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1) | NTRODUCAO

A selecéo racial em cdes vem sendo cada vez mais aperfeicoada pelos
criadores no Brasil e no mundo. Diante disso, a criopreservacdo do sémen
associada a técnica de inseminacdo artificial, destaca-se como procedimento
importante para a preservacao das caracteristicas genéticas e fenotipicas das racas.

A maioria dos pesquisadores tem congelado o sémen de cées, utilizando
metodologia descrita para outras espécies. Esses estudos tém demonstrado que o
sémen descongelado de cdes é de baixa qualidade, com taxas de concepcéao
inferiores a de outras espécies.

O wuso limitado do sémen congelado na espécie canina deve-se
principalmente aos baixos indices de fertilidade apresentados (ENGLAND, 1993). De
acordo com Concannon e Battista (1989) e Silva e Verstegen (1995) a baixa
fertilidade do sémen congelado canino se deve principalmente a uma menor
viabilidade pos-descongelacao para fertilizacdo do évulo, dificuldade na identificacao
do momento ideal da inseminacéo artificial nas fémeas e ao local de deposi¢do do
sémen no trato genital feminino.

Nos ultimos anos, o conhecimento sobre 0 mapeamento genético dos caes
tem aumentado muito. Esses estudos tém demonstrado homologia entre alteragbes
genéticas dos cdes e dos homens, tornando o cdo um importante modelo
experimental. Para que o c&o possa ser utilizado de forma conveniente como animal
modelo ha necessidade de se melhorar os protocolos de criopreservacao de células
espermaticas caninas. Com essa finalidade muitos estudos de congelacdo de sémen
canino tém sido realizados, alguns inclusive ja descrevendo o nascimento de filhotes
vivos utilizando célula espermatica congelada/descongelada (THIRUMALA et al.,
2003).

Além da importancia do cdo como modelo experimental, as razdes para a
utilizacdo do sémen congelado sdo inumeras, dentre elas, a possibilidade do
transporte do sémen para longas distancias e o seu armazenamento por tempo
indeterminado, permitindo a diminuicAo de gastos, que ocorreriam com a
necessidade de deslocamento do animal. Evita-se ainda, o envio da fémea para o

7

local onde estd o macho, o que é um procedimento desgastante e pode refletir



Introducéo 9

negativamente na eficiéncia reprodutiva, além dos riscos sanitarios (LINDE-
FORSBERG e FORSBERG, 1989). Por outro lado, os testes de congelacdo de
gametas e a posterior fertilizagédo in vivo ou in vitro podem servir como base para as
pesquisas em espécies canideas em extincdo, como o Lobo Guara brasileiro
(Chrysocyon brachyurus), a Raposinha do Campo Pseudalopex sp) (SILVA et al.
2000) e o cachorro do mato (Cerdocyon thous).

O primeiro éxito na congelacdo de sémen canino foi descrito por Rowson
(1954), enquanto Seager (1969) relatou a primeira prenhez resultante de
inseminacao artificial (IA) com a utilizagcdo de sémen canino congelado. Desde essa
época, diversos sao os estudos nos quais investiga-se métodos de preservacao de
espermatozoides caninos pela congelacdo. No entanto, os resultados obtidos apés
IA- com sémen canino congelado ainda sdo bastante heterogéneos (LINDE-
FORSBERG e FORSBERG, 1989; ENGLAND, 1993).
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2) OBJETI VOS

1) Analise comparativa de 2 (dois) meios diluidores (Tris/Glicerol e MP50),
utilizados para congelacdo de sémen canino, avaliados por meio das caracteristicas
morfoldgicas e funcionais das células espermaticas. Para atingir esse objetivo foi

realizada uma combinacao de testes:

+* Morfologia espermatica, microscopia eletrénica de transmissdo e avaliagdo
da integridade da membrana espermatica, para determinar as alteracdes
morfologicas das células espermaticas caninas.

+* Motilidade e vigor espermaticos e teste hiposmético, para determinar as

alteracdes funcionais das células espermaticas caninas.

2) Quantificar os percentuais de perdas apos as etapas de refrigeracdo e

congelacdo do sémen canino, nos 2 (dois) meios diluidores.
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3) REVI SAO DA LI TERATURA

3.a) CRIOPRESERVACAO DO SEMEN

O processo de criopreservacao representa uma interrupcao artificial do
progresso de maturacdo do espermatozoide, apos a ejaculacdo. O maior problema
com relacdo a criopreservacdo do sémen é que mesmo utlizando técnicas
adequadas, o padrdo de sobrevivéncia dos espermatozéides pos-descongelacédo é
restrito em cerca de 50% da populacédo espermatica (WATSON, 1995).

A congelacdo pode ser usada para preservar constituintes da ultraestrutura
celular e também para o rompimento das células e organelas para o isolamento de
seus constituintes. A congelacdo pode cessar algumas reacdes bioquimicas e
acelerar outras (MAZUR, 1984).

O processo de criopreservacdo envolve a reducdo da temperatura,
desidratacdo celular, congelacdo, e descongelacdo. O sémen ndo esta apto a
suportar baixas temperaturas; portanto, a criopreservacao diminui a viabilidade da
célula e sua funcédo normal (MEDEIROS et al., 2002).

Com o inicio do processo de congelacao, que corresponde a uma fase de
super resfriamento, a temperatura diminui para =5 a —15°C. Nesta fase se inicia com
a formacado de cristais de gelo na solugéo extracelular, enquanto os componentes
celulares permanecem descongelados (HAMMERSTEDT et al., 1990). Com a
continua diminuicdo da temperatura, a célula € entdo exposta a uma condicdo
hipertdnica, desde que a agua extracelular ja se encontra congelada, e existe uma
alta concentracdo de sal extracelular, causando ainda mais o efluxo de agua de
dentro da célula. O efluxo de agua para fora da célula diminui a possibilidade de
formacao de cristais de gelo intracelular (HOLT, 2000).

Com uma congelacéao lenta, a célula fica exposta por mais tempo a condi¢ao
hiperosmdética, levando a danos irreparaveis. Essa condicdo hiperosmaética é
também chamada de efeito soluto (HOLT, 2000).

As alteracOes celulares causadas pelo processo de congelacéo estédo ligadas
ao conhecimento termodinamico e estrutural da membrana plasméatica que envolve o

espermatozoide. A membrana plasmatica dessas células contem um arranjo nao
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usual de lipideos (LIN et al.,1993) e é organizada dentro de diferentes dominios
(HOLT,1984). Os lipideos da membrana plasmatica respondem a mudancas de
temperatura alterando seu estado fisico. Embora regiées de lipideos na fase fluida e
gel coexistam em temperaturas fisiologicas, a reducdo da temperatura favorece a
transicédo da fase fluida para a gel (HOLT, 2000).

O choque térmico ocasionado durante o processo de criopreservacdo do
sémen, envolve danos na membrana celular e alteragcbes na funcdo metabdlica,
provavelmente causado por mudangcas na configuracdo dos constituintes da
membrana (PARKS et al.,, 1997). Os efeitos do choque térmico nas funcoes
celulares, se devem a perda da permeabilidade da membrana, que podem ser
observadas por meio de marcadores intracelulares, impermeaveis para as
membranas plasmaticas integras. Ultraestruturalmente, o choque térmico é
manifestado pela ruptura da membrana acrossomal (MEDEIROS et al., 2002).

De acordo com Mazur (1984), as mudancas celulares que ocorrem durante a
congelacdo ndo estdo associadas a sua habilidade de se armazenarem em
temperaturas muito baixas, mas sim a sua letalidade numa zona de temperatura
intermediaria (15°C a —60°C), que a célula atravessa duas vezes, uma durante a
congelacao e uma outra durante a descongelacéo.

Holt et al. (1992) demonstraram que os efeitos do choque térmico podem
estar envolvidos na manifestacdo da crioinjuria durante o0 processo de
reaquecimento das células, no momento da descongelacdo. Com o aumento da
temperatura a membrana plasmatica € submetida a rearranjos estruturais
envolvendo os lipideos e proteinas, cuja extensado e natureza sdo controlados pela
interacao entre temperatura e efeito soluto durante o processo de congelacao.

Nenhuma reacdo térmica ocorre num sistema aquoso a temperatura de
nitrogénio liquido (-196°C). Uma explicacdo para isso € que ndo existe agua liquida
ao redor de —130°C. O unico estado fisico que existe sdo 0s cristais e nesse estado
a viscosidade é alta e a difusdo insignificante; portanto a —196°C ndo h& energia
térmica para reacdo quimica (MCGEE et al., 1962).

As Unicas reagfes que podem ocorrer num sistema aquoso congelado a
-196°C sao eventos fotofisicos como a formacédo de radicais livres e a producdo de
macromoléculas que se quebram como resultado direto do impacto pelas radiacdes

ionizantes. Entretanto, a dose de radiacéo ionizante requerida para causar injurias
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nas ceélulas, levariam de 2000 a 4000 anos para causar este efeito (WATSON,
2000).

Hammerstedt et al. (1990) descreveu 5 diferentes etapas no processo de
criopreservacdo do espermatozéide: 1) diluicdo e refrigeracdo; 2) penetracdo do
crioprotetor e envasamento; 3) congelacdo; 4) armazenamento; 5) descongelacao.
Métodos especificos devem ser desenvolvidos para cada uma das espécies, pois
cada uma dessas etapas tem um impacto Unico sobre a sobrevivéncia da célula no

processo de criopreservacgao.

3.b) AVALIACAO DO SEMEN

O objetivo da avaliacdo seminal é conhecer a capacidade fecundante do
sémen, relacionada com o numero de células estruturais e funcionalmente normais
(WATSON, 1990 e PENA, 1997).

Atualmente sdo descritos inimeros testes funcionais e estruturais para
avaliacdo do sémen (AMANN,1989; ENGLAND e ALLEN, 1992; CUNHA et al., 1996,
HEWUITT e ENGLAND,1998), mas ndo existe nenhum teste ou avaliacdo isolada
gue seja capaz de predizer de forma segura a capacidade fecundante de um
ejaculado (AMANN, 1989; HAFEZ, 1988; e PENA, 1997).

Embora, a melhor maneira de se avaliar a fertilidade do sémen seja a
inseminacao artificial com prenhez confirmada (PENA, 1997), é possivel se combinar
varios métodos ou testes para avaliar diferentes aspectos da funcdo espermatica
simultaneamente. Desta forma, pode-se selecionar ejaculados com elevado
potencial fecundante (HAFEZ, 1988) ou descartar aqueles que possuem baixa
qualidade (PENA,1997).

