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RESUMO

MASCARENHAS, Rebeca Marques, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
fevereiro de 2008. Avaliacdo individual e racial da qualidade do sémen canino
“in natura”e criopreservado com diferentes protocolos. Orientador: Tarcizio
Antonio Rego de Paula. Co-orientadores: Eduardo Paulino da Costa e Sérgio Luiz
Pinto da Matta.

O presente trabalho busca descrever a analise in vitro do sémen fresco e as
diferencas individuais e raciais na congelabilidade do sémen de cées das racas Beagle,
Schnauzer, Doberman e Boxer. Foi também avaliado o efeito da centrifugacdo, do
tempo de equilibrio, da taxa de congelamento e de diferentes concentragBes de
glicerol, sobre a qualidade o sémen canino criopreservado em meio diluidor a base de
Tris-Citrato. Foram ainda analisadas as correlacdo dos parametros de avaliacdo in
vitro do sémen antes e depois o0 congelamento. Para tanto, foram utilizados 12 cées
das ragas Beagle (n=3), Schnauzer (n=3), Doberman (n=3) e Boxer (n=3), sendo 3
ejaculados coletados por individuo, totalizando 36 ejaculados. Apos a coleta 0 sémen
foi centrifugado, ressuspendido em meio Tris-Citrato contendo 1, 2, 4 e 6% de
glicerol e evasado em palhetas de 0,25mL. Apos o envase o sémen foi resfriado por 1
hora a 4°C e em seguida metade das palhetas de cada tratamento foi encaminhada
para o congelamento e o restante foi mantido por mais 1 hora em equilibrio a 4°C,
antes do congelamento. Duas taxas de congelamento foram testadas em caixa de
isopor contendo nitrogénio liquido através do posicionamento das palhetas a 5 e 10
cm da superficie do nitrogénio por 10 minutos. O descongelamento foi realizado
através de imersdo em agua a 38°C por 1 minuto. O sémen foi avaliado no momento
da coleta, ap0ds a centrifugacdo e ao descongelamento quanto & movimentacdo dos
espermatozdides através de vigor, motilidade e indice espermatico e quanto a
integridade e viabilidade da membrana plasmatica pelos testes hiposmético e de
coloragdo supravital. A longevidade espermatica foi estimada no sémen descongelado
através do teste de termorresisténcia (TTR). No presente trabalho as médias
individuais de vigor e motilidade espermaticos no sémen fresco variaram de 3,5 a 5,0
e de 63 a 90% respectivamente enquanto as médias raciais variaram de 4,4 a 4,9 e de
80 a 90% respectivamente. A centrifugacdo do sémen resultou em queda de cerca de
13% no vigor espermatico, 14% na motilidade e no indice espermatico. A analise dos
parametros de viabilidade e integridade de membrana plasmatica no sémen apds

centrifugacdo mostra diminuicdo de 38% e 14% nas células reativas ao teste

Vi



hiposmético e de coloracdo supravital respectivamente. Os resultados dos testes
hiposmético, de coloracdo supravital e de termorresisténcia no sémen descongelado
demonstram de maneira geral melhor desempenho dos protocolos de congelamento
com a presenca do tempo de equilibrio. Ndo foi observada influéncia da taxa de
congelamento de forma isolada sobre os pardmetros seminais avaliados. Variagdes
significativas s6 foram observadas quando se associou a variacdo da taxa de
congelamento, variacbes no tempo de equilibrio e concentracdo de glicerol.
Isoladamente, o aumento no percentual de glicerol de 1 para 6% na composi¢do do
meio diluidor, promove melhoria pontual na integridade da membrana citoplasmatica
e no indice espermatico ao descongelamento. Porém, quando se associa o0s resultados
observados dos maiores niveis de glicerol a presenca do tempo de equilibrio e a taxa
lenta de congelamento, aumentos significativos sé&o observados em todos os
parametros estudados. Variagdo individual foi observada no indice espermético no
sémen descongelado, mas ndo no sémen fresco. Ja os parametros de integridade e
viabilidade da membrana plasmatica apresentaram variacao individual em ambos.
Quando se avalia a variavel raca ndo se observa alteracGes significativas quanto aos
parametros avaliados no sémen fresco, porém no sémen descongelado, observaram-se
variacdes significativas na integridade e viabilidade da membrana plasmatica. Os caes
da raca Schnauzer apresentaram significativamente menor longevidade espermatica
apos o descongelamento. As racas Doberman e Boxer apresentaram os melhores
resultados de congelabilidade na avaliagéo in vitro. A excecdo do teste de coloragao
supravital, os parametros estudados apresentaram correlacdes significativas entre os

dados coletados no sémen fresco com aqueles observados no sémen descongelado.
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ABSTRACT

MASCARENHAS, Rebeca Marques, Universidade Federal de Vicosa, February of
2008. Individual and breed evaluation of the quality of canine sémen “in
natura” and cryopreserved with different protocols. Adviser: Tarcizio
Anténio Rego de Paula. Co-Advisers: Eduardo Paulino da Costa and Seérgio
Luiz Pinto da Matta

Although the first birth of pups with use of frozen semen has been reported
almost 40 years ago, still today the conception rate with thawed canine semen is
generally inferior to the observed in other species. Many factors influencing the
semen quality through the cryopreservation process are known, including the
centrifugation protocol, the extender composition, the association between the
cryoprotectors, the cooling rate, the time of equilibrium and the freezing rate, as well
as the association between thawing and freezing rates. Individual variations in the
semen freezability are found in many species, including the dog. Some authors
attribute these variations to the differences in the spermatic membrane lipid
composition and spermatozoon sensitivity of the glycerol toxic effects. In present
work 36 semen samples where collected, from 12 dog of the: Beagle, Schnauzer,

Doberman and Boxer breeds, by digital manipulation. After the collection the semen

was centrifuged, reextended in Tris-Citrato extender added with 1, 2, 4 and 6% of

glycerol and packaged in 0,25mL straws. After that the semen were cooled for 1 hour
until 4°C, then half of the straws of each treatment was immediately freezed and the
remain was kept by more 1 hour in equilibrium at 4°C before the freezing. Two
freezing rates had been tested in termical box contend liquid nitrogen through the
positioning of the straws 5 and 10 cm above the surface of nitrogen per 10 minutes.
The thawing was carried through immersion in water 38°C per 1 minute. The semen
was evaluated at the moment of the collection, after the centrifugation and
immediately after thawing for spermatozoa movement through motility, progressive
status, and sperm index and for plasma membrane integrity and viability through
hiposmotic swelling tests and live/dead stain. The sperm longevity was evaluated
through the thermorresistece test. In the present work the individual averages of

sperm motility and progressive status in the fresh semen had varied from 3.5 to 5.0

and 63 to 90% respectively, while the breed averages had varied of 4.4 the 4.9 and 80

to 90% respectively. The semen centrifugation resulted in significant fall of 13% in

progressive status and 14% in the motility and spermatic index. The analysis of the
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parameters of plasma membrane viability and integrity in the semen after
centrifugation shows significant reduction of 38% and 14% in the reactive cells to the
hiposmotic swelling test and to the supravital coloration respectively. The results of
the hiposmotic swelling test, live/dead stain and thermorresistence in the thawed
semen demonstrate better performance when protocols of freezing were used with
equilibrium time. Influence of the freezing rate, in isolated form, was not observed on
the seminal parameters evaluated and significant variations had been only observed
when equilibrium time and glycerol concentration were associated. Isolate the
increase in the percentage of glycerol from 1 to 6% in the extender composition,
promotes prompt improvement to plasma membrane integrity and to spermatic index
in the thawed samples. However, when associates the observed results of biggest
levels of glycerol to the presence of equilibrium time and to the slow rate of freezing,
significant increases are observed in all the studied parameters. Individual variation
was observed in spermatic index of thawed semen, but not in the fresh semen.
Already the parameters of plasma membrane integrity and viability had presented
individual variation in both. When the parameter breeds is evaluated, any significant
alterations were observed on the evaluated parameters in fresh semen, however in the
thawed semen, significant variations in the plasma membrane integrity and viability
had been observed. The dogs of the Schnauzer breed had presented significantly
shorter sperm longevity after the thawing. The Doberman and Boxer breeds had
presented the best results of freezability in in vitro evaluation. With the exception of
the test of live/dead stain, the studied parameters had presented significant
correlations between the data collected in fresh semen with those observed in thawed

semen.



1-INTRODUCAO GERAL

A populagdo de animais de estimagdo, em especial os cées, vem crescendo em
namero e importancia afetiva em todo o mundo, um fendmeno provavelmente vinculado a
progressiva urbanizacdo de nossa sociedade. O Brasil ¢ o segundo pais do mundo em
populacdo de animais de estimacdo ficando atras apenas dos EUA (Anfal Pet, 2007).
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude a populacdo de cées nos paises emergentes gira
em torno de 10 a 16,7% da populagcdo humana (Reichmann et al, 1999). Desta forma, com
base na projecdo populacional divulgada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) no censo de 2007 (IBGE, 2007), pode-se a estimar a populacdo atual de
cdes no Brasil em cerca de 20 a 30 milhdes de animais. Estima-se ainda que o gasto médio
per capto com produtos e servicos veterinarios voltados para animais de estimacgéo seja de
R$ 390,00/ano (Anfal Pet, 2007). Em 2006, o setor de produtos para animais de
companhia movimentou mais de U$ 2 bilhGes e a proje¢do de faturamento para 2007 € de
U$ 3,3 bilhdes. Este setor é ainda responsavel por mais de 12.000 empregos diretos
apenas na area industrial (Anfal Pet, 2007).

O crescente interesse na criagdo de animais de estimagdo, vem se refletindo
particularmente na cinofilia especializada, onde se observa nas ultimas decadas aumento
do investimento na melhoria zootécnica dos animais, através de programas de
melhoramento genético e principalmente da importacdo de reprodutores. Em seu dltimo
relatério anual Confederacdo Brasileira de Kennels Clubs (CBKC) informa a importacao
de 483 matrizes e reprodutores, além de 98.120 novos registros de em 138 diferentes racas
caninas (CBKC, 2005). O crescente investimento na melhoria zootécnica dos animais cria
nos dias atuais uma grande demanda por biotecnologias de reproducdo assistida que
potencializem o aproveitamento de reprodutores de qualidade superior (Pefia et al., 2006).
As tecnologias de criopreservacdo de sémen, em particular o congelamento de sémen, tém
despertado especial interesse entre criadores de cdes, uma vez que permitem o
armazenamento de material genético, por periodo de tempo indeterminado (Wilson, 1993)
e facilitam a troca do material genético, dispensando a movimentacdo dos animais e
reduzindo o risco potencial de transmisséo de doengas (Linde-Forsberg, 1995; Silva et al.,
1996).

Apesar do crescente interesse em reproducdo assistida na espécie canina poucos séo
os trabalhos publicados anualmente na area de criopreservagdo de sémen (Nizanski, 2006;

Thomassen et al., 2006). Isso se deve em parte ao alto custo de manutencdo de grandes



colbnias experimentais e também ao fato de que as agéncias comerciais de congelamento
de sémen na maioria das vezes ndo divulgam de forma confiavel seus resultados ou
metodologias (Linde-Forsberg, 2001). Os dados apresentados na literatura tornam-se
especialmente escassos se considerarmos que, a grande variedade de metodologias
empregadas pelas diferentes equipes de pesquisadores dificulta a comparacdo de
resultados entre trabalhos (Eilts, 2005). Ainda, em alguns trabalhos, o pequeno nimero de
animais utilizados associado a grande variacdo de racas torna os resultados apresentados
pouco significativos (Linde-Forsberg, 2001; Eilts, 2005). Desta forma até 0 momento nao
foi possivel determinar um protocolo padrdo para congelamento de sémen na espécie
canina devido a insuficiéncia de dados que esclarecam questdes tdo basicas como os mais
adequados: meio diluidor, crioprotetor, taxas de congelamento e descongelamento e forma
de envasamento (Eilts, 2005).

O desenvolvimento de biotecnologias de reproducdo assistida em cées desperta
ainda crescente interesse entre pesquisadores e estudiosos da vida selvagem, uma vez que
este pode ser um valioso modelo para desenvolvimento de tecnologias posteriormente
aplicaveis no campo de manejo e conservacdo de espécies de carnivoros selvagens
(Gobello e Corrada, 2003; Luvoni et al., 2006). Segundo a The World Conservation Union
(IUCN) 6 espécies de carnivoros selvagens ja foram extintos no ultimo século e cerca de
280 espécies sofrem algum grau de ameaca de extingdo em todo o mundo (IUCN, 2007),

sendo 10 destas espécies pertencem a fauna nativa brasileira (IBAMA, 2007).



2-REVISAO DE LITERATURA

2.1-Origem do céo e sua selecdo genética

Analises evolutivas baseadas na comparacdo do DNA mitocondrial sugerem
que o cdo divergiu do lobo (Canis lupus) a mais de 15.000 anos (Schelleng et al,
2005). Desde entdo uma intensa selegdo, especialmente nos ultimos 300 anos
resultou na criagdo de mais de 400 racas, sendo o0 cdo a espécie doméstica que
apresenta maior variabilidade morfoldgica (Schelleng et al, 2005; Mascarenhas et al,
2006). As racas caninas foram em sua maioria desenvolvidas a partir de selecdo
genética extremamente endogamica, em fungdo exclusivamente de pardmetros
estético, habilidade de trabalho e comportamento (Leppénen et al, 2000). Leroy et
al., (2006) estudaram, através da analise dos dados de pedigree, a variabilidade
genética de populacbes de individuos de nove racas caninas nascidos entre 1997 e
2001 e demonstraram que a variabilidade genética destas popula¢des tem diminuido
marcantemente nos Gltimos anos, sendo que em algumas racas, a taxa de diminuicao
chega a comprometer a manutencdo futura da populacdo. O coeficiente médio de
consanguinidade em todas as racas estudadas por Leroy et al (2006) foi proximo a
3,125 %, valor correspondente ao cruzamento de animais com pelo menos um avo
em comum. Na maioria das racas estudadas por Leroy et al, (2006), foi observada
uma grande propor¢do de individuos apresentando coeficiente de consangiinidade
superior a 6,25%, correspondente ao acasalamento de animais com pelo menos dois
avos em comum.

Como consequéncia dos altos niveis de consanguinidade, atualmente muitas
racas caninas tem de lidar com doencas genéticamente herdadas, sendo mais de 400
destas doencas ja descritas (Patterson, 1993). Patologias caninas, como a displasia
coxofemoral, tornando-se ao longo do tempo caracteristicas em ragas como O
Retriever do Labrador , o S&o Bernardo e o Rottweiler. Leppédnen et al. (2000)
estudando a herdabilidade da displasia coxofemoral afirmaram que, embora esta
patologia apresente herdabilidade média, o tipo de selecdo genética utilizada entre
criadores de cdes, baseada unicamente em parametros morfoldgicos, tem dificultado
0 controle da doenca, uma vez que possibilita 0 acasalamento de animais com boas

caracteristicas fenotipicas mas pobre genotipo. Da mesma forma, esta selecéo



genética tem possibilitado o extensivo cruzamento de animais com baixo potencial
genotipico em relacdo a caracteristicas reprodutivas. Altas incidéncias de deficiéncia
reprodutivas geneticamente herdadas como cistos ovarianos, baixa habilidade
materna e criptorquidismo sdo particularmente observadas em algumas ragas e
familias de cées. Esta selecdo arbitraria de caracteristicas reprodutivas tem sido
possivel em parte devido ao fato de que, na maioria das criagdes de cées, utiliza-se
sistema de monta natural, onde os reprodutores sdo pouco exigidos, uma vez que a
propor¢do macho : fémea é baixa e permite diversos cruzamentos a cada ciclo estral
(Rijsselaere et al., 2005). Um dos grandes problemas enfrentados atualmente pelos
profissionais que trabalham com reproducao na espécie canina é o fato de que, com o
crescente desenvolvimento de tecnologias de reproducdo assistida, em especial a
criopreservacdo de sémen, muitos cdes até entdo considerados bons reprodutores em
sistema de monta natural passam a ndo se adequar. No entanto, algumas vezes, 0
valor comercial associado a certos animais bem como sua importancia como
reprodutor em relacdo ao melhoramento da raca, tornam impraticavel a exclusédo

destes animais dos programas de reproducao.

