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RESUMO

O uso de sémen congelado depende que sejam mantidos alguns atributos
espermaticos para se obter sucesso na fertilizacdo do odcito, e a adicdo de
substancias crioprotetoras promovem protecdo ao espermatozoide durante a
congelacdo. A criopreservagdo induz uma série de modificagbes fisicas e
bioguimicas nos espermatozoides que levam a altera¢des na célula espermética.
Estas alteracfes estdo associadas a perda da motilidade, ruptura da membrana
plasmatica e acrossomal, estresse oxidativo, entre outras, promovendo danos
irreversiveis ao espermatozoide. Além de fatores relacionados a cadela, como
momento da ovulacdo, od4citos imaturos, e local de inseminacao, a utilizacdo de
sémen canino criopreservado é prejudicada pela viabilidade espermatica pés-
descongelacdo, que em muitas vezes pode ser baixa em decorréncia de danos
tanto na estrutura quanto na funcéo dos espermatozoides e podem ser atribuidos
ao choque térmico durante a congelacao. Esses danos podem ser diminuidos
com o uso de diluentes adequados para a criopreservacao. Assim, o objetivo
deste estudo é avaliar a eficacia de trés diluentes comerciais para congelagao
de sémen canino, sendo 2 a base de gema de ovo (Gemal e Gema2) e 1 a base
de lecitina de soja (Lecitina), sobre a qualidade espermatica pos-descongelacéao.
O estudo foi dividido em 2 experimentos, no experimento 1 foram 10 animais
utilizados. Ap6s a colheita, cada ejaculado foi dividido em 3 aliquotas iguais,
diluidos nos respectivos meios de congelacdo na concentracdo de 100x10°
espermatozoides/mL, envazados em palhetas de 0,5mL, submetidos a
congelacdo obedecendo os critérios de estabilizagdo de acordo com o0s
fabricantes, e armazenadas em nitrogénio liquido. No experimento 2, foram

selecionados os dois melhores diluentes do experimento 1 para nova avaliacéo



e comparacdo, aumentando o numero de amostras diminuindo assim o erro
amostral, entdo foram adicionados mais 5 animais aumentando o ndmero de
amostras em 50%. A descongelacao foi realizada a 37°C por 30 segundos. As
amostras foram submetidas a analise computadorizada da cinética espermatica
pelo CASA e integridade das membranas e potencial mitocondrial por citometria
de fluxo apds descongelacdo. No experimento 1 os diluentes a base de gema de
ovo apresentaram resultado significativamente superior em comparacdo ao meio
a base de lecitina de soja, para os parametros de motilidade total, motilidade
progressiva, espermatozoides com movimento rapido, integridade de membrana
plasmatica e acrossomal, estabilidade de membrana plasmaética, e alto potencial
mitocondrial. No experimento 2, os 2 melhores diluentes do experimento 1 foram
os dois a base de gema de ovo, e houve diferenca significativa entre os meios
que apresentaram motilidade total de 59,9%+3,3 e 52,3%+2,2 para Gemal e
Gemaz2 respectivamente, na avaliagdo da membrana por citometria o meio
Gemal também apresentou melhores resultados que o meio Gemaz2, 54,5%z+3,3
e 45,0%%4,0 para integridade de membrana plasmatica e acrossomal, e
47,6%+4,5 e 37,3%+3,5 para estabiidade de membrana plasmatica
respectivamente. Em concluséo pode-se afirmar que a lecitina de soja nao
atingiu resultados satisfatorios para os parametros espermaticos avaliados
comparados a gema de ovo, e entre 0s meios a base de gema de ovo 0 meio
Gemal apresentou resultados superiores para 0s parametros avaliados poés-
descongelacao para espécie canina.

Palavra-chave: Criopreservacao, Espermatozoide, Caes, Gema de Ovo, Lecitina

de Soja, Inseminacao Artificial
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ABSTRACT

The use of frozen semen depends on maintaining some sperm attributes for
successful fertilization of the oocyte, and the addition of cryoprotective
substances promotes protection to the sperm during freezing. Cryopreservation
induces a series of physical and biochemical changes in sperm that lead to
changes in the sperm cell. These changes are associated with loss of motility,
rupture of the plasma and acrosomal membrane, oxidative stress, among others,
promoting irreversible damage to the sperm. In addition to factors related to the
bitch, such as time of ovulation, immature oocytes, and site of insemination, the
use of cryopreserved canine semen is impaired by post-thawing sperm viability,
which can often be low due to damage to both structure and structure. in sperm
function and can be attributed to heat shock during freezing. These damages can
be reduced with the use of diluents suitable for cryopreservation. Thus, the
objective of this study is to evaluate the effectiveness of three commercial
extenders for canine semen freezing, 2 of which are egg yolk based (Gemal and
Gem?2) and 1 are soy lecithin (Lecithin) on sperm quality post-thawing. The study
was divided into 2 experiments, in experiment 1 10 animals were used. After
collection, each ejaculate was divided into 3 equal aliquots, diluted in the
respective freezing media at a concentration of 100x106 spermatozoa/mL,
poured into 0.5mL straws, subjected to freezing according to the stabilization
criteria according to the manufacturers, and stored in liquid nitrogen. In
experiment 2, the two best diluents from experiment 1 were selected for further
evaluation and comparison, increasing the number of samples, thus decreasing
the sampling error, then 5 more animals were added, increasing the number of
samples by 50%. Thawing was performed at 37°C for 30 seconds. The samples

were submitted to computerized analysis of sperm kinetics by CASA and
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membrane integrity and mitochondrial potential by flow cytometry post-thawing.
In experiment 1, the egg yolk-based extenders presented a significantly superior
result compared to the soy lecithin-based medium, for the parameters of total
motility, progressive motility, fast moving spermatozoa, plasma and acrosomal
membrane integrity, stability of plasma membrane, and high mitochondrial
potential. In experiment 2, the 2 best extenders of experiment 1 were both egg
yolk-based, and there was a significant difference between the media that
showed total motility of 59.9%+3.3 and 52.3%z+2.2 for Gemal and Gema2
respectively, in the evaluation of the membrane by cytometry, the Gemal
medium also presented better results than the Gema2 medium, 54.5%+3.3 and
45.0%=4.0 for plasma and acrosomal membrane integrity, and 47.6%+4.5 and
37.3%+3.5 for plasma membrane stability respectively. In conclusion, it can be
stated that soy lecithin did not achieve satisfactory results for the evaluated sperm
parameters compared to egg yolk, and among the egg yolk-based medium, the
Gemal medium showed superior results for the parameters evaluated after

thawing for canine species

Keywords: Cryopreservation, Sperm, Dogs, Egg Yolk, Soy Lecithin, Atrtificial

Insemination



Xiii

CAPITULO 1



14

1 Introducéo

A criopreservacao do material genético € de suma importancia, tanto para
a preservacdo de espécies selvagens ameacadas de extingdo, como para
manter uma reserva genética mesmo em espécies ndo ameacgadas de extingao
como por exemplo o Cachorro-do-mato (Cerdocyon thous), formando um banco
criogénico para o futuro das espécies (MACHADO, 2016), e de cédes de raca
pura com alto valor zootécnico visando o melhoramento genético das racas
(LUCIO, 2012; CERDEIRA et al., 2020; QAMAR, 2020). Além de prevenir
doencas sexualmente transmissiveis, possibilita a utilizacdo do material genético

do cdo independente das barreiras geogréaficas (MAHIDDINE e KIM, 2021).