A motilidade espermatica € um dos parametros mais utilizados para a
valorizacdo do sémen em diferentes espécies, tanto para avaliacdo da qualidade do
sémen a fresco, como do sémen conservado a curto ou longo prazo (PENA, 1997).
A motilidade é uma das caracteristicas necessarias ao espermatozoéide para
fertilizacdo, embora, a correlagdo entre a motilidade e a capacidade da célula
espermatica para fertilizar o ovécito ainda ndo esteja totalmente esclarecida
(SOUZA, 2003).

A avaliacdo da motilidade espermatica pode ser realizada de forma subjetiva,

utilizando um microscopio de contraste de fase ou, por programas de computador —
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CASA - (VERSTEGEN et al., 2002; SOUZA, 2003; SILVA et al., 2003). O movimento
espermatico pode ser avaliado com o uso do Hamilton Torn Research. Esse sistema
avalia a motilidade espermatica total, motilidade total progressiva, padrao médio de
velocidade espermatica (VAP), velocidade de deslocamento em linha reta (VSL),
velocidade de deslocamento curvilineo (VCL), sobreposicdo do deslocamento
retilineo e do deslocamento curvilineo (STR) e linearidade do movimento dos
espermatozoides (LIN) (IGUER-OUADA e VERSTEGEN, 2001).

No estudo de Sanches et al. (2002) a motilidade espermatica do sémen a
fresco em caes foi em média de 83,8% (60-90%); quando congelado com
Tris/Glicerol (8%) e descongelado esse parametro apresentou média de 47,9% (10-
70%). Cardoso et al. (2002) obtiveram com o diluidor a base de agua de coco,
acrescido de 20% de gema de ovo e 6% de glicerol, uma motilidade espermaética
meédia pos-descongelacdo de 56,7%. Silva et al. (2003) obtiveram resultados de
motilidade espermatica da ordem de 55,0% e 54,6% apds a descongelacdo do
sémen canino submetido & adicdo Unica ou fracionada, respectivamente, de glicerol
a 6%.

Outro parametro normalmente avaliado numa amostra de sémen é o vigor
espermatico, referido como a qualidade da motilidade exibida pelos espermatozoides
moveis e observada numa escala de 0 a 5 (SILVA et. al., 2003).

A concentracdo espermatica nos caes varia conforme a idade do animal,
volume testicular, atividade sexual, volume colhido da terceira fracdo e estacao do
ano (JOHNSTON et al. 2001). O célculo da concentracdo espermatica, juntamente
com o volume do ejaculado e a porcentagem de motilidade espermatica, determinam
o nimero de doses de sémen a serem armazenadas numa palheta (PENA, 1997). A
concentracao espermatica nos caes pode variar de 200 milhdes a 10 bilhdes de
espermatozéides no volume total do ejaculado, porém, o valor médio é de 500
milhdes de espermatozdides (JOHNSTON, 1991; FELDMAN e NELSON, 1996;
SILVA et al., 2003; THEREFALL, 2003).

Pefla e Linde-Forsberg (2000) comparando 4 diferentes concentracdes
espermaticas (50, 100, 200 e 400 x 10° espermatozéides/mL) envasadas em
palhetas de 0,5mL, obtiveram nas amostras de 50x10° espermatozoides/mL um
rapido declinio da motilidade espermatica quando comparada com as demais
concentracdes espermaticas. Esses mesmos autores mostraram que as amostras de

400x10° espermatozéide/mL apresentaram um declinio menor da motilidade
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espermética, embora sem diferenga significativa quando comparada com
concentracdes de 100x10° espermatozdides/mL.

Utilizando técnica de congelacdo de sémen canino, Pefia (1997) conseguiu
melhores resultados de motilidade esperméatica pds-descongelacdo com meio
Tris/Glicerol a 8% e utilizando concentracdes de 80x10° espermatozéides/mL,
envasadas em palhetas de 0,5 mL.

Taxas de fertilidade satisfatorias com sémen congelado foram obtidas com
doses inseminantes de 35x10° espermatozéides méveis apés inseminacéo artificial
intra-uterina (IAIU) e de 50x10° espermatozoides méveis apds inseminacéo artificial
intra-vaginal (IAIV) (WILSON, 1993). Deste modo, a IAIU requer uma menor
concentracdo de espermatozoides, do que a técnica de IAIV (Silva et al., 2003).

Na espécie canina, uma amostra de sémen para ser considerada normal,
guanto a morfologia espermatica, deve ter a proporcdo de defeitos maiores e
menores de no maximo 30%, e a porcentagem de defeitos maiores ndo deve
ultrapassar 10% (CBRA, 1998; THEREFALL, 2003). Acredita-se que a morfologia
espermatica se correlacione com a fertilidade in vivo mais do que qualquer outro
parametro de avaliagido seminal (RENTON et al., 1986; OETTLE, 1993; FELDMAN e
NELSON, 1996).

Soares et al. (2002), utilizando o meio Tris-gema com 0,8M de glicerol,
obtiveram apos a descongelacdo médias de alteracbes morfoldgicas totais, primarias
e secundarias de 34,00% =+ 7,14; 8,00% = 3,24; e 26,00% = 4,06, respectivamente.
Cardoso et al. (2002) trabalhando com 4 diferentes meios diluidores para
congelacdo apresentaram diferentes percentuais de alteragdes morfoldgicas totais
pos-descongelacédo (49,5%, 48%, 47,5% e 23,8%).

O teste hiposmotico e a andlise da integridade das membranas espermaticas
avaliam a integridade e funcionalidade da membrana celular do espermatozoide
(KUMI-DIAKA,1993) o que é crucial no processo de fertilizacdo (CHIRINEA et al.,
2003).

Uma caracteristica da membrana das células espermaticas é sua capacidade
de transporte seletivo de moléculas, e esse transporte € um processo essencial para
a viabilidade e capacidade fertilizante do espermatozoéide, exigindo-se que essa
membrana apresente-se integra para ser funcional (KUMI-DIAKA,1993). Quando a
célula é exposta a condicdo hiposmotica, a agua penetra no interior das células para

atingir o equilibrio osmético. Esse influxo de 4gua aumenta o volume das células e a
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membrana plasmatica se dobra; a cauda do espermatozdide parece ser
particularmente sensivel as condi¢cdes hiposmoticas (INAMASSU et al., 1999).

Fraser (1984), relatou uma alta correlacdo entre o teste hiposmatico,
motilidade espermética e reacdo do acrossomo, o que pode aumentar de forma
significativa a previsdo da capacidade fertilizante do espermatozdide. As membranas
devem estar intactas e funcionais, para manter os componentes intracelulares
necessarios para a penetracao e fertilizacdo do 6vulo.

Sanches et al. (2002) utilizando o meio Tris/Glicerol (8%) encontraram
resultados de teste hiposmotico de 87,9% =+ 8,1 no sémen a fresco e 53,7% + 13,0
no sémen descongelado a 40°C por 15 segundos, verificados com uso de uma
solucéo de 55 mOsmol.

Embora a técnica de eosina/negrosina ainda seja utilizada rotineiramente em
muitos laboratérios como forma de avaliar a membrana plasmatica, ela tem sido
substituida por testes fluorescentes (HARRISON e VICKERS, 1990).

Garner et al. (1986) empregaram uma combinacédo dos corantes diacetato de
6-carboxifluoresceina e iodeto de propidio, para avaliar as células espermaticas de
mamiferos. Estas coloracdes avaliam a presenca de rupturas como resultado da
morte espermatica, onde a membrana pode estar fisicamente intacta, mas
guimicamente inativa (KUMIDIAKA e BADTRAM,1994).

O iodeto de propideo é impermeavel a membrana integra, entretanto, pode se
tornar permeével quando ha rupturas na membrana, penetrando na célula e ligando-
se ao DNA. A observacdo em microscopio de epifluorescéncia indica as células com
membrana integra em coloracdo verde fluorescente e células com membrana lesada
coradas em vermelho ou vermelho e verde (SOUZA, 2003).

A importancia de se avaliar a integridade estrutural da célula espermética
prende-se ao fato de que a funcionalidade do gameta estad diretamente ligada a
integridade da membrana plasmatica, ou seja, para toda leséo estrutural tem-se uma
alteracéo funcional correspondente (ZUCCARI, 1998).

Através da microscopia eletrbnica de transmissdo (MET), estudos foram
conduzidos, mostrando muitos espermatozoéides com estrutura normal, em amostras

de sémen fresco de caes, embora a membrana plasmatica apresentasse edema,
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devido & fixacdo das amostras em glutaraldeido (LANDIN-ALVARENGA"). Apés a
descongelacdo os espermatozoéides apresentaram além do edema de membrana
plasmética, danos acrossomais com perda de conteudo e vesicula¢cbes (STROM-
HOLST et al., 1998; BURGESS et al., 2001).

Medeiros (2003) avaliou por meio da MET, um pool de amostras de sémen
equino descongelado, e classificou 100 sec¢des longitudinais de cabeca espermatica
(acrossomo e regido pos-acrossomal) quanto as alteragbes de membrana
acrossomal externa (ondulacdo, destacamento ou rompimento) e quanto as
alteracdes do acrossomo (vesiculacdo, destacamento, auséncia). Obteve resultados
entre 25 % e 43,5% de acrossomas integros, 11,5% a 17,5% de membrana

acrossomal externa ondulada e 6% a 10,5% de acrossomas vesiculados.

3.c) COMPONENTES DO MEIO DILUIDOR

O uso de uma ampla variedade de meios diluidores para congelacdo de
sémen canino tem sido citado (SILVA e VERSTEGEN, 1995; MOURA et al., 1999;
BUENO et al, 2001; CUNHA, 2002;). A composi¢cdo do meio diluidor é de vital
importancia para criopreservacdo do sémen e deve ser especifica para cada
espécie. Foote (1964) e Foote e Leonard (1964) foram os primeiros pesquisadores a
investigar sistematicamente a combinacdo e a quantidade de varios componentes
dos diluidores para a preservacao do sémen de cao.

De acordo com Concannon e Battista (1989), o meio diluidor deve apresentar:

1) tampdes que impecam as mudancas nocivas de pH;

2) substancia protetora contra choque térmico durante o resfriamento;

3) nutrientes usados como fontes de energia;

4) prevencao no crescimento de bactérias;

5) pressdo osmotica fisiologica e concentracdo de eletrolitos adequada,;

6) crioprotetores para reduzir os danos da congelacao.

" Landin-Alvarenga, F.C (Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Unesp — Campus de
Botucatu)
Comunicagdo pessoal, 2003.
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Tampdbes

A atividade metabdlica do espermatozdide resulta num acumulo de ions de
hidrogénio, assim a utilizacdo de um tampdo no diluidor € necesséario para
neutralizar o pH acido do meio e evitar a diminuicdo da motilidade espermatica
progressiva. O pH o6timo para os espermatozoides é préximo da neutralidade
(ENGLAND, 1993).

