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RESUMO

USO DE GLICEROL, METIL-FORMAMIDA E DIMETIL-FORMAMIDA COMO
CRIOPROTETORES DO SEMEN CANINO

Daniele Oga Futino, Carolina Madeira Lucci
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria — UnB/Brasilia — DF

A crescente demanda por biotécnicas reprodutivas em caes tem despertado grande
interesse no desenvolvimento de protocolos de congelagcdo de sémen canino que, associados a
correta identificagdo do momento 6timo para a inseminagao, resultem em taxas de fertilidade
proximas as da inseminacdo artificial com sémen fresco ou resfriado. A grande vantagem da
congelacdo do sémen ¢ a sua viabilidade por tempo indeterminado. O crioprotetor de elei¢ao
na congelagdo do sémen canino ¢ o glicerol, entretanto a busca por crioprotetores alternativos
tem sido crescente. O presente trabalho objetivou comparar a eficiéncia da metil-formamida
(MF) e da dimetil-formamida (DF) em relagdo ao glicerol (GL) como crioprotetores na
congelacdo do sémen canino. Para o experimento, foram utilizados pools de amostras de
sémen de cinco caes da Policia Federal, coletadas por manipulacdo digital. Cada pool foi
fracionado em trés amostras, sendo cada uma delas submetida a um dos trés crioprotetores,
sempre a concentragdo final de 3% em diluidor Tris-gema. Cada tratamento foi repetido cinco
vezes. O sémen foi avaliado subjetivamente quanto a motilidade total e progressiva, vigor e
morfologia logo apds a coleta do sémen, formacdo do pool, diluigdo, resfriamento e
descongelagdo. As aliquotas foram resfriadas e equilibradas a 4°C por uma hora e meia e
envasadas em palhetas de 0,5mf. Em seguida, procedeu-se a congelacdo, expondo-se as
palhetas ao vapor de nitrogénio liquido por 15 minutos seguido de imersao e armazenamento
no nitrogénio liquido. As palhetas foram acondicionadas em botijdo criogénico por um
periodo minimo de sete dias antes da descongelagdo. A descongelacdo foi feita em banho-
maria a 37°C durante um minuto, permanecendo a esta temperatura durante 30 minutos para a
realizagdo do teste hiposmoético (HOST). A longevidade espermatica foi feita realizando-se o
teste de termorresisténcia (TTR). A andlise estatistica foi realizada utilizando-se andlises de
variancia (ANOVA) e teste PLSD de Fischer. As amostras de sémen fresco apresentaram
caracteristicas fisicas e morfologicas dentro da normalidade (93,60+7,60%, 90,4048,70%,
4,8+0,44 e 90,25+3,17% para motilidade total, motilidade progressiva, vigor ¢ morfologia
normal, respectivamente). Apos a descongelacdo, foram observadas diferengas significativas
(P<0,05) entre GL e DF em relagcdo a motilidade total e progressiva e vigor. Em relacdo a MF,
ndo houve diferengas significativas em relagdo ao GL ou a DF em nenhum parametro
avaliado. As médias para motilidade total, motilidade progressiva, vigor € morfologia normal
na pos-descongelacdo foram 69,00+5,47%, 61,00+7,41%, 2,9+0,54% e 57,10+5,01% para o
GL, 59,00£8,94%, 50,00+£10,00%, 2,5+0,70 e 66,90+7,74% para a MF e 44,00+21,03%,
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37,00+19,87%, 2,1+0,65 e 61,10+£5,59% para a DF, respectivamente. No teste HOST, o GL
apresentou-se superior a MF e DF (57,80£12,47%, 35,80+18,47% e 34,40+9,40%,
porcentagens médias de células com membranas integras para GL, MF e DF,
respectivamente). Durante o TRT, ndo houve diferencas entre o GL e a MF e ambos
mostraram-se superior 8 DF. De acordo com os resultados encontrados, pode-se concluir que
a MF apresenta resultados semelhantes ao GL, exceto no HOST, e, portanto pode ser
considerada uma alternativa como crioprotetor na criopreservagdo de sémen canino. Testes
comparando diferentes concentragdes da MF sdo necessarios visando seu melhor desempenho
como crioprotetor.

Palavras-chave: crioprotetores, amidas, congelacdo-descongelagdo, s€émen, cao.