Durante a criopreservacdo o sémen apresenta queda na qualidade pos-
descongelacdo. Parte desta perda € decorrente das alteragcdes na membrana
celular (SICHERLE et al., 2020; KIM et al., 2021), em consequéncia de diversos
fatores, entre estes podemos destacar o choque térmico que pode propiciar a
formacao de cristais de gelo no interior da célula espermética (LUCIO et al.,
2016; MAHIDDINE et al., 2020) e a diferenca na pressdo osmotica intra e
extracelular que pode alterar o tamanho da célula causando o rompimento da
membrana (SILVA, 2006; MAHIDDINE et al., 2020). Para minimizar estes efeitos
€ necessario que diminua a quantidade de agua do interior da célula (DALCIN e
LUCCI, 2010).

Dessa forma a adicdo do meio diluente crioprotetor para congelacado ao
sémen promove uma melhor qualidade espermatica pds-descongelacdo. As
substéancias crioprotetoras podem ser intracelular ou extracelular. O crioprotetor
intracelular é capaz de penetrar na célula e retirar a agua intracelular (CASTRO
et al., 2011; LENZ et al., 2018) e liga-se ao hidrogénio das moléculas de agua
restantes aumentando a viscosidade do liquido intracelular e assim diminui a
formacao de cristais de gelo durante o processo de congelacdo, o que poderia
causar danos irreversiveis a célula (CASTRO et al.,, 2011). O crioprotetor
extracelular promove um aumento da osmolaridade do meio extracelular
favorecendo a saida da agua intracelular contribuindo para a diminuicdo da
formacdao de cristais de gelo no interior da célula espermatica (SIEWERT et al.,

2018), existem uma grande quantidade de substancias utilizadas como agentes
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crioprotetores extracelulares como o leite desnatado, 4gua de coco, gema de
ovo e lecitina de soja (SANTOS et al., 2016).

A gema de ovo € uma substancia crioprotetora extracelular, e seu
mecanismo de acdo nao foi totalmente elucidado, sabe-se que € uma
lipoproteina de baixa densidade (LDL) e interage com a membrana espermatica
auxiliando na sua estabilidade diminuindo a ocorréncia de desequilibrio osmotico
(BENCHARIF et al., 2012; SUN et al., 2020; GLORIA et al., 2020). A gema de
ovo tem a desvantagem de ser de origem animal tendo mais chances de
contaminacdo (BENCHARIF et al., 2012; CALABUIG et al., 2017; SUN et al.,
2020).

A lecitina de soja também é uma substancia crioprotetora extracelular e
surge como uma alternativa de origem vegetal diminuindo o risco de
contaminacdo (SILVA e GUERRA, 2011; RODRIGUES, 2014), porém sua
utilizacao apresenta resultados inferiores em comparagcdo com a gema de ovo
(PAPA et al., 2011; SILVA e GUERRA, 2011; RODRIGUES, 2014).

Devido a grande variabilidade das substancias crioprotetoras e da
composicdo dos diluentes comerciais existe a necessidade de avaliar e
aprimorar os meios diluentes para que seja possivel manter a qualidade
espermatica pos-descongelacéo e consequentemente obter uma melhor taxa de
prenhez nos programas de reproducdo assistida na espécie canina. O objetivo
deste estudo foi avaliar e comparar o resultado pés-descongelacdo do sémen
canino submetido a congelacdo com trés diluentes comerciais proprios para
congelacéo a base de gema de ovo e lecitina de soja, a fim de estabelecer qual
0 meio crioprotetor é mais indicado para espécie canina, isto é, o diluente

crioprotetor que melhor mantem a qualidade espermatica pos-descongelacao.

2. Revisao de literatura

Com a descoberta feita por Polge et al. em 1949 do efeito crioprotetor do
glicerol sob a célula espermatica possibilitou que Stewart em 1951 congelasse
pela primeira vez o sémen de touro (SHUKLA, 2020), e no ano de 1954 Rowson

conseguisse com sucesso a congelagdo do sémen canino, no ano de 1969
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Seager conseguiu a primeira gestacdo da espécie canina por meio de sémen
criopreservado (SILVA et al., 2001).

A criopreservacao do sémen é dividida em varias etapas e todas merecem
atencado (LUCIO et al., 2016), a colheita do sémen, a andlise do sémen in natura,
0 processamento, a adicdo do crioprotetor, a resfrigeracao e a congelagéo séo
etapas que podem promover a queda na qualidade espermatica caso ndo sejam
executadas corretamente (CASTELO et al., 2008).

2.1 Danos causados ao espermatozoide pela criopreservacao

A criopreservacdo do sémen promove queda na qualidade espermatica
pés-descongelacdo em razao de diversos fatores, como, alteracdo na estrutura
da membrana lipidica levando a alteracdo da permeabilidade da bicamada
lipidica (CSERMAK JR et al., 2018; SICHERLE et al., 2020; KIM et al., 2021). A
membrana espermatica segue os modelos basicos de membranas bioldgicas,
com uma bicamada de fosfolipidios (Figura 1) com proteinas associadas
(BORGES et al., 2011), porém a membrana espermatica sofre pequenas
alteracdes desde a espermatogénese até sua capacitacao (LENZI et al., 1996).
Sicherle et al. (2020) observaram aumento na permeabilidade nas membranas
plasmaticas, e um aumento de membranas comprometidas, as membranas
acrossomais também foram afetadas observando uma diminuicdo de células
intactas, e uma queda no potencial mitocondrial dos espermatozoides

submetidos ao processo de congelacdo e descongelacao.

Liquido intracelular

¢ |- Bicamada
lipidica

Proteina Proteina Canal idnico
periférica integral com comporta

Liquido extracelular

FIGURA 1 — Estrutura da membrana plasmatica formada por uma bicamada lipidica.
(Constanzo 2014)
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A motilidade espermética e a fertilizagdo do odcito pelo espermatozoide €
diretamente afetada pela integridade da membrana plasmatica e acrossomal,
gue pode ser afetada dependendo de sua composicéo (Farstad, 2009; Lucio et
al., 2017).

A formacao de cristais de gelo durante o processo de criopreservacao €
um fator determinante que pode ocasionar a ruptura da membrana e das
estruturas intracelulares (SANTOS el al.,, 2016; GUIMARAES et al., 2018;
TONIOLLI e CANTANHEDE, 2019). A curva de refrigeracdo pode influenciar na
formacao dos cristais, se a curva for muito rapida as células espermaticas nao
perdem agua suficiente aumentando a incidéncia dos cristais (GUIMARAES et
al., 2018). CERDEIRA et al. (2020) compararam o processo de congelacdo com
a vitrificacdo e apesar da vitrificacdo aparentemente oferecer menos danos a
membrana, promove maiores danos mitocondriais e na cauda espermatica,
causando danos maiores aos espermatozoides comparado a congelacdo
convencional.

A barreira a ser vencida pelos espermatozoides ndo € a capacidade de
suportar os -196°C de armazenamento em nitrogénio liquido, mas a capacidade
de suportar temperaturas intermediarias de 15°C a -60°C durante a congelagéo
e descongelacao (MAZUR, 1984). A fase mais critica € denominada de “tempo
de equilibrio” que é a estabilizacdo a 5°C, por isso a etapa de resfriamento é
importante para o processo de congelacdo do sémen (ANDRADE et al., 2019;
SHUKLA, 2020).