Foote (1964) e Foote e Leonard (1964) apdés examinarem os efeitos de
diferentes tampdes (citrato x fosfato x glicina), a porcentagem de gema de ovo, e 0
pH do sémen canino armazenado a 5°C, concluiram que a melhor combinagé&o para
preservar a motilidade espermatica foi: 20% de gema de ovo (v/v), 1,16% de citrato
de sédio, 0,75% de glicina, 1% de glicose e pH=6,6.

Nos trabalhos realizados por Battista et al., (1989), Olar et al.,, (1989), e
Thomas et al., (1993) o Tris (Tris-hidroxymethyl-aminometano) preservou melhor a
motilidade espermatica pés-descongelacao.

Os beneficios do tampao usado em um meio diluidor a base de gema de ovo,
podem estar na dependéncia do método de envasamento. O Tris resultou em
aumento da motilidade e longevidade quando as amostras foram congeladas em
palhetas (BATTISTA et al., 1989; OLAR et al., 1989).

Osmolaridade

A osmolaridade se refere ao nimero de particulas (soluto) numa solucdo. E
influenciada ndo sé pela pressdo osmoética da solugdo, mas também pelo ponto
crioscopico. O ponto crioscopico do sémen canino é de aproximadamente —0,55°C,
equivalente a uma concentragdo de 300 mOsmol (SALISBURY et al., 1978).

Mann (1964), observou que diluidores hipertdbnicos eram menos prejudiciais
aos espermatozoides que os hipotbnicos; por isso a maioria dos diluidores
recomendados para congelacdo do sémen canino sao hiperténicos.

Os efeitos nocivos dos diluidores hipotonicos estdo relacionados a sua
capacidade em aumentar o conteudo intracelular de agua e a redistribuicdo dos
ions, situagbes que podem ter importantes consequéncias durante a congelacao.
Por outro lado, em uma solucao hipertdnica os espermatozoéides perderiam agua ou

ganhariam solutos osmoticamente ativos, dependendo da concentracdo e da
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permeabilidade da membrana celular a 4gua. Os diluidores hipertbnicos atuam
reduzindo a agua intracelular antes da congelacéo, diminuindo a formacéo de gelo
intracelular (WATSON, 1979).

Gema de Ovo

A gema de ovo é rotineiramente incluida nos diluidores utilizados na
criopreservacdo de sémen de varias espécies domeésticas e exdticas. A gema de ovo
€ considerada um fator de protecdo contra o choque térmico e efeito da fase
transicdo dos lipideos na membrana espermética (DROBNIS et al., 1993). Porém,
pode possibilitar a transmissdo de doencas, criando assim, um obstaculo para
comercializacdo de sémen entre paises

Watson (1976) mostrou que o componente ativo da gema de ovo € uma
lipoproteina de baixa densidade, mas evidéncias sobre seu mecanismo de acéo
permanecem incertas.

Estudos criomicroscépicos de espermatozoéides de carneiro demonstraram
que a gema de ovo protege a célula contra as alteragbes de membrana e perda da
motilidade induzida numa temperatura abaixo do ponto de congelagcédo extracelular
(-20°C). Se a modulagdo do comportamento da fase de transicdo n&o ocorre, um
mecanismo alternativo € provavelmente a ligacdo da gema de ovo a superficie
celular com modificacdo da permeabilidade da membrana e ativacdo da enzima
adenil ciclase. A permeabilidade a agua e a varios ions também podem ser alteradas
pela associacdo de uma lipoproteina da gema de ovo com o glicocélice (ou camada
lipidica externa), e isso, juntamente com a ativacdo de bombas ibnicas, aumentariam
a fosforilacdo e afetariam o comportamento osmotico da célula em resposta aos
crioprotetores permeaveis como o glicerol (HOLT, 2000).

Uma grande variedade na concentracdo de gema de ovo é descrita na
preservacdo do sémen canino. Foote e Leonard (1964) reportaram o uso de
diluidores com 20% de gema de ovo, e essa porcentagem parece ser o padréao
usado por muitos autores (FONTBONNE e BADINAND; 1993, RODRIGUES-
MARTINES et al., 1993; NOTHLING et al.,1995; SILVA et al., 1996; SILVA,2003).

Davies (1982) obteve melhores taxas de sobrevivéncia espermética pos-
descongelacéo incluindo 20% de gema de ovo, frente a 5% (v/v). No entanto, néo

encontrou diferencas significativas na motilidade pds-descongelacdo quando
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comparou taxas de 10 e de 20% (v/v), embora, os resultados absolutos da

motilidade pds-descongelacao tenham sido superior quando utilizaram 20%.

Fonte de Energia

Os acucares sédo incluidos nos diluidores seminais como substratos
energéticos exdgenos, como componentes osmoéticos e como agentes crioprotetores
(WATSON, 1979).

Os acucares, utilizados como crioprotetores, agem aumentando a
porcentagem de dgua ndo congelada a uma dada temperatura ou mesmo reduzindo
a concentracdo de sais numa solucdo aquosa ainda ndo congelada. A glicina,
prolina e a trealose interagem diretamente com as proteinas e lipideos da
membrana, alterando sua fase de transicéo e estado de hidratacdo (HOLT, 2000).

Os monossacarideos, glicose e frutose, sdo acuUcares metabolizados pelos
espermatozoéides. Estas substancias exercem um certo efeito benéfico, sugerindo
gue além da sua utilizacdo como substrato energético, também atuam como
substitutos de eletrolitos na manutencdo do equilibrio osmaético do diluidor
(SALISBURY et al., 1978)

A maioria dos meios diluidores utilizados na criopreservacao do sémen canino
contem glicose ou frutose (SILVA et al.,1996; HAY et al.,, 1997; ROTA, 1998;
CHIRINEA et al. 2003). Investigagdes iniciais sobre o metabolismo energético do
sémen fresco de cées incubados em glicose ou frutose, indicaram que a frutose é
mais eficiente que a glicose na obtencado de niveis energéticos. Além disso, existem
indicagdes que a frutose possivelmente tenha uma relagdo como um fator ativador
do espermatozdide apos a ejaculacado (RIGAU et al., 2000).

Chirinéa et al. (2003) utilizando diferentes suplementacdes de agucares no
meio diluidor para congelacdo de sémen canino, demonstraram uma superioridade

do dissacarideo lactose em relagdo aos demais.
Antibitticos
Os ejaculados sédo estéreis, mas sua contaminacao a partir da uretra, pénis e

prepucio € inevitavel durante o processo de colheita. Essa contaminacdo pode ser

menor com 0 uso de técnicas assépticas e medidas de higiene antes e durante a
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coleta. A contaminacdo bacteriana pode afetar negativamente a fertilidade, pela
prépria presenca das bactérias, pela producdo de toxinas, por degradacdo dos
componentes do meio, ou ainda, pela utilizagdo de substratos metabdlicos. Essa
situacao determina a necessidade de incorporar aos diluidores substéancias de efeito
antimicrobiano (WATSON, 1990).

A associagdo classica de Penicilina e Estreptomicina resulta numa
preparacdo antibidtica eficaz e possivelmente a mais utilizada na elaboracdo de
diluidores seminais (WATSON, 1979).

Silva (2001), estudando o sémen refrigerado equino, mostrou que o meio
diluidor contendo 50ng de cefalotina e 6,25mg de taurina foi menos prejudicial a

longevidade espermatica.

pH

O pH da 22 fracdo do ejaculado canino é de aproximadamente 6,2 (ROTA et
al., 1995) e a 32 fracao, ou fluido prostético, apresenta pH de 6,8. O pH 6timo de um
meio diluidor pode ser diferente em cada uma das etapas do processo de
congelacéo do sémen.

O pH das solucdes salinas tamponadas depende da temperatura, que por sua
vez sofre varias oscilacbes durante o processo de congelacdo (VAN DEN BERG e
ROSE, 1959). Alguns pesquisadores tém titulado seus meios diluidores a um pH de
6,8 (FOOTE, 1964), 6,7 (ROTA et al., 1995), 7,0 (SMITH e GRAHAM, 1984), 7,1
(THOMAS et al., 1993) e 7,4 (HAY et al, 1997).

Salisbury et al. (1978), observaram que as alteracdes pré-congelacdo eram
menores quando o pH do diluidor era de 6,5, mas um menor prejuizo da motilidade

espermatica, durante a congelacao, foi observada com pH de 7,5.

Crioprotetor

Os crioprotetores podem ser classificados em grupos, de acordo com 0 seu
mecanismo de acdo. O glicerol juntamente com o metanol, ethileno-glicol, 1,2-
propanodiol, butanediol, acetamina e o0 DMSO pertecem ao grupo que penetra no
citoplasma das células. Acucares como rafinose e lactose, polimeros como polivinil

pirroloidona (PVP) e compostos anfipaticos como glicina, glutamina e prolina
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também tém sido identificados como substancias crioprotetoras potenciais (HOLT,
2000).

Durante o processamento do sémen ocorrem movimentos bruscos de agua e
do crioprotetor nas células espermaticas, sendo possivel que ocorram inclusive
movimentos similares em cada subcompartimento celular (HAMMERSTEDT et al.,
1990).

Desde que Polge et al. (1949), demonstraram a eficacia do glicerol, como
crioprotetor universal, esta substancia tem sido utilizada amplamente.

Lovelock e Polge (1954) propuseram que os efeitos protetores do glicerol
eram mediados pelas suas propriedades coligativas, pela diminuicdo do ponto de
congelacdo e consequente perda da concentracdo de eletrolitos na fracdo néo
congelada, diminuindo desta maneira o efeito soluto imposto durante o processo de
congelacéo.

A concentracdo otima de glicerol adicionada ao meio diluidor € um equilibrio
entre os efeitos de protecao e efeitos adversos. Nesse aspecto os canideos parecem
ser semelhantes a outras espécies de mamiferos, onde uma variacéo entre 2 e 8%
de glicerol € o padréo, com adi¢ao no inicio, durante ou fim da refrigeragdo (OLAR et
al., 1989; HAY et al., 1997).

Fontbonne e Badinand (1993), examinaram a temperatura na qual o glicerol
foi adicionado (5°C x temperatura ambiente), o método de adicdo (uma ou varias
etapas) e a concentracdo de glicerol. Os autores n&o verificaram diferenca na
motilidade pés-descongelacédo, entre os diferentes métodos de adicdo do glicerol,
em qualqguer das temperaturas testadas, ou entre concentragcdes de glicerol
compreendidas entre 3,2 ou 6,4%.

