongamento artificial da vida reprodutiva do macho e
reducdo na ocorréncia de doengas transmitidas pela copula (JOHNSTON et al., 2001;
LINDE-FORSEBERG, 1995, LINDE-FORSBERG, 1991).

Em 1954, foi notificado o primeiro congelamento de sémen de caes
(ROWSON, 1954). Sendo que os primeiros relatos de inseminagdo artificial que
resultaram em prenhez de cadelas, com o uso de s€émen congelado, foram realizados
em 1969 (SEAGER, 1969). Porém, as taxas de prenhez obtidas foram em torno de
10%. Desde entdo, diversas pesquisas foram realizadas, a fim de se obter métodos de
criopreservacdo de espermatozodides de caes (ANDERSEN, 1972; SEAGER &
FLETCHER, 1973; SEAGER et al., 1975; ENGLAND & PONZIO, 1996).



Estudos tém revelado que o s€émen congelado de cao vem apresentando baixa
qualidade pos-descongelamento, decorrendo em resultados insatisfatorios nas taxas
de prenhez e tamanho da ninhada. Tais resultados denotaram um entrave na difusdo
pratica da reprodugdo canina (ENGLAND, 1993; FARSTAD, 1984). No entanto,
FARSTAD (1984), comparando as taxas de prenhez de cadelas, que estavam em
momento 6timo de cruzamento, por meio de monta natural e inseminacao artificial
com sémen congelado. Verificou uma taxa de pari¢ao de 92% para monta natural e
67% para inseminagao artificial com sémen congelado.

Em um programa de inseminagdo artificial em cdes com sémen congelado,
observou-se durante um periodo de 10 anos os resultados da taxa de prenhez de
66,3% para o sémen congelado (via intrauterina). O tamanho da ninhada das cadelas
inseminadas com sémen congelado foi 23,3% menor, quando comparado as
inseminadas com sémen fresco (LINDE-FORSBERG & FORSBERG, 1989).

Atualmente, diversas metodologias tém sido descritas com o intuito de
melhorar a eficiéncia dos diluidores e crioprotetores empregados na refrigeracao e
criopreservacdo do sémen canino. As razdes de um meio diluidor ou crioprotetor
conferir maior ou menor prote¢ao aos espermatozoides de um determinado macho,
deve-se ao fato de existirem diferencas na composi¢do das membranas espermaticas
entre as espécies, ragas e individuos de uma mesma espécie (HOLT, 2000b).

A utilizacdo de diversos crioprotetores e suas respectivas combinac¢des podem
minimizar ¢ controlar os processos deletérios que ocorrem na célula espermatica
durante o congelamento e descongelamento possibilitando, conseqiientemente,
melhores taxas de prenhez (PAPA et al., 2003). DALIMATA & GRAHAM (1997),
observaram que o uso combinado de diversos crioprotetores pode potencializar a
acao dos mesmos.

O processo de descongelamento parece ser tdo deletério para a célula
espermadtica quanto congelamento e, os principais efeitos adversos sdo atribuidos a
recristalizacdo de microcristais do gelo intracelular (WATSON, 1981; WATSON,
1995; ZUCCARI, 1998; HOLT, 2000a). Contudo, a temperatura sob a qual se
descongela uma amostra de s€émen influencia na viabilidade pos-descongelamento do
mesmo, sendo descritas alteracdes no movimento espermatico e na integridade das
membranas (IVANOVA-KICHEVA et al., 1995; WATSON, 1995; HOLT, 2000;
PENA, 2000).



Alguns testes in vitro vém sendo utilizados com o objetivo de analisar o
sémen criopreservado na espécie canina, visando melhorar os indices reprodutivos
desses animais. Entre os testes indicados, estd o teste hiposmotico, teste de
termorresisténcia e técnica de coloracdo por fluorescéncia. Observou-se que estes
testes, quando correlacionados com fertilidade, apresentaram resultados satisfatorios
(ROTA, 1998).

O teste hiposmoético (HO) € utilizado para avaliar a funcionalidade e a
integridade de membrana plasmatica espermatica, ja o teste de termorresisténcia
(TTR) ¢ empregado na avaliagdo da longevidade do espermatozdide e as técnicas de
coloragdo por fluorescéncia permitem a andlise de integridade da célula espermatica
(ROTA, 1998).

Dessa forma, o objetivo do presente experimento visa avaliar o efeito da
associacdo de crioprotetores permeaveis € impermeaveis em um mesmo meio
diluidor e comparar dois protocolos de descongelamento um rapido e outro lento,

visando melhorar a eficiéncia da criopreservagdo de s€émen de cao.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1- Etapas do processamento do sémen na criopreservacao

2.1.1- Avaliacdo da qualidade espermatica

A primeira descrigdo dos espermatozoides caninos foi realizada por
Leeuwenhock em 1679 (OETTLE, 1993). Contudo, as diferencas morfologicas
especificas dos espermatozoides entre as espécies s6 pode ser diferenciada com o
desenvolvimento da microscopia eletronica (JOHNSTON, 1991). As diferengas estdao
relacionadas com o tamanho celular e composi¢cdo da membrana espermatica
(MEDEIROS et al., 2002). Os espermatozodides caninos possuem dimensdes médias
de 68um de comprimento total; 7,0um de comprimento por 5,0 um de largura de
cabeca; 11um de comprimento de peca intermedidria ¢ 50um de comprimento de
cauda (CHRISTIANSEN, 1988).

A produgdo didria de espermatozdides no cdo esta situada entre 11,7 £ 0,5 e
16,7 + 1,4 x 10° células por grama de parénquima testicular, sendo que a freqiiéncia
da ejaculacao ndo afeta esta produgdo diaria. Porém, ocorre uma redugao de 26% nas
reservas localizadas nos epididimos e nos ductos deferentes apos seis a oito coletas
de sémen semanais ou uma coleta didria, comparativamente as reservas do
reprodutor em repouso sexual (OLAR et al., 1983).

O tamanho e a idade do animal esta relacionado quanto ao volume total de

sémen ejaculado, bem como da freqiiéncia e a quantidade de fluido prostatico



coletado. Dados apresentam como normal um volume de sémen entre 1 a 30 mL e
com pH entre 6,3 ¢ 6,7 (JONHSTON, 1991; FELDMAN & NELSON, 1996).

O namero total de espermatozoides no ejaculado de um cdo pode variar de
200 milhdes a 10 bilhodes, sendo o valor médio de 500 milhdes de espermatozoides
(SEAGER, 1986; JONHSTON, 1991; FELDMAN & NELSON, 1996). Variagoes
podem ocorrer conforme a idade, peso testicular e sua atividade sexual. Na
inseminacgao artificial, recomenda-se que o nimero total de espermatozoides por dose
inseminante, para o sémen congelado, esteja entre 150 e 400 milhdes de
espermatozodides quando a deposi¢do seminal for realizada intravaginal ou cervical
superficial. Entretanto, se a inseminacdo for intra-uterina esses valores podem ser
bastante reduzidos (ANDERSON, 1980; LINDE-FORSBERG, 1995).

O efeito da concentragdo espermatica sobre o indice de sobrevivéncia dos
espermatozodides de cdes apds o descongelamento, foi melhor quanto a longevidade
para os espermatozéides envasados em palhetas de 0,5 mL na concentracao de 200 x
10° espermatozoides/mL (PENA & LINDE-FORSBERG, 2000).

A motilidade espermatica progressiva ¢ um importante pardmetro para a
avaliacdo da qualidade seminal e deve ultrapassar 70% em uma amostra de sémen
normal, in natura. A avaliagdo deve sempre ser realizada com a amostra de sémen a
temperatura de 37°C e, imediatamente apds a coleta. (LINDE-FORSBERG, 1991;
FELDMAN & NELSON, 1996).

Entretanto, apesar da motilidade espermatica ser o parametro mais utilizado
na avaliacdo do sémen, ocorre, em algumas condi¢des, baixa capacidade fecundante
com elevada motilidade espermatica, devido a alteragdes verificadas em outras
estruturas espermaticas, principalmente no acrossoma (ENGLAND,1993).

Uma amostra de sémen na espécie canina, para ser considerada normal
quanto a morfologia espermatica, pode ter a propor¢do de defeitos maiores e
menores de, no maximo, 30%, sendo que o total de defeitos maiores ndo deve ser
superior a 10% (CBRA, 1998). Acredita-se que a morfologia espermatica se
correlaciona melhor com a fertilidade que outros pardmetros de avaliagdo do s€émen
(FELDMAN & NELSON, 1996). De uma maneira geral, concorda-se que, entre os
defeitos espermaticos, a gota citoplasmatica proximal altera a capacidade fecundante
do espermatozodide, enquanto a gota citoplasmatica distal e a inser¢ao abaxial de
cauda do espermatozoide, sdo defeitos que ndo afetam a fertilidade (MORTON &
BRUCE, 1989).



Estudos, sobre a qualidade seminal de 34 machos relacionada com a
fertilidade do sémen, demonstraram que a avaliagdo morfologica do sémen,
isoladamente, ndo prediz a fertilidade. Porém, ejaculados apresentando poucos
defeitos (com percentuais inferiores a 15%), devem ser capazes de produzir prenhez,
em condi¢des adequadas (ENGLAND & ALLEN, 1989). Contudo, o sémen de
baixa qualidade influencia tanto os indices de taxa de prenhez, quanto o niimero de
filhotes por ninhada e que a utilizacdo de doses inseminantes com concentragao
espermatica elevada compensa, parcialmente, anormalidades morfolégicas (LINDE-

FORSBERG & FORSBERG, 1993; LINDE-FORSBERG, 1995).

2.1.2 - Diluigéo do Sémen

Para o congelamento, faz-se necessario o acréscimo de uma solucao diluidora
para auxiliar na preservacao da integridade da membrana plasmatica, que pode sofrer
alteracdes causadas pela mudanca de temperatura. Além disso, o diluidor contém
fontes energéticas para o espermatozoide, estabiliza o pH do meio e mantém
osmolaridade dentro dos padrdes fisioldgicos, além de prevenir o crescimento de
bactérias (HAFEZ, 1995).

A taxa de diluigdo do s€men, usualmente, esta entre 1:3 a 1:5 (sémen:diluidor),
sendo que o volume final do sémen diluido, ndo deve ultrapassar 5 a 10 mililitros,

por dose inseminante (LINDE-FORSBERG, 1991).

2.1.3 - Componentes do Meio Diluidor

Um dos constituintes dos diluidores devem ser os sistemas tampdes, pois 0
metabolismo das células espermaticas resulta em producao de ions de hidrogénio que
tornam o meio acido, levando a um decréscimo da longevidade e da fertilidade dos
espermatozodides. O pH 6timo para essas células ¢ préximo da neutralidade, logo, a
maioria dos diluidores ¢ tamponada com pH entre 6,9 ¢ 7,1 (SMITH, 1984 citado por
ENGLAND, 1993).

O fosfato foi primeiramente testado para este fim, porém o citrato de sodio,
introduzido por Salisbury 1940, adaptou-se melhor para essa finalidade. O citrato de
sodio aumenta a capacidade de diluicdo da gema de ovo ao meio liquido, fenomeno

que favorece sobremaneira a acdo da gema de ovo sobre os espermatozoides,



reduzindo o fator de choque térmico e por conseqiiéncia aumentando o tempo de
sobrevivéncia dos espermatozéides (PEREZ & PEREZ, 1984).

Algumas substidncias com poder de tamponamento, como o Tris (Tris-
hidroximetil aminometano), Tes (N-tris(hidroximetil) metil 2-aminoetanosulfonico),
citrato e fosfato de sodio, tém sido utilizadas na composi¢ao de meios diluidores para
a preservacdo de gametas de cdes (SILVA & VERSTEGEN, 1995; ROTA, 1998;
SILVA, 2001). Observou-se que o meio citrato exerce melhor a fun¢do tamponante
que o fosfato, e que o tampdo bicarbonato ¢ prejudicial a vida dessas células
(FOOTE LEONARD, 1964; FOOTE, 1964).

Os meios tampdes introduzidos mais recentemente sdo os ions dipolares,
como o Tris (Tris-hidroximetil aminometano), associado ao citrato e a gema de ovo
(GRAHAN et al., 1972 citado por ENGLAND, 1993). Apos a introdugdo desse
tampao surgiram varias modificagdes que tém sido amplamente empregadas até a
atualidade (SILVA & VERSTEGEN, 1995).