A qualidade espermatica pos-descongelacéo é essencial para fertilizacédo
do odcito, tanto para qualidade da cinética espermatica quanto da integridade de
membrana plasmatica e acrossomal, e potencial mitocondrial, portanto, a
definicdo de qual diluente de congelacdo promove melhor protecdo ao
espermatozoide é fundamental para o sucesso na reproducdo assistida na
espécie canina (KUSUM et al., 2020). A cadela ovula em média 2 dias apos o
pico de LH que pode ser definido com a dosagem de progesterona sérica, isto &,
quando apresenta valores de progesterona entre 1,5 e 2,5 ng/mL indica o pico
de LH (MUKAI et al., 2020), podendo ovular em até 72h apds o pico de LH
(FELDMAN e NELSON, 2004; PHEMISTER et al., 1973). Além desta
variabilidade quanto ao momento da ovulagéo, a cadela ovula odcitos imaturos

e cerca de 24h-48h apds a ovulacao atingem a maturidade na tuba uterina e se
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tornam aptos a serem fertilizados (SILVA e LIMA, 2018). Entdo, o sucesso na
fertilizacdo do odcito pelo espermatozoide criopreservado depende da
preservacdo de alguns atributos indispensaveis, como, metabolismo para
producdo de energia, motilidade progressiva, enzimas acrossomais, e
integridade da membrana plasmatica (CHIRINEA et al., 2013).

Os efeitos deletérios da congelacao e descongelacgéo, tais como formacéao
de cristais de gelo, desidratacdo celular, choque térmico e danos a membrana
espermatica sdo os principais problemas a serem combatidos com a adicéo dos
crioprotetores, diluidores e curva de congelamento (OLIVEIRA et al., 2013). O
uso de substancias que diminuam o efeito maléfico da criopreservacéo € uma
necessidade para que se obtenha uma maior taxa de prenhez quando se utiliza
sémen congelado (OLIVEIRA et al., 2013; SOUZA et al., 2019).

2.2 Meios diluentes para congelagéo de sémen canino

A composicéao do diluente utilizado para criopreservacao do sémen canino
€ um fator determinante para o sucesso no processo de criopreservacao. Os
diluentes sdo compostos por diversas substancias como: crioproterores
intracelulares (glicerol, dimetilsilféxido (DMSO), etilenoglicol), extracelulares
(gema de ovo, leite desnatado, lecitina de soja), acucares como fonte de energia,
sais, antibioticos e substancias tamponantes (LUCIO, 2012; SANTOS et al.,
2016; ROSA, 2018).

Alguns componentes estdo sendo muito utilizados na preservacao do
sémen canino. Diluentes que contenham TRIS (Tris-hidroxymethil-
aminometano) apresentam resultado satisfatorio (LIMA et al., 2019), o TRIS é
uma solucéo tampéo (CASTELO et al., 2008; CSERMAK JR et al., 2018), tem
alto grau de pureza e esta disponivel comercialmente facilitando seu uso e
servindo de base para varios diluentes, onde se adicionam fontes de energia
para os espermatozoides, anti-oxidantes, e protetores de membrana (CASTELO
et al., 2008). A composicdo dos diluentes para congelacdo na espécie canina
pode ser fator fundamental para o sucesso durante os protocolos de inseminacao
artificial com sémen congelado, mas existem diversos meios diluentes

crioprotetores para congelagéo para espécie canina (SHAKOURI et al., 2021).
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2.2.1 Crioprotetores intra e extracelulares

Os crioprotetores intracelulares (penetrantes) tem baixo peso molecular e
tem a capacidade de penetrar na célula (CASTRO et al., 2011), através desta
caracteristica tem a funcdo de penetrar na célula espermatica retirar a agua
intracelular minimizando a formacg&o de cristais de gelo no interior da célula
espermatica (LENZ et al., 2018; TONIOLLI e CATANHEDE, 2019). Os
crioprotetores intracelulares sdo osmoticamente inativos, mas sua adicado
provoca um estresse osmotico inicial, pois a dgua se move mais rapidamente
através da membrana causando um desequilibrio osmatico até sua estabilizacédo
(SIEME et al., 2016).

Glicerol, etilenoglicol, dimetilfoxido (DMSO) sdo exemplos de
crioprotetores intracelulares (CASTRO et al., 2011; LENZ et al., 2018), apesar
de sua toxicidade o glicerol é o crioprotetor intracelular mais utilizado em caes
(CASTRO et al., 2007; ACIPRESTE et al., 2014; GUANGA et al., 2019), atua
entrando no interior da célula espermatica promovendo a saida de agua
diminuindo assim o risco de formacédo de cristais de gelo e consequentemente
diminuindo o risco de danos ao espermatozoide (PAUL et al., 2021).

Para manter a funcionalidade espermatica a membrana celular precisa ser
protegida contra os danos mecanicos causados pela formacao de cristais de gelo
durante o processo de congelacdo e descongelacdo (YOSHIDA et al., 2021).

Crioprotetores extracelulares (n&o penetrantes) sao substancias com alto
peso molecular o que os impede de penetrar na célula (TONIOLLI E
CANTANHEDE, 2019), atuam na membrana celular estabilizando e protegendo
dos danos causados pelo processo de criopreservacdo (JARK et al., 2016),
formam uma protecdo externa na membrana diminuindo as injdrias causadas
pela desidratacdo que ocorrem durante a congelacédo (MOTTA et al., 2014). Os
crioprotetores extracelulares podem ligar-se as moléculas de éagua por
interacdes moleculares, como ligacdes de hidrogénio diminuindo o ponto de
congelacdo e consequentemente diminuindo a probabilidade de formacéo de
cristais de gelo (YANG et al., 2022). A gema de ovo é o crioprotetor extracelular
mais utilizado nos mamiferos, mas existem uma grande quantidade de
substancias utilizadas como: leite desnatado, agua de coco, lecitina de soja
(SANTOS et al., 2016).
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2.2.2 Gema de ovo e Lecitina de soja

A gema de ovo é um crioprotetor extracelular (ndo penetrante), apresenta
bons resultados apesar da desvantagem de ser um produto de origem animal e
ser mais susceptivel a contaminacao (LIMA et al., 2019), outra desvantagem da
gema de ovo é sua composicdo que pode variar de acordo com sua origem
(CALABUIG et al., 2017; DOMAIN et al., 2019; PEARODWONG, 2019). Apesar
do mecanismo de acdo da gema de ovo como agente crioprotetor ndo estar
totalmente elucidado, sabe-se que a gema de ovo atua na crioprotecdo do
espermatozoide através da lipoproteina de baixa densidade presente nela
(BENCHARIF et al., 2012; MADEIRA et al., 2013; GLORIA et al., 2020; SUN et
al., 2020), a qual tem importante fungéo ligando-se na membrana espermética
aumentando sua resisténcia ao choque térmico e auxiliando na motilidade pos-
descongelacdo (BENCHARIF et al., 2012; JARK et al., 2016).