Posteriormente, Pefia et al. (1998), também demonstraram que a temperatura
de glicerolizacdo nado afetou a qualidade espermatica pds-descongelacao;
entretanto, observaram que tanto a motilidade pds-descongelacdo como a
integridade do acrossoma, foram superiores apdés o uso de um meio diluidor
contendo 8% de glicerol quando comparado a 2%, 4% e 6%.

Silva et al., 2003 n&o encontram diferenca significativa na qualidade seminal
guando compararam os efeitos da glicerolizacdo realizada em uma ou duas etapas
durante os procedimentos de congelacao; esses autores utilizaram diluidores com

uma concentracao final de 6% de glicerol.
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3.d) CURVA DE REFRIGERACAO, PERIODO DE EQUILIBRIO E
CONGELACAO

De acordo com Watson (1979) e Jasko (1994), antes da congelacéo
propriamente dita, os espermatozoides devem permanecer um periodo de tempo a
uma determinada temperatura — periodo de equilibrio, para que ocorra diminuicdo do
metabolismo espermatico e para que iniciem as interagcdes entre as células
espermaticas e os componentes do meio diluidor, antes do estresse da congelacao,
diminuindo, dessa forma, os riscos de um choque térmico. O periodo de equilibrio
ideal pode variar para cada espécie animal e para cada diluidor utilizado (CHACUR,
1996).

Varios periodos de refrigeragcdo e equilbrio (de 45min. a 5 hs) tém sido
descritos para os canideos (FONTBONNE e BADINAND, 1993; SILVA et al., 1996).
Olar et al. (1989), demonstraram que a melhor motilidade pds-descongelacéo foi
conseguida quando o sémen de cao foi refrigerado (de 37° a 5°C) por 1 hora e
equilibrado a 5°C por 2 horas usando um meio diluidor Tris-gema de ovo contendo 3
ou 4% de glicerol.

De acordo com HAMMERSTEDT et al. (1990), se a taxa de congelacéo
utilizada for réapida, deve-se utilizar uma descongelagdo r4pida, para ocorrer a
dissolucéo dos cristais de gelo que se formaram durante o processo de congelacéo,
antes que ocorra a recristalizacdo temporaria, que causaria danos a membrana

plasmatica e organelas celulares.

3.e) DESCONGELACAO DO SEMEN

Resultados de recentes investigacfes tém levantado a hipétese que os
espermatozoides criopreservados sofrem mais alteracdes durante a descongelacéo
do que durante o processo de congelagdo (HOLT et al.,, 1992; HOLT e NORTH,
1994; ROTA et al.,, 1998), associado as mudancas da condicdo hiperosmotica
durante o congelacgéo, para as condi¢des isosmotica, durante a descongelacao. Por
razdes praticas o sémen congelado de caes é frequentemente descongelado a 37°C,
embora muitos pesquisadores (DOBRINSKI et al., 1993; ROTA et al., 1998) tenham
encontrado que temperaturas mais altas aumentam a viabilidade apos

descongelacéo.
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A descongelacdo de sémen canino com altas temperaturas e curtos periodos
de exposicao, proporciona melhores resultados de viabilidade e fertilidade; esse fato
deve-se provavelmente a diminuicdo dos riscos de recristalizagdo dos microcristais
intracelulares que podem ocorrer durante uma descongelacao lenta (OLAR, 1984,
IVANOVA-KICHEVA et al., 1995; PENA, 2000).

A comparacao de dois protocolos de descongelacdo para sémen canino em
pellets incluiram: 55°C/5seg x 37°C/8seg., em solucdo de NaCl a 0,9%, resultou
numa motilidade pds-descongelacéo de 29,3% x 26,1% e uma longevidade de 184,4
x 148,9 minutos para 55°C e 37°C respectivamente (IVANOVA-KICHEVA et al.,
1995).

No trabalho realizado por Pefia e Linde-Forsberg (2000), no qual a
descongelacdo do sémen foi realizada a 70°C por 8 segundos, a motilidade total e
progressiva, integridade de membrana e status acrossomal foram significativamente
mais alto quando comparado com protocolos de descongelacédo a 37°C por 15
segundos, embora utilizando diferentes taxas de congelacéo.

De acordo com Cunha (2002) a descongelacdo a 72°C/8seg. foi favoravel ao
sémen canino congelado, utilizando o meio diluidor a base de Tris/glicina-gema e

diversas taxas de congelagéo.



Material e Métodos 25

4) MATERI AL E METODOS

4.a) Local

O experimento foi realizado nas dependéncias do Departamento de

Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria, da FMVZ — UNESP — Botucatu.

4.b) Animais
Foram utilizados 10 (dez) cdes adultos (tabela 1), com idades variando de 1
(um) a 4 (quatro) anos, provenientes de criatérios particulares. Os animais se

apresentavam em perfeitas condi¢cdes de manejo sanitario-dietético.

Tabela 1: Numero e racas dos animais utilizados no experimento.

N° de animais Racas
3 Boxer
1 Dalmata
2 Labrador
1 Lhasa Apso
3 Rottweiler

4.c) Colheita do Sémen

O sémen foi colhido no proprio criatério, transportado imediatamente até o
Laboratério de Reproducdo de Pequenos Animais e Silvestres (REPAS), para
analises e processamento.

ApGs a limpeza do prepucio, o sémen foi colhido por manipulagdo digital do
pénis, na auséncia de uma fémea no estro. Foi colhido 1 (um) ejaculado de cada
animal, totalizando 10 (dez) ejaculados. Os ejaculados foram colhidos em funil
plastico, acoplado a um tudo plastico graduado, transportado em uma garrafa
térmica com agua aquecida (35°C) e protegido da luz. Todo equipamento de colheita
foi previamente limpo e esterilizado. A primeira fracdo do sémen foi desprezada, a
segunda e parte da terceira fracdo foram utilizadas para as analises morfofuncionais,

e processamento do sémen.
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4.d) Analise do Sémen
Imediatamente apos a colheita, 0 sémen transportado foi mantido em banho-

Maria a 37°C e analisado.

ANALISE FUNCIONAL

Motilidade e Vigor Espermaético: avaliados segundo o método descrito por
KRAUSE (1966), onde uma gota de sémen foi colocada sobre lamina aquecida (38-
40°C) e recoberta por laminula. O exame foi realizado utilizando um microscopio de
contraste de fase (Carl Zeiss, Jena, Alemanha), num aumento de 20X. O resultado
foi expresso em porcentagem (0 a 100%) para espermatozoides com movimentos
progressivos;, e um escore de 0 a 5 para o vigor, onde 0O representou
espermatozoides sem movimento e 5 espermatozéides com movimentos rapidos e

Vigorosos.

Concentracdo Espermatica: foi determinada pela contagem das células
espermaticas em camara hematimétrica de “Neubauer”, apos diluicdo do sémen total
em agua destilada (1:19). O numero de espermatozoides expresso por mL foi
multiplicado pelo volume do ejaculado, para determinagcdo da concentragdo dos
espermatozoides totais, e multiplicado pela motilidade para determinacdo de

espermatozoides totais méveis.

Teste Hiposmotico: foi realizado segundo a técnica descrita por
JEYENDRAN et al. (1984) e INAMASSU et al. (1999), e consistiu em misturar 0,1 mL
do sémen em 0,9 mL da solucdo hiposmatica - 150 mOsmol - (citrato de sodio
7,35¢, frutose 13,51g, agua destilada 1000mL e a osmolaridade verificada em
osmémetro). E uma outra mistura, utilizada como controle, de 0,1 mL do sémen em
0,9 mL da solucdo isosmotica - 300 mOsmol - (citrato de sédio 14,7g, frutose
27,029, agua destilada 1000mL e a osmolaridade verificada em osmémetro).

As amostras preparadas foram acondicionadas em tubos plasticos de 1,5mL,
e levadas ao banho-Maria a 37°C por 30 minutos. Apos a incubacao, foram agitadas
e uma gota foi transferida para lamina de vidro, recoberta por uma laminula, e a
leitura realizada sob microscépio de contraste de fase (Carl Zeiss, Jena,

Alemanha). Foram contadas 200 células espermaticas. Na solucdo hiposmotica
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foram considerados espermatozoides com integridade funcional e estrutural da
membrana, aqueles que apresentavam edema de cauda, vistos pelo seu
enrolamento. A solugdo isosmotica foi utilizada como controle e o resultado do teste
foi dado em porcentagem, onde o nimero de espermatozéide com a cauda enrolada
obtido na solucéo hiposmética, era subtraido do nimero de espermatozoides com a

cauda enrolada na solucao isosmaotica, multiplicados por 100%, e divididos por 2.

n° sptzs cauda enrol. sol. hipo - n® sptzs cauda enrol. sol. iso X 100%

2

pH: determinado utilizando-se fitas colorimétricas com variacéo de 4,0 a 10,0
(Merck KgaA, Alemanha).

ANALISE MORFOLOGICA

Morfologia Esperméatica: foram confeccionados esfregacos do sémen em
laminas, corados pelo método de KARRAS modificado (PAPA et al., 1986). Foram
avaliadas 200 células de cada esfregaco e as alteracbes espermaticas foram
classificadas de acordo com Mies Filho (1987). Os resultados foram expressos em

porcentagem de defeitos maiores, defeitos menores e células normais.

Sondas Fluorescentes: a coloragéo fluorescente foi realizada de acordo com
a técnica descrita por HARRISON & VICKERS (1990), e adaptada ao cédo por
CUNHA et al. (1996). As solucdes estoques de diacetato de 6-carboxifluoresceina
(9,2 mg diacetato de 6-carboxifluoresceina em 20 mL dimetilsulféxido (DMSQ)),
iodeto de propideo (10 mg de iodeto de propideo em 20 mL solucéao fisiologica),
formaldeido (diluicdo de 1:80 de formalina a 40% em solucéo fisioldgica) e
citrato de sodio a 3% (3,0 g de citrato de s6dio em 100 mL de solucéo
fisiologica) foram preparadas. Uma aliquota de 10 pl de sémen foi diluida em 40ul
da solucdo de trabalho (20 pl da solugcdo estoque de diacetato de 6-
carboxifluoresceina, 10 ul da solucédo estoque de iodeto de propideo, 10 ul de
solucdo estoque de formaldeido e 960 ul de citrato a 3%), preparada no

momento do uso. Apds 10 minutos da diluicdo, uma gota do material foi depositada
entre lamina e laminula e analisada em microscopio de epifluorescéncia (NIKON —
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Episcopic Fluorescence Attchment “EFA” HalogenLamp Set) com objetiva de
40x. Foram contadas 200 células e classificadas como:

v Células com membrana integra: células coradas em verde
fluorescente.