2.2-A criopreservacgao do sémen e seus aspectos danosos ao espermatozoide

Dentre as metodologias de criopreservacdo, o resfriamento do sémen canino
h& muito vem sendo utilizada, ja em 1956 Harrop descreve sucesso em uma série de
trabalhos conduzidos com sémen diluido e resfriado a 4° C. A principal justificativa
para o resfriamento do sémen seria a comodidade no seu transporte em relacdo a
movimentacdo dos animais (Verstegen et al., 2005). Atualmente é possivel a
conservacdo da motilidade de espermatozoides caninos por periodos superiores a 20
dias sendo que o potencial fertilizante destes pode ser preservado por pelo menos
nove dias (Verstegen et al., 2005). A taxa de prenhes com o uso de sémen diluido
em meio TRIS-Glucose-Citrato, mantidos entre sete e 11 dias a 4°C é de 70%,
préximo ao descrito para uso de sémen fresco (Verstegen et al., 2005).

O congelamento de sémen, ao contrario do resfriamento, permite o
armazenamento de material genético por periodo de tempo indeterminado, levantando
assim um grande interesse junto a comunidade cientifica e proprietarios de
reprodutores de alto padrdo genético. Embora o primeiro nascimento de filhotes com o

uso de sémen congelado tenha sido relatado a quase 40 anos (Seager em 1969, citado



por Stefano et al., 1994), ainda hoje a taxa de concepcdo com 0 uso de sémen canino
descongelado é geralmente mais baixa que a observada para as outras espécies, em
torno de 30 a 60% com inseminagdo intravaginal e 50 a 80 % com inseminag&o
intrauterina (Fontbonne e Badinand, 1993; Wilson 1993; Silva et al., 1996; Linde-
Forsberg 2001; Nizanski, 2005). Embora a acuracia na identificacdo do momento ideal
de inseminacdo da cadela seja um fator determinante para a baixa fertilidade
observada nesta espécie, a baixa longevidade e motilidade do espermatozoide
descongelado associado a sua pobre penetracdo no ovAdcito sdo importantes entraves a
disseminacdo do uso do sémen congelado canino (England, 1993; Rota et al., 1999;
Linde-Forsberg el al., 1999; Thomassen et al., 2006). Muitos fatores influenciando a
qualidade do sémen através do processo de criopreservacdo sao conhecidos, incluindo:
a técnica de coleta; o protocolo de centrifugacdo; a composi¢do do meio diluidor; a
concentracdo final de espermatozdides; a associagdo entre crioprotetores, taxa de
resfriamento e taxa de congelamento, bem como a associacdo entre taxa de
congelamento e de descongelamento (Schafer-Somi et al., 2005).

A centrifugacdo € uma alternativa amplamente utilizada nos procedimentos de
criopreservacao de sémen no intuito de concentrar os espermatozdéides e eliminar o
plasma seminal (Rijsselaere et al., 2002; Verstegen et al., 2005). Em algumas espécies,
0 contato prolongado dos espermatozdides com alguns componentes do plasma
seminal é associado a queda da motilidade e viabilidade espermatica (Aurich, 2005).
Embora muitas vezes necessaria, tanto a centrifugacdo como a ressuspensdo do pellet
de espermatozoides dela resultante podem induzir lesbes na membrana espermatica
que se refletem na perda da motilidade e fertilidade do sémen (Aurich, 2005). Se por
um lado o dano a membrana dos espermatozdides durante a centrifugagdo é
proporcional a sua velocidade e duracdo, por outro, centrifugacdes muito suaves
resultam na perda de grandes proporcdes de espermatozoides, eliminados suspensos
no plasma seminal (Rijsselaere et al., 2002). Varios protocolos de centrifugacdo do
sémen canino tém sido testados no intuito de minimizar os efeitos deletérios sobre a
membrana espermatica e potencializar a recuperacdo de espermatozdides apds a
centrifugacdo, entretanto, até o0 momento ndo se tem um consenso a respeito da
velocidade e duracdo ideal da centrifugacdo do sémen canino (Rijsselaere et al., 2002).

O processo de criopreservagdo de sémen tem varios aspectos potencialmente
danosos as células, entre os principais estdo: variacdo na temperatura gerando o

“choque frio”; a formacgédo e posterior dissolucdo de cristais de gelo e o estresse



osmotico conhecido como “efeito solu¢do” (Hammerstedt et al., 1990; Holt, 2000;
Watson 2000; Pesch e Bergmann, 2006). Ao se expor espermatozdides a queda de
temperatura ocorre, proporcionalmente & rapidez do resfriamento, danos estruturais
na membrana e alteracbes metabolicas na célula que se refletem na diminuicdo
irreversivel da motilidade espermatica, sendo este fenbmeno conhecido como choque
frio (Amann e Pickett, 1987; Holt, 2000). As membranas bioldgicas sdo compostas
basicamente de lipideos e proteinas, arranjados em uma bicamada fluida que permite
a livre movimentacdo de seus componentes a fim de manter uma distribuicdo
aleatoria dos mesmos (Amann e Picket, 1987; Hammerstedt et al., 1990). A medida
que se inicia o resfriamento dos espermatozdides e particularmente entre 5 e -15°C
ocorrem mudancas no estado fisico dos lipideos que alteram sua fluidez. Esta
diminuigdo na fluidez leva a formacéo de regides de grande concentracdo de lipideos
onde h& aumento da permeabilidade (Hammerstedt et al., 1990; Watson, 2000). A
alteracdo da fluidez provoca ainda agregacéo e alteracdo de estrutura das proteinas, o
que, no caso daquelas formadoras de canais i6nicos e receptores de membrana, pode
prejudicar a fertilidade do sémen por diminuir a capacidade do espermatozoide de se
ligar ao 6vulo (Holt, 2000; Bailey et al., 2000).

Entre os lipidios componentes da membrana celular o colesterol tem papel
fundamental na sobrevivéncia da célula ao processo de congelamento, uma vez que
ele torna a membrana naturalmente menos flexivel e fluida e desta forma, menos
susceptivel a alteragbes (Bailey et al., 2000; Holt, 2000). A proporcdo de &cidos
graxos insaturados e saturados presentes na membrana também influencia sua
susceptibilidade a crioinjdrias, uma vez que determina uma maior ou menor
tendéncia a sofrer alteracbes conformacionais quando exposta a baixas temperaturas
(Amann e Pickett, 1987; Hammerstedt et al., 1990). A composicdo lipidica da
membrana celular dos espermatozoides varia significativamente entre espécies e
mesmo entre individuos da mesma espécie explicando de certa forma, variacGes
observadas na congelabilidade do sémen (Cross, 1998, Watson, 2000).

Durante o resfriamento de uma solucdo de células, quando se atinge
temperaturas menores que -5°C, inicia-se a formacéo de cristais de gelo no meio
extracelular, diminuindo desta forma a proporcdo de &agua livre na solucdo e
consequentemente aumentando a concentracdo osmotica de seus solutos
(Hammerstedt et al., 1990, Watson, 2000). Quanto mais baixa a temperatura menor a

porcdo de agua ndo congelada e maior a concentragdo de solutos (Watson, 2000).



Esta alteracdo na osmolaridade do meio leva a célula a desidratar antes do
congelamento total, prevenindo a formacdo de cristais de gelo no citoplasma e
consequientemente lesdo de membranas e organelas (Hammerstedt et al., 1990,
Watson, 2000). Uma acentuada desidratacéo, entretanto, pode provocar precipitacao
dos solutos citoplasmaticos, distdrbios no pH e diminuicdo no volume celular abaixo
dos valores compativeis com a sobrevivéncia, sendo este fenébmeno conhecido como
efeito soluto (England. 1993). Desta forma, taxas de congelamento de sémen muito
lentas podem levar a excessiva desidratacdo do espermatozdide e morte em
decorréncia do efeito soluto, enquanto taxas muito rapidas ndao permite a saida
suficiente de agua do fluido intracelular permitindo a formacéo de cristais de gelo
(Hammerstedt et al., 1990; Watson, 2000). Uma taxa de congelamento ideal deve
balancear os efeitos negativos e positivos da formacdo de cristais de gelo e da
desidratacéo celular no intuito de obter méxima sobrevivéncia de espermatozdides ao
descongelamento

Componentes do meio diluidor conhecidos como crioprotetores agem de uma
forma geral aumentando a osmolaridade do meio e tornando mais eficiente a
desidratacdo celular durante o congelamento (England, 1993). Um dos primeiros
crioprotetores descobertos e até hoje o mais amplamente utilizado é o glicerol. Ele
age diminuicdo do ponto de congelamento das solucdes e desta forma prevenindo a
formacéo de cristais de gelo intracelulares e atenuando o “efeito solu¢do” (Amann e
Pickett, 1987; Santos et al., 2003; Holt, 2000). Embora o glicerol mostre-se
extremamente eficiente como crioprotetor sabe-se que ele apresenta efeito toxico
sobre o0 espermatozoide, em determinadas concentracdes e temperaturas, entretanto, a
toxicidade do glicerol varia significativamente entre as diferentes espécies (Fahy,
1986; England, 1993; Holt, 2000; Santos et al., 2003; Pesch e Bergmann, 2006). A
maioria dos trabalhos em congelamento de sémen de cdo utiliza meio contendo 4%
de glicerol, mas este crioprotetor vem sendo testado em concentragcdes que variam de
1 a 16%, na busca de um perfeito ajuste entre seus efeitos crioprotetores e tdxicos
(Pefa et al., 1998; Santos et al., 2003). Weiss et al., (2000) avaliando o congelamento
de sémen canino em meios contendo 5 e 6 % de glicerol verificaram melhor
motilidade progressiva e integridade acrossomal nas amostras congeladas com 6% de
glicerol. Pefia et al., (1998) avaliaram o congelado de sémen em meio Tris-Citrato
contendo 2, 4, 6 e 8% de glicerol e relataram melhores resultados com meio

contendo 8 % de glicerol. Da mesma forma, Santos et al., (2003) avaliando a



qualidade do sémen canino congelado em meio Tris-Citrato contendo 4, 6, 8 e 10%
de glicerol e também concluiram que as amostras congeladas com meio contendo 8%
de glicerol apresentaram melhores resultados. Rota et al. (1998) avaliaram o
congelamento de sémen canino em meio contendo 3 e 5% de glicerol e verificaram
melhor qualidade do sémen congelado em meio com 5 % de glicerol.

Além da escolha do crioprotetor o protocolo de congelamento de sémen,
incluindo taxa de resfriamento, tempo de equilibrio e taxa de congelamento, também
apresenta efeito determinante no sucesso do congelamento do sémen. A taxa de
resfriamento representa a velocidade em que se resfria 0 sémen da temperatura
corporal ou ambiente até 4°C, sendo taxas muito rapidas associados a maiores danos
em decorréncia do choque frio (Watson, 2000). O tempo de equilibrio representa
uma pausa durante o protocolo de congelamento na qual o sémen é mantido por
determinado periodo de tempo a temperaturas proximas de 4°C. Esta pausa
possibilita o desenvolvimento de maxima resisténcia do espermatozodide aos efeitos
deletérios do congelamento, através de adequada penetracdo do glicerol, influxo de
ions e alteragcdes de membrana (Watson, 1979; England, 1993, Santos et al., 2003).
Estudos a respeito das taxas de resfriamento e tempo de equilibrio demonstram que
em espécies como o bovino até 16 horas de equilibrio podem ser necessarias para
desenvolvimento de relativa resisténcia ao choque frio (Watson, 2000). Por outro
lado, Bouchard et al. (1990) estudando o resfriamento de sémen canino a 4°C
afirmaram que os espermatozoéides de céo seriam mais resistentes ao choque frio que
as demais espécies. Santos et al. (2003) avaliando protocolos de congelamento de
sémen de cdo com 1, 2, 3, e 4 horas de tempo de equilibrio relatam que os melhores
resultados foram com obtido com 1 hora de resfriamento. Em experimentos piloto
desenvolvidos no Centro de Triagem de Animais Silvestres da Universidade Federal
de Vicosa (CETAS-UVF) com varias espécies de felinos, ndo foi observado a
necessidade de inclusdo de tempo de equilibrio nos protocolos de congelamento de
sémen, sendo o congelamento bem sucedido utilizando curva de resfriamento de 1
hora seguida de congelamento em vapor de nitrogénio liquido.

Uma grande variedade de taxas de congelamento tem sido descritas na
literatura na busca de uma perfeita interacdo com: os componentes do meio, taxa de
resfriamento e tempo de equilibrio. O congelamento de sémen pode ser feito
utilizando aparelhos congeladores biol6gicos nos quais é possivel programar

diferentes taxas de congelamento para diferentes intervalos de temperatura. Otimas



taxas de congelamento sdo descritas entre -10 e -100°C/min denotando grande
variacdo entre diferentes protocolos (England 1993). Foote (1964) usando um
aparelho de congelamento biol6gico comparou diversas curvas de congelamento em
diferentes etapas do processo e constatou que curvas mais lentas foram superiores
aquelas mais rapidas, ja Olar et al. (1984) concluiu que curvas intermediarias foram
superiores as demais estudadas. O congelamento de sémen pode ainda ser realizado
em caixas de isopor contendo nitrogénio liquido nas quais é possivel variar a taxa de
congelamento através do posicionamento das palhetas contendo o sémen a variaveis
distancias da lamina de nitrogénio. Smith (1984) comparou 4 protocolos de
congelamento de sémen canino em caixa de isopor, nos quais o congelamento era
feito a 3,8; 10,2 e 20,3 cm da lamina de nitrogénio e constatou que a altura de 20,3
cm seria ideal. Também Dobrinski et al. (1993) aponta a distancia de 20 cm como
ideal para congelamento de sémen com diferentes meios diluidores. Nothing e
Shuttleworth (2005) avaliaram duas taxas de congelamento para Ssémen canino
posicionando as palhetas a 3.5 e 8 cm da lamina de nitrogénio. Os autores testaram
simultaneamente palhetas de diferentes capacidades (0.5 e 0.25 ml) e duas curvas de
descongelamento (uma a 37°C e outra a 70°C), e concluiram que, em seu trabalho, o
melhor protocolo foi o que utilizou a taxa lenta de congelamento. Rota et al. (1998)
avaliaram o congelamento de sémen canino, com duas taxas de congelamento e duas
taxas de descongelamento, em meio contendo 3 e 5% de glicerol e ndo observadam
influéncia da taxa de congelamento sobre a motilidade espermatica e integridade de

membrana espermatica no sémen descongelado.

2.3-Os paramentros de avaliacdo do sémen e suas correlacdes entre si e com a
fertilidade

Um dos grandes entraves ao melhoramento da técnica de criopreservacao de
sémen em cdes é a forma de estimar da fertilidade do sémen apds o
descongelamento. Testes in vivo, embora decisivos na determinacédo da fertilidade do
sémen, requerem um grande numero de animais por tratamento avaliado e estdo
sujeitos a variacdes outras que ndo a qualidade do sémen como: a fertilidade
individual da fémea, a deteccdo do momento 6timo de inseminacdo, o método de
inseminacdo, a dose e volume inseminante, entre outros (Eilts, 2005). Analises feitas

in vitro por sua vez sdo bastantes préaticas e possibilitam a avaliacdo simultanea de



grande numero de tratamentos, entretanto, para serem conclusivas, necessitam de
prévia confirmacdo de sua correlacdo com a taxa de fertilidade através de testes in
Vivo.