Estudos anteriores indicam que a adicdo da gema de ovo como agente
crioprotetor diminui os danos na célula espermatica (GLORIA et al., 2020), e
previne a capacitacao e reacdo acrossomal no espermatozoide criopreservado
(SOMI et al., 2021). Grandhaye et al. (2020) adicionaram Metformina que € uma
molécula sintética que modula o metabolismo celular através da atividade
mitocondrial ao diluente a base de gema de ovo obtendo resultados satisfatorios,
sugerindo uma alternativa para caes que apresentem sémen de baixa qualidade
conseguindo uma melhor motilidade e melhor fertilidade.

A lecitina de soja tem funcdo semelhante a gema de ovo no processo de
criopreservacao, pois também é uma lipoproteina de baixa densidade ligando-
se a membrana espermatica, tornando-se uma alternativa viavel a gema de ovo
por ser de origem vegetal diminuindo os riscos de contaminacgéo e favorecendo
0 processo de padronizagdo (DALMAZZO et al., 2018). A lecitina de soja é uma
fosfatidilcolina poli-insaturada com componentes que suprem as funcdes
energéticas estruturais de todas as membranas biolégicas atuando na
diferenciacdo, proliferacdo e regeneracdo celular (RODRIGUES, 2014), a
fosfaditilcolina ndo € uma molécula Unica e sim uma familia de moléculas, e por
ser de origem vegetal os fosfolipidios da lecitina de soja sdo mais ricos em

gorduras insaturadas que a gema de ovo podendo aumentar a permeabilidade
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da membrana espermatica e resisténcia ao choque térmico (CALABUIG et al.,
2017).

Nguyen et al. (2019) compararam diluentes contendo lecitina de soja com
a gema de ovo na qualidade espermatica canina para sémen refrigerado e
obtiveram um resultado positivo significativo para o diluente com gema de ovo,
tal resultado pode ser explicado pelo fato da gema de ovo conter fosfolipidios e
proteinas em sua composicao e a lecitina de soja praticamente so lipideos, ja
em um estudo realizado por Reed et al. (2009), com espermatozoides humanos
a lecitina de soja mostrou ser eficiente no processo de criopreservagao.

Apesar de o meio diluente ser um dos maiores responsaveis pelo sucesso
no processo de criopreservacao, a falta de estudos e consequentemente a falta
de um protocolo padrdo para a criopreservacdo do sémen canino pode

influenciar negativamente no resultado final (SILVA et al., 2018).

3. Consideracbes finais

Sabendo do potencial e necessidade da preservacao do material genético
da espécie canina para aprimoramento a manutencdo das racas, do grande
avanco nas biotecnologias da reproducdo, e sabendo também da queda de
qualidade espermatica quando o sémen € submetido ao processo de
congelagao, temos a necessidade de avaliar os meios crioprotetores para saber
qual é o mais indicado para a espécie canina e assim melhorar a qualidade

espermatica pés-descongelacao.
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Resumo

O objetivo deste estudo foi comparar e avaliar 3 (trés) meios diluentes comerciais
para congelacdo de sémen canino a base de gema de ovo e lecitina de soja,
sobre a qualidade espermatica pds-descongelagdo. Foram utilizados 15 animais
de diferentes racas (n=15) entre 2 e 5 anos de idade com fertilidade comprovada,
cada ejaculado foi dividido em 3 aliquotas iguais e levados a centrifugacao, apos
a centrifugacéo de 10 minutos a 600g os pellets foram ressuspendidos em cada
meio diluente proposto no estudo, 2 a base de gema de ovo (Gemal e Gema2)
e 1 a base de lecitina de soja (Lecitina) na concentracdo de 100x10° de
espermatozoides/mL, envazados em palhetas de 0,5mL, submetidos a
estabilizacdo a 5°C obedecendo os critérios de cada fabricante e congelados em
nitrogénio liquido, a descongelacao foi feita a 37°C por 30 segundos. O estudo
foi dividido em 2 experimentos, no experimento 1 foram usados 10 animais e foi
avaliado os 3 meios diluentes citados e no experimento 2 foram selecionados os
dois melhores meios diluentes do experimento 1 para nova avaliacao,
aumentando o niumero de amostras em 50% passando para n=15, para diminuir
o erro amostral. Os parametros avaliados foram a cinética espermatica através
de analise computadorizada pelo sistema CASA e avaliados quanto a motilidade
total (MT), progressiva (MP), espermatozoides com movimento rapido (RAP),
velocidade de trajeto (VAP), velocidade curvilinear (VCL) e velocidade linear
(VSL), e integridade de membrana plasméatica e acrossomal e potencial
mitocondrial por citometria de fluxo. No experimento 1 o diluente a base de
lecitina de soja mostrou resultados inferiores em comparac¢do com os diluentes
a base de gema de ovo para a congelacado de espermatozoides caninos com
valores de MT de 61.8%+3.8, 50.6%+3.1, 27.5%+6.2, MP de 37.1%=3.5,
32.1%+3.1, 17.7%+4.0 e RAP de 43.7%+4.4, 38.2%+3.8, 22.6%+5.4 para 0s
meios Gemal, GemaZ2 e Lecitina respectivamente. No experimento 2 a MT foi
de 59.9%+3.3 e 52.3%=+2.2, a integridade de membrana foi de 54.5%+3.3 e
45.0%+4.0 e estabilidade de membrana de 47.6%+4.5 e 37.3%=3.5 para 0s
meios Gemal, Gema2 respectivamente. Em conclusdo com base nos resultados
obtidos pode-se afirmar que a lecitina de soja ndo atingiu resultados satisfatérios

para 0s parametros espermaticos avaliados comparados a gema de ovo, e entre
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0S meios a base de gema de ovo o meio Gemal apresentou melhores resultados
nos parametros avaliados pés-descongelacgéo.

1 Introducéo

A congelacdo do sémen promove queda na qualidade espermatica pés-
descongelacdo, além disso, apds a colheita, analise, processamento e
congelacédo consegue-se uma pequena quantidade de doses inseminantes por
ejaculado do sémen canino [1]. Para se congelar o sémen é necessario uma
estrutura fisica e equipamentos especificos, além de profissionais qualificados
para manipulacao e realizacdo da congelacao [2]. O uso de diluentes comerciais
especificos para congelacdo auxiliam os meédicos veterinarios tornando o
processo mais facil e rapido, e favorecem a ampliacdo da congelacdo do sémen
canino.

O uso de sémen congelado, tanto por criadores como por proprietarios
comuns vem se tornando uma realidade mundial, favorecendo o intercambio do
material genético proporcionando o melhoramento genético das racas,
melhorando o bem-estar animal evitando o estresse por deslocamento e
diminuindo os custos na criacdo comercial [1].

Sabendo do potencial da criopreservacdo do sémen para manter o
material genético disponivel por longo periodo de tempo, tanto de animais de
alto valor zootécnico, como de animais ameacados de extin¢ao [3,4,5,6], existe
a necessidade de se aprimorar as técnicas e etapas da congelacdo e também
aprimorar os meios diluentes para melhorar a qualidade espermatica poés-
descongelacéo [7].

A escolha do meio diluente é fator primordial e decisivo para se obter
resultados mais satisfatorios pos-descongelacédo [8], e existem algumas
substancias que podem ser utilizadas com efeito crioprotetor que podem
melhorar a qualidade do sémen pds-descongelacgéo [6].