Com a adig¢do da gema de ovo ao meio diluidor, previne-se algumas lesdes
primarias associadas ao choque térmico, as quais alteram a permeabilidade da
membrana. Isto ocorre pela interagdo dos fosfolipideos da gema do ovo com os
constituintes das membranas espermaticas, tornando-as mais resistentes ao
processamento do sémen, além de prevenir a rotagdo da cauda dos espermatozdides,
favorecendo assim sua motilidade (WATSON, 1981; ENGLAND, 1993; HOLT,
2000b).

A concentragdo da gema de ovo que deve ser adicionada ao meio diluidor foi
estudada e, de maneira geral, os autores concordam que fique em torno de 20%
(FOOTE & LEONARD, 1964, ANDERSEN, 1972; DAVIES, 1982 citado por
ENGLAND, 1993).

Como substrato energético exdgeno os agucares sao adicionados ao meio
diluidor, além de atuarem como crioprotetores, mantém a pressdo osmotica do
diluente (YILDIZ et al., 2000; RIGAU et al., 2002). Esta agdo crioprotetora ocorre
devido as intera¢des, envolvendo ligacdes de hidrogénio dos grupos hidroxil dos
agucares com os grupos fosfato localizados na cabeca dos fosfolipidios, podendo
prevenir os danos causados pela desidratacdo extrema que pode ocorrer na
congelacdo (DE LEEUW et al., 1993). Os espermatozodides caninos obtém sua
energia a partir de processos glicoliticos, pois sdo capazes de desdobrar a glicose,

frutose e manose (BARTLLET, 1962). Porém, RIGAU et al. (2001) citam que os



gametas masculinos apresentam uma motilidade maior e linear quando incubados
com frutose, ao invés de glicose.

De acordo com YILDIZ et al. (2000), o uso dos agucares trealose, xilose ¢
frutose proporcionaram maiores taxas de espermatozoides caninos ativos apos o
descongelamento. Em contrapartida, a galactose, glicose, maltose, sacarose e
rafinose ndo melhoraram esses indices. No entanto, a galactose, lactose, trealose,
maltose e sacarose permitiram um decréscimo na propor¢do de células espermaticas
com defeitos no acrossoma. O aumento da motilidade no pds-descongelamento
ocorreu somente com a xilose e a frutose. Os monossacarideos atuam melhor na
preservacdo da motilidade espermatica que os dissacarideos no meio Tris citrato.
Entretanto, o uso combinado de mono e dissacarideos no meio diluente é mais
efetivo na prote¢do dos espermatozoides que o uso de apenas um destes tipos de
agucares.

BORDIGNON et al. (1996), ndao obtiveram bons resultados na
criopreservacdo do sémen suino, utilizando a trealose como agente crioprotetor.
Estes autores observaram que na utilizagdo de diferentes concentragdes de Trealose
(0, 0,1, 0,2, 0,3%) associado a 3% de glicerol, ndo foi possivel verificar nenhum
efeito sobre a motilidade espermatica além da integridade de acrossoma e fertilidade
do sémen.

Entretanto, SNOECK et al. (2001), avaliando crioprotetores no congelamento
de sémen eqiiino observaram que, mediante a associa¢do da Acetamida na
concentragdo de 2,5 3,5 e 5,0% associada a metilcelulose e trealose, podem ser
usadas como alternativa crioprotetora para o sémen eqiiino. Apds o
descongelamento, a associagdo dessas moléculas preservou o sémen dos animais
quanto a motilidade progressiva tdo bem quanto o glicerol a 5%, etileno-glicol a 2,5
e 3,5%.

Mais recentemente, componentes aditivos, como detergentes e aminoacidos
tém sido adicionados ao meio diluidor (THOMAS et al., 1992). A adigdo de
compostos detergentes como o Equex STM paste ou o Orvus ES paste, ambos tendo
como fragdo ativa o SDS (duodecil sulfato de s6dio) em diluentes para congelagao
parece ser benéfica para vdarias espécies, incluindo a espécie canina. Estudos
realizados por estes autores constataram o desempenho benéfico dos detergentes
sobre as células espermaticas, favorecendo a agdo dos fosfolipideos da gema de ovo

e, assim, aumentando a prote¢ao aos espermatozodides contra choque térmico (ROTA



et al., 1999; HOLT, 2000a; PENA, 2000; LINDE-FORSBERG, 2000; ROTA et al.,
1997 e THOMAS et al., 1992).

O Equex adicionado ao meio Tris-gema de ovo aumenta consideravelmente a
termorresisténcia ¢ reduz as alteracdes causadas no processo de congelamento e
descongelamento. Entretanto, seu efeito protetor ¢ maior quando o espermatozdide ¢
exposto ao Equex imediatamente antes do congelamento do que se a exposicdo for
durante o periodo de equilibrio. STROM et al. (2000), afirmam que esta substancia
aumenta a capacidade de ligacdo dos espermatozodides pos-descongelamento a zona
pelucida de um ovdcito homologo.

PENA (2000), alertou para o fato de que a exposicdo prolongada dos
espermatozodides as SDS ou as lipoproteinas da gema de ovo tratadas pelo SDS pode
conferir um excesso de fluidez 4s membranas espermaticas indicando que seu efeito
benéfico ¢ dependente do tempo de exposicao deste no meio diluidor.

O mecanismo de a¢ao dos aminoacidos adicionados ao diluidor seria de
proteger a célula reduzindo a quantidade de gelo intracelular e limitando a
desidratacdo osmotica durante a congelagdo. Além disso, os aminoacidos podem
auxiliar na estabilizagdo das membranas espermaticas (PENA et al., 1998a). Varios
aminoacidos, entre eles a glicina, tém sido incluidos na preservagao do sémen
(PAPA et al., 1993; BALL, et al., 2001; BILODEAU et al., 2001). De acordo com
PAPA et al. (1993), a agdo da glicina ainda ndo esta totalmente elucidada, mas sabe-
se que esse aminoacido participa na sintese de enzimas antioxidantes (Glutadiona
peroxidase), inibindo a formagéo de radicais livres e, conseqiientemente, protegendo
a membrana celular da oxidagao.

Antibioticos também sdo acrescentados ao meio diluidor, para prevenir
contaminagdes das amostras de sémen, principalmente durante a manipulagdo do
mesmo e durante o periodo que permanece resfriado. Os antibidticos comumente
utilizados sdo a penicilina e a estreptomicina (LINDE-FORSBERG, 1991). A
contaminagdo bacteriana pode afetar negativamente a fertilidade, pela propria
presenga de bactérias, pela producdo de toxinas, por degrada¢ao dos componentes do
meio, ou ainda, pela utilizacao de substratos metabolicos. Essa situacdo determina a
necessidade de incorporar aos diluentes substancias de efeito antimicrobiano

(WATSON, 1995).



2.1.4 - Meios diluidores para o congelamento de sémen canino

O uso de uma ampla variedade de meios diluidores para congelamento de
s€men canino tem sido citado. A composi¢do correta do meio diluidor ¢ vital para
criopreservacao do sémen e deve ser determinada para cada espécie. FOOTE (1964)
e FOOTE & LEONARD (1964), foram os primeiros pesquisadores a investigar a
combinagdo e a quantidade de varios componentes dos diluidores para a preservagao
do sémen de cdo. Apos examinar efeitos dos diferentes tampdes (citrato, fosfato,
glicina), a porcentagem de gema de ovo, e o pH do sémen do cdo, armazenado a 5°C,
concluiram que a melhor combinagdo para preservar a motilidade foi 20% de gema
de ovo (v/v), 1,16% de citrato de sodio, 0,75% de glicina, 1% de glicose e pH=6,6.
Subseqiientemente, o uso do tris (Tris-hidroxymethyl-aminometano) repetidamente
mostrou os melhores resultados de motilidade e longevidade quando as amostras
foram congeladas em palhetas (OLAR et al., 1989; THOMAS et al., 1993).

O meio diluidor a base de TRIS, Acido Citrico e Glicose vem se mostrando
bastante viavel na refrigeracdo e no congelamento do sémen canino (OLAR, 1984;
ROTA, 1998; SANTOS et al., 1999; STROM HOLST, 1999; PENA, 2000).

Existem muitos meios diluidores para o congelamento de s€émen canino, entre
eles o mais usado € o Tris-citrato-20% de gema de ovo, com adi¢@o de antibidticos e
glicerol (LINDE-FORSBERG, 1991), o qual possibilita motilidade espermatica de
60 a 79% apds o descongelamento (SILVA et al., 2000; ROTA et al., 1995; PENA et
al., 1998b; YILDIZ et al., 2000).

SANTOS et al. (1999), avaliaram o efeito de cinco diferentes diluidores no
congelamento do sémen canino, sendo eles, TRIS-frutose-acido citrico, glicina,
lactose, leite desnatado e TRIS-frutose-citrato, com a adi¢do do glicerol em todos os
casos realizada a 5°C. Estes autores concluiram que os diluidores TRIS-frutose-acido
citrico e glicina proporcionaram melhora na motilidade retilinea progressiva e vigor
espermatico.

No Brasil, ha trabalhos mostrando que o meio diluidor a base de agua de coco
oferece motilidade espermatica de aproximadamente 50% apds o descongelamento
(CARDOSO et al., 2000). Segundo CARDOSO et al. (2003), que usou meios
diluidores a base de dgua de coco com trés diferentes concentragdes de glicerol, ndo
existem diferencas entre esses trés grupos quanto a motilidade e o vigor espermatico.

Porém, uma menor porcentagem de defeitos totais e secundarios foram observados
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com o meio de 4dgua de coco e 6% de glicerol. De qualquer maneira, os autores
asseguraram que os trés meios podem ser usados na criopreservagdo de sémen canino
com Sucesso.

Existem muitos diluidores comerciais, como o Triladyl (Minitub, Tiefenbach,
Alemanha), Laiciphos 478 e Biociphos W482 (IMV, Franga) e CLONE (Cryogenic
Laboratories of New England, Inc.), alguns deles desenvolvidos especialmente para
congelamento de s€émen canino. Porém, a grande desvantagem desses diluidores ¢
que sua exata composicdo ¢ desconhecida (NOTHLING et al., 1995; SILVA &
VERSTEGEN, 1995; FARSTAD, 1996; STROM et al., 1997).

2.1.5 - Centrifugacéo do Sémen

Os ejaculados caninos apresentam oscilagdes significativas de volume e
concentragcdo espermatica devido, principalmente, a grandes variacdes de tamanho
entre animais e entre as diferentes ragas (CUNHA, 1998). Para que se determine um
protocolo de congelamento na espécie canina, onde alguns fatores como: a
concentragdo espermatica por palhetas e a concentracdo de crioprotetor por célula
espermatica sejam constantes, faz-se necessario que esta variacdo de volume do
ejaculado canino seja minimizada. A centrifugacdo ¢ uma das formas propostas na
literatura para a padronizacdo dessas variacdes e manter constantes o volume e a
concentragdo espermatica sem que se verifique influéncia negativa sobre as células
espermaticas (PAPA, 1987; LOPES & PAPA, 1998; KIRK, 2001).

Segundo HEIDRICH (1977), foi Freiberg em 1935 o pioneiro a identificar o
fracionamento no ejaculado do cdo. Chamou a primeira fracdo de uretral ou pré-
espermatica, a segunda, de fracdo rica em espermatozoides e a terceira de fragdo
prostatica ou pos-espermatica. A incubagao prolongada dos espermatozoides diluidos
com a primeira e terceira fracdes do ejaculado, pode afetar, adversamente, a
qualidade seminal. Observou-se um acentuado decréscimo na motilidade espermatica
em amostras de sémen incubadas com a primeira ¢ a terceira fragdes (ENGLAND &
ALLEN, 1992).

Alguns experimentos de congelamento do s€émen canino, sem a eliminacao da
primeira e da terceira fracdo, t€ém sido propostos. Porém os dados obtidos até o
presente sugerem que a utilizacdo unicamente da fragdo espermatica gera melhores

resultados (PENA,1997). A utilizagdo da centrifugagdo como forma de eliminar a
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primeira e a terceira fragdo tem sido realizada em alguns protocolos de preservacao
do sémen canino (LOPES & PAPA, 1998; HELD, 1997).

JASKO (1994), sugere ainda que varios diluidores podem ser utilizados para
pré-diluir o sémen durante a centrifugacao e que este passo garante uma boa protecao
a célula espermatica durante este processo. O mesmo autor sugere a utilizagdo de um
meio diluidor a base de leite desnatado para a realizacdo de tal procedimento em
eqiiinos.