Os parametros in vitro mais comummente utilizados para estimar a fertilidade
do sémen congelado sdo: avaliagdo da movimentacdo do espermatozdide, da
integridade e viabilidade da membrana espermaética e a longevidade espermatica. A
movimentacdo dos espermatozoOides é normalmente avaliada em termos de
motilidade (porcentagem de espermatozoOides moveis de 0 a 100%) e o vigor
(intensidade do movimento de 0 a 5) (CBRA, 1998). Estes valores representam bons
indicadores da fungédo espermatica uma vez que a movimentagdo é uma manifestacao
dos componentes estruturais e funcionais do espermatozoOide, altamente
correlacionada com a taxa de fertilidade, normalidade morfoldgica e integridade da
membrana espermatica (Smith et al., 1977; Oettlé, 1993; Pefia Martinez, 2004;
Thomassen et al., 2006). Quando se pensa entretanto em estudos com varios
tratamentos, a avaliacdo da movimentacdo do espermatozoide através de valores de
vigor e motilidade torna a comparagéo entre tratamentos pouco eficiente, uma vez
que se tem de comparar dois valores distintos relativos a um mesmo parametro.
Desta forma alguns autores utilizam como parametro de movimentacdo do
espermatozéide o indice espermatico (IE = [M + (V x 20)] /2, onde M = motilidade
espermatico e V = vigor espermatico) que consiste de uma média entre o vigor e a
motilidade na qual ambos tém a masma significancia (Morais et al., 2002).

A integridade e viabilidade da membrana espermatica pode ser avaliada
através do teste hiposmotico e do teste de coloragfes supravitais. O teste hiposmotico
baseia-se na reacdo de enrolamento da cauda do espermatozdide intacto, com
membrana citoplasméatica funcional quando exposto a um meio hiposmotico
(England e Plummer, 1993). Em cdes o teste hiposmotico foi correlacionado
positivamente com a motilidade espermatica e com o teste de coloracdo supravital
com eosina-nigrosina (Kumi-Diaka, 1993; Rodriguez-Gil et al., 1994; Pinto e
Kozink, 2007). Neild et al., (2000) estudando a aplicacdo do teste hiposmdtico na
avaliacdo do sémen fresco de garanhdes observaram correlacdo entre o resultado
obtido no teste e a taxa de prenhes, a porcentagem de espermatozoides moveis e
morfologicamente normais no ejaculado. As coloragcbes supra-vitais s&o
classicamente utilizadas para diferenciar espermatozoides vivos e mortos (Dott e
Foster, 1972; Pefia Martinez, 2004; Pinto e Kozink, 2007; Kustritz, 2007). A
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coloragdo supravital com eosina-nigrosina € a mais comumente utilizada e consiste
basicamente de diferenciacdo dos espermatozoides vivos e mortos através de sua
afinidade com o corante eosina (Dott e Foster, 1972). Embora esta técnica sofra
interferéncia dos componentes do meio diluidor, em especial a gema de ovo e o
glicerol (Pefia Martinez, 2004; Kustritz, 2007), os resultados obtidos no teste de
coloracdo supravital com osina-nigrosina tem sido correlacionados com a motilidade
espermatica (England e Plummer, 1993) e a integridade de membrana espermatica
avaliada pelo método de citometria de fluxo (Martins-Bessa, 2006).

A longevidade espermaética in vitro pode ser avaliada pela incubacdo do
sémen a temperatura corporal no intuito de mimetizar as condi¢fes encontradas no
trato genital feminino (Teste de Termorresisténcia). Durante o teste de
termorresisténcia o sémen descongelado é incubado a temperaturas que variam de 37
a 39°C por periodos até seis horas, durante o qual se avalia a movimentagdo
espermatica (Fontbonne e Badinand, 1993; Pefia et al., 1998). Este teste € tido como
um bom preditor da fertilidade esperméatica em varias espécies e baixas taxas de
sobrevivéncia no teste de termorresisténcia tem sido associadas com baixa fertilidade
(England, 1993). O sémen canino tem a caracteristica particular de baixo
desempenho no teste de termorresisténcia pos o descongelamento, quando
comparado ao de outras espécies. Esta caracteristica de baixa termorresisténcia
entretanto, ndo é necessariamente associada a baixa fertilidade visto que em alguns
estudos, amostras de sémen com relativo baixo desempenho no teste de

termorresisténcia apresentaram taxas de fertilidade normais (Cardoso et al., 2005).
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3- PARAMETROS DE AVALIACAO IN VITRO DO SEMEN FRESCO E
EFEITO DA CENTIFUGACAO SOBRE A MOTILIDADE E A
INTEGRIDADE DE MEMBRANA ESPERMATICA DE CAES DAS RACAS
BEAGLE, SCHNAUZER, DOBERMAN E BOXER .

Resumo

O presente trabalho busca descrever a anélise in vitro do sémen fresco de
cdes das racas Beagle, Schnauzer, Doberman e Boxer bem como o efeito da
centrifugacdo sobre a motilidade espermaética e a viabilidade e integridade da
mambrana espermatica. Para tanto, foram utilizados 12 cées das racas Beagle (n=3),
Schnauzer (n=3), Doberman (n=3) e Boxer (n=3). Foram coletados 3 ejaculados por
individuo, totalizando 36 ejaculados. O sémen foi avaliado, antes e depois da
centrifugacdo quanto & movimentacdo dos espermatozoides atraves de vigor,
motilidade e indice espermatico e quanto a integridade e viabilidade da membrana
espermatica pelos testes hiposmotico e de coloracdo supravital. As médias
individuais de vigor e motilidade espermaticos variaram de 3,5 a 5,0 e de 63 a 90%
respectivamente enquanto as médias raciais variaram de 4,4 a 4,9 e de 80 a 90%
respectivamente. Nao foi verificada diferenca significativa entre os parametros de
motilidade espermaética e integridade e viabilidade de membrana espermatica no
sémen fresco de cdes das diferentes racas. A centrifugacdo do sémen resultou em
queda de cerca de 13% no vigor espermatico e 14% na motilidade e no indice
espermatico. A andlise dos parametros de viabilidade e integridade de membrana
espermatica mostra diminuicdo de 38% e 14% na porcentagem de células reativas ao
teste hiposmotico e de coloragdo supravital respectivamente. Assim, o protocolo de
centrifugacdo preconizado reduziu marcantemente a motilidade espermaética e a
integridade e viabilidade da membrana espermaética, sendo esta diferenca mais

claramente percebida através do teste hiposmotico.

Palavras chave: sémen fresco, racas caninas, centrifugacao.
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Abstract

The present work intents to describe the in vitro analysis of fresh semen from
dogs of Beagle (n=3), Schnauzer (n=3), Doberman (n=3) and Boxer breeds as well as
the effect of centrifugation upon sperm motility and plasma membrane viability and
integrity. For that, semen form 12 dogs was collected by digital manipulation and
centrifuged at 300g per 10 minutes. The semen was evaluated, before and after the
centrifugation for spermatozoa movement through motility, progressive status, and
sperm index and for plasma membrane integrity and viability through hiposmotic
swelling tests and live/dead stain. The individual averages of sperm motility and
progressive status in the fresh semen had varied from 3.5 to 5.0 and 63 to 90%
respectively, while the breed averages had varied of 4.4 the 4.9 and 80 to 90%
respectively. The semen centrifugation resulted in significant fall of 13% in
progressive status and 14% in the motility and spermatic index. The analysis of
plasma membrane viability and integrity parameters in the semen after centrifugation
shows significant reduction of 38% and 14% in the reactive cells to the hiposmotic
swelling test and to supravital coloration respectively. In the present work the
centrifugation protocol clearly reduced sperm motility and plasma membrane
viability and integrity, and this effect was easily observed in the hiposmotic swelling

test

Key words: fresh semen, canine breeds, centrifugation.

21



3.1 - Introducéo

Nas ultimas décadas o crescente interesse na criacdo de animais de estimacao,
vem se refletindo particularmente na cinofilia especializada, onde se observa aumento
do investimento em melhoria zootécnica dos animais através de programas de
melhoramento genético e principalmente da importacdo de reprodutores. O crescente
investimento na melhoria zootécnica dos animais cria uma grande demanda por
biotecnologias de reproducdo assistida que potencializem o aproveitamento de
reprodutores de qualidade superior (Pefia et al., 2006). Especialmente nos ultimos 20
anos técnicas de inseminacdo artificial e criopreservacdo do sémen tem avancado de
forma significativa na espécie canina possibilitando o acasalamento de animais que
apresentem obstaculos anatémicos a copula, reduzindo a necessidade de transporte de
reprodutores e, principalmente, tornando possivel o armazenamento de material
genético por periodos de tempo indeterminado (Fontbonne e Badinand, 1993; Silva et
al., 1996; Linde-Forsberg et al., 1999; Verstegen et al., 2005; Batista et al., 2006). A
inseminacdo artificial com sémen fresco apresenta atualmente taxas de concepgdo
semelhantes a observadas em sistemas de monta natural (Linde-Forsberg e Forsberg,
1989; Silva et al., 1996). O uso de sémen criopreservado, no entanto, ainda resulta em
menores taxas de concepcdo, especialmente quando associados a inseminagédo
intravaginal (Fontbonne e Badinand, 1993; Silva et al., 1996; Linde-Forsberg et al.,
1999; Verstegen et al., 2005).

Durante procedimentos de inseminagéo artificial a estimativa da fertilidade das
amostras de sémen € rotineiramente feita pela avaliacdo de pardmetros como
concentracdo, motilidade espermatica e morfologia espermatica. Entretanto a maioria
das criagdes de cées utiliza sistemas de monta natural onde os reprodutores sao pouco
exigidos, uma vez que a propor¢cdo macho : fémea é baixa e permite diversos
cruzamentos a cada ciclo estral (Rijsselaere et al., 2005). Em consequiéncia, pouca
atencdo tem sido dispensada a determinacdo de padrdes de subfertilidade e
infertilidade na espécie canina. E embora o cdo seja a espécie doméstica que apresenta
0 maior nimero de ragas reconhecidas, poucos sdo os relatos a respeito da qualidade
seminal nas diferentes ragas (Schelleng et al, 2005; Batista et al., 2006).

O sémen canino € ejaculado em trés fracGes. A maioria dos espermatozoides é
ejaculado na fracdo intermediaria, sendo a primeira e a Ultima fracdo do ejaculado em

sua maioria de origem prostatica. Nos procedimentos de inseminacdo artificial com
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sémen fresco em geral a segunda fracéo é coletada separadamente, entretanto, quando
ndo é possivel separar as fracdes do ejaculado ou quando o sémen destina-se a
criopreservacdo, a centrifugacdo é uma alternativa amplamente utilizada no intuito de
concentrar os espermatozoides e eliminar o plasma seminal (Rijsselaere et al., 2002;
Verstegen et al.,, 2005). Em algumas espécies, o contato prolongado dos
espermatozéides com alguns componentes do plasma seminal € associado a queda da
motilidade e viabilidade espermatica (Aurich, 2005). Embora muitas vezes necessaria,
tanto a centrifugacdo como a ressuspensdo do pellet de espermatozdides dela
resultante podem induzir lesées na membrana espermatica que se refletem na perda da
motilidade e fertilidade do sémen (Aurich, 2005). Se por um lado o dano a membrana
dos espermatozoides durante a centrifugacdo € proporcional a sua velocidade e
duracdo, por outro, centrifugacdes muito suaves resultam na perda de grandes
proporc¢des de espermatozdides, eliminados suspensos no plasma seminal (Rijsselaere
et al., 2002). Varios protocolos de centrifugacdo do sémen canino tém sido testados no
intuito de minimizar os efeitos deletérios sobre a membrana espermatica e
potencializar a recuperacao de espermatozdides apds a centrifugacédo, entretanto, até o
momento ndo se tem um consenso a respeito da velocidade e duracdo ideal da
centrifugacdo do sémen canino.

Assim, o presente trabalho visa a descricdo da analise in vitro do sémen fresco
de cédes das racas Beagle, Schnauzer, Doberman e Boxer, bem como o efeito da
centrifugacdo sobre a motilidade espermatica e integridade e viabilidade da membrana

espermatica.

3.2 — Materiais e Métodos

Foram utilizados 12 cdes machos adultos, clinicamente sadios, das racga
Beagle (n=3), Schnauzer (n=3), Boxer (n=3) e Doberman (n=3). Os animais
pertenciam a canis especializados na criacdo das respectivas ragas sendo todos
reprodutores com historico prévio de fertilidade. Antes do inicio do trabalho os cées
passaram por completo exame clinico e androldgico, sendo selecionados para o
experimento aquele que apresentassem os parametros fisicos e morfologicos
seminais julgados dentro dos padrdes considerados normais para a espécie (CBRA,
1998).
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O sémen foi coletado, em aliquota Unica, contendo a fracdo espermatica, pelo
método de manipulacdo digital, em tubos de centrifuga graduados acoplados a um
funil de plastico, sendo o conjunto aquecido antes da coleta e o tubo de centrifuga
mantido dentro de recipiente contendo agua a 38°C. Foram realizadas trés coletas por
individuo, com intervalo de 48 horas entre as coletas.

Imediatamente ap6s a coleta o sémen foi mantido em banho-maria a 38°C,
enguanto uma aliquota de 20uL foi posta em lamina previamente aquecida e coberta
com laminula para avaliagdo do vigor (intensidade de movimento classificada de 0 a
5) e motilidade espermatica (porcentagem de espermatozdides maveis classificada de
0 a 100%) em aumento de 100 e 400x. Posteriormente estes valores foram utilizados
para confeccdo do indice espermatico (IE) atraves da formula: IE = [M + (V x 20)]
/2, onde M = motilidade espermética e V = vigor espermético (Morais et al., 2002).
A integridade da membrana espermaética foi avaliada através dos testes hiposmotico e
de coloragéo supravital. O teste hiposmotico baseia-se na reacdo de enrolamento da
cauda do espermatozdide. Isto é observado quando um espermatozdide com
membrana citoplasmatica funcional é exposto a um meio hiposmético. Desta forma
para realizacdo deste teste uma amostra de 20 pL de sémen foi incubada a 38°C por
meia hora em 0,5 mL de solucdo de frutose e citrato de sodio a 60 mosmol (Rota et
al., 2006). Em seguida 100 células foram observadas em microscopia ética com 400
vezes de aumento para contabilizacdo do percentual bruto de espermatozéides com
cauda enrolada ou reativos ao teste hiposmético (HO®). Dentro deste total bruto um
parcela dos espermatozoéides ja apresentavam cauda enrolada mesmo antes do teste
hiposmético, assim, o valor bruto de espermatozdides com cauda enrolada foi
corrigido excluindo-se da populacdo total a parcela com caudas enrolada
contabilizada antes do teste hiposmético (ENR). Para isto uma aliquota de 20 pL do
sémen foi adicionada a 0,5 mL de formol salina tamponada e avaliada ao
microscopio de luz quanto a proporcdo especificamente de caudas enroladas. Desta
forma o percentual corrigido de células reativas ao teste hiposmotico foi calculado no
presente trabalho através da formula: HO®= (HO® - ENR) / (100 — ENR). Os valores
foram apresentados na forma de porcentagem.