4 Células com membrana lesada: células coradas em vermelho ou em

verde fluorescente e vermelho.

Microscopia de Transmissao: uma amostra do ejaculado foi centrifugada a
800g por 15 minutos (CUNHA e LOPES, 1999), o sobrenadante desprezado e o
“pellet” fixado em glutaraldeido a 2,5%, As amostras foram mantidas em refrigeracéo
a 5°C, até o momento do processamento:
+* Pos-fixacdo em tetroxido de 6smio a 1% em tampéo fosfato 0,1M e pH 7,3 (2
horas);
+* Lavagem em agua destilada (2x de 5 minutos);
+* Contrastagdo em bloco em solugéo aquosa de acetato de uranila 0,5% (2
horas);
** Desidratacdo em sequéncia crescente de solucdes de acetona,
¢ Embebicao e inclusdo em resina Araldite®:;
** Obtencdo de cortes semi-finos de 0,5 mm, para escolha dos blocos
adequados;
% Obtencéo dos cortes ultra-finos 50nm apartir dos blocos escolhidos;
%+ Contrastacdo dos cortes ultra-finos com solugdo saturada de acetato de
uranila em alcool etilico 50% e, posteriormente, em citrato de chumbo.
O material foi examinado ao microscopio eletrébnico de transmissdo, modelo
Philips CM 100, e fotodocumentado.

4.e) Procedimento Experimental

No inicio da fase experimental cada animal foi submetido a um exame
androldgico completo, que constava de: histérico reprodutivo, exame clinico geral e
especifico do aparelho genital, colheita e analise do sémen. Apds a constatacdo da
normalidade clinica e reprodutiva, o animal foi considerado apto a integrar o grupo

experimental.
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Apos a colheita e o transporte até o Laboratorio, o sémen foi analisado quanto
as suas caracteristicas morfofuncionais (T1); em seguida, o ejaculado foi dividido em
duas partes iguais. Cada parte foi diluida (1:1) em Meio Tris sem glicerol, modificado
pela adicdo do sulfato de amicacina (3g de TRIS, 1,7g de Acido Citrico, 1,25g de
Frutose, 0,020g de Sulfato de Amicacina, 20mL de Gema de Ovo e 80mL de
Agua Destilada) e centrifugadas em 800g por 15 minutos (Cunha e Lopes,1999).

Apods a centrifugacdo os sobrenadantes foram desprezados e cada pellet
ressuspendido em: Tris/Glicerol, modificado pela adicdo do sulfato de amicacina -
M1- (3g de TRIS; 1,7g de Acido Citrico; 1,25g de Frutose; 0,020g de Sulfato de
Amicacina; 8mL de Glicerol; 20mL de Gema de Ovo; e 72mL de Agua
Destilada) e o MP50 - M2- (acUcares: glicose, lactose e rafinose; tampades:
citrato de sodio, citrato de potassio e EDTA; gema de ovo; leite em po
desnatado; substrato para cultivo celular: Hepes e DME-Dulbelcco’s Modified
Eagle’s Meédium; antibidtico: sulfato de amicacina, e crioprotetores
intracelulares: glicerol e dimetil-formamida) (PAPA et al., 2002).

O volume adicionado de cada meio foi estabelecido apdés a avaliacdo da
concentracdo espermatica inicial e obtendo-se uma diluicdo final de 80 x 10°
espermatozéides por mL. O sémen assim diluido foi envasado em palhetas
francesas de 0,5 mL, previamente identificadas com o nome do animal, a data da
colheita e o meio diluidor utilizado, contendo portanto, 40 x 10° espermatozoéides
moveis por palheta.

As palhetas foram entdo levadas até o refrigerador programado a 5°C
(MINITUB?) por 60 minutos. Apés isso , foram retiradas duas palhetas de cada meio
para avaliacbes, onde uma foi utilizada para a analise ultraestrutural e a outra para
analise morfofuncional do sémene mensuracao do pH (T2).

As palhetas restantes foram transferidas para uma caixa de isopor, contendo
4 cm de nitrogénio liquido, posicionadas de forma a permanecerem numa distancia
de 6 cm da superficie do nitrogénio (PENA, 1997), por 20 minutos. Apds esse
periodo as palhetas foram mergulhadas em nitrogénio liquido (-196°C) e
armazenadas em botijdes criogénicos.

As amostras foram descongeladas numa temperatura de 70°C por 8

segundos (PENA e LINDE-FORSBERG, 2000), e novamente analisadas para as
caracteristicas morfofuncionais (T3).
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Para a andlise ultraestrutural foi realizado um pool das amostras, tanto para o
sémen fresco (T1), sémen refrigerado em Tris/Glicerol (T2M1), sémen refrigerado
em MP50 (T2M2), sémen ocongelado em Tris/Glicerol (T3M1), e sémen congelado
em MP50 (T3M2), totalizando 5 amostras.

4.f) Andlise Estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio da analise de variancia levando-se
em consideracédo o efeito animal e efeito tratamento: T1 sémen fresco; T2M1 sémen
refrigerado em Tris/Glicerol;, T2M2 sémen refrigerado em MP50; T3M1 sémen
congelado em Tris/Glicerol; e T3M2 sémen congelado em MP50.

As meédias de cada tratamento foram comparadas pelo Teste de Tukey. O

nivel de significancia adotado foi de 5%.
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5) RESULTADOS

Os resultados da analise de variancia realizada encontram-se na tabela 2 e os
resultados referentes as caracteristicas funcionais e morfologicas das células
espermaticas, submetidas a 3 condicées (T1, T2, T3), encontram-se listados nas
tabelas 3 e 4, respectivamente.

Os resultados das perdas ocorridas de motilidade espermatica e integridade
de membranas, nas 3 condi¢cbes estudadas (T1, T2, T3) e os 2 meios diluidores
considerados (M1 e M2), encontram-se nas tabelas 5 e 6

As porcentagens meédias dos resultados referentes a morfologia espermatica
nos 5 tratamentos (T1, T2M1, T2M2, T3M1, T3M2) estdo representadas na figura 1.

As fotomicrografias de espermatozéides caninos submetidos a 3 condi¢cdes
(T1, T2, T3) e 2 meios diluidores (M1 e M2), estao representados nas figuras 2 e 3.

Tabela 2: Resultados da analise de variancia (G.L: grau de liberdade e Q.M.:
guadrado médio) referentes a motilidade espermatica (Mot), vigor espermatico, pH,
teste hiposmético (Hipo), integridade das membranas espermaticas (I.M.E.) e
morfologia esperméatica (normais, maior e menor) de dez (10) ejaculados de caes
submetidos a 5 tratamentos: sémen fresco (T1l), sémen refrigerado em meio
Tris/Glicerol (T2M1), sémen refrigerado em meio MP50 (T2M2), sémen congelado

em meio Tris/Glicerol (T3M1), e sémen congelado em meio MP50 (T3M2). Botucatu,

SP, 2004.

Q.M.
Mot  Vigor pH Hipo LIM.E. Normais Maior Menor
Animal 9 100,88 0,53* 0,18* 283,76* 239,72 370,764* 183,28* 71,23*

G.L

Tratamento 4 1168,25* 3,15* 0,59* 5641,94* 4460,64* 1581,48* 682,15* 204,03*

Residual 36 9297 024 0,05 8959 160,45 51,86 43,71 28,94

* Significativo para p<0,05
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Tabela 3: Média + desvio padrdao da motilidade e vigor espermatico, dos resultados
do teste hiposmotico e do pH de 10 (dez) ejaculados de cdes submetidos a trés
condicdes (T1, T2 e T3), e dois meios diluidores: sémen fresco (T1l), sémen
refrigerado em meio Tris/Glicerol (T2M1), sémen refrigerado em meio MP50 (T2M2),

sémen congelado em meio Tris/Glicerol (T3M1), e sémen congelado em meio MP50
(T3M2). Botucatu, SP, 2004.

. . Teste
Tratamento Motilidade (%) Vigor (0-5) Hiposmético (%) pH
T1 89,5+ 3,72 4,6 +0,52 82,9+7,12 6,2 +0,22
T2 M1 74,5+ 8,3° 3,6 +0,6°°¢ 38,4 +14,5° 6,3+0,3%
T2 M2 77,0 + 10,1° 4,0 + 0,62 63,3 +11,4° 6,7 +0,4°
T3 M1 67,0 + 13,2°°¢ 3,3+0,5° 252 +7,21¢ 6,4+ 0,32
T3 M2 61,0 + 10,7¢ 3,3+04° 34,1 +14,2¢ 6,8+0,2°

* Médias seguidas de letras diferentes, numa mesma coluna, diferem entre si, pelo Teste de Tukey (p<0,05).

Tabela 4: Média = desvio padrdo dos resultados da integridade das membranas
espermaticas (I.M.E.) e morfologia espermatica de 10 (dez) ejaculados de caes
submetidos a trés condi¢cbes (T1, T2 e T3), e dois meios diluidores: sémen fresco
(T1), sémen refrigerado em meio Tris/Glicerol (T2M1), sémen refrigerado em meio
MP50 (T2M2), sémen congelado em meio Tris/Glicerol (T3M1), e sémen congelado
em meio MP50 (T3M2). Botucatu, SP, 2004.

Tratamento Morfologia Espermatica

I.M.E. (%) Normais (%) Maior (%) Menor (%)

T1 82,7 + 9,22 85,4 + 4,12 9,7+3,1% 4,9 + 2,420
T2 M1 423+ 14,6° 74,2 + 11,5° 19,1 + 7,52 6,7 +6,2°
T2 M2 65,9 + 15,8° 69,7 + 15,0° 20,5+ 12,2° 9,8+ 6,5°¢
T3 M1 33,3+14,9° 57,6 + 8,6° 27,2 + 6,8°¢ 15,2 + 6,3°
T3 M2 37,7+ 10,7° 545+ 11,4° 32,5+ 85° 13,0+ 5,7°¢

* Médias seguidas de letras diferentes, numa mesma coluna, diferem entre si, pelo Teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 5: Diferenca entre os valores percentuais ajustados* da motilidade
espermatica nos 5 tratamentos: sémen fresco (T1l), sémen refrigerado em meio
Tris/Glicerol (T2M1), sémen refrigerado em meio MP50 (T2M2), sémen congelado
em meio Tris/Glicerol (T3M1), e sémen congelado em meio MP50 (T3M2). Botucatu,
SP, 2004.