Os efeitos do processo de centrifugagdo sobre o s€émen canino foram testados
e observou-se que a qualidade seminal das amostras de sémen que foram
centrifugadas foi superior as amostras nao centrifugadas. Os parametros observados
foram motilidade e vigor espermaticos e o resultado foi similar para todos os meios
diluidores acrescentados ao sémen e com a centrifugacdo sendo realizada por 15
minutos a 800g (CUNHA & LOPES, 1999).

A utilizagdo da centrifugagdo do sémen canino ¢ uma das etapas do processo
de criopreservacdo que vem a ser preservado, sendo citada em vérios trabalhos,
variando somente o tempo ¢ a intensidade da centrifugagdo (OLAR et al., 1989;
THOMAS et al., 1993; ROTA et al. 1995, GOVETTE et al., 1996; HAY et al. 1997;
LINDE-FORSBERG et al., 1999; ROTA et al., 1999).

2.1.6 - Periodos de Resfriamento e Equilibrio do Sémen

O resfriamento proporciona a célula um estado de quiescéncia, diminuindo o
metabolismo e proporcionando uma diminui¢do nos gastos energéticos e na producao
de catabolitos toxicos. Assim, contribui para a preservacdo celular a partir das
interagdes com os componentes do meio diluidor antes do estresse do congelamento,
diminuindo, dessa forma, os riscos de um choque térmico. O periodo de equilibrio
ideal pode variar para cada espécie animal e para cada diluidor utilizado (CHACUR,
1996).

As células espermaticas de diversas espécies exigem um periodo de tempo de
algumas horas antes de serem congeladas para adquirirem resisténcia maxima aos
efeitos da baixa temperatura. Entretanto, este periodo de equilibrio ainda ndo esta
definido para o sémen canino (ENGLAND, 1993). Em geral, sugere-se um intervalo
de uma a duas horas para a queda da temperatura de 37°C para 5 ou 4°C ¢ 0 mesmo

periodo para o equilibrio (SEAGER et al., 1975; OLAR et al., 1989; WATSON,
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1995; SILVA & VERSTEGEN, 1995; YILDIZ et al., 2000; CUNHA & LOPES,
2001).

2.1.7 - Criopreservacao dos gametas masculinos

Os crioprotetores sdo essenciais para a criopreserva¢do da maioria dos
sistemas bioldgicos. Esses aditivos, no entanto, ndo permitem a sobrevivéncia de
100% das células, o que pode ser explicado, por possuirem efeitos toxicos sobre a
célula que depende, principalmente, da concentracdao utilizada do agente. (FAHY,
1986).

WATSON (1995), afirmou que as mudangas pos-ejaculatorias do
espermatozéide no trato feminino em sua preparacdo para a fusdo com o odcito
devem ser vistas como a continuidade no desenvolvimento e maturagdo espermatica,
processo este que teve inicio no epididimo. A criopreservagdo implica em uma pausa
neste processo natural durante a qual o espermatozoéide ¢ “inativado” ao invés de ser
“reativado” no estagio de onde tinha parado, afetando assim o processo de
maturagao.

O processo de criopreservacao faz com que os espermatozoides se tornem
mais reativos pelo fato de suas membranas sofrerem mudangas na fluidez e
tornarem-se mais permedaveis ao calcio. Estes fendmenos podem promover a
capacitagdo e reagdo do acrossoma, diminuindo o tempo de vida 1util do
espermatozodide, impossibilitando a futura fecundagdo do 6vulo no local € momento
apropriado (WATSON, 1995).

Os crioprotetores devem ser substincias de baixo peso molecular e de baixa
toxicidade. Estes agentes devem agir promovendo a diminui¢do gradual da
concentracdo de eletrolitos do meio extracelular, protegendo a célula do efeito de
solugdo durante a congelacdo, e possibilitando a saida gradual de 4dgua intracelular,
permitindo a estabilizacdo das membranas celulares (ALLER et al., 1995).

E importante salientar que a curva de congelamento ideal deve ser
suficientemente lenta para permitir que os espermatozdides se desidratem e, rdpida o
bastante para evitar que os espermatozoides fiquem expostos por muito tempo as
altas concentracdes de soluto (SNOECK, 2003).

A eficacia e praticidade de um grande nimero de crioprotetores permeaveis

ou ndo as células que diminuem a formacdo e o tamanho dos cristais de gelo

13



intracelulares, tém sido testados quanto a sua utilizacdo no resfriamento de células
espermaticas (DE LEEUW et al.,1993).

Os crioprotetores permeantes atuam por meio de suas propriedades
coligativas, diminuindo o ponto crioscopico intracelular. Desta forma, maior
quantidade de agua vai permanecer no estado liquido sob baixas temperaturas,
diminuindo a concentracdo intracelular de solutos proporcionando, assim, um
ambiente menos deletério a célula espermatica durante o congelamento (WATSON,
1995).

J& os crioprotetores ndo permeantes protegem as células por meio de efeitos
osmoticos. Essas substancias criam um meio hipertonico que induz a saida de agua
do meio intracelular para o extracelular, causando a desidratacdo do espermatozdide
reduzindo assim, a probabilidade de formacdo de cristais de gelo dentro da célula
espermatica durante o congelamento (DALIMATA & GRAHAM, 1997).

O glicerol, juntamente com outras pequenas moléculas como o metanol,
etilenoglicol, 1,2-propanodiol, butanodiol, Dimetilsulféxido e as amidas sdo
crioprotetores que penetram na célula. Entretanto, grandes moléculas presentes no
leite, gema de ovo, aglcares e nos polimeros sintéticos sdo classificados como
crioprotetores nao-permeantes (HOLT, 2000).

DALIMATA & GRAHAM (1997), observaram que o uso combinado de
diversos crioprotetores pode oferecer maior prote¢do que seu uso isolado. Além

disso, alguns podem favorecer a acdo de outros.

2.1.8 - Os crioprotetores do sémen

O agente crioprotetor mais usado ¢ o glicerol, sendo este um dalcool
polihidrico altamente permeavel. E classificado como um soluto que se liga
fortemente aos ions de hidrogénio na molécula da dgua. Sua atividade crioprotetora ¢
considerada eficiente, pois torna mais lenta a desidratacdo osmotica da célula durante
o congelamento, permitindo a regulacdo do fluxo de agua para a célula espermatica
controlando desta forma, a desidratagdo e minimizando o efeito de solug¢ao, que ¢ um
dos pontos criticos do processo de congelamento celular (PENA, 1997;
DOEBBLER, 1966).

Apesar do efeito protetor, o glicerol ¢ toxico e sua concentragdo no meio

diluidor deve estar entre a minima necessaria para promover protecdo € a maxima
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permitida para ndo causar danos aos espermatozoides (COTORELLO & HENRY,
2002).

A concentragdo 6tima do glicerol varia com o diluidor, com o método de
congelamento ¢ com a espécie animal em questdo (FOOTE & LEONARD, 1964;
ENGLAND, 1992 citado por FARSTAD, 1996). ALLER et al. (1995) afirmaram que
a toxicidade desse agente ¢ dependente da temperatura do meio e a redugdo da
temperatura durante a congelagdo, uma vez que anula o seu efeito toxico.

No congelamento do sémen canino o glicerol ¢ o agente crioprotetor mais
utilizado. A concentragdo deste agente nesta espécie ¢ de 3 a 11%, porém, altas taxas
dessa substancia tendem a uma toxicidade sobre as células espermaticas, afetando a
capacidade fecundante das mesmas (FOOTE & LEONARD, 1964; ENGLAND,
1993; FARSTAD, 1996). Nas concentra¢des de 8 e 5% de glicerol foram observadas
as melhores qualidades espermaticas, levando em consideragdo a integridade do
acrossoma ¢ a longevidade dos gametas (PENA et al., 1998b; ROTA, 1998).

FONTBONNE & BADINAND (1993) observaram os efeitos do glicerol
sobre a motilidade espermatica do sémen canino, apds o congelamento, variando a
concentragdo utilizada do agente. Dessa forma a concentragdo minima de glicerol,
que ira conferir protecdo aos espermatozodides de caes deve estar entre 1,6 e 3,2%.
Também, OLAR (1989), em experimentos, observou que a utilizagdo de crescentes
concentragdes de glicerol resulta em diferentes resultados quanto a motilidade e
vigor espermaticos na espécie canina. Segundo FARSTAD (1996), a concentracao
de glicerol ideal para a sobrevivéncia do espermatozoide ¢ espécie dependente.

SANTOS et al. (2003), ao avaliarem & eficacia de diferentes concentragdes
do glicerol (4%, 6%, 8% e 10%) na criopreservacdo do sémen de cdes, observaram
melhores resultados no pos-descongelamento quanto a motilidade espermatica
mediante a concentracdo de 8%. Esse resultado corrobora com os observados pelos
respectivos autores MIES FILHO (1987), FARSTAD (1996) ¢ PENA et al. (1998).

SANTOS et al. (2001), comparando a eficiéncia dos crioprotetores glicerol e
etileno-glicol na concentracdo de 5%, observaram superioridade nos resultados
apresentados pelo etileno-glicol mostrando tendéncia do mesmo em preservar a
estrutura normal dos espermatozdides apos o descongelamento devido ao seu maior
coeficiente de permeabilidade. Em contrapartida, CAVALCANTI et al. (2002), ao

comparar eficiéncia dos mesmos crioprotetores testados por SANTOS et al. (2001),

15



porém na concentracdo de 7% em meio base Tris-gema, observou superioridade nos
resultados quanto a viabilidade espermatica com a utilizagcdo do glicerol.

Em sua revisdo, SALISBURY & VANDEMARK (1978), afirmaram que os
danos espermaticos sdo maiores quando a temperatura de exposi¢do ao glicerol é
maior que 5°C. Os mesmos autores verificaram ainda que a motilidade e a
capacidade fecundante dos espermatozoides bovinos pods-descongelamento
aumentaram quando existe um intervalo entre a adicdo do glicerol e o inicio do
congelamento, e que esta etapa pode ser chamada de periodo de equilibrio. No
entanto, ROHLOFF (1978), ndo encontrou diferenca entre a adi¢do de um diluente
glicerolizado ao s€émen canino a 25 ou a 5°C.

FONTBONNE & BADINAND (1993), concluiram que o método de adi¢ao
e a temperatura de glicerolizag¢do adicionado a0 meio em Unica etapa ou em varias e,
tanto a temperatura ambiente, quanto a 5°C, ndo interferiu na qualidade espermatica;
o agente pode ser adicionado ao meio diluidor a temperatura ambiente e em etapa
unica, o que facilita o processamento do s€men.

As amidas sdo moléculas que tem trés pontos a menos de ligacdo ao
hidrogénio que o glicerol. Esta caracteristica torna-as menos soluveis em agua que o
glicerol e menos viscosas, resultando em uma menor permeabilidade a membrana
(NASH, 1966). Esta caracteristica pode diminuir a possibilidade de danos celulares
por estresse osmatico causado por outros crioprotetores (BALL, 2001).

As amidas, tal como a formamida, a acetamida e a lactamida, sd3o agentes
crioprotetores permeantes que promovem bons resultados, quando utilizadas na
preservacao de espermatozodides de bovinos, eqiiinos, suinos (exceto formamida) e
coelhos, durante o processo de resfriamento e congelamento (HANADA &
NAGASE, 1980; DALIMATA & GRAHAM, 1997; KEITH, 1998; SNOECK et al.,
2001).

No entanto, GONZALES (2004), avaliando a eficacia de diferentes
crioprotetores (glicerol, etilenoglicol e dimetil-formamida), no congelamento do
sémen de bovinos, observou que o glicerol e o etilenoglicol foram superiores na
preservagdo da viabilidade na célula espermatica quando comparado a Dimetil-
formamida.

Em eqiiinos os resultados usando amidas como crioprotetores em sémen
também tém sido promissores. KEITH (1998), comparou varios tipos de amidas

(formamida, metilformamida, dimetil-formamida, acetamida e metilacetamida) com
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o glicerol para a congelagdo de sémen de garanhdes, encontrando superioridade da
metilformamida a 0,9 M em relacdo ao glicerol a 0,55 M para a motilidade total e
para a motilidade no tempo zero (P<0,05). No tempo 20 minutos pos-
descongelamento a metil-formamida 0,6 M também foi superior ao glicerol a 0,55 M
para a motilidade total, motilidade progressiva e preservacao da viabilidade celular
determinadas pelas sondas PI e SYBR — 14 (P<0,05).