Os crioprotetores sao substancias que proporcionam a diminuicdo de
formacdao de cristais de gelo na célula esperméatica diminuindo assim o risco de
dano durante a criopreservacao diminuindo o risco de lesé&o, podem ser intra ou

extracelulares [9]. O glicerol € o crioprotetor intracelular mais utilizado para
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criopreservacao de sémen [9,10] ele atua desidratando a célula retirando agua
do seu interior diminuindo assim a formacéo de gelo no interior da célula [9,11]
e diminuindo os danos osmoticos [12]. Em relacdo aos crioprotetores
extracelulares podemos destacar a gema de ovo como um dos melhores
crioprotetores extracelulares [13] e um dos mais utilizados na espécie canina
[14]. A lecitina de soja como é também um crioprotetor extracelular € uma
alternativa analoga a gema de ovo [15,16] de origem vegetal, supde-se que a
lecitina de soja reponha os fosfolipidios da membrana plasméatica diminuindo as
crioinjurias causadas durante a congelacéo [17].

Este estudo tem o objetivo de utilizar e avaliar 3 (trés) meios diluentes
comerciais proprios para congelacao de sémen canino, e analisar qual promove

melhor qualidade espermatica pos-descongelacéo.

2 Materiais e métodos

Foram utilizados 15 cées adultos, das racas Pastor Belga Malinois (5),
Bernese Mountain Dog (1), Goldem Retriever (3), Dogo Argentino (2), Basset
Hound (2), Weimaraner (1), Cocker Spaniel Inglés (1), com idade variando entre
2 e 5 anos, com fertilidade comprovada através de cruzamentos anteriores.

O estudo foi realizado com o objetivo de avaliar 3 meios diluentes
comerciais para congelacdo de sémen canino em relacéo a cinética espermatica,
integridade da membrana plasmética e acrossomal e potencial mitocondrial pés-
descongelacdo das amostras submetidas ao experimento. Foram utilizados os
meios diluentes: BotuDog® Freezing (Botupharma®) denominado no estudo de
“Gema1”, CaniPlus® Freeze (Minitube®) denominado no estudo de “Gema2”,
ambos com gema de ovo, e DC-Crio® (Inprenha® Biotecnologia) denominado no
estudo de “Lecitina” com lecitina de soja.

O meio diluente Gemal e o meio diluente Lecitina sao fornecidos pelos
fabricantes prontos para o uso, o meio diluente Gemaz2 precisa ser manipulado
antes do uso para que seja adicionado a gema de ovo, a qual foi adicionada
gema de ovos organicos. Seguindo as orientacdes especificadas no manual do
fabricante, foi separada a gema da clara, em seguida a gema foi colocada em
toalha de papel deixando a gema rodar sobre a toalha de papel para remocgé&o
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de todo residuo da clara, em seguida a membrana da gema de ovo foi rompida
deixando escorrer somente a gema tomando cuidado para que nao fosse
adicionado ao meio nenhum fragmento da membrana da gema de ovo, a gema
de ovo foi coletada em proveta de vidro graduada esterilizada até a marca de 4
mL, e posteriormente agregada ao meio diluente e homogeneizada
cuidadosamente.

O Estudo foi dividido em 2 experimentos, no experimento 1 foram
utilizados 10 animais e avaliados os 3 meios diluentes propostos inicialmente
(Gemal, Gema2 e Lecitina). No experimento 2, os dois meios diluentes que
apresentaram melhores resultados no experimento 1 foram selecionados e
submetidos a uma nova avaliacdo com um acréscimo de 50% das amostras
passando para 15 animais diminuindo o erro amostral.

Todo o estudo foi conduzido de acordo com o protocolo aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais sob o nimero 121/2020.

2.1 Colheita das amostras

A colheita do sémen foi realizada por estimulacao digital do pénis com o
animal em estacdo sem a presenca de fémea, mas foi apresentado ao cdo um
swab com fluido vaginal de fémea no cio. Todos os cédes estavam acompanhados
de seus tutores para evitar o estresse na hora da colheita.

A primeira fracdo da ejaculacdo foi desprezada e a fracdo rica em
espermatozoides foi coletada em tubo plastico graduado com auxilio de um funil
de silicone.

Apos a colheita foi realizada a analise macroscopica verificando volume,
odor e aspecto do sémen e logo em seguida encaminhado para o laboratério

para analise microscopica e preparo das amostras para realizacdo do estudo.

2.2 Manipulagéo e preparo das amostras

Apdés a colheita foi realizada a concentracdo espermatica (x10°
espermatozoides/mL) na camara hematimétrica de Neubauer (Optik Labor,
Lancing, Inglaterra), sob microscopia de contraste de fase (Jenamed 2 Zeiss:

Carls Zeiss, Munique, Alemanha) em aumento de 400x. O ejaculado foi dividido
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em 3 aliquotas iguais para realizacdo do estudo no experimento 1 e em 2

aliguotas iguais para o experimento 2.

2.3 Congelacéo

O sémen foi centrifugado por 10 minutos a 600g com rotor mével, apos a
centrifugacédo foi desprezado o sobrenadante. Em seguida cada pellet foi
ressuspendido com o respectivo meio diluente utilizado no estudo na
concentracdo de 100x10° de espermatozoides/mL e envasados em palhetas de
0,5 mL (IMV® Franca).

ApOs 0 envase as amostras seguiram para estabilizacdo a 5°C que foi
realizada em temperatura controlada na geladeira da marca Minitube®, modelo
Ref.: 14160/0060. Foi respeitado o protocolo de estabilizacdo de cada fabricante,
2 meios diluentes (Gemal e Lecitina) foram estabilizados por 1 hora em
temperatura controlada de 5°C, enquanto que o terceiro diluente (Gema2) foi
mantido por 2 horas em temperatura controlada de 5°C para sua estabilizacao
(Figura 1).

Terminado o periodo de estabilizacdo a 5°C, todas as amostras foram
acondicionadas em caixa isotérmica de 45L preenchida com nitrogénio liquido
até a marca de 4 cm de altura. As palhetas foram dispostas horizontalmente a
6,0 cm acima do nivel do nitrogénio liquido por 20 minutos, em seguida imersas
no mesmo, posteriormente foram transferidas para o botijao de nitrogénio

liquido.

2.4 Descongelacéo

Para a descongelacao as palhetas foram retiradas do botijao de nitrogénio
liquido direcionadas para o banho-maria e mantidas a 37°C por 30 (trinta)

segundos.
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FIGURA 1. Delineamento experimental do processamento das amostras.

2.5 Avaliacdo espermatica pés-descongelacéo

36

ApoOs a descongelacéo das palhetas, os espermatozoides foram avaliados

guanto a integridade de membrana e potencial mitocondrial no citometro de fluxo

e quanto a cinética espermatica no CASA.

2.5.1 Avaliacdo da cinética espermatica

As analises foram efetuadas 5 minutos apos a descongelacao a 37°C por

30 segundos.

Foi utilizado o equipamento CASA (Hamilton Thome Research — IVOS 12,

Beverly, MA, USA). Uma aliquota de 10 pL (microlitros) foi colocada na camara

de Makler pré-aquecida a 38°C para avaliacdo de 5 campos aleatérios com

namero minimo de 200 espermatozoides por campo.
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A avaliacao realizada foi da motilidade espermatica total (MT), motilidade
espermética progressiva (MP), porcentagem de espermatozoides com
movimento rapido (RAP), velocidade do trajeto (VAP), velocidade linear (VSL) e
velocidade curvilinear (VCL). A configuracao utilizada no CASA dos parametros

avaliados para espécie canina estdo disponiveis na Tabela 1.