Para o teste de coloracdo supravital 20 pL de sémen foram adicionados a
40uL de corante eosina-nigrosina previamente aquecidos por 40 segundos. Em

seguida foi confeccionado um esfregaco em ldmina e imediatamente seco ao ar e
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observado em aumento de 400x para contabilizacdo dos espermatozdides corados,
sendo estes computados como lesionados.

Ap0s estas andlises a concentracdo espermatica foi mensurada, em cé&mara
hematimétrica, por meio da diluicdo de 20 pL de sémen em 1 mL de formol salino
tamponado e contagem das células presentes dentro do espaco da cdmara, sendo a
concentracdo determinada com base no fator de diluicdo. O ndmero total de
espermatozdides por ejaculado foi obtido multiplicando-se a concentracdo
espermatica pelo volume total coletado. O nimero total de espermatozéides méveis
no ejaculado foi calculado multiplicando-se o nimero total de espermatozoides
ejaculados pela porcentagem de espermatozoides moveis. Em seguida o sémen foi
centrifugado a 300g por dez minutos.

Apo6s a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e o pellet formado
gentilmente ressuspendido em meio diluidor a base Tris-citrato (Anexo 1) de forma a
obter-se concentracdo final de 100 x 10° espermatozdides/mL. Em seguida os
parametros de motilidade espermatica e integridade de membrana espermatica foram
reavaliados como descrito para o sémen fresco.

Os dados avaliados foram descritos quanto @ média e respectivo desvio
padrdo. Para a comparacgdo das médias foi calculado o intervalo médio de confianca
com margem de 5% de erro através da funcdo estatistica do programa Excel
Windows XP.

3.3 — Resultados e Discussao

Um grande numero de estudos tém sido conduzidos na espécie canina no
intuito de avaliar a motilidade espermatica seja no sémen a fresco ou apés
criopreservacao (Silva et al., 1996; No6thling et al., 1997; Rota et al., 1999). No
entanto, a maioria destes trabalhos utiliza sémen de animais de diferentes racas ou
mesmo de animais sem raca definida agrupados em “pools”, de forma que nédo é
possivel avaliar individualmente a qualidade do sémen (Rota et al., 1995; Pefia et al.,
1998; Pefa e Linde-Foresberg, 2000; Santos et al., 2003; Martins-Bessa et al., 2006).
No presente trabalho as médias individuais de vigor e motilidade espermaticos
variaram de 3,5 a 5,0 e de 63 a 90% respectivamente, enquanto as médias raciais
variaram de 4,4 a 4,9 e de 80 a 90% respectivamente. (Tabela 1). Estes valores sdo

similares aos descritas em caes da raca Beagle (Silva et al., 1996, 90%; Verstegen et
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al.2005, 85-95%), Mastiff (Batista et al., 2006, 90%), Retrivier do Labrador (Bueno
et al., 2002, 93%) e Poodle (Yamashiro et al., 2007, 70%). A avaliacdo da motilidade
espermatica por meio de visualizacdo do sémen ao microscopio, embora bem
correlacionada com a fertilidade, € um método de avaliacdo subjetivo e desta forma,
sujeito a variacOes entre diferentes laboratorios e examinadores (Rijsselaere et al.,
2005). As discretas diferencas observadas nos valores médios de vigor e motilidade
do sémen fresco entre estudos com diversas racas caninas sdo possivelmente
atribuidas a diferengas nos parametros individuais de avaliacdo entre pesquisadores,

néo refletindo assim variagOes efetivas na motilidade do sémen entre as racgas

Tabela 1- Vigor, motilidade e indice espermatico e porcentagem de células reativas ao teste de
coloracdo supravital e teste hiposmético no sémen fresco de cdes da raca Beagle, Schnauzer,
Doberman e Boxer. Total de espermatozéides ejaculados e total de espermatozdides moveis
ejaculados nas diferentes racas.

Vigor  Motilidade indice  Coloracio Teste Total de Total de
Espermatico Espermatica Espermatico  Supravital Hiposmético Espermatozéides Espermatozoides
(0-5) (%) (%) (%) (%) Ejaculados (10°) Moveis
Ejaculados (10°)
Beagle
1 5,0 86,7 93,3 10,5 88,2 453,3 394,0
2 4,3 83,3 85,0 4,3 77,2 200,0 166,7
3 50 90,0 95,0 55 94,7 380,0 342,0
_ 48+04 86,3+44 90,6+55 64+41 857+10,0 340,0+126,0 2958+ 116,3
X (8,0) (5,1) (6,0) (64,0) (11,6) (37,1) (39,3)
Schnauzer
1 5,0 90,0 95,0 43 97,9 466,7 420,0
2 4,2 85,0 86,7 8,7 78,5 310,0 262,7
3 35 80,0 80,0 17,0 52,1 150,0 120,0
- 44+0,6 86,4+48 893+6,1 80+59 831+169 3543+1383  309,7+130,3
X (13,7) (5,5) (6,8) (73,6) (20,4) (39,0) (42,1)
Doberman
1 50 90,0 95,0 4,3 92,9 516,7 465,0
2 4,7 86,7 90,0 8,5 95,2 446,7 387,7
3 4,2 63,3 73,3 24,3 81,6 370,0 239,0
- 46+0,6 80,0 + 86,1 +11,4 129+114 89,9+9,9 4444 + 98,2 363,9 + 123,3
X (13,0) 15,0 (18,8) (13,2) (88,5) (11,0 (22,1) (33,9)
Boxer
1 5,0 90,0 95,0 47 93,1 373,3 336,0
2 4,7 90,0 91,7 21,0 95,6 683,3 615,0
2 50 90,0 95,0 6,7 94,4 733,3 660,0
_ 49+0,3 90,0+0,0 939+33 79469 944+38 596,7+291,7 5370+ 2625
X (6,8) (0,0) (3,6) (87,4) (4,1) (48,9) (48,9)

Dados apresentados em Média + Desvio Padréo (Coeficiente de Variagdo).

Com o objetivo de tornar mais consistente a avaliacdo da movimentacao dos

espermatozdides, foi também confeccionado o indice espermatico, com variacdo de
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86 a 94% (Tabela 1), o qual consiste de uma média calculada com base nos valores .
de vigor e motilidade espermaticos, na qual ambos o0s valores tem a mesma
significancia (Morais et al., 2002).

O numero de espermatozoOides produzidos diariamente é funcdo da massa
testicular (Paula e Cardoso, 1995). De maneira geral cdes grandes produzem mais
espermatozdides que cdes pequenos uma vez que a relacdo entre a massa corporal e
testicular é constante nesta espécie (Mascarenhas et al., 2006). Entretanto, além da
massa testicular, fatores como freqiéncia de coleta, comportamento, experiéncia
reprodutiva e presenca de fémea em estro influenciam o total de espermatozodides
ejaculados. Como esperado, no presente trabalho uma grande variacdo na
concentracdo total de espermatozdides por ejaculado foi observada entre individuos e
entre ragas (Tabela 1). Os cées da ragca Doberman apresentaram concentracéo total de
espermatozdéides por ejaculado semelhante ao observado nos cédes de pequeno porte,
provavelmente devido a pouca familiaridade com o procedimento de coleta de sémen
(Tabela 1).

A centrifugacdo do sémen é uma metodologia comumente utilizada nos
procedimentos de inseminagdo artificial e criopreservacdo de sémen no intuito de
concentrar 0s espermatozoides e remover o plasma seminal (Rijsselaere et al., 2002;
Verstegen et al., 2005). Entretanto, efeitos deletérios da centrifugacdo sobre a
integridade da membrana espermatica tém sido associados em varias espécies a
queda da motilidade e fertilidade do sémen (Aurich et al., 2005; Sieme et al., 2006;
Matas et al., 2007). Estes efeitos deletérios sdo provavelmente causados pela
oxidacdo dos acidos graxos insaturados em conseqiéncia do aumento da
concentracdo de oxigénio reativo no plasma seminal (Aurich et al., 2005). Ainda, a
ressuspensdo dos espermatozoides fortemente compactados no pellet formado
durante a centrifugacdo expde as celulas a severas injurias mecanicas (Matas et al.,
2007). Embora altas velocidades de centrifugacdo sejam prejudiciais a qualidade
seminal, centrifugacGes lentas sdo associadas a baixas taxas de sedimentacdo dos
espermatozodides, especialmente em meios de alta viscosidade (Rijsselaere ey al.,
2002). Desta forma, varios protocolos de centrifugacdo do sémen canino tém sido
testados no intuito de minimizar os efeitos deletérios associados a oxidacdo dos
acidos graxos insaturados e ao mesmo tempo, potencializar a recuperacdo de
espermatozdides apds a centrifugacdo. Rijsselaere et al. (2002) avaliaram o efeito de

quatro velocidades de centrifugacdo sobre a motilidade espermatica, a integridade e
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viabilidade da membrana espermatica e a perda de ceélulas na eliminagdo do
sobrenadante e concluiram que a centrifugacdo a 720g por 5 minutos apresentou
perda de células aceitavel sem queda da qualidade seminal. Davis et al. (2007)
mensuraram a concentracdo de oxigénio reativo antes e apos a centrifugacdo do
sémen de cdes a velocidade de 700g por 10 minutos e verificaram um aumento de
200% na concentracdo destes ap6s a centrifugacdo. No presente trabalho a
centrifugacdo do sémen a 300g por 10 minutos resultou em queda estatisticamente
significativa de cerca de 13% no vigor espermatico e 14% na motilidade espermatica,
0 que se reflete em uma diminuicdo de cerca de 14% no indice espermatico apos a
centrifugacdo. A analise dos parametros de viabilidade e integridade de membrana
espermatica mostra diminuicdo significativa de 38% e 14% na porcentagem de
células reativas ao teste hiposmotico e de coloragdo supravital respectivamente
(Tabela 2). Shekarriz et al. (1995) estudando diferentes métodos de centrifugacéo de
sémen humano relatam que ndo s6 a velocidade, mas também o tempo de
centrifugacdo influenciam na eficiéncia do procedimento, sendo recomendavel a
centrifugacdo por curtos periodos. Desta forma os danos aos espermatozoides
observados no presente trabalho podem estar associados ndo somente a velocidade da
centrifugacdo mas também a sua duracéo.

Tabela 2- Vigor, motilidade e indice espermatico e porcentagem de células reativas ao teste
hiposmético e de coloragdo supra vital no sémen canino fresco e centrifugado.

Vigor Motilidade indice  Coloragéo Teste
espermatico espermatico Espermatico supravital hiposmoético

(0-5) (%) (%) (%) (%)
Sémen 47+0,4*  856+9,8°  90,2+8,1° 8,8+8,5%  92,9+7,7°
fresco (9,5) (11,5) (8,9) (96,5) (8,3)
Sémen 41+0,3°> 73,8+413,5° 77,9+9,0°  7,6+3,0° 57,9+43,0°
centrifugado (8,4) (18,3) (11,5) (56,3) (5,3)

Dados apresentados em Média + Desvio Padrao (Coeficiente de variagdo).
Letras diferentes na mesma coluna representam médias significativamente diferentes (p<0,05).

3.4 - Conclusotes

No presente trabalho ndo foi verificado diferenca significativa entre os
parametros de motilidade espermatica e integridade e viabilidade de membrana
espermatica no sémen fresco de cdes das racas Beagle, Schnauzer, Doberman e
Boxer. O protocolo de centrifugacdo do sémen fresco que preconiza velocidade de

300g por 10 minutos reduziu significativamente a motilidade espermatica e a
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integridade e viabilidade da membrana espermaética, sendo esta diferenca mais

claramente percebida atraves do teste hiposmatico.
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4 - EFEITO DE DIFERENTES TEMPOS DE EQUILIBRIO, CURVAS DE
CONGELAMENTO E CONCENTRACOES DE GLICEROL NA
QUALIDADE DO SEMEN CANINO DESCONGELADO.

Resumo

O presente trabalho teve como objetivo a avaliacdo in vitro do efeito do
tempo de equilibrio, da taxa de congelamento e de diferentes concentracfes de
glicerol, sobre o sémen canino apos o seu congelamento e descongelamento em meio
diluidor a base de Tris-Citrato. Para tanto, foram utilizados 12 cdes, sendo 3
ejaculados coletados por individuo, totalizando 36 ejaculados. Apos a coleta 0 sémen
foi centrifugado, ressuspendido em meio Tris-Citrato contendo 1, 2, 4 e 6% de
glicerol e evasado em palhetas de 0,25mL. Ap6s o envase o sémen foi resfriado por 1
hora até 4°C e em seguida metade das palhetas de cada tratamento foi encaminhada
para o congelamento e o restante foi mantido por mais 1 hora em equilibrio a 4°C,
antes do congelamento. Duas taxas de congelamento foram testadas em caixa de
isopor contendo nitrogénio liquido através do posicionamento das palhetas a 5 e 10
cm da superficie do nitrogénio por 10 minutos. O descongelamento foi realizado
através de imersdo em agua a 38°C por 1 minuto. Em seguida o sémen foi avaliado
quanto & movimentagdo dos espermatozoides através de vigor, motilidade e indice
espermatico e quanto a integridade e viabilidade da membrana espermaética pelos
testes hiposmatico e de coloracdo supravital. A longevidade espermatica foi estimada
através do teste de termorresisténcia. Os resultados dos testes hiposmdtico, de
coloragdo supravital e de termorresisténcia demonstram de maneira geral melhor
desempenho dos protocolos de congelamento com a presenca do tempo de equilibrio.
N&o foi observada influéncia de taxa de congelamento de forma isolada sobre os
parametros seminais avaliados. Variacdes significativas s6 foram observadas quando
se associou a variagdo da taxa de congelamento, variacbes no tempo de equilibrio e
concentracdo de glicerol. Isoladamente, o aumento no percentual de glicerol de 1
para 6% na composicdo do meio diluidor, promove melhoria pontual na integridade
da membrana espermaética e no indice espermatico ao descongelamento. Porém,
quando se associa os resultados observados dos maiores niveis de glicerol a presenca
do tempo de equilibrio e a taxa lenta de congelamento, aumentos significativos sdo

observados em todos os parametros estudados. Desta forma os efeitos das variagfes

33



na concentracdo de glicerol no meio diluidor, da presenca do tempo de equilibrio de
1 hora e de taxa rapida ou lenta de congelamento sobre os parametros seminais
estudados podem apresentar-se isoladamente pouco significativos, porém em
associacao, estas variaveis apresentam efeito sinérgico, aumentando a qualidade in

vitro do sémen canino descongelado.

Palavras chave: criopreservacdo, sémen canino, tempo de equilibrio, taxa de

congelamento, glicerol.
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Abstract

The present work intents to in vitro evaluate the effect of the equilibrium
time, the freezing rate and different glycerol concentrations, on the canine semen
after freezing and thawing in Tris-Citrato extender. For that, 36 semen samples
where collected, fom 12 dog, by digital manipulation. After the collection the semen
was centrifuged, extended in Tris-Citrato extender added with 1, 2, 4 and 6% of
glycerol and packaged in 0,25mL straws. After that the semen were cooled for 1 hour
until 4°C, then half of the straws of each treatment was immediately freezed and the
remain was kept by more 1 hour in equilibrium at 4°C before the freezing. Two
freezing rates had been tested in termical box contend liquid nitrogen through the
positioning of the straws 5 and 10 cm above the surface of nitrogen per 10 minutes.
The thawing was carried through immersion in water 38°C per 1 minute. The semen
was evaluated at the moment of collection and immediately after thawing for
spermatozoa movement through motility, progressive status, and sperm index and for
plasma membrane integrity and viability through hiposmotic swelling tests and
live/dead stain. The sperm longevity was evaluated through the thermorresistece test.
The results of the hiposmotic swelling test, live/dead stain and thermorresistence in
the thawed semen demonstrate better performance when protocols of freezing were
used with equilibrium time. Influence of the freezing rate, in isolated form, was not
observed on the evaluated seminal parameters and significant variations had only
been observed when equilibrium time and glycerol concentration were associated.
Isolate the increase in the percentage of glycerol from 1 to 6% in the extender
composition, promotes prompt improvement to plasma membrane integrity and to
spermatic index in the thawed samples. However, when associates the observed
results of biggest levels of glycerol to the presence of equilibrium time and to the
slow rate of freezing, significant increases are observed in all the studied parameters.
In this way the effect of the variations in the concentration of glycerol in the
extender, in the presence of the equilibrium time and in the fast or slow freezing rate
on the studied seminal parameters can be separately little significant, however in
association, these variables present synergic effect, increasing the in vitro quality of
the thawed canine semen.