SILVA (2004), utilizando a Dimetil-formamida associada ou ndo ao glicerol
(leite desnatado-gema com 7% de glicerol; leite desnatado-gema com 3,5% de
glicerol e 3,5% de dimetil-formamida e leite desnatado-gema com 5% de Dimetil-
formamida) na criopreservacdo do sémen caprino, a autora conclui que, a Dimetil-
formamida pode ser uma alternativa, como crioprotetor isolado ao associado ao
glicerol, mantendo a qualidade espermatica caprina, apos a criopreservagao.

GRAHAM (2000), comparando os crioprotetores acetamida, metilacetamida,
formamida, metilformamida e dimetil-formamida na concentragdo a 0,55 M,
observou que os resultados de motilidade pds-descongelamento foram inferiores ao
glicerol (P<0,05). Em um segundo experimento, esses autores testaram
metilformamida ¢ dimetil-formamida em concentragdes maiores (0,6 ¢ 0,9 M)
comparando com etilenoglicol e glicerol e, obtiveram melhor resultado com a
Dimetilformamida a 0,9 M (P<0,05) para motilidade, do que por outros tratamentos
na espécie equina.

VIDAMENT et al. (2002), avaliaram o efeito de concentragdes crescentes de
glicerol e dimetil-formamida sobre a motilidade e fertilidade do espermatozoéide
eqiiino e observaram que a dimetil-formamida a 2% foi tdo eficiente quanto o
glicerol (2 a 3%) em manter a motilidade e capacidade de fertilizagdo dos
espermatozodides eqiiinos. Porém, MEDEIROS et al. (2002), estudando o efeito de
trés amidas (dimetil-formamida, metil-formamida e dimetil-acetamida) sobre o
sémen eqiiino congelado, observaram que as amidas foram mais eficientes em
proteger os espermatozoides dos efeitos deletérios do congelamento quando
comparadas ao glicerol, superioridade também observada na preservacdo do sémen
de garanhdes considerados de baixa congelabilidade (GOMES et al., 2002). As
amidas aparecem como alternativas de crioprotetores no congelamento do sémen,
uma vez que ndo apresentam efeitos tdo toxicos quanto o glicerol (BLANCO et al.,

2000).
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SANTOS (2003), testando diferentes diluidores (tris-gema com 5% de
etilenoglicol, lactose gema com 5% de etilenoglicol e lactose gema com 5% de
dimetil-formamida) na congelacdo do sémen da espécie canina, observou melhores
resultados nos testes “in vitro”, quando utilizou lactose gema com 5% de
etilenoglicol, porém o crioprotetor dimetil-formamida a 5% associado ao meio
lactose gema, apresentou resultado satisfatdrio para ser utilizado como alternativa na
congelacdo do s€émen dessa espécie.

Os di e trissacarideos, ndo metabolizdveis pelos espermatozodides, exercem
ainda um efeito crioprotetor em fungdo de seu alto peso molecular, contribuindo para
o equilibrio osmoético atuando como substitutos de eletrdlito. Nao possuem
capacidade de penetrar a membrana quando a concentragdo de solutos ¢ elevada e
dao melhores resultados quando acrescidos a fracdo glicerolizada do extensor
(SALISBURY & VANDEMARK, 1978).

Além de suas propriedades coligativas, os agucares exercem efeito
crioprotetor interagindo diretamente com a membrana. Estas interagdes envolvem
ligacdes de hidrogénio dos grupos hidroxil dos agtcares com o grupo fosfato
localizados na cabega dos fosfolipidios. Por restaurar o percentual de 4gua ao redor
dos grupos polares da cabecga dos fosfolipidios, os agucares podem prevenir os danos
causados pela desidratacdo extrema que pode ocorrer com a congelagao (HOLT,
2000). Geralmente, os dissacarideos (sucrose, trealose) sdo mais efetivos em

estabilizar a bicamada do que os monossacarideos (DE LEEUW, 1993).

2.1.9 - Curva de congelacdo espermatica

Cada tipo celular possui uma curva de congelamento 6tima para sobreviver a
criopreservacdo (WATSON, 1995). Para melhor controle nas mudancas de
temperatura e taxas de congelamento de maior repetibilidade, com sémen canino
congelado, o emprego de um freezer programavel ¢ recomendado (ROTA et al.,
1995).

E importante salientar que a curva de congelamento ideal deve ser
suficientemente lenta para permitir que os espermatozoides se desidratem de forma
rapida o bastante para evitar que fiquem expostos por muito tempo as altas

concentragdes de soluto (SNOECK, 2003).

18



DOBRINSKI et al. (1993), avaliaram o efeito de trés taxas de congelamento
sobre a viabilidade do sémen canino, que foi diluido com quatro meios (Tris,
Triladyl, IMV-Universal e Pipes). A motilidade espermatica mais elevada (33%),
apds o descongelamento, foi observada com a taxa de resfriamento lenta (-
5,1°C/min de 3 até -157°C), obtida colocando-se as palhetas 20 centimetros acima
do nivel do nitrogénio liquido, por 30 minutos.

HAY et al. (1997), testaram cinco taxas de congelamento, obtidas por
diferentes métodos (freezer programavel ou vapor de nitrogénio liquido), em um
estudo sobre criopreservacao do sémen canino. Os melhores resultados, no que diz
respeito a motilidade e vigor espermaticos e integridade de acrossoma apos o
descongelamento, foram observados com as taxas de -12 e -28°C/minuto, iniciando
em 0 até - 70°C.

Segundo ROTA et al. (1998), aparentemente, existe uma grande amplitude
nas taxas de congelamento que podem ser aplicadas sobre o s€émen canino. Tal fato

pode explicar os resultados ndo consistentes sobre o assunto.

2.1.10 - Descongelamento

Um dos aspectos de maior questionamento dentro dos estudos da
criopreservacao ¢ saber quando as alteragdes ocorrem, se durante o congelamento ou
se no descongelamento. Existem evidéncias sugestivas de que células congeladas
podem ser danificadas pelo descongelamento e este efeito tem sido atribuido,
principalmente, a recristalizagdo dos microcristais durante um descongelamento
inapropriado (WATSON, 1995).

A temperatura sob a qual se descongela uma amostra de s€émen desempenha
influéncia direta sobre a viabilidade espermatica no pds-descongelamento, sendo
principalmente descritas alteragdes no movimento espermatico e na integridade das
membranas (IVANOVA-KICHEVA et al., 1995; WATSON, 1995; Holt, 2000;
PENA, 2000).

ROTA et al. (1998), testaram duas taxas de descongelamento (38°C por 1
minuto e 70°C por 8 segundos) em sémen canino envasado em palhetas de 0,5 mL.

Observaram que o descongelamento a 70°C por 8 segundos aumentou a recuperagao
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e longevidade do espermatozoide durante incubagdo a 38°C, quando comparados a
taxa lenta de descongelamento.

SNOECK et al. (2002), avaliaram trés temperaturas de descongelamento
sobre os espermatozdides eqiliinos, associados a diferentes tipos de agentes
crioprotetores (5% glicerol, 2,5% etileno-glicol, 3,5 e 5%, e a acetamida a 2,5%,
3,5% e 5%). Os autores observaram diferenga dos resultados entre os protocolos de
descongelamento testados (37°C/30”segundos, 50°C/20”, 75°C/7” seguido de
imersdo em banho-maria a 37°C/ 5”). O protocolo de descongelamento rapido (75°C/
7’seguido de imersdo em banho-maria a 37°C/ 5”) demonstrou superioridade em
preservar melhor a motilidade espermatica em todos os crioprotetores estudados.

BARRETO et al. (2002), testaram a influéncia de um termo-sistema de
descongelamento ultra-rdpido na motilidade e integridade de membranas de
espermatozdides de touro. Foram observadas diferencas entre os protocolos de
descongelamento testados (37°/ 3 minutos, 98°C/ 4 segundos seguido de imersdo em
bando maria a 37°C por 3 minutos, 98°C/ 2 segundos seguido pela manutengdo da
palheta em banho-maria a 5°C por dois minutos, e aquecimento final em banho maria
a 37°C por 1 minuto). Dessa forma, o método de descongelamento ultra-rapido
(98°C/ 4 segundos seguido de imersdo em banho maria a 37°C por 3 minutos)
demonstrou superioridade ao descongelamento convencional (37°/ 3 minutos) quanto
a motilidade espermadtica progressiva.

PENA (2000), afirmou que a temperatura de 70°C/8”, melhora os resultados
de fertilidade para o sémen de cdes. Em seu experimento a autora sugeriu que o
descongelamento a 37°C/15”, pode expor as membranas espermaticas a variagdes de
temperatura que induzem a reorganizacao de lipideos ou a movimentacdo de
proteinas mais severamente que as alteragdes ocorridas a 70°C/8”.

O descongelamento sob altas temperaturas com um tempo de exposicao
bastante curto, tem sido preconizado para o descongelamento do sémen de caes
(OLAR, 1984; ENGLAND, 1992; IVANOVA-KICHEVA et al.,1995; ROTA, 1998;
STROM HOLST, 1999; PENA, 2000) conferindo longa viabilidade as amostras de
s€men tanto in vitro como in vivo. Entretanto, YUBI (1984) ¢ ENGLAND (1993),
verificaram maior declinio na motilidade espermdtica e na porcentagem de
espermatozdides vivos, nas amostras descongeladas por meio da taxa rapida
(75°C/6), que nas amostras descongeladas com a taxa lenta (37°C por dois

minutos).
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SANTOS et al. (2003), observaram elevado percentual de acrossoma intacto
do sémen de cdes utilizando o descongelamento & temperatura de 37°C por 30
segundos. PENA & LINDE-FORSBERG, (2000); SODERQUIST et al. (1997),
avaliando a integridade acrossomal de espermatozoides de carneiros descongelados a
35°C, observaram média de 67,6% de acrossomas intactos. Ja, SILVA (2004), apos o
descongelamento de sémen de bodes a 37°C observou 95% de acrossomas intactos.

De modo geral, o congelamento e o descongelamento devem seguir o mesmo
padrdo de velocidade, ou seja, quando o congelamento ¢ realizado sob processo
rapido o descongelamento também deve proceder de acordo e, quando o protocolo de
congelamento for lento a descongelamento também deve ser lento (STROM et al.,

1997).

2.2 - Métodos de Andlise do Sémen Criopreservado

Apés o processo de congelamento e descongelamento das células
espermaticas, testes de alta correlagdo com a fertilidade devem ser realizados, para
que se verifique a viabilidade dos diluidores e\ou dos métodos de congelamento
utilizados (PENA, 2000; KIRK, 2001).

Para ser fértil, os espermatozdides devem ser capazes de expressar varias
caracteristicas, em uma seqiiéncia temporal correta. Além disso, um nlimero
suficiente de espermatozoides férteis deve estar presente nas proximidades do
ovocito, para a ocorréncia da fecundagdo (AMANN & HAMMERSTEDT, 1993). A
inseminagao artificial com o sémen congelado, que consiste no método de analise in
vivo, ¢ a melhor técnica para se avaliar se os espermatozoides criopreservados
mantiveram essas caracteristicas e, conseqlientemente, seu potencial fértil
(ENGLAND, 1993).

As andlises in vivo requerem um ntmero grande de animais para serem
avaliados e também, dependem de uma variedade de fatores que vao muito além da
qualidade seminal. Entre esses fatores podem ser incluidos o ntimero de doses ¢ o
volume de sémen ideal para realizagdo da inseminag¢dao, bem como o numero de
inseminagdes; o local de deposicio do sémen na fémea; o momento ideal de
inseminagdo, considerando-se o ciclo estral e fatores individuais dos animais

(FARSTAD, 1996).
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Os métodos de analise in vitro podem ser empregados para avaliar algumas
das caracteristicas que os espermatozoides férteis detém. Quando os métodos in vitro
sdo usados em conjunto, aumenta-se a acuracia em predizer o potencial de fertilidade
do sémen criopreservado. Para tal, o s€émen deve ser submetido a alguns testes
especificos que avaliam, entre outras caracteristicas, os seus parametros fisicos,
integridade da membrana plasmatica e do acrossoma e a longevidade dos
espermatozdides (ROTA et al., 1998; LARSSON & RODRIGUES-MARTINEZ,
2000).