Linha (L)
T2M1 T2M2 T3M1 T3M2
(74.5) (77,0) (67,0) (61,0)
Coluna (C,

T1(89,5) -16,7% -13,9% -25,1% -31,8%
T2M1 (74,5) - +3,3% -10,0% -
T2M2 (77,0) -- -- - -20,7%
T3M1 (67,0) - - - -8,9%

“ 1006
cy =80 100 44,
e Ch g

Tabela 6: Diferenca entre os valores percentuais ajustados* da integridade das
membranas espermaticas nos 5 tratamentos: sémen fresco (T1), sémen refrigerado
em meio Tris/Glicerol (T2M1), sémen refrigerado em meio MP50 (T2M2), sémen
congelado em meio Tris/Glicerol (T3M1), e sémen congelado em meio MP50
(T3M2). Botucatu, SP, 2004.

Linha (L)
T2M1 T2M2 T3M1 T3M2
(42,2) (65,9) (33,3) (37,7)
Coluna (C,

T1(82,7) -48,9% -20,3% -59,7% -54,4%
T2M1 (42,2) . +56,1% - 21,0% -
T2M2 (65,9) - - . _42,7%
T3M1 (33,3) - - - +13,2%

n” 1004
fy=& 2. 100

e Cn g
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Resultados
T1
Normais
Maior
O Menor
85,4%
T2M1 T2M2
9,8%

6,7%

T3M1 T3M2
13,0%

15,2%

54,5%

27,2% 57,6% 32,5%

Figura 1: Porcentagens médias dos resultados da morfologia espermatica -
espermatozoides normais e com defeitos maiores e menores - nos tratamentos T1
(sémen fresco), T2M1 (sémen refrigerado em meio Tris/Glicerol), T2M2 (sémen
refrigerado em meio MP50), T3M1 (sémen congelado em meio Tris/Glicerol) e T3M2

(sémen congelado em meio MP50). Botucatu, SP, 2004.
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Em todos os tratamentos - T1, T2M1, T2M2, T3M1, T3M2 - os
espermatozoides caninos apresentaram edema e ondulacbes na membrana
plasmatica (Figuras 2 e 3). Nao foi observada ruptura da membrana plasmatica em
nenhum dos tratamentos.

Os acrossomos apresentaram-se normais na condicdo de sémen in natura -
T1 (Figura 2 - Al e A2) e alterados nas condi¢coes de sémen refrigerado - T2M1 e

T2M2 — (Figura 2 — B1, B2, C1 e C2) e congelado - T3M1 e T3M2 — (Figura 3 - B1,
B2, C1 e C2). Incluem-se como alterados: o edema e a ondulagdo da membrana
acrossomal externa, com perda de conteudo acrossomal. Nao foi observada ruptura

de membrana acrossomal em nenhum dos tratamentos.
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6) DI SCUSSAO

Atualmente, muitos estudos de congelacdo de sémen de cdes estdo sendo
realizados com resultados promissores (PENA e LINDE-FORSBERG, 2000;
BUENO, et al., 2001; SOARES et al., 2002; SILVA et al., 2002; SILVA et al., 2003),
principalmente porque estdo sendo levados em conta detalhes técnicos e
caracteristicas especificas da célula espermatica canina.

A analise de variancia efetuada nesse estudo, revelou influéncia do efeito
animal sobre as variaveis analisadas, com excecdo da motilidade espermatica e
integridade de membrana espermatica. Esses resultados sdo decorrentes da
variabilidade individual e racial, jA descritas nos cdes (MORTON e BRUCE, 1989,
SOUZA et al., 1995; CHIRINEA et al., 2003). A variabilidade individual e racial
observada nesse experimento, é reforcada em outros estudos, sendo considerado
um fator que dificulta a comparacdo de metodologia de congelacdo de sémen e
impede a comparacéao dos resultados quando se utilizam meios diluidores diferentes.

Os animais utilizados nesse experimento, apesar de serem de racas
diferentes, todos se apresentavam em bom estado de saude, com padrdes minimos
de qualidade seminal, como observadas nas avaliacdes iniciais (Tabela 3 e 4-T1).

As colheitas de sémen foram realizadas nos canis ou residéncias dos caes,
para minimizar o estresse do transporte e a presenca de pessoas estranhas, o que
eventualmente poderia interferir com a colheita ou mesmo com a qualidade do
ejaculado (FELDMAN e NELSON, 1996). Além disso, todas as colheitas foram
realizadas sem a presenca de fémea em estro.

A célula espermatica tem uma funcao principal, sendo Unica, de fertilizar o
ovQcito, e para isso deve sofrer uma série de transformagdes sequenciais no interior
do aparelho genital feminino, que a tornam apta para exercer essa funcdo. Na
criopreservacdo o estresse sofrido pela célula espermatica deve ser minimo, para
gue sua funcédo seja mantida (LINDE-FORSBERG, 2000; SANCHES et al., 2002;
CARDOSO et al., 2002; SILVA et al., 2003). Nesse sentido, o tempo de transporte
da amostra de sémen até o laboratorio foi de no maximo 10 minutos; para evitar 0s

efeitos nocivos da luz e para manter a temperatura, o sémen foi transportado num
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frasco coletor introduzido numa garrafa térmica com agua numa temperatura de
35°C. Procurouse dessa maneira, diminuir os efeitos do transporte sobre o sémen.
Nossos resultados de motilidade e vigor espermatico, teste hiposmotico,
integridade de membrana espermatica (IME) e morfologia espermatica, na condicao
T1, sdo semelhantes aos encontrados por Bueno et al. (2001); Soares et al. (2002);
Silva et al. (2003); Souza (2003), e considerados dentro dos limites normais para a

especie.

6.a) Avaliacao pos-refrigeracao

A intencdo de incluir uma avaliagdo morfofuncional dos espermatozéides apds
o periodo de equilibrio (T2), foi de identificar e quantificar as perdas (Tabela 5 e 6)
ocorridas na qualidade do sémen até esta fase do processo de congelacao.

Nesta fase, os resultados de motilidade espermatica (Tabela 3) demonstraram
uma diferenca significativa (p<0,05) entre o sémen in natura (T1) e apés o equilibrio
(T2) nos 2 meios considerados (M1 e M2), porém nao houve diferenca significativa
(p<0,05) entre os meios (T2M1 e T2M2); mas a perda percentual da motilidade
espermatica (Tabela 5) foi maior (16,7%) no M1 e menor (13,9%) no M2,

Essa perda menor no T2M2 pode ser devido a uma menor concentracao de
glicerol (3% x 8%) no meio MP50, ou também pode ser devida a associacédo de 2
crioprotetores intracelulares (3% de glicerol + 2% de dimetil-formamida) (PAPA’) na
composicao desse meio. O meio MP50 (M2) também possui componentes a base de
leite em pd desnatado, gema de ovo e uma variedade de acgucares (lactose, glicose
e rafinose), que séo substancias conhecidas por protegerem a membrana plasmatica
da diminuicdo de temperatura. Isto poderia explicar os melhores resultados obtidos
pelo meio MP50 (M2) nessa fase.

Em relacdo ao vigor espermatico o T2M2 também se mostrou superior
guando comparado com o T2M1. Provavelmente, o meio MP50, é um meio mais
enriquecido quando comparado ao Tris/Glicerol, preservando melhor as
caracteristicas de movimento da célula espermatica.

Quanto ao teste hiposmoético, o T2M2 demonstrou diferenca significativa

(p<0,05) em relagédo ao T2M1. O teste hiposmotico € uma avaliagcdo funcional e que

" Papa, F.O. (Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Unesp — Campus de Botucatu)
Comunicagédo pessoal, 2003.
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caracteriza a capacidade de transporte seletivo de moléculas através da membrana
plasméatica (KUMIDIAKA, 1993). Ainda que nesta fase (T2) as células espermaticas
nao estejam congeladas, elas ja se encontram diluidas nos meios diluidores
hiperosmdéticos, e a manutencao da capacidade funcional das células é de extrema
importancia para a continuidade do processo de congelacéo.

Em relacdo a manutencéo do pH, o T2M1 ndo mostrou diferenca significativa
comparado com o sémen in natura (T1), demonstrando assim que o meio contendo
o tampéao Tris foi adequado para manter o potencial idbnico do meio. O meio MP50
apresentou pH entre 6,9 e 7,0 antes de ser adicionado ao pellet espermético, e
portanto, na condicdo T2M2 houve uma diminuicdo de 0,2, mas ainda assim
mantendo um potencial idbnico adequado e dentro dos limites para a espécie.

Nos resultados de integridade de membrana plasmatica (IME) verificou-se
uma diferenca significativa (p<0,05) entre Tl e T2 e entre T2M1 e T2M2 com
superioridade do T2M2 em relacdo ao T2M1. Na tabela 6, na condicdo T2, &
possivel observar uma superioridade do meio MP50 em relacao ao Tris/Glicerol, com
um ganho de +56,1%.

Nesse ponto, temos que considerar que a concentracdo 6tima de glicerol
adicionada ao meio € um equilibrio entre seus efeitos toxicos e seu efeito
crioprotetor. No meio MP50 o glicerol encontra-se numa porcentagem de 3% e seus
efeitos toxicos ndo séo sentidos, e como a temperatura nessa fase esta por volta de
5°C, os seus efeitos crioprotetores ainda ndo foram totalmente necessarios. Ja o
meio Tris/Glicerol, com 8% de glicerol entre seus componentes, foi provavelmente
mais toxico para a célula espermatica, e é responsavel, pelo menos em parte, pelos
resultados inferiores obtidos nesse diluidor durante essa fase. A dimetil-formamida
incluida no meio MP50 é um crioprotetor pouco utilizado em cées, podendo também,
neste caso, ser considerado um fator benéfico, protegendo os espermatozoéides da
diminuicdo de temperatura.

Tanto o teste hiposmoético como a andlise de IME avalia a integridade e
funcionalidade das membranas espermaticas, e nesses 2 testes o meio MP50, apés
a fase de refrigeracdo e equilibrio (T2), foi consideravelmente superior ao
Tris/Glicerol, permitindo que a amostra diluida e refrigerada com esse meio fosse
congelada com uma populacao de células esperméticas mais viaveis.

Durante a refrigeracdo (T2), as alteracdes estruturais da célula espermatica

apresentaram diferenca significativa (p<0,05) quando comparadas com sémen in
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natura, e essa diferenca foi devido principalmente a um aumento do percentual de
defeitos maiores, que no T2M1 foi de 9,4% e no T2M2 de 10,8%. A analise individual
dessa variavel mostrou um aumento principalmente de defeitos de acrossomo,
responsaveis por esses resultados (Apéndice B).