Key words: cryopreservation, canine semen, equilibrium time, freezing rate,

glycerol.
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4.1 - Introducéo

A cinofilia é nos dias atuais uma atividade que vem se modernizando e
expandindo no Brasil, principalmente através da aquisicdo de reprodutores de
qualidade superior e investimento na melhoria genética dos plantéis. As tecnologias
de congelamento de sémen tém despertado interesse entre criadores de cdes por
facilitarem a troca do material genético e permitirem seu armazenamento por periodo
de tempo indeterminado (Wilson, 1993; Linde-Forsberg, 1995; Silva et al., 1996). O
desenvolvimento de tecnologias de reproducdo assistida na espécie canina desperta
ainda interesse entre pesquisadores da vida selvagem uma vez que, o cdo pode ser
um valioso modelo para desenvolvimento de tecnologias posteriormente aplicaveis
no campo de manejo e conservacdo de espécies de carnivoros selvagens (Gobello e
Corrada, 2003; Luvoni et al., 2006).

Embora o primeiro nascimento de filhotes de cdes com o uso de sémen
congelado tenha sido relatado a quase 40 anos (Seager em 1969, citado por Stefano
et al., 1993), ainda hoje a taxa de concepgdo com 0 uso de sémen canino
descongelado é geralmente inferior ao observada para as demais espécies (England,
1993; Pend et al., 2006). A baixa qualidade do espermatozdide canino descongelado
parece estar relacionada a sua baixa longevidade, baixa motilidade e pobre
penetragdo no ovacito (Linde-Forsberg el al., 1999; Rota et al., 1999; Thomassen et
al., 2006).

Muitos fatores influenciando a qualidade do sémen através do processo de
criopreservacdo sdo conhecidos, incluindo a composi¢cdo do meio diluidor, a
associacao entre os crioprotetores, a taxa de resfriamento, o tempo de equilibrio e a
taxa de congelamento, bem como a associacdo entre taxa de congelamento e de
descongelamento (Schéfer-Somi et al., 2005). A taxa de resfriamento representa a
velocidade em que se resfria 0 sémen da temperatura corporal ou ambiente até 4°C.
Taxas muito rédpidas tém sido associadas a ocorréncia de danos estruturais na
membrana espermatica e alteragdes metabolicas na célula que se refletem na
diminuicdo irreversivel da motilidade espermatica, sendo este fenémeno conhecido
como choque frio (Watson, 2000). O tempo de equilibrio representa uma pausa
durante o protocolo de congelamento na qual o sémen é mantido por determinado
periodo de tempo a temperatura proxima de 4°C. Esta pausa possibilita o

desenvolvimento de maxima resisténcia do espermatozoide aos efeitos deletérios do
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cheque frio (Watson, 1979; England, 1993, Santos et al., 2003). Estudos a respeito
das taxas de resfriamento e tempo de equilibrio demonstram que em espécies como o0
bovino até 16 horas de equilibrio podem ser necessarias para desenvolvimento de
relativa resisténcia ao choque frio (Watson, 2000).

Durante o processo de congelamento, quando o sémen atinge temperaturas
inferiores a -5°C inicia-se a formacéo de cristais de gelo no meio extracelular o que
diminui a propor¢do de agua livre no meio e conseqlientemente aumenta a
concentracdo osmdtica de seus solutos (Hammerstedt et al., 1990, Watson, 2000). A
alteracdo na osmolaridade do meio leva a célula a desidratar antes do congelamento
total, prevenindo a formacao de cristais de gelo no citoplasma e consequente leses
de membranas e organelas (Hammerstedt et al., 1990, Watson, 2000). Uma
acentuada desidratacdo, entretanto, pode provocar precipitacdo dos solutos
citoplasmaticos, distdrbios no pH e diminuicdo no volume celular abaixo dos valores
compativeis com a sobrevivéncia, sendo este fenémeno conhecido como efeito soluto
(England. 1993). Desta forma, taxas de congelamento muito lentas podem levar a
excessiva desidratacdo do espermatozoéide e morte em decorréncia do efeito soluto,
enquanto taxas muito rapidas ndo possibilitam a saida suficiente de agua do fluido
intracelular permitindo a formacao de cristais de gelo (Hammerstedt et al., 1990;
Watson, 2000).

Um dos primeiros crioprotetores descobertos e até hoje o mais amplamente
utilizado €é o glicerol. Ele age diminuindo do ponto de congelamento das solugdes e
desta forma prevenindo a formacao de cristais de gelo intracelulares e atenuando o
efeito solucdo (Amann e Pickett, 1987; Santos et al., 2003; Holt, 2000). Embora o
glicerol mostre-se extremamente eficiente como crioprotetor, ele apresenta efeito
toxico sobre o espermatozdide em determinadas concentracdes e temperaturas, no
entanto, a toxicidade do glicerol varia significativamente entre as diferentes espécies
(Fahy, 1986; England, 1993; Holt, 2000; Santos et al., 2003; Pesch e Bergmann,
2006). A maioria dos estudos realizados em cdes utilizaram meios diluidores
contendo 4% de glicerol, mas este crioprotetor vem sendo testado em concentragfes
que variam de 1 a 16%, na busca de um perfeito ajuste entre seus efeitos
crioprotetores e toxicos (Pefia et al., 1998; Santos et al., 2003).

Apesar do crescente interesse em reproducdo assistida na espécie canina, até o
momento ndo foi possivel determinar um protocolo definitivo para congelado de

sémen nesta espécie. Ainda hoje poucos sdo os trabalhos publicados na area de
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criopreservacao de sémen de cdo, em parte devido ao alto custo de manutencéo de
grandes coldnias experimentais e também ao fato de que as agéncias comerciais de
congelamento de sémen na maioria das vezes ndo divulgam de forma confiavel seus
resultados ou metodologias (Linde-Forsberg, 2001; Nizanski, 2006; Thomassen et
al., 2006). Os dados apresentados na literatura tornam-se especialmente escassos se
considerarmos que, a grande variedade de metodologias empregadas pelas diferentes
equipes de pesquisadores dificulta a comparacdo de resultados entre trabalhos (Eilts,
2005). Ainda, em alguns trabalhos, o pequeno nimero de animais utilizados
associado a grande variacdo de racas torna os resultados apresentados pouco
significativos (Linde-Forsberg, 2001; Eilts, 2005).

O presente trabalho teve como objetivo a avaliacdo in vitro, do efeito do tempo
de equilibrio, da taxa de congelamento e de diferentes concentragdes de glicerol,
sobre 0 sémen canino apds o seu congelamento e descongelamento em meio diluidor

a base de Tris-Citrato.

4.2 - Materiais e Métodos

Foram utilizados 12 cdes machos adultos, clinicamente sadios. Antes do
inicio do trabalho os cdes passaram por completo exame clinico e androlégico, sendo
selecionados para 0 experimento aquele que apresentassem os parametros fisicos e
morfoldgicos seminais julgados dentro dos padrdes considerados normais para a
especie (CBRA, 1998).

O sémen foi coletado, em aliquota Unica, contendo a fracdo espermatica, pelo
método de manipulacdo digital, em tubos de centrifuga graduados acoplados a um
funil de plastico, sendo o conjunto aquecido antes da coleta e o tubo de centrifuga
mantido dentro de recipiente contendo agua a 38°C. Foram realizadas trés coletas em
cada animal, totalizando 36 coletas.

Imediatamente ap6s a coleta o sémen foi mantido em banho-maria a 38°C
enquanto uma aliquota de 20uL foi posta em ldmina previamente aquecida e coberta
com laminula para avaliacdo do vigor (intensidade de movimento classificada de 0 a
5) e motilidade espermatica (porcentagem de espermatozéides moveis classificada de
0 a 100%) em aumento de 100 e 400x. Posteriormente estes valores foram utilizados
para confec¢do do indice espermatico (IE) através da formula: IE = [M + (V x 20)]/2,

onde M = motilidade espermatico e V = vigor espermatico (Morais et al., 2002).
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A mensuracdo da concentracdo espermatica foi feita em camara
hematimétrica por meio da diluicdo de 20 uL de sémen em 1 mL de formol salina
tamponada e contagem das células presentes dentro do espago da camara, sendo a
concentracdo determinada com base no fator de diluicio. O nUmero total de
espermatozdides por ejaculado foi obtido multiplicando-se a concentracdo
espermatica pelo volume total coletado. Em seguida o sémen foi centrifugado a 300g
por dez minutos, o sobrenadante descartado e o pellet formado ressuspendido em
meio diluidor base Tris-citrato (Schafer-Somi et al., 2005, Anexo 1) sem adi¢éo de
glicerol de forma a atingir a concentracdo de 200 x 10° espermatozdides/mL. O
sémen ressuspendido foi dividido em 4 aliquotas iguais e rediluido na proporcéo de
1:1 em meio diluidor base, adicionado de 2, 4, 8 e 12% de glicerol de forma a obter-
se solucBes finais com 1, 2, 4 e 6% de glicerol e uma concentracéo de 100 x 10°
espermatozéides/mL. Estas 4 aliquotas foram envasadas em palhetas de 0,25 mL,
sendo que pelo menos 4 palhetas foram preenchidas para cada tratamento.

Apbs o envase, as palhetas foram acondicionadas em tubos de ensaio com
tampa, pré-aquecidos. Os tubos de ensaio foram posicionados dentro de um
recipiente de vidro contendo 650 mL de agua a 38°C. O recipiente de vidro por sua
vez foi fechado hermeticamente e submergido em 7L de agua+gelo contidos dentro
de caixa de isopor. Os volumes, tanto de agua a 38°C quanto de gelo foram
previamente ajustados de forma que a curva de resfriamento resultante atinge 4°C em
um periodo de 1 hora (0,57°C/min). Ap6s o resfriamento metade das palhetas de cada
tratamento foi encaminhada para o congelamento e o restante foi mantido na caixa de
isopor por mais 1 hora em equilibrio a 4°C, antes do congelamento.

Duas taxas de congelamento foram testadas em caixa de isopor contendo
nitrogénio liquido, uma lenta (7°C/min), na qual as palhetas foram posicionadas a 10
cm da superficie do nitrogénio e uma rapida (11°C/min), onde as palhetas foram
mantidas a 5 cm, ambas por 10 minutos. Assim, cada concentracdo de glicerol
testada foi submetida a resfriamento com e sem tempo de equilibrio de uma hora e
congelada em uma taxa rapida e uma taxa lenta.

Passados uma semana as palhetas foram descongeladas atraves de imersao em
agua a 38°C por um minuto. Em seguida o sémen foi transferido para frascos tipo
eppendorf de 1,5ml mantidos incubados em banho-maria a 38°C. Posteriormente
foram analisados o vigor e motilidade espermatica como descrito para 0 sémen a

fresco e também conduzido teste hiposmético e teste de coloracgdo supravital. O teste
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hipdsmético baseia-se na reacdo de enrolamento da cauda do espermatozdide. Isto é
observado quando um espermatozdide com membrana citoplasmatica funcional é
exposto a um meio hiposmotico. Desta forma para realizagdo deste teste uma amostra
de 20 pL de sémen foi incubada a 38°C por meia hora em 0,5 mL de solucgéo de
frutose e citrato de sodio a 60 mosmol (Rota et al., 2006). Em seguida 100 células
foram observadas em microscopia Otica com 400 vezes de aumento para
contabilizacdo do percentual bruto de espermatozoOides com cauda enrolada ou
reativos ao teste hiposmético (HOP). Dentro deste total bruto um parcela dos
espermatozdides ja apresentavam cauda enrolada mesmo antes do teste hiposmotico,
assim, o valor bruto de espermatozoides com cauda enrolada foi corrigido excluindo-
se da populacdo total a parcela com caudas enrolada contabilizada antes do teste
hiposmoético (ENR). Para isto uma aliquota de 20 pL do sémen descongelado foi
adicionada a 0,5 mL de formol salina tamponada e avaliada ao microscopio de luz
quanto a proporc¢édo especificamente de caudas enroladas. Desta forma o percentual
corrigido de células reativas ao teste hiposmético foi calculado no presente trabalho
através da formula: HO®“=(HO® - ENR)/(100 — ENR). Os valores foram apresentados
na forma de porcentagem.

Para o teste de coloracdo supravital 20 pL de sémen foram adicionados a
40uL de corante eosina-nigrosina previamente aquecidos por 40 segundos. Em
seguida foi confeccionado um esfregaco em ldmina e imediatamente seco ao ar e
observado em aumento de 400x para contabilizacdo dos espermatozoides corados,
sendo estes computados como lesionados.

A longevidade espermatica foi estimada atraves do teste de termorresisténcia.
Para tanto o sémen foi incubado em banho-maria a 38°C por 2 horas sendo que neste
periodo seu vigor e motilidade foram avaliados em intervalos de 15 minutos. Os
dados de vigor e motilidade obtidos durante o teste de termorresisténcia séo
apresentados na forma de indice espermatico.

Os dados avaliados foram descritos quanto a média e respectivo desvio
padrdo. Para a comparacgdo das médias foi calculado o intervalo médio de confianca
com margem de 5% de erro através da funcdo estatistica do programa Excel
Windows XP.

40



4.3 - Resultados e Discussao

No presente trabalho os resultados dos testes hiposmético e de coloracdo
supravital, que avaliam a integridade e viabilidade da membrana espermaética,
demonstram de maneira geral, embora estatisticamente ndo significativa, melhor
desempenho dos protocolos de resfriamento com a presenca do tempo de equilibrio
(Tabelas 1 e 2). Bouchard et al. (1990) estudando o resfriamento de sémen afirmaram
que os espermatozdides de cdo seriam mais resistentes a uma desestabilizacdo da
membrana espermatica que as demais espécies. Esta desestabilizacdo € um fenbmeno
naturalmente observado durante o resfriamento de células e pode levar a uma perda
irreversivel da motilidade espermatica, sendo conhecido como choque frio. Watson
(2000) cita que, durante o processo de congelamento, a presenca de um tempo de
equilibrio a temperaturas proximas a 4°C é benéfica, uma vez que esta pausa permite
a ocorréncia de mudancas estruturais na membrana espermatica que a tornam mais
resistente ao choque frio. Santos et al. (2003) avaliando protocolos de congelamento
de sémen de cdo com intervalos variados de tempo de equilibrio, observaram que o
tempo de uma hora oferece os melhores resultados. Assim, baseado nos resultados do
presente trabalho a presenca de um tempo de equilibrio de uma hora parece ser
necessario para que 0 espermatozdide canino apresente melhor integridade e
viabilidade da membrana espermatica ap6s seu descongelamento.