2.2.1 - Andlises in vivo da qualidade espermatica do sémen criopreservado

As caracteristicas que as células espermaticas vidveis apresentam podem ser
detectadas pelos métodos de analise in vitro, porém deve-se salientar que esses
métodos in vitro ndo correspondem a mesma fidelidade dos resultados encontrados in
vivo. Desta forma, GIL et al. (1970) ¢ ANDERSERN (1972), obtiveram taxa de
prenhez nula, apesar de terem observado uma motilidade espermatica apds o
descongelamento de cerca de 50%. Contudo, AMANN (1989), afirmou que as
afericdes obtidas dos teste in vitro como a motilidade espermatica, condigdo de
acrossoma e outras caracteristicas do s€men estdo significativamente correlacionadas

com a fertilidade.

2.2.2 - Andlises in vitro da qualidade espermatica do sémen criopreservado

As analises in vitro do sémen devem avaliar a fungdo espermatica,
predizendo se a célula espermatica estd apta ou ndo para realizar a fecundagdo do
ovoécito, mimetizando a situa¢do in Vivo no aparelho genital da fémea. Para tal, o
sémen deve ser submetido a alguns testes especificos que avaliem, entre outras
caracteristicas, os seus parametros fisicos, a integridade da membrana plasmatica e
do acrossoma ¢ a longevidade do espermatozoide. Entre os testes indicados, estd a
avaliacdo da motilidade progressiva e do vigor espermatico, o teste hiposmotico, a
técnica de coloracdo por fluorescéncia e o teste de termorresisténcia. Observou-se
que estes testes, quando correlacionados com fertilidade, apresentaram resultados

satisfatorios (ROTA, 1998).
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A motilidade e o vigor espermaticos foram, durante muito tempo, os unicos
parametros empregados para a avaliacdo da integridade dos espermatozoides, como
pode ser observado em diversos trabalhos (OLAR et al., 1989; DOBRINSKI et al.,
1993; THOMAS et al., 1993). Porém, apesar de serem uma expressao da viabilidade
espermatica, seus valores também dependem do ambiente em que os
espermatozodides sdo colocados para serem observados e nem sempre correspondem,
diretamente, com a capacidade fecundante do sémen (ROTA, 1998).

A avaliagdo subjetiva da motilidade e do vigor ¢ utilizada para estimar o
percentual de espermatozoides mdveis e vidveis, visto que, os gametas masculinos
precisam obter hiper-atividade quando na tuba uterina, para alcancar o ovdcito e
penetrar nas suas camadas de revestimento (AMANN, 1989; ZUCCAR]I, 1998).
Entretanto, para ENGLAND (1993), os espermatozdides podem apresentar
motilidade espermatica elevada apds o congelamento, mesmo ndo sendo férteis. Isto
ocorreria devido a defeitos em outras estruturas, como o acrossoma e, desse modo,
seriam necessarias outras analises do s€émen.

Me¢étodos identificadores da integridade das membranas espermaticas tém sido
utilizados na avaliacdo de diferentes técnicas de conservacao do sémen (BLACH et
al., 1989; HARRISON & VICKERS, 1990; KUMI- DIAKA, 1993; PENA, 2000;
KIRK, 2001).

Segundo JEYENDRAN et al. (1984), o teste hipo-osmotico ¢ bastante eficaz
na avaliagdo da integridade funcional da membrana plasmatica e consiste na
ocorréncia de um influxo de uma solugdo hipo-osmética através da membrana,
provocando um aumento de volume na tentativa do espermatozoide equilibrar os
meios extra e intracelular. Esta turgescéncia, principalmente na regido da cauda,
resulta no enrolamento desta areca ¢ esta alteracdo ¢ facilmente visualizada em
microscopio de contraste de fase. O teste hipo-osmotico também foi usado em sémen
de cdes por KUMI-DIAKA (1993); ENGLAND & PLUMMER (1993) e
RODRIGUEZ-GIL et al. (1994), e concluiu-se que esse teste ¢ 1til para identificar
machos sub-férteis e para selecionar sémen preservado para inseminacao artificial. O
uso do teste hiposmotico (HO) tem sido descrito em diversas espécies,
principalmente em humanos (JEYEDRAN et al., 1984).

KUMI-DIAKA (1993) utilizou o teste hipo-osmotico no sémen de caes, para
determinar a resposta dos espermatozoides ao teste. Foram testadas diferentes

solucdes hipo-osmoticas e a recomendada foi a de 60 mOsm de frutose, apos 45
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minutos de incubacao do sémen nessa solucao. Nessas condi¢des, encontrou-se o
nimero méaximo de espermatozdides com a cauda enrolada. A porcentagem de
espermatozodides com a cauda enrolada foi de 77,7% nas amostras de sémen fresco,
78,7% apbs o resfriamento por 24 horas a 5°C, 11,4% apds o aquecimento a 50°C
por 2 horas e 56,7% ap6s o descongelamento.

Durante a realiza¢do do teste hipo-osmotico, varios autores observaram que
nem todos os espermatozoides respondiam com a mesma intensidade ao teste,
podendo ser devido ao grau de alteragdes da membrana plasmatica (JEYENDRAN
et al., 1984; ZAVOS, 1991; JEYENDRAN et al., 1992; ENGLAND & PONZIO,
1993; KUMI-DIAKA, 1993; RODRIGUEZ-GIL et al., 1994; HOSSAIN et al.,
1998; NEILD et al., 1999). Diferentes tipos de enrolamento de cauda puderam ser
observados, incluindo desde uma pequena curvatura na ponta da cauda até cauda
fortemente enrolada, com véarios enrolamentos intermediarios. Acredita-se que os
filamentos do axonema da cauda podem sofrer flexdes de graus diferentes, conforme
a quantidade de dgua que entrou na célula.

Outra analise in vitro do sémen, considerada imprescindivel para se avaliar a
qualidade espermadtica ¢ a de integridade do acrossoma (YANAGINACHI, 1994).
Segundo STROM et al. (1997), a membrana plasmatica e a regido acrossomal s3o as
regidoes mais atingidas durante o congelamento e descongelamento. A
desestabilizacdo das membranas apds o congelamento ou criopreservagao pode levar
a reagdo acrossomica prematura (MARSHBURN et al, 1992). A reacdo
acrossomica ¢ o estadgio seguinte a capacitagdo e, tem como fungdo basica, permitir
que os espermatozoides penetrem na zona pelicida, fundindo-se & membrana do
ovocito (YANAGINACHI, 1994). Como as membranas acrossomais podem sofrer
lesdes durante o processamento do sémen, faz-se necessdrio a avaliagdo de sua
integridade para predizer a qualidade do sémen preservado (CROSS & MEIZEL,
1989).

CROSS & MEIZEL (1989), salientaram que existem diferentes métodos que
podem ser empregados para a avaliacio do acrossoma espermatico, como
microscopia de contraste de fase, coloracdes especificas para visualizacdo do
acrossoma, em microscopia Otica convencional e marcadores fluorescentes, sendo
que cada um dos métodos apresenta fatores positivos e negativos.

Segundo CUNHA (1997), uma outra alternativa para avaliar a integridade das

membranas espermaticas ¢ o uso de sondas fluorescentes, sendo elas o diacetato de
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carboxifluoresceina (FDA) e o iodeto de propideo (PI). O FDA, um éster nao polar e
ndo fluorescente, atravessa a membrana plasmatica ¢ hidrolisado por esterases ndo
especificas, resultando na formagdo de 6-carboxifluoresceina, composto
impermeavel a membrana plasmatica, que emite fluorescéncia verde nos
compartimento celulares onde ha integridade de membranas. Ao contrario, o PI,
possui forte afinidade aos &cidos nucléicos, sendo impermedvel a membrana
plasmatica. Portanto, as células que apresentarem a membrana plasmatica lesada,
permitiram a interagdo do PI com o DNA presente no nucleo da célula,
proporcionando dessa forma, a emissdo de uma fluorescéncia vermelha.

A microscopia de contraste de fase permite a visualizagdo do acrossoma, em
diversas etapas da reagdo acrossdmica e também a identifica¢do das alteracdes mais
comuns, que podem ocorrer durante o processamento do s€émen. Porém, na espécie
canina a visualiza¢do pode ser relativamente dificil, devido ao reduzido tamanho da
cabeca dos espermatozdides (CROSS & MEIZEL, 1989).

ROTA (1998), avaliou a integridade de acrossoma apoés a criopreservacao do
sémen de cdo, pela coloracio com o corante comercial Spermac e observou o
acrossoma em microscopia Otica convencional. Relatou que cerca de 45% dos
espermatozodides apresentavam algum tipo de alteracdo secundaria, representando
diferentes estagios de degeneragdo acrossomal. Segundo o autor, mesmo que o
processo de criopreservagdo do s€émen cause lesdes secunddrias no acrossoma, nao
se pode excluir a possibilidade de que, se essas lesdes fossem pequenas, os
espermatozdides poderiam manter sua capacidade fecundante.

Os testes de termo resisténcia adquiriram grande aceitagdo, uma vez que o
sémen ¢ submetido a condi¢do de temperatura semelhante a que fica exposto no trato
genital das fémeas em estro, dando uma idéia de resisténcia do sémen pds-
inseminagdo (BARNABE et al., 1981). Entretanto, segundo estes mesmos autores, 0
teste de resisténcia lento ¢ uma prova demasiadamente rigida para a avaliagdo de
amostras de sémen.

O teste de termo-resisténcia tem sido utilizado em diversos trabalhos, como
um incremento na avaliagdo da qualidade espermatica do s€men criopreservado. De
modo geral, as amostras de sémen sdo submetidas a periodos de duas a seis horas de
incubag@o, nas temperaturas de 37 a 39°C (THOMAS et al., 1992; FONTBONNE e
BADINAND, 1993; ENGLAND & PONZIO, 1996; HAY et al., 1997; PENA et al.,
1998a; PENA et al., 1998b; ROTA et al., 1999).
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PENA et al. (1998a) estudando a longevidade do sémen de cdes congelado e
diluido com Tris-gema de ovo e 4% de glicerol, observaram que a motilidade
espermatica, imediatamente apds o descongelamento, foi de 40,4%. Nos momentos
subseqlientes de observagao, os valores encontrados foram de 25,4% aos 30 minutos,
21% aos 60 minutos e 13% aos 120 minutos, apds o descongelamento.

Os autores THOMAS et al. (1992) e HAY et al. (1997), obsevaram
motilidade entre 30 a 50%, ap6s duas horas de incubagdo do sémen diluido em meio
Tris-citrato-gema de ovo. ROTA et al., (1999) utilizando o diluente Tris-citrato-
glicose com 5% de glicerol, observou motilidade espermatica ap6s o
descongelamento a 47%, seguida de 21%, 17% e 14%, em uma, duas e trés horas de
incubacdo, respectivamente. Essas mesmas amostras de sémen foram utilizadas para
a inseminagdo em cadelas e as taxas de prenhez obtidas foram de 84% (ROTA et al.,

1999).
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3. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados trés caes, clinicamente sadios, com idade entre dois e quatro
anos, da raca Labrador do Retriever, todos provenientes de proprietarios da cidade de
Vigosa, MG. Os animais foram mantidos, durante todo o procedimento experimental,
sob condic¢des normais de manejo alimentar com ragdo comercial disponivel uma vez
ao dia e livre acesso a agua. Os cdes foram submetidos a exame androlégico prévio,
sendo analisados os parametros fisicos e morfologicos do sémen e todos estavam
dentro do padrdo considerado normal para a espécie (FELDMAN & NELSON,
1996).

As coletas de sémen foram realizadas no Laboratério de Reproducao do
Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa (UFV) em
intervalos semanais, através de manipulacdo digital, totalizando cinco coletas para
cada macho. Para a coleta foram utilizados tubos de centrifuga graduados, acoplados
a funil de pléstico, ambos acondicionados dentro de um recipiente de isopor,
contendo agua a 37°C e mantidos nesse recipiente durante a coleta. Todo o ejaculado
coletado imediatamente apds o término da ejaculacdo, foi incubado a 37°C, em
banho-maria com controle digital'.

Imediatamente apos a coleta, foram registrados o volume, a concentragao, a
motilidade e o vigor espermaticos. O volume do ejaculado foi verificado por
visualizacdo direta do sémen no tubo de centrifuga graduado e registrado em

mililitros (mL).