A curva de refrigeracao utilizada nesse experimento foi de aproximadamente
1,7°C/minuto, desde que as amostras atingiram a temperatura de refrigeracao (5°C)
apos 12 minutos de sua introducéo no refrigerador programado (25°C — 5°C). Esta é
uma curva de refrigeracdo considerada rapida quando comparada a maioria dos
trabalhos que descrevem curvas de refrigeracdo mais lentas (BUENO et al., 2001,
OLIVEIRA et al., 1999).

Outro fator a ser considerado € a associacdo do meio diluidor com a curva de
refrigeracdo e periodo de equilibrio utilizados nesse experimento. Provavelmente, o
meio MP50, devido a associacdo de crioprotetores, a sua composicao, e a curva de
refrigeracdo utilizada, conferiu melhor protecdo aos espermatozoides contra a
diminuic&do da temperatura.

Quanto a analise ultra-estrutural, vale ressaltar as lesbes causadas na
membrana plasmatica pelo processamento das amostras durante a fixacdo. Lesdes
observadas na figura 2 (A1 e A2) mostram a membrana plasmatica edemaciada, o
gue pode ser consequéncia apenas do procedimento de fixacdo das amostras pelo
glutaraldeido (LANDIN-ALVARENGA")

A figura 2 (B1/B2 e C1/C2) mostra as altera¢gdes decorrentes do processo de
refrigeracdo, evidenciando edema da membrana plasméatica mais pronunciado no
meio MP50 (C1) do que no meio Tris/Glicerol (B2). Nessa etapa do processo, as
membranas acrossomais mantiveram-se integras.

O conjunto de testes selecionados para avaliacado da etapa de refrigeracéo do
sémen, demonstrou que o meio MP50 foi superior no teste hiposmotico e IME, a
despeito de um edema de membrana plasmatica muito pronunciado, visto na MET

Olar et al. (1999), relataram que o espermatozdide canino suporta uma certa
variacdo de temperatura nos periodos de refrigeracdo e equilibrio, sem que essa
variacdo tenha qualquer efeito prejudicial sobre a motilidade espermatica antes da

criopreservacao. Contudo, Quinn et al. (1980) e Watson (1995), afirmaram que o

" Landin-Alvarenga, F.C. (Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Unesp — Campus de
Botucatu)
Comunicagdo pessoal, 2003.
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choque térmico é mais evidente na faixa de 12°C a 0°C; os resultados obtidos nesse
experimento, até essa etapa do processamento de sémen (5°C), foram satisfatorios,
mostrando que a curva de refrigeracao imposta foi eficiente para minimizar os efeitos

do choque térmico.

6.b) Avaliacdo P6s-Descongelacéo

No presente estudo, o sémen foi descongelado numa temperatura de 70°C
por 8 segundos, levando-se em consideracdo a diminuicdo dos riscos de
recristalizacdo de microcristais intracelulares, que podem ocorrer num processo de
descongelacdo lenta (OLAR, 1994; IVANOVA — KICHEVA et al., 1995; PENA, 2000).

A média da porcentagem de motilidade espermatica apds a descongelacéo,
foi de 67% no meio Tris/Glicerol, com uma variacdo de 40% a 80%; no meio MP50 a
motilidade espermatica bi de 61%, com variacdo de 50% a 75%. Os valores de
motilidade para o sémen canino descongelado, usando diluidor com glicerol variam
entre 30% a 70% (FOOTE, 1964, PLATZ e SEAGER, 1977, PROVINCE et al., 1984,
HAY et al., 1997). Embora os valores do presente trabalho sejam semelhantes aos
encontrados por esses autores, cabe destacar que diferencas relacionadas aos
componentes do diluidor e aos métodos de congelacédo e descongelagéo dificultam
as comparacoes entre os diferentes trabalhos. Nao existe na literatura consultada
resultados referentes a motilidade espermatica de sémen canino descongelado
utilizando-se diluidores a base de dimetil-formamida ou associacdo de glicerol e
dimetil-formamida.

Os valores de vigor espermatico pés-descongelacdo nao diferiram entre os
meios estudados, mas mostraram uma diferenca significativa entre 0 T2 e T3 apenas
para o meio MP50. Porém, o meio Tris/Glicerol apresentou melhores resultados na
manutencao do vigor espermatico pos-descongelacao.

No teste hiposmdtico, os resultados do sémen descongelado ndo mostraram
diferenca significativa entre os 2 meios utilizados, mas foi grande e significativa a
diferenca entre as etapas de refrigeracdo e congelacao nos dois meios estudados.

Em relacdo ao pH, o meio Tris/Glicerol manteve-se constante durante todo
processo de congelagdo, demonstrando eficiéncia no seu sistema tampéo. Houve
uma queda do pH inicial no meio Tris/Glicerol (de 6,7 para 6,3) quando foi

adicionado as células esperméticas, o que era esperado devido ao metabolismo
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celular com actimulo de ifons H" no meio; em seguida com a diminuicdo de
temperatura, o metabolismo também se reduziu, diminuindo a deposicdo dos
produtos toxicos.

Na avaliacdo da IME pos-descongelacdo, os 2 meios se comportaram
igualmente, mas houve uma queda de 42,7% (Tabela 6) entre a etapa de
refrigeracdo e de congelacdo no meio MP50. Esse resultado foi surpreendente e
mostrou um contra senso em relacdo a etapa de refrigeracdo. O meio MP50, talvez,
pela baixa porcentagem de glicerol em sua composicdo, n&o protegeu
convenientemente a membrana plasmatica dos danos causados pelo processo de
congelacdo. Com a diminuicdo de temperatura (5°C para -196°C) ocorreram danos
severos na integridade da membrana espermatica das células diluidas nesse meio.

Neste caso, o Tris/Glicerol, apesar de ser um diluidor de composi¢do mais
simples, foi mais eficiente na protecdo das membranas espermaticas na etapa de
congelagcédo, muito provavelmente, devido a porcentagem de glicerol (8%) utilizado,
gue mostrou toxicidade durante a refrigeracdo, mas exerceu seus efeitos
crioprotetores na congelacao.

O ejaculado inicial (T1l) apresentou aproximadamente 85% de células
morfologicamente normais. ApGs o0 processo de congelacdo as amostras mantiveram
cerca de 65% de células ainda morfologicamente normais, 0 que se constitui um
bom resultado. As perdas maiores foram representadas pela porcentagem de
defeitos maiores, principalmente defeitos de acrossomo da mesma maneira que na
etapa de refrigeracao.

Os resultados de IME e defeitos de acrossomo, vistos nesse experimento, sdo
decorrentes de danos nas membranas celulares dos espermatozéides,
provavelmente, causados por mudancas na configuracdo dos constituintes dessas
membranas, durante todo processo de congelacdao (PARKS et al., 1997; MEDEIROS
et al., 2002).

As lesdes de IME e alteracdes acrossomais observadas no espermatozoéide
apos a descongelacdo nos 2 meios diluidores utilizados, sdo compativeis com a
descricdo da andlise ultra-estrutural, vistas na figura 3 (B1/B2 e C1/C2). Foi
observado na analise ultra-estrutural edema e ondulagdes das membranas
plasmaticas e membranas acrossomais externas, o que pode ocasionar a perda do

conteudo acrossomal, inviabilizando a célula espermatica. Apesar das lesdes
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descritas, ndo foram identificadas rupturas das membranas plasméaticas e
acrossomais externa, nem vesiculagdes sugestivas de reacdo do acrossomo.

Temos que considerar que a analise ultra-estrutural foi apenas descritiva e
nao quantitativa como a avaliacdo da integridade da membrana por sondas
fluorescentes.

Os testes selecionados para avaliacdo morfofuncional das células
espermaticas nesse experimento, mostraram-se sensiveis, identificando as células
integras e alteradas, possibilitando uma avaliacdo precisa. Seria interessante e
conveniente a realizacdo de testes de correlacdo entre esses resultados, e
resultados de inseminagéo artificial ou ensaios de penetracdo espermética.

Tanto a inseminacéo artificial como os testes de penetracdo espermatica,
ainda ndo se constitui em uma rotina na reproducdo de pequenos animais, mas
seriam as avaliacbes mais efetivas para avaliar amostras de sémen congeladas.

Na literatura consultada existem varios trabalhos sobre congelacdo de sémen
de céo utilizando diferentes meios diluidores, com porcentagem variadas de glicerol,
tampdes diversos e diferentes fontes de energia, o que impossibilita e dificulta uma
comparacédo segura entre os resultados.

O objetivo desse estudo em utilizar 2 meios diluidores, foi comparar um meio
considerado padrdo para espécie canina, o Tri/Glicerol, com um meio comercial
utilizado normalmente para espécie equina com bons resultados (MP50).

Na ultima década houve um crescimento significativo na literatura relacionada
a reproducdo de cades, aumentando nossos conhecimentos tanto da biologia
reprodutiva como das biotécnicas aplicadas a essa espécie. Os resultados de
congelacdo de sémen de cao conseguidos hoje sédo superiores aos descritos a 10
anos atras, principalmente porque os estudos atuais tem caracterizado
particularidades da célula espermatica canina, curvas de refrigeracdo e congelacdo

especificas para caes, e meios diluidores apropriados.
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1)

2)

7) CONCLUSCES

Em vista dos resultados obtidos, conclui-se que:

Os testes selecionados para avaliacdo morfofuncional das células
esperméaticas caninas submetidas ao estresse da congelacdo mostraram-se

adequados.

A analise comparativa entre os 2 (dois) meios diluidores utilizados

(Tris/Glicerol e MP50), por meio da caracterizacdo morfofuncional das células
espermaticas caninas pos-refrigeracdo, demonstrou uma superioridade do

meio MP50 sobre o Tris/Glicerol.

3) A andlise comparativa entre os 2 (dois) meios diluidores utilizados

(Tris/Glicerol e MP50), por meio da caracterizagdo morfofuncional das células
espermaticas caninas pos-descongelacdo, demonstrou uma igualdade entre

0Ss meios Tris/Glicerol e MP50.
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A: Resultados individuais referentes a analise morfofuncional de amostras de sémen
in natura (T1), refrigerado (T2) e congelado (T3) em dois meios diluidores (M1 —
Tris/Glicerol e M2 — MP50) de 10 cédes adultos. Botucatu, SP, 2004.