O teste de termorresisténcia avalia a longevidade espermatica e é tido como
um bom preditor da fertilidade em vérias especies (England, 1993). O sémen canino
tem a caracteristica particular de baixo desempenho no teste de termorresisténcia
guando comparado ao de outras espécies. Esta caracteristica, entretanto, ndo é
necessariamente associada a baixa fertilidade visto que em alguns estudos, amostras
de sémen com relativo baixo desempenho no teste de termorresisténcia apresentaram
taxas de fertilidade normais (Cardoso et al., 2005). Na tabela 3 sdo apresentadas as
médias de indice espermético durante o teste de termorresisténcia nos diferentes
tratamentos. Observa-se que nos tratamentos com a presenca do tempo de equilibrio
de 1 hora, os valores médios apresentam-se superiores aqueles sem o tempo de
equilibrio, com excecdo do tratamento que utiliza meio com 2% de glicerol e
congelamento em taxa rapida. Ainda, a superioridade das médias de indice
espermatico, em alguns tratamentos com presenca de tempo de equilibrio, é

estatisticamente significativa, especialmente naqueles que utilizam maiores
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concentracfes de glicerol (Tabela 3). Da mesma forma, Santos et al. (2003)
avaliando o efeito de diferentes tempos de resfriamento para congelamento de sémen
de cdo observaram melhores desempenhos no teste de termorresisténcia nos

tratamentos com 1 e 2 horas de equilibrio.

Tabela 1 — Porcentagem de espermatozoéides reativos ao teste hiposmético nos diferentes protocolos.

Tempo
de Meio com Meio com Meio com Meio com
equilibrio 1% de glicerol 2% de glicerol 4% de glicerol 6% de glicerol

Congelamento a 5 cm do vapor de nitrogénio
Ausente  9,01+11,98° 13,75+12,73%* 20,05+18,11° 23,06+18,24"
Presente  12,39+11,43® 16,51+12,42%° 2335+1556° 24,68+22,24°

Congelamento a 10 cm do vapor de nitrogénio
Ausente  14,09+13,74%° 14,09+13,74% 14,00+13,74®° 14,09+13,74%
Presente  18,61+14,90° 18,61+14,90° 18,61+14,90° 18,61+14,90°

Dados apresentados em Média + Desvio Padrao.
Letras diferentes representam médias significativamente diferentes (p<0,05).

A taxa de congelamento representa a velocidade em que o sémen é congelado
a partir da temperatura final do processo de resfriamento. Com a utilizagdo de um
aparelho congelador biolégico é possivel programar diferentes taxas de
congelamento para diferentes intervalos de temperatura. Embora com menor
eficiéncia e possivel o estabelecimento de diferentes curvas de congelamento atraves
do posicionamento do sémen envasado a diferentes distancias da superficie do
nitrogénio liquido. Taxas de congelamento tém sido descritas entre -10 e -100°C/min,
na busca de uma perfeita interacdo com: 0s componentes do meio, a taxa de
resfriamento e o tempo de equilibrio (England 1993). No presente trabalho,
avaliando-se isoladamente a taxa de congelamento, ndo foi observada diferenca
significativa sobre a integridade e viabilidade de membranas espermatica e o indice
espermatico apds o descongelamento (Tabelas 1, 2 e 3). VariacGes estatisticamente
significativas s6 sdo observadas quando se associa a variacdo da taxa de
congelamento, varia¢fes no tempo de equilibrio e concentracdo de glicerol (Tabela 1,
2 e 3). Foot (1964) utilizando um aparelho de congelamento biolégico comparou
diversas curvas de congelamento em diferentes etapas do processo e constatou que
curvas mais lentas foram superiores aquelas mais rapidas, ja Olar et al. (1984)
concluiu que curvas intermediarias foram superiores as demais estudadas. Smith

(1984) comparou 4 protocolos de congelamento de sémen canino em caixa de isopor,
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nos quais o congelamento era feito a 3,8; 10,2 e 20,3 cm da lamina de nitrogénio
liquido e constatou que a altura de 20,3 cm seria a ideal. Também Dobrinski et al.
(1993) apontam a distancia de 20 cm como ideal para congelamento de sémen em
diferentes meios diluidores. Nothing e Shuttleworth (2005) avaliaram duas taxas de
congelamento para sémen canino posicionando as palhetas a 3.5 e 8 cm da lamina de
nitrogénio e concluiram que melhor protocolo foi o que utilizou a taxa lenta de
congelamento. Rota et al. (1998), utilizando um aparelho congelador bioldgico,
avaliaram duas taxas de congelamento de sémen canino e ndo encontraram diferencga
entre a taxa lenta e rapida. Uma taxa de congelamento ideal deve balancear os efeitos
negativos e positivos da formacéo de cristais de gelo e da desidratacdo celular no
intuito de obter maxima sobrevivéncia de espermatozoides ao descongelamento,
entretanto, como observado no presente trabalho, estes fendmenos sdo altamente
influenciados por outras varidveis, especialmente o tempo de equilibrio (Watson,
2000) e a concentracéo de glicerol (England 1993; Pefia et al, 1998).

Tabela 2 — Porcentagem de espermatozdides corados pela coloragdo de eoina-nigrosina nos diferentes

protocolos.
Tempo Meio com Meio com Meio com Meio com
de 1% de 2% de 4% de 6% de
equilibrio glicerol Glicerol glicerol glicerol

Congelamento a 5 cm do vapor de nitrogénio
Ausente  83,61+17,92° 85,91+9,08®  86,47+6,45° 86,536,907
Presente  84,91+9,82®°  79,09+16,26® 76,65+11,44% 76,56+12,53%

Congelamento a 10 cm do vapor de nitrogénio
Ausente  84,18+9,17®  81,25+8,82% 80,67+11,08® 79,42+10,42%
Presente  78,53+10,97% 71,10+14,05° 69,27+14,65" 64,47+13,85"

Dados apresentados em Média + Desvio Padrao.
Letras diferentes representam médias significativamente diferentes (p<0,05).

E bem estabelecido que o glicerol apresenta efeitos toxicos sobre o
espermatozdide dependendo da espécie, concentracdo utilizada e temperatura de
adicdo (Fahy, 1986; England, 1993; Holt, 2000; Santos et al., 2003; Pesch e
Bergmann, 2006). Estes efeitos parecem estar associados a alteragdes da viscosidade
do citoplasma que possivelmente inibem processos metabdlicos que envolvam
difusdo de solutos (Holt, 2000). Para Hammerstedt et al. (1978) a variacdo na

toxicidade do glicerol entre as diferentes espécies pode ser atribuida a diferentes
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graus de influéncia do glicerol sobre a viscosidade natural do citoplasma. No
presente trabalho, em analise isolada, o0 aumento no percentual de glicerol de 1 para 4
e 6% na composi¢do do meio diluidor, promove melhoria significativa na integridade
da membrana espermatica (Tabela 1) e no indice esperméatico ao descongelamento
(Tabela 3). Porém, quando se associa os resultados observados dos maiores niveis de
glicerol a presenca do tempo de equilibrio e a taxa lenta de congelamento, aumentos
significativos sdo observados em todos os parametros estudados (Tabela 1, 2 e 3).

Weiss et al. (2000) avaliando o congelamento de sémen canino em meios
contendo 5 e 6 % de glicerol verificaram melhor motilidade progressiva e integridade
acrossomal nas amostras com 6% de glicerol. Pefia et al. (1998) avaliando o
congelamento de sémen em meio Tris-Citrato contendo 2, 4, 6 e 8% de glicerol
relataram melhores resultados com meio contendo 8 % de glicerol. Santos et al.
(2003) avaliando a qualidade do sémen canino congelado em meio Tris-Citrato
contendo 4, 6, 8 e 10% de glicerol também concluiram que as amostras congeladas
com meio contendo 8% de glicerol apresentaram melhores resultados. Entretanto
Rota et al. (1998) avaliaram o congelamento do sémen canino, com duas taxas de
congelamento e duas taxas de descongelamento, em meio contendo 3 e 5% de
glicerol. Os autores verificaram melhor qualidade do sémen descongelado
rapidamente em meio contendo 5 % de glicerol, ndo sendo observada influéncia da
taxa de congelamento sobre a motilidade espermatica e integridade de membrana
espermatica. No presente trabalho, os melhores resultados in vitro foram observados
quando associam-se as mais altas concentracbes de glicerol a taxa lenta de
congelamento. A curva que representa a sobrevivéncia dos espermatozdides em
relacdo a taxa de congelamento é sigmoide com a extensdo do platd variando
conforme o protocolo de congelamento (England, 1993). Desta forma é possivel que
0 espermatozoide canino seja resistente apenas a uma pequena amplitude de taxas de
congelamento, tempos de equilibrio e concentracdes de glicerol, justificando assim a
dificuldade em se estabelecer consenso no protocolo ideal para a espécie (Pefia et al,
1998).
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Tabela 3 — indice espermético ao descongelamento (T°) e 15 (T?), 30 (T?), 45 (T°) e minutos apds o
nos diferentes protocolos.

Tempo Meio com Meio com Meio com Meio com
de 1% de 2% de 4% de 6% de
equilibrio glicerol glicerol glicerol glicerol

Congelamento a 5 cm do vapor de nitrogénio

T Ausente  24,20+17,37* 40,05+15,41% 43,70+14,51° 3552+17,93%

Presente  30,61+16,09® 36,86+16,70° 47,74+16,56™ 39,69+15,86™
Congelamento a 10 cm do vapor de nitrogénio

T°  Ausente 30,64+20,24®° 3582+18,28° 37,72+17,95* 37,92+15,52%

Presente  35,75+18,42%° 40,23+17,72°° 41,97+23,69% 49,77+15,55°

Congelamento a 5 cm do vapor de nitrogénio

T'  Ausente 9,64+13,57% 20,52+16,27° 19,30+14,28° 14,91+14,32%®

Presente  16,94+15,48" 23,75+16,29" 30,68+16,43° 19,25+14,08"
Congelamento a 10 cm do vapor de nitrogénio

T!  Ausente 17,53+16,03®° 20,21+16,02° 19,44+16,53%* 17,84+15,22%

Presente  23,72+18,27°° 26,56+18,49° 29,11+21,62® 31,83+17,51°

Congelamento a 5 cm do vapor de nitrogénio

T?  Ausente 4,28+9,45% 7,45+13,65® 547+11,02* 6,41+11,88*

Presente  9,26+13,90® 11,77+1556% 18,73+16,97° 10,66+14,64®

Congelamento a 10 cm do vapor de nitrogénio

T2  Ausente  9,20+13,96®° 858+13,96% 8,27+13,14%®° 7,89+12,34®

Presente  16,17+15,72° 14,94+16,11° 25,89+40,42° 20,55+15,87"

Congelamento a 5 cm do vapor de nitrogénio

T Ausente 1,9246,48%"  259+8 30 1,0946,09°  1,42+5 84%

Presente 3,1448,91® 6,80+13,33"  8,00+12,63" 5,67+11,72%

Congelamento a 10 cm do vapor de nitrogénio

T°  Ausente 3,1449,77%  245+8,60°  3,35+9,31®  2,52+8,04®

Presente  8,28+12,83" 10,79+14,13° 11,20+15,98° 11,41+14,98"

Dados apresentados em Média + Desvio Padréo.

Letras diferentes a cada duas linhas representam médias significativamente diferentes (p<0,05).



4.4 - Conclusao

Os efeitos das variagbes na concentracdo de glicerol no meio diluidor, da
presenca do tempo de equilibrio e de taxa rapida ou lenta de congelamento sobre a
integridade e viabilidade da membrana espermatica e sobre o indice espermatico,
podem apresentar-se isoladamente pouco significativos, porém em associacao, estas
variaveis apresentam efeito sinérgico, aumentando a qualidade in vitro do sémen
canino descongelado. O protocolo de congelamento que associa 0 meio diluidor com
6% de glicerol, o tempo de resfriamento de 1 hora e a taxa lenta de congelamento
apresentou melhor desempenho na avaliagao in vitro dos parametros de motilidade e

longevidade espermatica e viabilidade e integridade de membrana plamatica.
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5 - INFLUENCIA DA VARIACAO INDIVIDUAL E RACIAL NA
QUALIDADE DO SEMEN CANINO CONGELADO EM MEIO TRIS-
CITRATO ACRESCIDO DE 6 % DE GLICEROL.

Resumo

O presente trabalho visa relatar a diferenca individual e racial encontrada na
congelabilidade do sémen canino, bem como analisar a correlacdo dos parametros de
avaliacdo in vitro do sémen antes e depois do congelamento. Para tanto, 36
ejaculados foram coletados de 12 cdes das racas Beagle (n=3), Schnauzer (n=3),
Doberman (m=3) e Boxer (N=3), pelo método de manipulagéo digital e congelados
em meio Tris-Citrato contendo 6% de glicerol. O sémen foi avaliado, antes e ap6s o
congelamento, quanto a movimentacdo dos espermatozoides através de vigor,
motilidade e indice espermatico e quanto a integridade e viabilidade da membrana
espermatica pelos testes hiposmotico e de coloracdo supravital. A longevidade
espermatica foi estimada no sémen descongelado através do teste de
termorresisténcia. Variagdo individual foi observada no indice espermético no sémen
descongelado, mas ndao no sémen fresco. J& os pardmetros de integridade e
viabilidade da membrana espermatica apresentaram variacdo individual em ambos.
Quando se avalia a varidvel raca nao se observa alteracdes significativas quanto aos
parametros avaliados no sémen fresco, porém no sémen descongelado, observaram-
se variagOes significativas na integridade e viabilidade da membrana espermatica. Os
cdes da raca Schnauzer apresentaram significativamente menor longevidade
espermatica ap0s o descongelamento. As racas Doberman e Boxer apresentaram 0s
melhores resultados de congelabilidade na avaliagédo in vitro. A exce¢édo do teste de
coloragdo supravital, os parametros estudados apresentaram correlagfes
significativas entre os dados coletados no sémen fresco com aqueles observados no

sémen descongelado.

Palavras chave: sémen canino, congelabilidade individual e racial, avaliacao in
vitro.
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Abstract

The present work aims to describe the individual and the breed influences in
the freezability of the canine semen, as well as analyze the correlation of the in vitro
parameters of the semen quality before and after freezing. In present work 36 semen
samples where collected, from 12 dog of the: Beagle (n=3), Schnauzer (n=3),
Doberman (n=3) and Boxer (n=3) breeds, by digital manipulation and freezed in
Tris-Citrato extender added with 6% of glycerol. The semen was evaluated at the
moment of the collection and immediately after thawing for spermatozoa movement
through motility, progressive status, and sperm index and for plasma membrane
integrity and viability through hiposmotic swelling tests and live/dead stain. The
sperm longevity was evaluated through the thermorresistece test. Individual variation
was observed in spermatic index of thawed semen, but not in the fresh semen.
Already the parameters of plasma membrane integrity and viability had presented
individual variation in both. When the parameter breeds is evaluated, any significant
alterations were observed on the parameters evaluated in the fresh semen, however in
the thawed semen, significant variations in the plasma membrane integrity and
viability had been observed. The dogs of the Schnauzer breed had presented
significantly shorter sperm longevity after the thawing. The Doberman and Boxer
breeds had presented the best results of freezability in in vitro evaluation. With the
exception of the test of live/dead stain, the studied parameters had presented
significant correlations between the data collected in the fresh semen with those

observed in the thawed semen.

Key words: canine semen, individual and breed freezability, in vitro evaluation.
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5.1 - Introducéo

Nas ultimas décadas tém-se observado no Brasil, entre criadores de cées
especializados, grande investimento na aquisicdo de reprodutores de qualidade
superior. Em seu ultimo relatdrio anual a Confederacgéo Brasileira de Kennels Clubs
(CBKC) informa a importacdo de 483 matrizes e reprodutores (CBKC, 2005). Ainda,
o aperfeicoamento e difusdo das tecnologias de congelamento de sémen e
inseminacao artificial, especialmente na Europa e Estados Unidos, tém ampliado as
perspectivas de importacdo de material genético para fins de melhoramento dos
planteis (Linde-Forsberg, 1995; Silva et al., 1996).