! Tecnal
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A mensuracdo da concentragdo espermatica foi realizada em camara de
Neubauer, utilizando-se sémen diluido na propor¢do de 20uL em 4,0mL de solucao
de formol-salina tamponada (HANCOCK, 1957). O nimero total de espermatozoides
no ejaculado foi obtido multiplicando-se o volume de sé€men ejaculado, pela
concentragdo espermatica, ambos em mililitros (FELDMAN & NELSON, 1996).

Uma aliquota de 20puL de sémen foi colocada em uma lamina de vidro,
coberta com uma laminula, ambas mantidas a temperatura de 37°C, em placa
aquecedora, para a observa¢do da motilidade progressiva dos espermatozdides,
realizada em microscopia optica de contraste de fase’, em aumento de 200 vezes, e
registrada em dados porcentuais. A determinacdo da intensidade do movimento dos
espermatozoéides (vigor) foi em microscopia Optica de contraste de fase com aumento
de 200 vezes, atribuindo-se escala de 0 a 5 entre os valores minimos € maximos
observados, respectivamente (CBRA, 1998).

Apds as coletas, aliquotas de sémen foram acondicionadas em um frasco
contendo (ImL) formol-salina tamponada (HANCOCK, 1957), permanecendo
aquecidos a 37°C, e posteriormente estocadas em temperatura ambiente até o dia da
avaliagdo da morfologia dos espermatozdides, pelo método de preparacdo umida.
Esse método consistiu na colocagdo de uma gota sobre uma lamina limpa e seca,
cobrindo-a com uma laminula. Foi aplicado sobre este conjunto um papel filtro
pressionando-se suavemente com objetivo de absor¢cdo de excesso de liquido. A
avaliacdo foi realizada em microscopia de contraste de fase com aumento de 1000x
sob objetiva de imersdo. Foram avaliadas 200 células por amostra de ejaculado e o
resultado foi expresso em porcentagem de defeitos maiores, menores e totais.

Apoés a avaliagdo, o sémen obtido de cada ejaculado foi dividido em trés
fragdes iguais, sendo cada uma delas pré-diluida na propor¢io de 1:1
(sémen:diluidor), sendo que a primeira dilui¢do foi utilizada a solu¢ao de Ringer com
Lactato a 37°C. Ap0s a pré-diluicao, o sémen foi centrifugado por dez minutos a 650
G, para retirada do liquido seminal e padronizagdo das amostras.

Apds a centrifuga¢do e retirada do liquido sobrenadante, as amostras de
sémen foram diluidas com os meios diluidores (T1), (T2) e (T3), todos a base de tris-
citrato (ROTA et al., 1995): (T1) (tris-citrato modificado/ = 3% dimetil-formamida +

3% glicerol), (T2) (tris-citrato modificado/ = 3% dimetil-formamida +3% trealose) e

% Olympus - CBA
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(T3) tris-citrato (glicerol) (Tabela 1). Dessa forma, todos os diluentes estavam na
temperatura de 37°C e o volume do diluidor acrescentado foi suficiente, para o ajuste

da concentragdo total de espermatozoides, de 50 milhdes por mL.

Tabela 1. Composicao do meio Tris-citrato, utilizado como diluente base do sémen,

nos diferentes tratamentos (T1, T2, e T3).

Diluidor T1 T2 T3
Tris (g) 3,025 3,025 3,025
Acido Citrico (g) 1,70 1,70 1,70
Frutose (g) 1,25 1,25 1,25
Gema de ovo % 20 20 20
Estreptomicina (mg/1) 1 1 1
Glicerol (mL) 3 4
Dimetil-formamida (mL) 3 3 -
Trealose (g) - 3 -
Agua Destilada - gsp (mL) 100 100 100

O sémen foi envasado imediatamente apos a diluicdo em palhetas de pléstico
de 0,5mL, previamente identificadas e mantidas aquecidas, as mesmas foram
fechadas ao calor do fogo. Depois do envase das palhetas foi utilizado o protocolo de
resfriamento e periodo de equilibrio. Para o resfriamento, as palhetas contendo o
sémen foram colocadas em um frasco de vidro pré-aquecido e medindo 15
centimetros de altura e 5 cm de diametro, que foi sistematicamente fechado, para
evitar o contato das palhetas com agua. Esse frasco foi colocado dentro de um
recipiente de pléstico, com 20 cm de altura e 12 cm de diametro, contendo 1250mL
de 4gua a 37°C. Com esse procedimento, o frasco de vidro com as palhetas foi
submetido ao resfriamento, em dgua a 37°C (BUENO 2000).

Ambos os recipientes, foram, entdo, acondicionados dentro de uma caixa de
isopor, na qual foi deixado um espaco para acoplar o recipiente de plastico, para fixa-
lo dentro da caixa de isopor, com as seguintes dimensdes: 32,5 cm de altura, 2,0 cm
de espessura ¢ 30,0 cm de largura. Esta caixa foi previamente preparada com 4,0
litros de gelo e 4,0 litros de dgua, volume esse, pré-definido, para se atingir, de modo

aproximado, a curva de resfriamento desejada (BUENO 2000).
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A queda da temperatura na dgua em contato com o frasco que continha as
palhetas foi medida, previamente, por meio de termometro digital. Essa afericdo de
temperatura permitiu a defini¢do aproximada da curva de resfriamento do sémen,
como sendo de -0,45°C/min. Porém, essa queda ndo foi continua, durante os 60
minutos do resfriamento. Dessa forma, o resfriamento do s€émen ocorreu em cerca de
60 minutos, com temperatura inicial de 37°C, até atingir a temperatura final de 4°C.
Em seguida, as amostras permaneceram por 60 minutos, a aproximadamente 4°C, na
mesma caixa de isopor (periodo de equilibrio) (BUENO 2000).

O congelamento foi realizado em vapor de nitrogénio liquido, colocando-se
as palhetas que estavam em equilibrio a 4°C, sobre uma grade de isopor de 4 cm de
altura, sobre o nitrogénio liquido, contido em uma caixa de isopor apropriada de 32,5
cm de altura e contendo 15 cm de nitrogénio liquido no seu interior. O sémen foi pré-
congelado, durante 15 minutos, no vapor de nitrogénio liquido e apos esse periodo,
as palhetas foram mergulhadas no nitrogénio. Logo apds, as palhetas foram
colocadas em canister apropriado e armazenadas em botijoes com nitrogénio liquido.
O sémen foi mantido criopreservado até o momento de sua utilizagao.

No descongelamento do sémen foram utilizados dois protocolos: protocolo de
descongelamento rdpido e protocolo de descongelamento lento. Onde 50% das
palhetas foram descongeladas pelo processo rapido de descongelamento e os outros
50% das palhetas descongeladas pelo processo lento. No processo rapido foi
utilizado o descongelamento das palhetas em banho maria a temperatura de 75°C por
sete segundos, seguido de imersdo em banho maria a 37°C por 1 minuto (PENA et
al., 1998). Enquanto que o processo lento procede com o descongelamento das
palhetas em banho maria a 37°C por 1 minuto (SILVA et al., 1998). Dessa forma os
tratamentos T1, T2 e T3 foram descongelados pelo processo rapido enquanto que os
tratamentos T4, TS5, e T6 foram descongelados pelo tratamento lento. O
descongelamento das amostras de sémen foi realizado entre uma semana até,
aproximadamente, um més, apds o seu congelamento.

Ap6s o descongelamento, o sémen, foi retirado das palhetas e transferido para
frascos eppendorf de 1,5 mL. Os frascos foram mantidos incubados a 37°C, até o

momento de avaliacdo das amostras de sémen.
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As amostras do sémen, diluidas de acordo com as trés associacdes
crioprotetoras sob estudo, foram avaliadas ap6s o descongelamento. A motilidade e o
vigor espermaticos foram avaliados segundo a metodologia descrita anteriormente.

A integridade da membrana plasmatica foi avaliada imediatamente apods o
descongelamento, por meio do teste hipo-osmotico (Teste Hiposmotico), utilizando
500uL de uma solugdo com frutose na concentragdo de 60 mOSMol, acrescida de
50uL de sémen. Essa solucao foi incubada por 30 minutos em banho-maria a 37°C.
Apos esse periodo, as amostras foram fixadas em 250uL de solug¢do de formol salina
tamponada, para posterior analise em microscopia de contraste de fases’. Foram
avaliadas 200 células por amostra, com aumento de 1000X. As células foram
classificadas quanto a presengca ou nao de cauda enrolada. O resultado foi
determinado em porcentagem (KUMI-DIAKA, 1993).

A integridade estrutural da membrana plasmatica e do acrossoma foi avaliada
apods o descongelamento pela técnica de fluorescéncia, adotando-se a coloragao com
dois fluorocromos, o diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) e o iodeto de
propideo (IP), segundo o protocolo proposto por HARRISON & VICKERS (1990),
com as modificacdes citadas por ZUCCARI (1998). Estas solugdes foram preparadas
e armazenadas ao abrigo da luz. O volume total foi fracionado em aliquotas e
acondicionadas em eppendorf revestidos por papel aluminio e mantidos congelados a
—20°C.

As solugdes de formol e citrato de sodio usadas no preparo da solucdo de
trabalho para a realizagdo do teste de fluorescéncia direta foram preparadas e
armazenadas sob refrigeracao a 5°C, utilizadas no periodo maximo de quatro dias.
No dia da avaliacdo do sémen descongelado as respectivas solucdes eram mantidas a
temperatura ambiente. As solugdes dos corantes CFDA e ID também foram
descongeladas até estarem a temperatura ambiente, de forma que a solucdo de
manipulacdo (Anexo 1) foi preparada minutos antes do descongelamento do sémen e
ao abrigo da luz.

O sémen diluido na solu¢ao de manipulac@o foi acondicionado em eppendorf
revestidos por papel aluminio e mantidos em temperatura ambiente por
aproximadamente quatro horas. Foram avaliadas 100 células por amostra, ao abrigo

da luz, em microscopio de fluorescéncia com aumento de 400X (Nikon—Episcopic

3 Olympus - BX50
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Fluorescent Attchment “EFA” HalogenLamp Set), com utilizagao de filtros de 480 a
610 nm. A membrana plasmadtica e acrossomal foram avaliadas segundo a coloragdo
apresentada pelos espermatozodides, sendo consideradas trés categorias para a

interpretacdo dos resultados (Tabela 2).

Tabela 2. Classificagdo dos espermatozodides, quanto a integridade da membrana
plasmatica e acrossomal, submetidos a técnica de coloragdo com

diacetocarboxifluoresceina (CFDA) e iodeto de propideo (IP).

Categoria Coloracéo Caracteristicas

Espermatozdide Célula corada pelo CFDA, apresentando-  Presenga de membrana
integro se verde fluorescente em toda sua plasmatica integra

extensao

Espermatozdide Célula corada pelo IP, apresentando-se Presenca de membrana
lesado vermelha fluorescente plasmatica e acrossomal

lesadas

Espermatozdide Célula corada pelo CFDA na regido do Presenca de membrana
semi-lesado acrossoma € nucleo corado pelo IP, plasmatica lesada e
apresentando acrossoma verde  acrossomal integra
fluorescente e  nucleo  vermelho

fluorescente

Fonte: SANTOS (2003).

A longevidade dos espermatozdides foi avaliada nas amostras de sémen, por
meio do teste de termo-resisténcia (TTR). O teste consistiu em colocar uma amostra
de sémen de 0,5mL, em um frasco eppendorf de 1,5mL, coberto por uma pelicula de
0leo mineral, para evitar a sua evaporacdo. As amostras foram submetidas a
incubagdo a 37°C, durante 2 horas e a cada 30 minutos foram avaliadas quanto a
motilidade e vigor espermaticos (DIMITROPOULOS, 1967).

As varidveis quantitativas foram submetidas aos testes de Normalidade
(Lillierfors) e Homocedasticidade (Cochram) e posteriormente a analise de variancia.

Apresentando significancia, foi realizado o teste de Duncan. A varidvel qualitativa
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vigor foi submetida ao teste nao-paramétrico de Kruskal- Wallis, adotando o nivel de

1% (SAEG, 1999).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As caracteristicas fisicas e morfologicas do sémen recém ejaculado dos
animais utilizados no presente experimento (Tabela 3) estdo dentro da normalidade
para a espécie canina (SEAGER, 1986, JOHNSTON, 1991, LINDE-FORSBERG,
1991; FELDMAN & NELSON, 1996).