Tratamento Animal Mot (%) Vigor(0-5) pH Hipo (%) Fluo (%) Normais (%) Maior (%) Menor (%)

1 85 4 6,1 87,5 81,5 78 13 9
2 85 4,5 6,1 72 83,5 88,5 9 2,5
3 90 5 6,1 89,5 62,5 86,5 75 6
4 90 5 6,1 88,5 88,5 90 6,5 3,5
T1 5 85 3,5 6,1 81,5 85 87 8,5 4,5
6 95 5 6,1 79 91 84,5 8,5 7
7 95 5 6,5 91 92,5 91 6 3
8 90 5 6,5 89 90,5 80 16 4
9 90 4,5 6,1 77 76,5 82,5 9,5 8
10 90 4,5 6,1 74 75,5 86 12,5 15
1 70 3 6,5 54 56,5 51 28,5 20,5
2 80 4 6,1 25,5 45 67 23 10
3 85 5 6,5 65 58 88,5 9,5 2
4 75 3,5 6,1 44 28 69 31 0
5 65 3 6,8 49,5 44,5 76 195 4,5
T2M1 6 80 3,5 6,1 195 28 67 22 11
7 70 3 6,1 37,5 37 80 13 7
8 85 3,5 6,1 26,5 25,5 79,5 19 15
9 60 3,5 6,1 34 67,5 90 8,5 15
10 75 4 6,8 28 32,5 74 17 9
1 65 3 6,8 77 80,5 46,5 31 22,5
2 80 5 6,5 74,5 79,5 66,5 18,5 15
3 80 4 6,1 74,5 70,5 85 10 5
4 80 4 6,8 66 78,5 76,5 21,5 2
5 60 35 7,1 61 46,5 81 16 3
T2M2 6 85 4 6,8 51,5 60,5 41 49,5 9,5
7 90 5 6,5 75 72 73 11 16
8 85 4 6,8 52,5 44,5 74 21 5
9 80 4 6,1 52 82,5 84 75 8,5
10 65 35 7,1 49 44 69 20 11
1 70 3 6,5 27 58,5 49 36 15
2 70 3 6,1 32,5 19,5 65 19 16
3 80 4,5 6,8 33,5 60,5 71 18,5 10,5
4 40 25 6,1 155 16 49,5 24,5 25
5 75 3,5 6,8 24 25 64,5 22,5 13
T3M1 6 60 3 6,5 13 30,5 52 37 11
7 50 3 6,1 24,5 29 56 27 17
8 80 3,5 6,1 26,5 31 57 35,5 10,5
9 70 3,5 6,1 33,5 34,5 66 26,5 7,5
10 75 3 6,8 22 28,5 46 27,5 26,5
1 60 3,5 6,8 46,5 35 34,5 50,5 15
2 75 4 6,8 59 39,5 52 36 12
3 50 3 6,5 21 46,5 68 21 11
4 70 3 6,5 32 12 55,5 34 10,5
5 60 3 7,1 44 38,5 72 23 5
T3M2 6 50 3 6,8 9 51,5 49,5 36 14,5
7 70 4 6,8 38 42 52 36 12
8 75 3,5 6,8 28 42,5 47,5 35,5 17
9 50 3 6,5 37 39 67 26,5 6,5
10 50 3 7,1 26 30,5 47,5 27 25,5
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B: Resultados médios da avaliagdo morfologica de amostras de sémen in natura
(T1), refrigeradas (T2) e congeladas (T3) em 2 meios diferentes, del0 cées adultos.
Botucatu, SP, 2004.

T2 T3

TRATAMENTOS T1 TRIS MP50 TRIS  MP50

Defeitos Menores (%)

Cabeca solta normal 0,20 0,40 0,70 0,10 0,20
Cabeca pequena normal 0,20 - 0,10 - 0,10
Cabeca gigante 0,30 - 0,10 0,20 0,30
Insercéo abaxial - 0,20 0,10 - -
Insercédo obliqua 0,50 0,30 0,40 0,60 0,70
Insercao retro-axial - 0,45 0,40 - 0,10
Cauda enrolada 1,70 2,90 4,10 8,40 6,40
Cauda dobrada 1,50 2,40 3,40 5,60 4,60
Gota citoplasmatica distal 0,50 0,10 0,50 0,30 0,60
Defeitos Maiores (%)

Cabeca estreita na base 0,30 0,30 0,50 - 0,15
Cabeca piriforme 0,60 0,40 0,20 - 0,25
Contorno anormal 0,20 1,80 1,20 2,00 1,85
Cabeca solta anormal 0,20 0,20 1,10 0,10 0,45
Cabeca sub-desenvolvida 0,20 0,50 0,40 0,10 0,05
Formas duplas 0,20 0,20 0,50 0,40 0,25
Acrossomo 1,10 8,00 7,30 11,50 16,65
Peca intermediaria 1,70 2,50 3,70 3,90 3,90
Cauda fortemente dobrada 2,40 1,30 1,90 4,50 3,90
Cauda fortemente enrolada 2,10 2,80 2,80 3,00 4,30
Fratura total da cauda - 0,20 0,20 0,90 -
Gota citoplasmatica proximal 0,40 0,50 0,30 0,40 0,40
Outros: 0,30 0,40 0,40 0,40 0,35
NORMAIS (%) 8540 74,20 69,70 57,60 54,50
Total Defeitos Maiores (%) 9,70 19,20 20,50 27,20 35,50

Total Defeitos Menores (%) 4,90 6,70 9,80 15,20 13,00
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RESUMO

Com o objetivo de se avaliar dois meios diluidores - Tris/Glicerol e MP50 —
para a congelacdo do sémen de cdaes, foram utilizados ejaculados de 10 caes
adultos, colhidos por meio de manipulacao digital. As caracteristicas morfofuncionais
foram analisadas no sémen in natura (T1), refrigerado (T2) e descongelado (T3). As
amostras foram avaliadas para: motilidade e vigor espermatico, teste hiposmatico,
integridade de membrana espermatica, morfologia espermatica e analise ultra-
estrutural, além da mensuracdo do pH. Apos a diluicdo com os diferentes meios, o
sémen foi envasado em palhetas francesas de 0,5mL, contendo 40 x 10°
espermatozéides méveis/palheta, e mantidas por 60 minutos a 5°C (T2); logo apos,
foram transferidos para o vapor de nitrogénio durante 20 minutos, e por fim,
mergulhadas em nitrogénio. O armazenamento das palhetas foi em botijdo
criogénico. As palhetas foram descongeladas a 70°C por 8 segundos. A andlise de
variancia mostrou influéncia do efeito animal nas variaveis analisadas, com excecéo
da motilidade espermatica e integridade de membrana espermatica. O teste
hiposmotico, a integridade de membrana espermatica e o pH, nas amostras
refrigeradas (T2), apresentaram diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre os
meios, com superioridade do MP50. Nas andlises pés-descongelacédo (T3), nao
foram observadas diferencas significativas entre as variaveis estudadas para os dois
meios. A andlise ultra-estrutural, mostrou edema de membrana plasmética e
acrossomal, nas diferentes etapas do processo de congelacdo. Em concluséo,
considerando-se as caracteristicas morfofuncionais do sémen canino poés-

descongelacéo, os meios diluidores demonstraram igualdade.

Palavras chaves: cdo, sémen, congelacéo e meio diluidor.
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ABSTRACT

The objective of this study was to verify the efficiency of two different
extenders for freezing dog semen: Tris/Glycerol and MP50. Ten ejaculates from
different adult dogs were collected by digital manipulation. Seminal characteristics
were evaluated in three different moments, fresh (T1), cooled (T2) and thawed (T3)
semen for sperm motility and vigor, hypo-osmotic swelling test, sperm membrane
integrity, sperm morphology, ultrastructural analysis and seminal pH. The samples
were divided into two equal parts and each part was mixed with one extender type.
After mixing, samples were packaged in 0,5mL French straws with 40 x 10°
spermatozoa/straw. Semen samples were kept at 5C for 60 minutes (T2); then
frozen in static vapor of nitrogen for the following 20 minutes and immersed in liquid
nitrogen until being thawed in 70° C water for 8 seconds (T3). By analysis of
variance, it would be possible to verify the animal effect on almost all variables
observed in this study, except for sperm motility and membrane integrity. For cooled
semen (T2), MP50 were significantly better for hypo-osmotic swelling test, sperm
membrane integrity and pH (p<0,05) than Tris/Glycerol. For thawed semen (T3),
there was no significant difference between extenders. By ultrastructural analysis, it
was possible to verify swelling plasma and acrosomal sperm membranes in the
different stages of freezing process. In conclusion, the extenders showed the same

results as to morphofunctional characteristics the semen canine thawed.

Keywords: dog, semen, freezing and exte nder.
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Figura 2: Fotomicrografias de espermatozoides caninos in natura - T1 - (Al e A2) e
refrigerados em meio Tris/Glicerol — T2M1 - (B1 e B2) e meio MP50 — T2M2 - (C1 e
C2).

Al) Corte longitudinal de espermatozéide com membrana plasmatica (mp)
edemaciada e ondulada (setas). Membrana acrossomal externa (me) integra.
(8.400X).

A2) Corte obliguo de espermatozéide com membrana plasmatica (mp) ondulada e
membrana acrossomal externa integra. (3.400X).

B1) e B2) Cortes obliquos de espermatozéides com membranas plasmaticas (mp)
edemaciadas e onduladas (setas). (4.600X e 11.500X, respectivamente).

Cl) Corte transversal de espermatozdide com membrana plasmética (mp)
edemaciada (setas) e membrana acrossomal externa integra. (3.400X).

C2) Espermatozdide com gota citoplasmatica proximal (gcp), membrana plasméatica

(mp) edemaciada e membrana acrossomal externa ondulada. (3.400X).

n = ndcleo; mp = membrana plasmatica; me = membrana acrossomal externa;
ac = acrossomo; pa = regiao pés-acrossomal; f = flagelo; gcp = gota citoplasmaética

proximal.
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Figura 3: Fotomicrografias de espermatozoides caninos in natura - T1 - (Al e A2) e
congelados em meio Tris/Glicerol — T3M1 - (B1 e B2) e meio MP50 — T3M2 - (Cl e
C2).

Al) Corte longitudinal de espermatozdide com membrana plasmatica (mp)
edemaciada e ondulada (setas). Membrana acrossomal externa (me) integra.
(8.400X).

A2) Corte obliguo de espermatozéide com membrana plasmatica (mp) ondulada e
membrana acrossomal externa integra. (3.400X).

B1) e B2) Cortes longitudinais de espermatozdides com membranas plasmaticas
(mp) edemaciadas e onduladas , e membranas acrossomais externas (me) com
edema e ondulagdes. (8.400X e 4.600X, respectivamente).

C1) e C2) Cortes longitudinais de espermatozoides com membranas plasmaticas
(mp) edemaciadas e onduladas, e membranas acrossomais externas (me) com

edema e ondulacdes. (4.600X e 8.400X, respectivamente).

n = ndcleo; mp = membrana plasmatica; me = membrana acrossomal externa;

ac = acrossomo; pa = regido pés-acrossomal.
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