Analises evolutivas baseadas na comparacdo do DNA mitocondrial sugerem
gue o céo divergiu do lobo (Canis lupus) a mais de 15.000 anos (Schelleng et al,
2005). Desde entdo, uma intensa selecdo, especialmente nos Gltimos 300 anos
resultou na criacdo de mais de 400 racas, sendo o cdo a especie domestica que
apresenta maior variabilidade morfoldgica (Schelleng et al, 2005; Mascarenhas et al,
2006). As ragas caninas foram em sua maioria desenvolvidas a partir de selecéo
genética extremamente endogamica, em funcdo exclusivamente de parametros
estético, habilidade de trabalho e comportamento (Leppanen et al, 2000). Leroy te
al., (2006) estudaram, através da analise dos dados de pedigree, a variabilidade
genética de populacdes de individuos de nove ragas caninas nascidos entre 1997 e
2001 e demonstraram que a variabilidade genética destas populacdes tem diminuido
marcantemente nos Ultimos anos, sendo que em algumas racas, a taxa de diminuigéo
chega a comprometer a manutencdo futura da populacdo. O coeficiente médio de
consanguinidade em todas as ragas estudadas por Leroy et al (2006) foi proximo a
3,125 %, valor correspondente ao cruzamento de animais com pelo menos um avo
em comum. Na maioria das racas estudadas por Leroy et al, (2006), foi observada
uma grande proporc¢do de individuos apresentando coeficiente de consangiinidade
superior a 6,25%, correspondente ao acasalamento de animais com pelo menos dois
avds em comum. Como consequéncia dos altos niveis de consanguinidade,
atualmente muitas racas caninas tem de lidar com doencas geneticamente herdadas,
sendo que mais de 400 destas doencas ja sdo descritas (Patterson, 1993). Assim,
patologias caninas, como a displasia coxofemoral, tornando-se ao longo do tempo
caracteristicas em ragas como Retriever do Labrador , S0 Bernardo e Rottweiler.

Leppanen et al. (2000) estudando a herdabilidade da displasia coxofemoral
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afirmaram que, embora esta patologia apresente herdabilidade média, o tipo de
selecdo genética utilizada entre criadores de cées, baseada unicamente em parametros
morfoldgicos, tem dificultado o controle da doenca uma vez que possibilita o
acasalamento de animais com boas caracteristicas fenotipicas mas pobre genotipo.
Da mesma forma, esta selecdo genética tem possibilitado o extensivo cruzamento de
animais com baixo potencial genotipico em relacdo a caracteristicas reprodutivas.
Altas incidéncias de deficiéncia reprodutivas geneticamente herdadas como cistos
ovarianos, baixa habilidade materna e criptorquidismo sdo particularmente
observadas em algumas racas e familias de cdes. Esta selecdo arbitraria de
caracteristicas reprodutivas tem sido possivel em parte devido ao fato de que, na
maioria das criacdes de cdes, utiliza-se sistema de monta natural, onde os
reprodutores sdo pouco exigidos, uma vez que a propor¢do macho : fémea € baixa e
permite diversos cruzamentos a cada ciclo estral (Rijsselaere et al., 2005). Um dos
grandes problemas enfrentados atualmente pelos profissionais que trabalham com
reproducdo na espécie canina é o fato de que, com o crescente desenvolvimento de
tecnologias de reproducéo assistida, em especial a criopreservacdo de sémen, muitos
cdes até entdo considerados bons reprodutores em sistema de monta natural passam a
ndo se adequar. No entanto, algumas vezes, o valor comercial associado a certos
animais, bem como sua importancia como reprodutor em relacdo ao melhoramento
da raca, torna impraticavel a exclusdo destes animais dos programas de reproducao.
Variagdes individuais na congelabilidade do sémen, definida como habilidade
dos espermatozoides de sobreviver ao congelamento, sdo encontradas em varias
especies, inclusive no cdo (England, 1993 ; Batista et al., 2006). Alguns autores
atribuem estas variacbes a diferencas na composi¢cdo lipidica da membrana
espermatica e na sensibilidade do espermatozdide aos efeitos tdxicos do glicerol
(Hammerstedt et al., 1978; Cross, 1998, Watson, 2000). A toxicidade do glicerol
parece estar associada a alteracdes da viscosidade do citoplasma que, possivelmente,
inibem processos metabdlicos que envolvam difusdo de solutos (Holt, 2000).
Hammerstedt et al. (1978) apontam que variagOes na toxicidade do glicerol pode ser
atribuida a diferentes graus de influéncia deste sobre a viscosidade natural do
citoplasma. Ainda, a proporcdo de colesterol e acido graxo saturado presente na
membrana espermatica, determina uma maior ou menor tendéncia a sofrer, quando

exposta a baixas temperaturas, mudangas conformacionais que podem levar a
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alteracdo da permeabilidade da membrana e queda da motilidade espermatica
(Amann e Pickett, 1987; Hammerstedt et al., 1990; Holt, 2000).

A avaliacdo in vitro do sémen fresco pode, dependendo da situacgdo, visar
diferentes objetivos. Durante a avaliacdo androlégica de um reprodutor ou durante
uma inseminacdo artificial, o propdsito da avaliacdo in vitro do sémen € estimar a
fertilidade da amostra (Eilts, 2005). Neste sentido paramentos como movimentacao
espermatica, integridade de membrana e normalidade morfologica tem sido
correlacionados com a fertilidade em diversos trabalhos (Smith et al., 1977; Oettlé,
1993, Neild et al., 2000; Pefia Martinez, 2004; Thomassen et al., 2006). Entretanto,
quando a avaliacdo busca determinar a congelabilidade individual da amostra, baixas
correlacdes tém sido observadas entre a avaliacdo in vitro do sémen antes e depois do
congelamento (No6thling et al., 1997; Batista et al., 2006).

Desta forma o presente trabalho visa avaliar a diferenca individual e racial
encontrada na congelabilidade do sémen canino, bem como analisar a correlacdo dos

parametros de avaliacdo in vitro do sémen antes e depois 0 congelamento.

5.2 - Materiais e Métodos

Foram utilizados 12 cdes machos adultos, clinicamente sadios, das raca
Beagle (n=3), Schnauzer (n=3), Boxer (n=3) e Doberman (n=3). Os animais
pertenciam a canis especializados na criacdo das respectivas racas sendo todos
reprodutores com histérico préevio de fertilidade. Antes do inicio do trabalho os cées
passaram por completo exame clinico e androldgico, sendo selecionados para o
experimento aquele que apresentassem os parametros fisicos e morfologicos
seminais julgados dentro dos padrdes considerados normais para a espécie (CBRA,
1998).

O sémen foi coletado, em aliquota Unica, contendo a fracdo espermatica, pelo
método de manipulacdo digital, em tubos de centrifuga graduados acoplados a um
funil de plastico, sendo o conjunto aquecido antes da coleta e o tubo de centrifuga
mantido dentro de recipiente contendo agua a 38°C. Foram realizadas trés coletas em
cada animal, totalizando 36 coletas.

Imediatamente ap6s a coleta o sémen foi mantido em banho-maria a 38°C
enquanto uma aliquota de 20uL foi posta em ldmina previamente aquecida e coberta

com laminula para avaliacdo do vigor (intensidade de movimento classificada de 0 a
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5) e motilidade espermatica (porcentagem de espermatozéides moveis classificada de
0 a 100%) em aumento de 100 e 400x. Posteriormente estes valores foram utilizados
para confec¢do do indice espermatico (IE) através da formula: IE = [M + (V x 20)]/2,
onde M = motilidade espermatica e V = vigor espermatico (Morais et al., 2002).

A integridade da membrana espermatica foi avaliada através dos testes
hiposmético e de coloracdo supravital. O teste hipdsmotico baseia-se na reacao de
enrolamento da cauda do espermatozoide. Isto é observado quando um
espermatozéide com membrana citoplasmatica funcional é exposto a um meio
hiposmotico. Desta forma para realizacdo deste teste uma amostra de 20 pL de
sémen foi incubada a 38°C por meia hora em 0,5 mL de solucdo de frutose e citrato
de sddio a 60 mosmol (Rota et al., 2006). Em seguida 100 células foram observadas
em microscopia 6tica com 400 vezes de aumento para contabilizacdo do percentual
bruto de espermatozdides com cauda enrolada ou reativos ao teste hiposmotico
(HOP). Dentro deste total bruto um parcela dos espermatozoides j& apresentavam
cauda enrolada mesmo antes do teste hiposmotico, assim, o valor bruto de
espermatozdides com cauda enrolada foi corrigido excluindo-se da populacdo total a
parcela com caudas enrolada contabilizada antes do teste hiposmoético (ENR). Para
isto uma aliquota de 20 pL do sémen foi adicionada a 0,5 mL de formol salina
tamponada e avaliada ao microscépio de luz quanto a proporcéo especificamente de
caudas enroladas. Desta forma o percentual corrigido de células reativas ao teste
hiposmético foi calculado no presente trabalho através da formula: HO®=(HO® -
ENR)/(100 — ENR). Os valores foram apresentados na forma de porcentagem.

Para o teste de coloracdo supravital 20 pL de sémen foram adicionados a
40uL de corante eosina-nigrosina previamente aquecidos por 40 segundos. Em
seguida foi confeccionado um esfregaco em lamina e imediatamente seco ao ar e
observado em aumento de 400x para contabilizacdo dos espermatozdides corados,
sendo estes computados como lesionados.

Ap0s estas andlises a concentracdo espermatica foi mensurada, em camara
hematimétrica, por meio da diluicdo de 20 pL de sémen em 1 mL de formol salino
tamponado e contagem das células presentes dentro do espaco da cdmara, sendo a
concentracdo determinada com base no fator de diluicdo. Em seguida o sémen foi
centrifugado a 300g por dez minutos, o sobrenadante descartado e o pellet formado
ressuspendido em meio diluidor a base Tris-citrato (Schafer-Somi et al., 2005, Anexo
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1) contendo 6% de glicerol de forma a obter-se concentragdo final de 100 x 10°
espermatozdides/mL.

O sémen foi entdo envasado em palhetas de 0,25 ml e em seguida
acondicionado em tubos de ensaio com tampa, pré-aquecidos. Os tubos de ensaio
foram posicionados dentro de um recipiente de vidro contendo 650 mL de &gua a
38°C. O recipiente de vidro por sua vez foi fechado hermeticamente e submergido
em 7L de agua+gelo contidos dentro de caixa de isopor. Os volumes, tanto de 4gua a
38°C quanto de gelo foram previamente ajustados de forma que a curva de
resfriamento resultante atinge 4°C em um periodo de 1 hora. Ap6s o resfriamento o
sémen foi mantido na caixa de isopor por mais 1 hora em equilibrio a 4°C, antes do
congelamento. O congelamento foi realizado em caixa de isopor contendo nitrogénio
liquido, através do posicionamento do sémen envasado a 10 cm da superficie do
nitrogénio por 10 minutos.

Passados uma semana as palhetas foram descongeladas através de imerséo
em agua a 38°C por 1 minuto. Em seguida o sémen foi transferido para frascos tipo
eppendorf de 1,5ml mantidos incubados em banho-maria a 38°C para analise do
vigor, motilidade e a integridade de membrana como descrito para o sémen fresco.

A longevidade espermatica foi estimada no sémen descongelado atraves do
teste de termorresisténcia. Para tanto o sémen foi incubado em banho-maria a 38°C
por 2 horas sendo que neste periodo seu vigor e motilidade foram avaliados em
intervalos de 15 minutos. Os dados de vigor e motilidade obtidos durante o teste de
termorresisténcia sdo apresentados na forma de indice espermatico.

Os dados avaliados foram descritos quanto a média e respectivo desvio
padrdo. Para a comparagdo das médias foi calculado o intervalo médio de confianca
com margem de 5% de erro atraves da fungdo estatistica do programa Excel
Windows XP. Os dados de correlagcdo foram calculados com base na Correlacdo de
Pearson através do programa Texasoft, Winks DAS Sofware, 6% ed, Cedar Hill,
Texas 2007.

5.3 - Resultados e Discusséo
Variagdes individuais na congelabilidade do sémen sdo descritas em varias

espécies, inclusive no cdo (England, 1993; Batista et al., 2006). A maioria dos

trabalhos desenvolvidos na espécie canina que avaliam a qualidade do sémen pre e
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pos-congelamento, utiliza sémen de diferentes animais agrupados em “pools”, de
forma que ndo é possivel comparar a qualidade individual do sémen antes e depois
do congelamento (Rota et al., 1995; Pefia et al., 1998; Pefia e Linde-Foresberg, 2000;
Santos et al., 2003; Martins-Bessa et al., 2006). Entretanto, Batista et al. (2006)
compararam o vigor e motilidade pré e pds-congelamento, do sémen de individuos
de cdes da raca Mastiff e verificaram diferencas estatisticamente significativas na
avaliacdo do sémen descongelado, mas ndo no sémen fresco. No presente trabalho,
foi observada variacdo significativa entre as médias individuais e raciais de
integridade e viabilidade de membrana espermatica e de indice espermatico na
avaliacdo do sémen descongelado (Tabela 1, 2 e 4). Na avaliacdo do sémen fresco
observou-se variagdo individual significativa apenas na integridade e viabilidade da
membrana espermatica, ja quando se compara os dados agrupados em ragas nenhuma
variacdo significativa foi observada (Tabela 1, 2 e 3). Na tabela 1, é possivel
observar, entre individuos, diferenca estatisticamente significativas no percentual de
células reativas ao teste hiposmético e a coloracdo supravital, tanto antes como ap6s
0 congelamento, entretanto, o0 ndmero de individuos apresentando diferenca nas
médias percentuais, bem como a amplitude desta diferenca foram maior na avaliacéo
do sémen descongelado. Alguns autores atribuem variac6es individuais na qualidade
do sémen descongelado, como as observadas no presente trabalho, a diferencas na
composicdo lipidica da membrana espermética e na sensibilidade do espermatozdide
aos efeitos toxicos do glicerol (Hammerstedt et al., 1978; Cross, 1998, Watson,
2000).

A habilidade dos espermatozOides de sobreviver ao processo de
congelamento pode ser ligada a caracteristicas individuais, que ndo sdo
completamente elucidadas pela avaliacdo in vitro do sémen fresco. Entretanto,
algumas caracteristicas seminais, como a porcentagem de células apresentando
anormalidades morfoldgicas, sdo altamente correlacionadas com baixas taxas de
fertilidade em cdes (Oettlé, 1993; Thomassen et al., 2006). Santos et al. (2006)
descrevem a ocorréncia de altas taxas de anormalidades morfoldgicas no sémen de
quatro individuos da raga Schnauzer, resultando em perda da fertilidade. Os autores
atribuem a presenca das taxas de anormalidade excepcionalmente altas nos quatro
individuos estudados, ao elevado grau de consanglinidade observado entre estes

animais.
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Na avaliacdo das meédias raciais, embora nao haja diferenca estatisticamente
significativa nos valores de indice espermatico imediatamente apds o
descongelamento, os animais da raga Schnauzer apresentaram os menores valores de
indice espermatico durante o todo o teste de termorresisténcia. Esta observacao pode
de certa forma correlacionar-se com o relato feito por Santos et al., (2006) de indices
de anormalidades morfologicas excepcionalmente altos em individuos da raca
Schnauzer, de forma a caracterizar um padrdo geral de baixa qualidade seminal nesta
raca. Entretanto, se avaliarmos a diferenca entre os valores medios de indice
espermatico ao descongelamento e 45 minutos apds, observamos um percentual de
queda bastante semelhante entre as diferentes racas. Na avaliacdo individual valores
particularmente baixos também sdo observados em individuos da raca Schnauzer,
quanto aos testes de integridade e viabilidade da membrana espermética (Tabelas 1).
Ao contrério a analise da variacdo racial de espermatozéides reativos ao teste
hiposmético no sémen descongelado, demonstra grande superioridade dos valores

obtidos na raca Dobermman (Tabela 4).