Tabela 3. Caracteristicas seminais médias de cdes da raca Labrador do Retriever,

utilizados, como doadores de sémen para o experimento.

Caracteristicas Seminais

Céo 01 CcVv Céo 02 CcVv Céo 03 CcVv
Volume (mL) 8,7 26,2 7,3 6,1 35,2 6,1
Motilidade (%) 82 6,9 89 7,3 87 3,1
Vigor (0-5) 3,2 8,5 33 8,3 3,2 8,5
Defeitos Menores (%) 4,1 91,1 3,9 334 1,8 30,6
Defeitos Maiores (%) 10,5 58,9 5,7 50,7 5,6 437
Defeitos Totais (%) 14,6 56,6 9,6 26,4 7,4 34,0

CV = Coeficiente de variacao.

Foi verificada diferenca entre as associagdes crioprotetoras testadas, de forma
que, foi apresentada superioridade quanto aos parametros motilidade progressiva e
vigor espermatico das associagdes dimetil-formamida e glicerol; e glicerol com os

respectivos tratamentos T1 e T4; e T3 e T6, comparado aos resultados inferiores
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demonstrados pela associagdo crioprotetora dimetil-formamida e trealose
(tratamentos T2 e T5).

Porém, avaliando separadamente cada associacdo crioprotetora, ndo houve
diferenga ao utilizar distintos protocolos de descongelamento, sendo um rapido e

outro lento (P>0,05) (Tabelas 4 ¢ 5).

Tabela 4. Motilidade progressiva média (%) de sémen congelado canino com
diferentes associacdes de crioprotetores e submetido ao teste de

termorresisténcia (TTR) apds o descongelamento.

Tratamentos TTR (minutos)

0 CV 30 CV 60 CV 90 CV 120 cCV
T1 70,6* 17,9 433* 384 22,0° 33,0 10,0° 50,0 2,0° 207,0
T2 343° 325 21,3 549 12,3° 30,1 50° 1000 0,0 -
T3 67,3 21,1 450° 32,0 250° 362 14,0° 386 83 62,8
T4 650" 18,6 42,6° 434 21,0 394 12,6° 204 3,0° 1759
T5 29,0° 34,0 18,0° 20,5 10,0° 32,7 13" 2639 00" -
T6 64,6® 24,9 450" 46,0 203" 440 103" 563 1,6° 2699

T1) = Dimetilformamida + Glicerol; T2) = Dimetil-formamida + Trealose; T3) = Glicerol; T4) =
Dimetilformamida + Glicerol; TS) = Dimetil-formamida + Trealose; T6) = Glicerol; /T1, T2 ¢ T3
descongelados 4 75 C°/7sg/ seguido de imersdo em Banho-Maria 4 37 C°/ T4, TS5 e T6 descongelados &
37 C°/60sg / CV = Coeficiente de variagdo; Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna,
diferem entre si (P<0,01), pelo teste de Duncan.

Os resultados das amostras preservadas em dimetil-formamida associada ao
glicerol (Tl e T4) apresentaram resultados satisfatorios logo apds o
descongelamento quanto aos pardmetros motilidade progressiva e vigor espermatico.
Estes resultados foram semelhantes ao encontrado por PAPA et al. (2003), que
também verificaram bons resultados quanto a motilidade progressiva e vigor
espermatico no pos-descongelamento da associacdo dimetil-formamida e glicerol,
conforme a composicao do meio diluidor MP50, contudo os autores nao relataram a
concentragdo dos crioprotetores utilizados, devido ao desenvolvimento do diluente

MP 50 ser uma formula comercial.
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Tabela 5. Valores médios do vigor espermatico obtidos durante o teste de
termoresisténcia (TTR) apos descongelamento, nas amostras de sémen de
cdes da raca Labrador do Retriever, submetidas a criopreservagdo com

diferentes associagdes crioprotetoras.

TTR (minutos)

Tratamento 0 Cv 30 CVv 60 Cv 90 Cv 120 Ccv

T1 2,9° 9,6 2,4 212 1,5 178 0,9*° 490 02* 207,0
T2 22% 184 1,6° 334 1,1 264 05°° 100,0 O -
T3 29 77 25 19,0 1,8* 245 13° 38,6 0.8° 62.8

T4 29 11,6 23* 20,3 1,6*° 182 1,1*®* 204 02*® 1759
T5 2,06 19,6 1,6° 182 1,06 32,7 0,1° 2639 0° -
T6 2,8%° 10,9 2,2*®¢ 237 1,5*® 237 09* 563 0,1*® 2692

T1) = Dimetilformamida + Glicerol; T2) = Dimetil-formamida + Trealose; T3) = Glicerol; T4) =
Dimetilformamida + Glicerol; TS) = Dimetil-formamida + Trealose; T6) = Glicerol; /T1, T2 ¢ T3
descongelados a 75 C°/7sg/ seguido de imersdo em Banho-Maria 4 37 C°%/ T4, T5 e T6 descongelados &
37 C°60sg / CV = Coeficiente de variacio Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna,
diferem entre si (P<0,01), pelo teste de Kruskal-Wallis.

A concentragdo de dimetil-formamida utilizada neste experimento foi
escolhida com base nos valores, com os quais esse crioprotetor vem sendo utilizado
para outras espécies. MEDEIROS et al. (2002) e GOMES et al. (2002), observaram
na espécie eqiiina, superioridade dos resultados apresentados com a utilizagdo da
dimetil-formamida a 5% para a preservacao espermatica. Entretanto, VIDAMENT et
al., (2002) observaram decréscimo na vitalidade do sémen eqiiino com a utiliza¢do
de dimetil-formamida a 5%, sendo que a concentracdo de 2% apresentou melhores
resultados. SILVA (2004), observou na espécie caprina, que a dimetil-formamida nas
com nas concentracdes de 3,5 e 5% pode ser uma alternativa como agente
crioprotetor, pois manteve a qualidade espermatica apos a criopreservagdo. Esses
resultados demonstraram a necessidade de estudos sobre as diferentes concentragoes
de dimetil-formamida para a criopreservacdo espermatica, levando-se em
consideracdo a espécie estudada.

Ainda quanto aos parametros motilidade progressiva e vigor espermatico, os
tratamentos (T3 e T6) os quais continham o glicerol como agente crioprotetor,
também apresentaram resultados satisfatorios de 67,3 e 64,6% respectivamente, logo

apods o descongelamento, de acordo com as Tabelas 4 e 5, demonstrando semelhanca
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quanto a motilidade progressiva comparado aos resultados apresentados por BUENO
(2000), (64%) referente ao respectivo meio.

Diversos trabalhos tém empregado o tris-citrato, com resultados préximos aos
observados no presente experimento (THOMAS et al., 1993; STROM et al., 1997,
ROTA et al., 1998). Segundo RODRIGUES (1997), o tris (tris-hidroximetil-
aminometano) tém sido utilizado na espécie canina com maior freqiiéncia por conter
agente emulsificante em sua composicdo, prevenir a acidose do meio diluente, além
de contribuir na preservagdo da energia espermatica reduzindo os indices de
frutodlise.

Os piores resultados apresentados por este experimento quanto ao parametro
motilidade progressiva e vigor espermatico no pos-descongelamento foram
verificados com a associacao da dimetil-formamida e a trealose, (T2 e T5) de acordo
com as Tabelas 4 ¢ 5. Contudo essa variagdo pode ter ocorrido devido a utilizagdo do
agente crioprotetor Trealose, pois os resultados demonstrados pela dimetil-
formamida associada ao Glicerol (T1 e T4) foram superiores aos apresentados pelos
tratamentos T2 e T5.

Da mesma forma, BORDIGNON et al. (1996), ndo obtiveram bons resultados
na criopreservacao do sémen suino, utilizando a Trealose como agente crioprotetor.
O fato discutido pelo autor ¢ o desconhecimento das mudangas que ocorrem quando
o crioprotetor trealose estd associado aos demais ingredientes do diluente. Os
fosfolipideos presentes na gema de ovo e substancias como o calcio presentes no
meio diluidor, demonstram uma afinidade pela mesma molécula de membrana
espermatica que o crioprotetor trealose (PAQUIGNON, 1985). Assim, as chances de
ocorrer uma interacdo do crioprotetor Trealose com as moléculas de membrana
espermatica ficam menores, além da propor¢do desigual de 20% de gema de ovo
comparado a 3% de trealose, diminuindo dessa forma a eficdcia da mesma como
agente crioprotetor.

Os resultados inferiores quanto aos parametros motilidade progressiva e vigor
espermatico apresentados pelos tratamentos T2 e TS respectivo a associagao dimetil-
formamida + trealose deve ter ocorrido possivelmente pela auséncia de interagao
entre os mesmos agentes crioprotetores durante o processo de criopreservagao.

YILDIZ et al. (2000), verificaram a inferioridade do dissacarideo (trealose) e
superioridade do monossacarideo (frutose) quanto a motilidade progressiva na

espécie canina. Segundo BARTLLET (1962), os espermatozéides da espécie canina
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sao capazes de utilizar eficientemente a frutose como fonte de energia, a despeito de
possui-la em baixas concentracdes no plasma seminal.

Um dos fatores que limita a fertilidade do s€émen criopreservado ¢ o periodo
de sobrevivéncia deste ap6s o descongelamento, que pode ser avaliado pelo teste de
termo-resisténcia lento (TTR). O TTR lento foi utilizado neste experimento,
mimetizando assim a temperatura em que o espermatozoéide ficaria exposto no trato
genital da fémea em estro apds uma inseminagio artificial (BARNABE et al., 1981).
Dessa forma, foi possivel observar a resisténcia espermatica durante o teste, por meio
da avaliacdo da motilidade progressiva e vigor espermatico (ZUCCARI, 1998).

Os tratamentos T1 e T4 (dimetil-formamida e glicerol) e T3 e T6 (glicerol)
demonstraram resultados semelhantes e satisfatorios quanto a motilidade progressiva
até aos 90 minutos do TTR lento. Porém, aos 120 minutos do respectivo teste, houve
superioridade do tratamento T3 (P<0,01) (Tabela 4). Provavelmente a superioridade
do tratamento T3 na manuten¢do da viabilidade espermatica canina, pode ter
ocorrido devido a interagdo do tipo e concentracdo crioprotetora utilizada (glicerol a
4%), associado ao protocolo de descongelamento rapida (75°C/7”). Da mesma forma,
os resultados do presente estudo corroboraram com os de SANTOS (2003). De
acordo com ENGLAND (1992), a concentracdo de glicerol utilizada para o
congelamento do sémen de cdes varia de 4 a 11%, sendo que, segundo WATSON
(1981), a concentragdo 6tima do agente crioprotetor glicerol em um meio diluente,
representa um equilibrio entre o efeito protetor e o efeito toxico do mesmo.

KEITH (1998), ao avaliar isoladamente o glicerol e diferentes amidas, entre
elas a dimetil-formamida, observou que o glicerol apresentou a motilidade
progressiva pos-descongelamento superior a dimetil-formamida na espécie equina.

Ja, SILVA (2004), relata que apds o descongelamento a dimetil-formamida
pode ser uma alternativa, como crioprotetor isolada ou associada ao Glicerol,
mantendo a qualidade espermética caprina, apos a criopreservagao.

Outro fator importante na superioridade do tratamento T3, deve-se
possivelmente ao protocolo de descongelamento rapido, devido a reducdo da
formagdo de cristais de gelo intracelular, o que permite a diminui¢do do estresse a
célula espermatica associada a preservagdo da integridade conformacional da mesma
(SODERQUIST et al., 1997). De acordo com PENA (2000), o descongelamento
lento expoe a célula espermatica a maiores oscilagdes de temperatura, desencadeando

assim, uma maior movimentagao lipidica e protéica, o que influencia diretamente na
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reorganizagdo da estrutura fisica da cé€lula, diminuindo dessa maneira a viabilidade
espermatica.

Resultados semelhantes foram encontrados por ROTA et al. (1998), na
espécie canina ¢ BARRETO et al. (2002), na espécie bovina onde observaram que o
descongelamento rapido também aumentou a recuperagdo e longevidade dos
espermatozodides, quando comparados a taxa lenta de descongelamento.