TABELA 1 — Configuracdo do CASA para analise de sémen de cées

Parametro Configuracéo
Frames /s 60 Hz
N° of frames 30
Minimum contrast 30
Minimum cell size 5 pix
Cell size 4 pix
Cell intensity 40

Path velocity (VAP) 70.0 Ws
Straightness (STR) 80.0 %
VAP cutoff 30.0 ws
VSL cutoff 20.0 ws
Temperature 38°C
Chamber model Makler*

*Makler Counting Chamber, Lexington — KY — USA

2.5.2 Avaliacdo das alteracdes de membrana plasmatica, acrossomal e
potencial mitocondrial

Para avaliacdo de alteracbes na membrana plasmatica e acrossomal e
potencial mitocondrial foi utilizado o equipamento BD LSR Fortessa (Becton
Dickinson, Mountain View, CA, USA) equipado com lasers: azul 488-nm, 100
mW, vermelho 640-nm, 40mW e violeta 405-nm, 100mW. As mensuracdes de
fluorescéncia foram realizadas nos filtros 450/50 nm (H342), 530/30 nm (FITC);
660/20 nm (APC); and 694/50 nm (PI). Auto fluorescéncia e controles de cada
fluorocromo foram adquiridos para ajuste de sobreposicdo de onda e

compensacao utilizando-se a matriz de compensacéo do proprio software. Os
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dados foram gerados utilizando-se gréficos dotplot incluindo eixo bi-exponencial
tornando todos os eventos visiveis e propriamente compensados.

No minimo 10.000 células por amostra foram analisadas e os dados foram
avaliados pelo software BD FACSDiva™ software v 6.1. As amostras foram
diluidas em TALP-PVA (Parrish [18] modificado pela adicdo de 4&lcool
polivinil:200mM NacCl, 3,2mM KCI, 25,0mM NaHCOs, 0,3mM NaH2PO4, 21,6mM
DL-lactato de sodio 60%,2,0mM CacClz, 0,4mM MgCI2, 10,0mM Hepes-livre de
acido, 1,0mM piruvato de sodio, 1,0mg/mL alcool polivinil-PVA e 25ug/mL
gentamicina) na concentracdo de 5x10° espermatozoides/mL e acrescido de
7uM Hoechst 33342 (14533, Sigma Chemical Company) para eliminagdo dos

debris.

2.5.3 Integridade de membrana espermatica e acrossomal

Foi utilizado de iodeto de propidio (P4170; Sigms Chemical Company) e
FITC-PSA (aglutinina de Pisum sativum conjugada ao isotiocianato de
fluoresceina; L0770, Sigma Chemical Company) de acordo com Freitas-
DellAqua [19]. Resumidamente, em 500uL da solucéo diluido em TALP-PVA foi
adicionada 1,5 uM de PI, 2ng de FITC-PSA, incubada durante 20 minutos a 37°C
ao abrigo da luz. Ao término deste periodo, as amostras foram avaliadas no
citometro de fluxo. Foram avaliadas e classificadas em 4 (quatro) categorias:
membrana plasméatica lesada e acrossomal integra (MPLAI); membrana
plasmatica e acrossomal lesadas (MPAL); membrana plasmatica e acrossomal
integras (MPAI); e membrana plasmatica integra e acrossomal lesada (MPIAL).
Para a andlise da qualidade e integridade de membrana espermatica e
acrossomal foram utilizados apenas os espermatozoides da categoria MPAI
(Figura2).
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FIGURA 2 — Gréaficos contour-plot representativos da analise das membranas
plasmatica e acrossomal realizada ap6s descongelagdo do sémen de cées congelados
com diferentes meios de congelacdo, respectivamente Gemal, Gema2 e Lecitina,
avaliados por citometria de fluxo (BD LSR Fortessa) com a associacdo das sondas
iodeto de propidio (para lesdo de membrana plasmaética; Pl+) e FITC-PSA (para leséo
de membrana acrossomal; PSA+), sendo entdo dividido em 4 populagbes: PI+PSA-
(membrana plasmatica lesada e acrossomal integra); PI+PSA+ (membrana plasmatica
e acrossomal lesadas); PI-PSA- (membrana plasméatica e acrossomal integras) e PI-
PSA+ (membrana plasmatica integra e acrossomal lesada). Para a analise da qualidade
espermatica pés descongelacao utilizou-se apenas a populacao PI-PSA-.

2.5.4 Fluidez de membrana

Para a avaliacdo das mudancas na fluidez da membrana plasmética foi
utilizado a combinacdo de sondas fluorescentes de merocianina 540 (M540;
M24571; Invitrogen, Molecular Probes) Yo-Pro 1 (YP; Y3603, Life Technologies).
Assim em 200pL de sémen diluido em TALP-PVA foi acrescido 7.5mM de M540
e 25nM de YP e incubado a 37°C ao abrigo da luz por 20 (vinte) minutos. Para a
analise da qualidade e estabilidade de membrana espermatica foram utilizados
apenas as células espermaticas negativas para YP e M540, isto é, as células

que nao apresentaram danos a membrana espermatica (Figura 3).
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FIGURA 3 - — Gréficos contour-plot representativos da analise da estabilidade de

membrana plasmatica realizada apds descongelacdo do sémen de cades congelados
com diferentes meios de congelagcdo, respectivamente Gemal, Gema2 e Lecitina,
avaliados por citometria de fluxo (BD LSR Fortessa) com a associagdo das sondas
Yopro (unstable; células com desestabilizacdo de membrana) e merocianina
(cap/mero+; células com criocapacitacdo). Para a andlise da qualidade espermatica
utilizou-se apenas as células que negativas tanto para Yopro quanto para Merocianina,

sendo assim as células sem nenhum dano a membrana plasmética.

2.5.5 Potencial mitocondrial

Para avaliagdo do potencial mitocondrial foi utilizada a associacéo de
Yopro (YP; marcacao para célula com membrana plasmatica desestabilizada,
Y3603, Life Technologies) e MitoStatus Red (MST; potencial mitocondrial, BD
Pharmigen) (Figura 4). Assim em uma amostra de 500uL de sémen diluido foi
adicionado 25nM YP, 20uM de MST incubada a 37°C por 20 minutos.
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FIGURA 4 — Histogramas representativos da analise de potencial mitocondrial realizada
apos descongelacdo do sémen de cdes congelados com diferentes meios de
congelagéo, respectivamente Gemal, Gema2 e Lecitina, avaliados por citometria de
fluxo (BD LSR Fortessa) com a associacdo das sondas YoPro (células positivas pra

Yopro sdo representadas em azul, consideradas com membrana plasmatica
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desestabilizada e células negativas em rosa, consideradas células com membrana
plasmatica estavel) e MitoStatus Red para potencial mitocondrial. A andlise realizada foi
quantitativa representada (38,1, 31,4 e 4,9, respectivamente) em % e qualitativa
representada (2667, 4426 e 3487, respectivamente) em UA (unidade arbitraria; que
representa a intensidade de fluorescéncia da sonda MST).