Tabela 1 - Médias individuais de percentual de células reativas ao teste hiposmético e percentual de
células coradas no teste de coloragdo supravital, no sémen fresco e descongelado.

Coloracéo Teste Coloracéo Teste
supavital hiposmético supravital no hiposmético
no sémen  no sémen sémen no sémen
fresco fresco descongelado descongelado
(%) (%) (%) (%)
Beagles
1 10,50 88,24« 62,002
2 4,33 77,21° 77,00° 16,674
3 5,50% 94,75% 66,50° 11,51°
Schnauzer
1 4,33 97,92¢ 58,67 27,05
2 8,67%° 78,52° 81,00¢ 0,48
3 17,0° 52,12 85,0¢ 0,0
Dobermann
1 4,33 92,92° 59,67° 48,46°
2 8,50%¢ 95,21¢ 67,67 35,06°
3 24,33° 81,61™ 70,67 11,112
Boxer
1 4,67° 93,09% 40,00° 40,24°
2 21,00° 95,61 61,33 6,37°
3 6,67 94,45% 57,672 25,04°

Letras diferentes na mesma coluna representam médias significativamente diferentes (p<0,05).
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Embora todas as ragas caninas tenham ancestrais em comum, durante seu
desenvolvimento e mesmo nos dias atuais, selecdes genéticas extremamente
endogdmica sdo realizadas, no intuito de fixar caracteristicas fenotipicas ou
comportamentais desejaveis (Leppannen et al., 2000; Schelling et al., 2005; Leroy et
al., 2006). Desta forma, a proximidade genética e o grau de endogamia observado
entre cdes da mesma raca podem influenciar a qualidade in vitro do sémen
descongelado através da fixacdo de caracteristicas individuais associadas a aumento
ou diminuicdo da sobrevivéncia dos espermatozdides ao processo de congelamento.

A genética de uma raca é, em linhas gerais, determinada pela genética de seus
fundadores efetivos, que s@o aquele individuos pertencente a populacdo total de
fundadores mas que tiveram maior contribuicdo na formacdo da populacédo atual por
meio de um grande nimero de descendentes (Leroy et al, 2006). Os cées avaliados
no presente trabalho sdo exemplares altamente representativos do padréo
morfologico das respectivas racas, sendo representantes da genética de suas ragas
uma vez que tanto eles quanto seus ancestrais diretos contribuiram para a formacéo
do plantel atual com um grande nimero de progénies.

Tabela 2- Médias individuais de indice espermatico no sémen fresco, e no sémen descongelado
momento do descongelamento (T°), e 15 (T%), 30 (T?) e 45 (T3) minutos apos.

Indice ] ] ] ]
espermatico Indice Indice Indice Indice
nosémen  espermatico T° espermatico T*  espermético T> espermatico T*
fresco (%) (%) (%) (%)
(%)
Beagle
1 93,33 55,00% 55,00 35,00° 22,50°
2 85,00 40,83 21,67° 15,00 0,00
3 95,00 47,50 30,00° 26,257 21,50°
Schnauzer
1 95,00 59,17 32,50° 14,33 6,83
2 86,67 30,00% 0,00° 0,00 0,00
3 80,0 32,5 0,0 0,0 0,0
Doberman
1 95,00 43,33 38,33° 22,50° 7,50°
2 90,00 58,33¢ 48,33¢ 35,00% 24,17°
3 73,33 40,83 27,83 0,00 0,00
Boxer
1 95,00 65,00% 55,00 44,17° 30,00°
2 91,67 53,33¢ 24,17 20,50° 6,83°
3 95,00 60,83 35,00 26,83% 17,00®

Letras diferentes na mesma coluna representam médias significativamente diferentes (p<0,05).
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Um dos grandes entraves ao melhoramento da técnica de criopreservacao de
sémen em cées é a forma de estimar a fertilidade do sémen ap6s o descongelamento.
Testes in vivo, embora decisivos na determinacgéo da fertilidade do sémen, requerem
um grande nimero de animais por tratamento avaliado e estdo sujeitos a variacGes
outras que nao especificamente a qualidade do sémen como: a fertilidade individual
da fémea, a deteccdo do momento 6timo de inseminacdo, o método de inseminacao,
a dose e volume inseminante, entre outros (Eilts, 2005). Analises feitas in vitro por
sua vez sdo bastantes praticas e possibilitam a avaliagdo simultdnea de grande
numero de tratamentos, entretanto, para serem conclusivas, necessitam de prévia
confirmacdo de sua correlacdo com a taxa de fertilidade através de testes in vivo.
Neste sentido diversos trabalhos tém sido feitos correlacionando os parametros de
avaliacdo seminais in vitro entre si e com a taxa de fertilidade (Smith et al., 1977,
Oettlé, 1993, Neild et al., 2000; Pefia Martinez, 2004; Thomassen et al., 2006).

Tabela 3- Médias de percentual de células reativas ao teste hiposmatico e percentual de células

coradas no teste de coloracéo supravital e de indice espermatico no sémen fresco, em cdes da raca
Beagle, Schnauzer, Doberman e Boxer.

Coloragéo Teste indice
supavital  hiposmético espermaético
sémen sémen sémen
fresco fresco fresco
Média da
raca
Beagle 6,78+2,67* 86,73+7,24* 91,11+4,37°
Média da
raca
Schnauzer 6,50+2,17% 88,22+9,70* 90,83+4,17°
Média da
raca
Doberman 12,39+8,62% 89,91+5,94* 86,11+9,26°
Média da
raca

Boxer 10,78+7,27* 94,38+1,03° 93,89+1,57°

Dados apresentados em Média + Desvio Padrao
Letras diferentes na mesma coluna representam médias significativamente diferentes (p<0,05).
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Tabela 4- Médias de percentual de células reativas ao teste hiposmético e percentual de células
coradas no teste de coloracdo supravital e de indice esperméatico no sémen descongelado momento do
descongelamento (T°), e 15 (T%), 30 (T?) e 45 (T°) minutos apds, em cées da raca Beagle, Schnauzer,
Doberman e Boxer.

« indice indice indice indice
Coloracdo Teste . " " "
: . L espermatico  espermatico  espermatico  espermatico
supravital hiposmotico . N - -
n - sémen sémen sémen sémen
Semen semen descongelado descongelado descongelado descongelado
descongelado descongelado
J J (T (™) (™) (™)
Média da
raca
Beagle 69,7+8,84°  14,60+18,48% 46,79+17,41% 33,57+1558%® 23,93+11,09° 12,57+11,62°
Média da
raca

Schnauzer 72,00+13,76™ 11,80+18,89° 42,86+15,67° 13,93+16,14° 6,1449,73*  293x7,17°

Média da
raca
Doberman 63,67+4,89%° 41,76+8,26° 50,83+13,74* 43,33+6,87° 28,75+9,97° 15,83+18,30°

Meédia da
raca
Boxer 53,00+14,80° 23,89+21,57% 59,72+10,17% 38,06+16,57®° 30,50+14,23° 17,94+16,53"

Dados apresentados em Média + Desvio Padréo.
Letras diferentes na mesma coluna representam médias significativamente diferentes (p<0,05).

A movimentacao dos espermatozéides é um parametro de avaliacdo de facil
mensuracdo e a0 mesmo tempo representa um bom indicador da funcdo espermatica
uma vez que a movimentacdo € uma manifestacdo dos componentes estruturais e
funcionais do espermatozoide, altamente correlacionada com a taxa de fertilidade,
normalidade morfoldgica e integridade da membrana espermatica (Smith et al., 1977;
Oettle, 1993; Pefia Martinez, 2004; Thomassen et al., 2006). A avaliacdo da
movimentacdo dos espermatozodides descongelados em diferentes intervalos de
tempo através do teste de termorresisténcia é tida como um bom parédmetro preditor
da fertilidade espermatica em varias espécies. Baixas taxas de sobrevivéncia no teste
de termorresisténcia tém sido associadas com baixa fertilidade (England, 1993). O
sémen canino tem a caracteristica particular de baixo desempenho no teste de
termorresisténcia quando comparado ao de outras espécies. Esta caracteristica
entretanto, ndo é necessariamente associada a baixa fertilidade visto que em alguns
estudos, amostras de sémen com relativo baixo desempenho neste teste apresentaram
taxas de fertilidade normais (Cardoso et al., 2005).

As alteracdes na permeabilidade da membrana espermatica sdo em ultima
analise reflexo de danos estruturais na membrana e de alteragfes metabdlicas

causados pelo resfriamento dos espermatozoides. Estas alteracdes podem prejudicar

62



a qualidade do sémen através da reducdo de sua motilidade e de sua capacidade de
ligar-se ao 6vulo (Amann e Pickett, 1987; Holt, 2000; Bailey et al., 2000). A
integridade e viabilidade da membrana espermatica s&o comummente avaliadas
através do teste hiposmotico e do teste de coloragdes supravitais. O teste hipdsmético
baseia-se na reacdo de enrolamento da cauda do espermatozéide intacto, com
membrana citoplasmatica funcional quando exposto a um meio hiposmdtico
(England e Plummer, 1993). Este teste foi correlacionado com a porcentagem de
espermatozéides morfologicamente normais no ejaculado e a taxa de fertilidade em
garanhdes (Neild et al., 2000).

As coloragdes supra-vitais sdo classicamente utilizadas para diferenciar
espermatozéides vivos e mortos (Dott e Foster, 1972; Pefia Martinez, 2004; Pinto e
Kozink, 2007; Kustritz, 2007). A coloragdo supravital com eosina-nigrosina é a mais
comumente utilizada e consiste basicamente de diferenciacdo dos espermatozoides
vivos e mortos através de sua afinidade com o corante eosina (Dott e Foster, 1972).
O teste de coloracdo supravital com eosina-nigrosina tem sido positivamente
correlacionado com a motilidade espermatica (Kumi-Diaka, 1993; Rodriguez-Gil et
al., 1994; Pinto e Kozink, 2007).

Embora Néthling et al. (1997) e Batista et al.,(2006), tenham observado que a
qualidade seminal in vitro avaliada a fresco, apresenta baixa correlacdo com o
desempenho pos-descongelamento, no presente trabalho, a avaliagdo da
movimentacao dos espermatozoides através do indice espermatico no sémen fresco é
significativamente correlacionado com os testes de integridade e viabilidade da
membrana espermatica e o teste de termorresisténcia apds o descongelamento
(Tabela 5). O teste hiposmético realizado no sémen fresco também se apresentou
significativamente correlacionado com os testes de coloracdo supravital e teste de
termorresisténcia (Tabela 5). Ja& o teste de cloragdo supravital realizado no sémen a
fresco correlacionou-se significativamente apenas com o teste hiposmotico no sémen

descongelado.
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Tabela 5- Correlacéo entre os valores de indice espermatico, porcentagem de células reativas ao teste
hiposmotico e porcentagem de células coradas pela coloragdo supravital avaliados no sémen fresco e

descongelado.

IEF ENF HO" ENP HOP IEO IE1 IE2 IE3

IEF 1 068 0619 -0351 0422 0,458 036 0501 0,294
(0,00 (0,0 (0,049) (0,02) (0,008)  (0,043) (0,004) (0,102)

ENF 1 -0267 0214 -0464 -0,119 -0,192 -0,409 -0,173
(0,23) (0,339)  (0,034) (0,598) (0,392) (0,059) (0,441)

HO" 1  -0473 0404 0438 0,0489 0416 0,327
(0,006) (0,027) (0,012) (0,005) (0,018) (0,068)

ENP 1 0,473 -0,468 -0617 -0,480 -0,420
(0,008) (0,007) (0,0  (0,005) (0,017)

HOP 1 0,305 0,684 0,530 0,459
(0,101) (0,00  (0,003) (0,011)

IEO 1 0,649 0,687 0,481
(0,0) (0,0) (0,005)

IE1 1 0,837 0,661
(0,00 (0,0

IE2 1 0771
(0,0)

IE3 1

Dados apresentados na forma de Correlacéo de Pearson , (nivel de significancia).

IE designa o indice espermético no sémen fresco (IEF), no sémen ao descongelamento (EI0) e 15, 30 e
45 minutos apds (IE1, IE2 e IE3).

HO designa a porcentagem de células reativas ao teste hiposmoético no sémen fresco (HO") e
descongelado (HOP).

EN designa a porcentagem de células coradas pela coloragdo supravital no sémen fresco (ENF) e no
sémen descongelado (ENP).

5.4 — Conclusoes

Com base nos dados de avaliacdo in vitro do sémen de cées apresentados no
presente trabalho podemos concluir que embora a qualidade do sémen a fresco ndo
apresente variacdo significativa entre as racas estudadas, a integridade e viabilidade
da membrana e longevidade espermaticas do sémen descongelado varia
significativamente tanto entre individuos quanto entre racas. Desta forma, a
habilidade do espermatozéide canino de sobreviver ao processo de congelamento é
individualmente varidvel sendo que esta variagdo pode apresentar alguns
componentes geneticamente herdados que se manifestam como caracteristica de
congelabilidade seminal das ragas.

Podemos ainda concluir que, a avaliacdo da motilidade e integridade de

membrana espermatica em amostras do sémen fresco sdo significativamente
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correlacionados com a integridade e viabilidade da membrana espermatica e a

longevidade dos espermatozoides descongelados.
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6-COMCLUSOES GERAIS

Com base nos dados de avaliacdo in vitro do sémen de cées
apresentados no presente trabalho podemos concluir que embora a
qualidade do sémen a fresco ndo apresente variagdo significativa entre
as racas estudadas, a integridade e viabilidade da membrana e
longevidade esperméaticas do sémen descongelado varia
significativamente tanto entre individuos quanto entre ragas. Desta
forma, a habilidade do espermatozoOide canino de sobreviver ao
processo de congelamento € individualmente variavel sendo que esta
variacdo pode apresentar alguns componentes geneticamente herdados
que se manifestam como caracteristica de congelabilidade seminal das

racas.

Os efeitos das variacBes na concentracao de glicerol no meio diluidor,
da presenca do tempo de equilibrio e de taxa rapida ou lenta de
congelamento sobre a integridade e viabilidade da membrana
espermatica e sobre o indice espermatico, podem apresentar-se
isoladamente pouco significativos, porém em associacdo, estas
variaveis apresentam efeito sinérgico, aumentando a qualidade in vitro

do sémen canino descongelado.

O protocolo de congelamento que associa 0 meio diluidor com 6% de
glicerol, o tempo de resfriamento de 1 hora e a taxa lenta de
congelamento apresentou melhor desempenho na avaliagdo in vitro
dos parametros de motilidade e longevidade espermatica e viabilidade

e integridade de membrana plamatica.

A avaliacdo da motilidade e integridade de membrana espermatica em
amostras do sémen fresco sdo significativamente correlacionados com
a integridade e viabilidade da membrana espermaética e a longevidade

dos espermatozoides descongelados.
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ANEXO 1 - Composicdo do meio diluidor base

Ingredientes Quantidade
TRIS(hidroximetil)-aminometano | 02> 9
Acido Citrico 179
Frutose 1,259
Gema de ovo 20ml
Estreptomicina lg
100ml

Agua destilada gsp

Schafer-Somi et al., 2005
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