Virios autores obtiveram bons resultados em seus protocolos com o
descongelamento rapido (50 a 70°C por 8 a 15 segundos) como FERGUSON et al.
(1989), SILVA & VERSTEGEN (1995) IVANOVA-KICHEVA et al. (1995),
porém, também existem varios autores que encontraram bons resultados com o
protocolo de descongelamento lento (37°C por 1 minuto) como YUBI (1984),
DOBRINSKI et al. (1993) e ENGLAND (1993). Dessa forma, estudos comparativos
sobre as temperaturas de descongelamento revelam resultados conflitantes, indicando
a necessidade de haver mais pesquisas nessa area, a fim de se estabelecer uma
temperatura ideal e eficiente na preservagdo da viabilidade espermadtica de cada
espécie envolvida (ROTA et al. 1998).

Foi observada uma correlagdo positiva (r*= 0,74) (P<0,01) entre motilidade
progressiva no tempo zero com o resultado apresentado no TTR. Segundo MOLINIA
et al. (1994), amostras com elevados valores de motilidade progressiva avaliada logo
ap6s o descongelamento, demonstram tendéncia em manter este padrao por mais
tempo, apresentando dessa forma, valores mais homogéneos, devido a queda
gradativa da mesma ao longo do periodo de incubagdo. Isto poderia explicar a
superioridade dos tratamentos T1 e T4; e T3 e T6 demonstrado pelos resultados da
motilidade progressiva logo apos o descongelamento até aos 90 minutos do TTR.

Entretanto, resultados superiores ao final do TTR lento foram apresentados
por SILVA & VERSTEGEN (1995); PENA et al. (1998a); WILSON (1993);
STROM et al. (1997); IVANOVA-KICHEVA et al. (1997); RODRIGUES, (1997),
PENA et al. (1998); ROTA. (1998); ROTA et al. (1999), os quais relataram
motilidade espermatica de cerca de 15 a 20%, apés duas horas de incubacdo.
Contudo, essa diferenga deve ter ocorrido devido aos autores citados terem utilizado
protocolos distintos de resfriamento, como diferentes concentragdes de Glicerol no
diluente (OLAR et al., 1989), diferentes métodos de envasamento do sémen
(THOMAS et al., 1993) e diferentes taxas de congelamento (DOBRINSKI et al.,
1993).
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O teste hiposposmotico tem por principio avaliar uma das propriedades das
membranas biologicas, que € o transporte seletivo de moléculas e esse s6 ocorre, de
maneira eficiente, nas células com a membrana plasmatica integra (JEYENDRAN et
al., 1984, JEYENDRAN et al., 1992). Essa técnica ¢ caracterizada pelo influxo de
agua, observado mais facilmente na regido da cauda que na regido da cabeca, sendo
a reagdo caracterizada pelo enrolamento da cauda (JEYENDRAN et al., 1984;
KUMI-DIAKA, 1993). Portanto naquelas que ja sofreram alguma alteragdo na
membrana pode se esperar que a resposta ao Teste Hiposmoético ndo seja tdo
evidente.

No teste hiposposmotico, mediante a avaliagdo de cada associacao
crioprotetora (T1 e T4, T2 e TS5, e T3 e T6), diferida somente pelo protocolo de
descongelamento utilizado (P<0,01) (Tabela 6), foi possivel observar semelhanga dos
resultados, demonstrando nao haver influéncia dos protocolos de descongelamento
rapido ou lento, sobre o percentual de cauda espermatica enrolada.

Os resultados do teste hiposposmotico (P<0,01) (Tabela 6) demonstraram
que todas as associagdes crioprotetoras testadas apresentaram adequado percentual
de espermatozoides com cauda enrolada, estando condizentes aos valores encontrado
na literatura, o qual seria entre 40 a 60%, considerando a espécie humana, eqiiina,
caprina e, também canina (MC LAUGHLIN et al., 1992; KUMI-DIAKA, 1993;
YAVETZ et al., 1995; ENGLAND & PONZIO, 1996; ESTEVES et al., 1996;
SODERQUIST et al., 1997; NEILD et al., 1999).

J4, na avaliagdo comparativa entre as associagdes crioprotetoras testadas, foi
demonstrada superioridade dos tratamentos T1, T3 e T6, quanto ao percentual de
espermatozdides com cauda enrolada comparado com os resultados das demais
associagcdes (Tabela 6). No entanto, foi observado um elevado percentual de
dobramento de cauda espermdtica no tratamento T3 comparado aos demais
tratamentos. Provavelmente, o fator responsdvel por este resultado observado no
teste hiposposmoético demonstrado pelo tratamento T3, deve-se interacdo da
temperatura rapida de descongelamento associada aos constituintes do meio diluente
base, como os fosfolipidios da gema de ovo (WATSON, 1981) e ao tipo e
concentragdo do crioprotetor utilizado, resultando na protecdo e estabilidade da

membrana espermatica criopreservada.
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Tabela 6. Valores porcentuais médios do teste hipo-osmético (Teste hiposmoético) em
amostras de sémen de caes da raga Labrador do Retriever, submetidas a

criopreservacdo com diferentes associacdes crioprotetoras.

Sémen Descongelado

Tratamento Dobramento Hiposmoético (%) cv
Tl 60,0 26,6
T2 52,6° 13,4
T3 68,4° 14,8
T4 57,4° 18,1
T5 54,7° 12,7
T6 60,2 15,6

T1) = dimetil-formamida + glicerol; T2) = Dimetil-formamida + Trealose; T3) = Glicerol; T4) =
Dimetilformamida + Glicerol; TS) = Dimetil-formamida + Trealose; T6) = Glicerol; /T1, T2 ¢ T3
descongelados a4 75 C°7sg/ seguido de imersdo em Banho-Maria 4 37 C°;/ T4, TS5 e T6 descongelados a
37 C°/60sg / CV = Coeficiente de variagdo, Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna
diferem entre si (P<0,01), pelo teste de Duncan.

No presente estudo, a associa¢do crioprotetora Dimetil-formamida e Trealose,
(T2 e TS5) foi a unica a qual ndo apresentou bons resultados quanto a motilidade
progressiva no pos-descongelamento, mas apresentou resultados aceitaveis no teste
hiposposmoético, segundo os padrdes preconizados por OETTLE (1993). WATSON
(1995), descreve que ¢ possivel ocorrer diminui¢do de energia disponivel do diluente
utilizado, o que resultaria em baixa motilidade, sem contudo, verificar alto indice de
lesdo da membrana plasmatica. Segundo CROWE et al., (1987) a Trealose tem como
principal fun¢do dar estabilidade a membrana plasmatica durante os processos de
congelamento e descongelamento, evitando assim os eventos da fase de transi¢do na
bicamada lipidica da membrana plasmatica.

Contudo, foi verificada uma correlacdo positiva (r*= 0,47) (P<0,01) entre a
motilidade progressiva e Teste Hiposmotico no presente estudo. Este resultado
corrobora com JEYENDRAN et al., (1984); KUMI-DIAKA, (1993); RODRIGUEZ-
GIL et al., (1994); ¢ NEILD et al., (1999) devido a correlagdo positiva observada
entre os respectivos parametros.

A integridade estrutural da membrana plasmatica e acrossomal, foram
avaliadas utilizando sondas fluorescentes. Esta técnica necessita de uma reagdo

intracitoplasmatica para que o corante emita fluorescéncia verde, indicativa de
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integridade de membrana plasmatica e acrossomal (HARRISON & VICKERS, 1990;
ROTA etal., 1997; CUNHA, 1997; PENA et al., 1998; ROTA et al., 1999).

Sendo assim, os tratamentos T3 e T6, os quais apresentaram o Glicerol como
agente crioprotetor demonstraram superioridade quanto a porcentagem de células

integras. Esses dados estdo apresentados na Tabela7 (P<0,01).

Tabela 7. Valores porcentuais médios da integridade de membrana plasmatica de
amostras seminais de cdes da raga Labrador do Retriever, submetidas a

criopreservacao com diferentes associacdes crioprotetoras.

Sémen Descongelado

Tratamento Integridade de membrana plasmética CcVv
T1 52,5° 233
T2 48,2° 14,0
T3 64,2° 14,9
T4 53,9° 19,4
TS5 53,5° 11,4
T6 56,8 13,2

T1) = dimetil-formamida + glicerol; T2) = dimetil-formamida + trealose; T3) = glicerol; T4) =
dimetilformamida + glicerol; T5) = dimetil-formamida + trealose; T6) = glicerol; /T1, T2 ¢ T3
descongelados a 75C° 77, seguido de imersdo em agua a 37C°%/ T4, T5 e T6 descongelados a 37C°/
60”/ CV=Coeficiente de variagdo, Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna e por etapas,
diferem entre si (P<0,01), pelo teste de Duncan, Coloragdo com diacetato de carboxifluoresceina
(CFDA) e iodeto de propideo (IP) e visualizagdo em microscopia de fluorescéncia direta.

O percentual de células integras encontradas no presente experimento
demonstrou superioridade em comparagdo ao resultado encontrado por HAY et al.
(1997),0 qual utilizou cinco taxas diferentes de congelamento, desde taxas lentas até
muito rapidas, que podem ter causado maiores danos celulares, aumentando o
percentual de células lesadas dessa forma, os autores afirmaram que a curva 6tima
para o congelamento do sémen canino ¢ de 30°C/minuto.

As associagdes de dimetil-formamida e glicerol; e dimetil-formamida e
trealose representadas pelos respectivos tratamentos T1 e T4; e T2 e TS5
demonstraram inferioridade quanto ao percentual de célula espermatica integra frente
aos resultados apresentados pelos tratamentos T3 e T6. Apesar da dimetil-formamida

possuir peso molecular inferior ao Glicerol e baixa toxicidade a célula espermatica
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(SYKES, 1989), nao foi demonstrada eficiéncia deste agente crioprotetor quanto a
integridade celular espermatica, quando associado ao Glicerol ou a Trealose.
SANTOS (2003), utilizando a mesma técnica de fluorescéncia observou resultados
semelhantes em caes, onde o maior percentual de alteragdes acrossomais, como
edema de acrossoma, foi apresentado com o uso do crioprotetor dimetil-formamida
5% em meio Lactose gema. GONZALES (2004), também verificou a presenga de
membrana plasmdtica e acrossoma lesados mediante a utilizacdo da dimetil-
formamida em meio diluente Tris na espécie bovina. Provavelmente, o crioprotetor
dimetil-formamida quando associado a outro agente crioprotetor como o Glicerol ¢ a
Trealose, possibilite a realizacao de reagdes que potencializem o efeito um do outro,
aumentado dessa maneira, o grau de toxicidade & célula espermatica, fato esse
responsavel pelas lesdes evidenciadas quanto a integridade funcional da membrana
celular.

Foi observada correlagdo positiva no que diz respeito alteracdes acrossomais
avaliadas na microscopia de contraste de fase e percentagem de espermatozoides
lesados visualizados na fluorescéncia (r=0,86) (P<0,01). Dessa maneira, os
resultados apresentados pelo teste de fluorescéncia e de Teste Hiposmdtico,
demonstraram alto indice de fidedignidade.

NEILD et al. (1999), também observaram correlagdo positiva (r=0,67)
(P<0,01) entre o teste de teste hiposposmotico e o teste de coloragdo por sonda

fluorescente, sendo estatisticamente iguais as médias encontradas para os dois testes.
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5. CONCLUSOES

A célula espermatica criopreservada pela associagdao glicerol descongelada
por meio do processo rapido de descongelamento, apresentou os melhores resultados
comprovados pelo teste de viabilidade espermatica in vitro, caracterizando maior
eficacia na preservacdo dos espermatozdides da espécie canina comparado as demais

associagoes testadas.
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7. ANEXO

Anexo 1. Solucao de estoque e de trabalho empregadas na coloragao de fluorescéncia
para avaliagdo de integridade de membrana plasmadtica e acrossomal de

espermatozdides caninos submetidos a criopreservagao.

Solucgbes Constituintes Quantidades
I- Solugdo estoque de CFDA CFDA 9,2 mg
DMSO 20mL
II- Solugdo estoque de IP 1P 10mg
NaCl 0,9% 20mg

III- - Solugdo estoque de
Formaldeido

Formalina a 40%

Solugdo fisiologica

Dilui¢aol:80

IV- Solugao estoque de citrato de Citrato de sodio 3g
sodio a 3%
Solugdo fisiologica 100mL
V- Solugido de Trabalho CFDA 20ul
1P 10ul
Formaldeido 10ul
Solugao IV 960ul
Amostras para avaliagao Sémen 10wl
Solucdo de 40ul
trabalho

Fonte: ZUCCARI, (1998).
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