2.6 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada pelo Programa GraphPad Prism versao
6.0 para Windows (GraphPad software, LA Jolla, Caiférnia, USA;
www.graphpad.com). Os resultados foram expressos em média e erro padrao,
foram avaliados quanto sua distribuicdo pelo teste Kolmogorov-Smirnov e
quando apresentavam distribuicdo normal (dados paramétricos) foram
submetidos a andlise de variancia de medidas repetidas (ANOVA), seguido de
teste de Tukey, quando ndo apresentavam distribuicdo normal (dados néo
paramétricos) foram submetidos ao teste de Friedman seguido de Dunn para
determinar diferengas significativas em todas as variaveis entre grupos, com

nivel de significancia P<0,05.

3 Resultados

Os resultados obtidos foram separados por experimento, isto €,

experimento 1 e experimento 2.

3.1 Experimento 1

Os resultados obtidos na avaliagéo da cinética espermética mostram uma
superioridade na qualidade espermatica pos-descongelacdo dos meios a base
de gema de ovo (Gemal e Gema2) em comparacdo ao meio a base de lecitina
de soja (Lecitina). Os meios a base de gema de ovo apresentaram motilidade
total (MT), motilidade progressiva (MP) e espermatozoides com movimento
rapido (RAP), significativamente superior ao meio a base de lecitina de soja
(Tabela 2). Entre os meios a base de gema de ovo o meio diluente Gemal

apresentou MT bem acima da média dos demais meios e manteve valores
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superiores de MP e RAP, mas sem diferenca estatistica em relacdo ao meio
Gema2, além de apresentarem valor menor para velocidade curvilinear (VCL)
representando uma menor oscilacdo de trajeto do espermatozoide, ja que o0s
meios ndo apresentaram diferenca estatistica para velocidade linear (VSL). O
meio diluente Gema2 ndo apresentou diferenca estatistica em relagdo aos outros
dois meios para o parametro de velocidade do trajeto (VAP), porém o meio
Gemal apresentou diferenca significativa em relacdo ao meio Lecitina para este
parametro. O meio a base de lecitina de soja (Lecitina) apresentou MT, MP e
RAP significativamente abaixo da média, além de apresentar VCL muito superior
a média, representando uma grande oscilagdo na trajetéria do espermatozoide
(Tabela 2).

TABELA 2 — Média + erro padrdo da média da avaliacdo computadorizada do
movimento espermético realizado pelo CASA (Hamilton Thorne Research, IVOS 12) da
andlise de sémen descongelado de 10 caes, congelados com 3 diferentes meios de
congelacéo (Gemal, Gemaz2 e Lecitina)

Gemal Gema?2 Lecitina
MT (%) 61.8+3.82 50.6+3.1° 275+6.2¢
MP (%) 37.1+35% 321+3.12 17.7+4.0°
RAP (%) 437+442 382+38 226+54°
VAP (um/s) 83.8+2.6Y 885+3.1% 96.2+3.22
VSL (um/s) 75.2+26 783+29 822+36
VCL (um/s) 114.4+3.8> 125.0+5.6P 158.8+ 3.02

*Valores com sobrescritos diferentes °¢ na mesma linha diferem significativamente
(P<0.05). MT: motilidade espermética total; MP: motilidade espermatica progressiva,;
RAP: espermatozoides com movimento rapido; VAP: velocidade do trajeto; VSL:

velocidade linear; VCL: velocidade curvilinear.

Os resultados obtidos na avaliagdo por citometria de fluxo mostraram
diferenca significativa nos 3 meios em relacdo a integridade de membrana
plasmatica e acrossomal, sendo que o grupo Gemal apresentou resultado
superior em relacdo aos outros dois meios. Os meios a base de gema de ovo
Gemal e Gema2 apresentaram superioridade sobre o grupo Lecitina tanto para
estabilidade de membrana quanto para alto potencial mitocondrial. O meio
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Gema2 apresentou resultado significativamente melhor para potencial
mitocondrial em relagdo aos demais meios que nédo apresentaram diferenca

estatistica entre eles (Tabela 3).

TABELA 3 - Média * erro padrao da média da avaliagéo por citometria de fluxo (BD
LSR Fortessa) da andlise de sémen descongelado de 10 ejaculados de cées,
congelados com 3 diferentes meios de congelacdo (Gemal, Gema2 e Lecitina).

Gemal Gema2 Lecitina

Integridade de  membrana
plasmatica e acrossomal (%) 545+ 4.62 42.1 +5.0° 19.2 £ 5.7¢

Estabilidade de membrana

plasmatica (%) 42.8 +6.12 33.13+3.4% 143+35P°
Alto potencial mitocondrial (%) 36.4 + 8.42 39.7 £ 3.32 16.8 + 4.5P
Potencial Mitocondrial (AU) 3669 + 999.2° 7343 +832.52 4098 + 549

*Valores com sobrescritos diferentes ¢ na mesma linha diferem significativamente
(P<0.05).

3.2 Experimento 2

Conforme mencionado anteriormente o experimento 2 foi realizado com
os 2 meios diluentes que apresentaram os melhores resultados no experimento
1. Os meios diluentes a base de gema de ovo foram 0s que apresentaram
melhores resultados no experimentol, e assim selecionados para serem
avaliados no experimento 2.

Os resultados em relagdo a cinética espermatica mostraram uma
vantagem para o meio Gemal sobre a MT ao qual teve desempenho superior
significativo, e apesar de apresentar melhores resultados para MP e RAP néo foi
observado diferenga estatistica entre eles. O meio Gema2 apresentou valor
maior para VAP, tal valor pode ser justificado pelo maior valor de VCL
apresentado por ele também. Para os parametros de MP, RAP e VSL os dois
meios nao apresentaram diferenca estatistica entre eles. Para o parametro VCL
0 meio Gemal apresentou menor valor (Tabela 4), o que significa uma menor

variacao na trajetéria do espermatozoide, isto €, uma trajetéria mais linear.
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TABELA 4 — Média + erro padrdo da média da avaliacdo computadorizada do
movimento espermética realizado pelo CASA (Hamilton Thorne Research, IVOS 12) da
andlise de sémen descongelado de 15 ejaculados de caes, congelados com 2 diferentes
meios diluentes de congelacdo (Gemal e Gema2)

Gemal Gema2
MT (%) 59.9+3.32 52.3+2.2°
MP (%) 35.5+3.2 32.7+23
RAP (%) 41.3+3.8 40.1+2.7
VAP (Um/s) 82.7 +2.1b 90.1 + 2.32
VSL (um/s) 744 +2.1 78.8 +2.2
VCL (um/s) 112.8 + 2.8P 128.0 + 4.42

*Valores com sobrescritos diferentes #® na mesma linha diferem significativamente
(P<0.05). MT: motilidade espermaética total; MP: motilidade espermatica progressiva;
RAP: espermatozoides com movimento rapido; VAP: velocidade do trajeto; VSL:

velocidade linear; VCL: velocidade curvilinear.

Os resultados obtidos na avaliacdo por citometria de fluxo mostraram
diferenga significativa em relagdo a integridade de membrana plasmética e
acrossomal, e para estabilidade de membrana plasmatica, sendo que o meio
Gemal apresentou melhores resultados em relagcdo ao meio Gema2. O meio
Gema2 apresentou melhor resultado para potencial mitocondrial. Para alto
potencial mitocondrial ndo foi observada diferenca entre os meios Gemal e
Gema?2 (Tabela 5).

TABELA 5 - Média * erro padrdo da média da avaliagdo por citometria de fluxo (BD
LSR Fortessa) da andlise de sémen descongelado de 15 ejaculados de cées,

congelados com 2 diferentes meios diluentes de congelacdo (Gemal e Gema?2)

Gemal Gema2
Integridade de membrana plasmatica e
acrossomal (%) 545+ 3.32 45.0 + 4.0°
Estabilidade de membrana plasmatica (%) 47.6 £4.52 37.3+35P
Alto potencial mitocondrial (%) 43.0+6.5 528 +3.1
Potencial Mitocondrial (AU) 4417 + 824.6° 7546 + 795.92

*Valores com sobrescritos diferentes *° na mesma linha diferem significativamente
(P<0.05).
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4 Discussao

Neste estudo foram comparados 3 meios diluentes comerciais proprios
para congelacdo de sémen canino, sendo 2 a base de gema de ovo e 1 a base
de lecitina de soja, sobre a qualidade espermatica pds-descongelacdo. De
acordo com as avaliacdes dos resultados obtidos, ambos os meios contendo
gema de ovo apresentaram melhores resultados tanto para cinética espermatica,
guanto para analise morfofuncional por citometria de fluxo em relacdo ao meio
contendo lecitina de soja. Esses resultados corroboram com estudos anteriores
guando a gema de ovo apresentou resultados superiores em relacao a lecitina
de soja para MT [13], MP [13, 20], além de integridade de membrana [13,20,21],
acrossoma integro [19,20].

Para a melhor protecdo oferecida ao espermatozoide pelos meios
contendo gema de ovo podemos levantar a hipétese de que a gema de ovo
contém lipidios 12,14% e proteinas 11,15% em sua composicao [22] e a lecitina
de soja praticamente so lipidios [23], a lecitina contém entre 19% e 21% de
fosfatidilcolina em sua composicdo [24]. As proteinas promovem melhor
interacdo entre as lipoproteinas de baixa densidade da gema de ovo com a
membrana espermatica [25, 26], fato relatado em estudo com sémen de touro
no qual a adicdo de proteina ao meio a base de lecitina de soja aumentou a
viabilidade espermética em 25% [27].

A motilidade espermética esta relacionada com a composicao lipidica da
membrana plasmatica, os acidos graxos insaturados melhoram a elasticidade da
membrana plasmatica proporcionando maior fluidez, mas aumentam a acao de
radicais livres, isto €, aumentam a peroxidacao lipidica [28]. A lecitina de soja
contém 40,73% de acidos graxos insaturados [29] em sua composi¢cao, 0 que
pode contribuir para causar maior dano a membrana do espermatozoide quando
se utiliza a lecitina de soja. Ao contrario dos resultados obtidos neste estudo e
em estudos anteriores [13,20,21] Dalmazzo et al. [30] sugerem que a lecitina
pode ser uma alternativa viavel a gema de ovo na espécie canina. Estudos
realizados em outras espécies [31, 32, 33, 34] também concluiram que a lecitina

de soja ndo promove protecdo ao espermatozoide na congelacao.
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Entre os meios diluentes para congelacao a base de gema de ovo, 0 meio
Gemal apresentou resultado mais eficaz na protecdo das células espermaticas
pos-descongelacdo em comparacdo com o meio Gema2 de acordo com 0 que
observamos nos parametros de MT, integridade de membrana plasmatica e
acrossomal e estabilidade de membrana plasmatica. A hipétese que pode
explicar estes resultados € o tempo de estabilizacdo a 5°c em que 0s meios
foram submetidos, as palhetas chegam a temperatura de 5°C de 8 a 10 minutos
apos serem colocadas na geladeira de estabilizacdo [35] utilizada neste estudo
e assim permaneceram até completar 1 hora para o meio Gemal e até completar
2 horas para 0 meio Gema2. O tempo de equilibrio € muito variavel na espécie
canina entre os autores, de 1 a 4 horas [36], 3 horas [37] e até 48 horas [38],
porém a maioria dos estudos relatam o tempo de equilibrio de 1 hora [39,40,41].
Na espécie equina o tempo de equilibrio longo ndo promoveu melhora na MT
dos espermatozoides congelados [42]. Santos et al. [43] compararam a
congelacdo de sémen canino com diferentes tempos de equilibrio (1h, 2h, 3h,
4h) e os melhores resultados foram para o sémen mantido por 1 hora para
equilibrio pré-congelacéo.

Esta hipotese pode ser sustentada devido ao tempo de acdo do meio
diluente para congelacdo com o espermatozoide, ja que o meio diluente de
congelacdo contém glicerol e este sendo toxico a célula espermética pode
promover efeito deletério ao espermatozoide, sendo assim, a diminuicdo no
tempo de acéo do glicerol com o espermatozoide pode diminuir o efeito toxico
sobre o mesmo [44]. Outro fato relacionado a toxicidade do glicerol é que pode
promover uma alteracao nas proteinas da membrana [45]

O meio diluente Gemaz2 apresentou melhor resultado para o parametro de
potencial mitocondrial em comparac¢ao ao meio Gemal, com relacao a avaliacao
do alto potencial mitocondrial ndo foi observada diferenca entre os meios. Apesar
da motilidade espermatica estar relacionada com o potencial mitocondrial [46] no
presente estudo o meio que apresentou melhor potencial mitocondrial
apresentou menor percentual de motilidade.

O aumento da atividade mitocondrial pode estar relacionado com o
processo de pré capacitacdo. O processo de capacitacdo espermética €
caracterizado inicialmente por um aumento da permeabilidade da membrana,

com isso ocorre um influxo de célcio [47], ocorrendo a hiperativacdo quando ha
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aumento da atividade mitocondrial. A hiperativagdo promove aumento no
movimento flagelar, aumento no deslocamento lateral da cabega e aumento da
velocidade curvilinear (VCL) [48,49] o que justifica 0 maior valor de VCL e maior
valor de VAP apresentado pelo meio Gemaz2, sendo que o valor de VSL nao
diferiu entre os meios.

Na capacitacdo ocorre a reorganizacdo das proteinas integrantes da
membrana alterando e aumentando a fluidez da membrana espermatica [50,51],
o0 Yo-Pro ndo penetra em células integras, mas devido a alteracbes na
permeabilidade da membrana ele é capaz de penetrar [52] sendo possivel
identificar alteracdes de permeabilidade da membrana espermética [53], a
associacado de M540-YP pode indicar espermatozoides viaveis com membranas
desestabilizadas, sendo um marcador para indicar precocemente a capacitacao
esperméatica na espécie canina [54]. Dados que corroboram com 0s resultados
apresentados neste estudo, em que o alto valor para potencial mitocondrial
apresentado pelo meio Gema2, associado ao baixo percentual de membrana
acrossomal e alto valor de VCL podem ser indicativo de capacitacdo precoce,

porém mais estudos sd0 necessarios para comprovar esta hipotese.

5 Concluséo

Baseado nos resultados obtidos pode-se concluir que o meio diluente para
congelacao de sémen canino “Lecitina” a base de lecitina de soja apresentou
resultados inferiores para o0s parametros espermaticos avaliados pos-
descongelacdo em comparagdo com oS meios a base de gema de ovo que
proporcionaram uma melhor protecéo a célula espermatica. Sendo que, entre os
meios diluentes a base de gema de ovo o meio diluente Gemal apresentou
melhores resultados para os parametros de motilidade total, integridade de
membrana plasmatica e acrossomal, e estabilidade de membrana poés-

descongelacao.
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