xi

ABSTRACT

USE OF GLYCEROL, METHYL-FORMAMIDE AND DIMETHYL-FORMAMIDE
AS CRYOPROTECTANTS OF CANINE SEMEN

Due to an increasing demand for canine reproductive biotechnologies, it has been
crescent interests for improving freezing protocols employed for canine semen which,
associated to a correct identification of optimal breeding time, results on fertility rates close to
those achieved with artificial insemination with fresh or cooled semen. The unlimited
viability of cryopreserved semen is the greatest advantage of this technique. Glycerol is the
most commonly used cryoprotectant for dog sperm however the search for alternative
cryoprotectants has increased. The aim of the present work was to compare the efficiency of
methyl-formamide (MF), dimethyl-formamide (DF) and glycerol (GL) as cryoprotectants in
canine semen cryopreservation. Five dogs were used in the experiment. Ejaculates were
collected, pooled and divided into three aliquots and each one was submitted to one of the
three cryoprotectants, with final concentration of 3% in egg yolk-TRIS extender. Treatments
were repeated five times. Semen was subjectively evaluated for total and progressive motility,
vigor and morphology immediately after each of the following procedures: semen collection,
pool formation, dilution, chilling and freezing/thawing. Sperm membrane functional integrity
was assessed by hypo-osmotic swelling test (HOST), and longevity was assessed using the
thermoresistance test (TRT). Fresh semen showed normal physical and morphological
characteristics. After thawing, differences were observed between semen frozen using GL and
DF regarding total and progressive motility and vigor (P<0.05) but not between MF and GL
or MF and DF. Means for total motility, progressive motility, vigor and morphologically
normal spermatozoa were respectively 69.0+5.4%, 61.0+7.4%, 2.9+0.5 and 57.14+5.0% for
GL, 59.0+£8.9%, 50.0+£10.0%, 2.5+0,7 and 66.9+7.7% for MF and 44.0+21.0%, 37.0+19.8%,
2.1£0.6 and 61.1+5.5% for DF. On HOST, GL was superior to MF and DF (57.8+12.4%,
35.8+18.4% and 34.4+9.4%, respectively). During TRT, both GL and MF were superior to
DF, with no differences between GL and MF. In conclusion, the use of MF as cryoprotectant
showed results similar to GL, except on HOST, and can be considered as an alternative in
canine semen cryopreservation. Further studies testing different concentrations of MF may
improve its effects on cryopreservation of canine semen.

Keywords: cryoprotectant agents, amides, freezing/thawing, sperm, dog.
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CAPITULO 1



1. INTRODUCAO

Tem sido crescente a demanda por biotécnicas reprodutivas em caes, tanto por
parte de criadores de diversas ragas, de proprietarios de cdes de estimagdo, bem como de
animais de trabalho que possuem determinada caracteristica desejavel. Sendo assim, é de
grande interesse preservar as caracteristicas fenotipicas e genotipicas de determinado animal,
otimizando e permitindo o intercdmbio e uso do material genético de animais de alto valor
zootécnico ou sentimental. Além disso, devido & proximidade filogenética, o cdo doméstico
tem sido considerado ndo apenas como um animal de estimacdo, mas sim como um util
modelo experimental para outras espécies carnivoras (Goodrowe et al. 2000; Durrant et al.
20006).

Na prética, as biotécnicas mais utilizadas na reproducdo assistida em caes
domésticos t€m se limitado principalmente a inseminacdo artificial (IA) e a preservacao do
sémen, sendo esta feita de duas maneiras: através do resfriamento, que visa a utilizacdo em
curto prazo, e da congelagdo, que mantém o sémen viavel por tempo indeterminado.

Para a congelagdo de sémen canino, o glicerol (GL) tem sido o crioprotetor
mais utilizado. Contudo, os resultados apresentados na pds-descongelagdo sdo muito
diversificados (Olar et al. 1989; Strom et al. 1997; Pefia et al. 1998a; Rota et al. 1998; Silva et
al. 2000; Okano et al. 2004) o que tem estimulado a busca por crioprotetores alternativos tais
como o dimetilsulfoxido (DMSO) e o etileno glicol (EG), ambos empregados isoladamente
ou em associacdo com o GL (Rohloff et al. 1978; Olar et al. 1989, Santos et al. 2001;
Cavalcanti et al. 2002; Soares et al. 2002; Rota et al. 2006; Martins-Bessa et al. 2006).
Entretanto, os resultados obtidos com o uso desses crioprotetores foram similares ou ainda
piores que o GL. Uma outra alternativa para a congelagdo de sémen sdo as amidas, que tém
sido utilizadas com sucesso na criopreservacdo de s€men de eqiiinos (Gomes et al. 2002;

Medeiros et al. 2002a; Squires et al. 2004; Alvarenga et al. 2005; Carmo et al. 2005), de aves



(Lukaszewicz 2002; Chalah et al. 1999; Tselutin et al. 1999), de peixes (McNiven et al. 1993;
Ogier de Baulny et al. 1999), de suinos (Bianchi et al. 2008) e de coelhos (Hanada & Nagase
1980; Kashiwazaki et al. 2006; Okuda et al. 2007). Em caes, poucos estudos avaliaram os
efeitos das amidas na criopreservagdo de sémen (Oliveira 2003; Chirinéa et al. 2006;
Zimmermann et al. 2007). Esses estudos avaliaram o uso da dimetil-formamida (DF)
associada com outros crioprotetores e diferentes diluentes e, até o presente momento, nao ha
trabalhos demonstrando especificamente o efeito das amidas na congelacdo do sémen canino.
Ademais, o uso da metil-formamida (MF) na criopreservacdo do sémen canino nunca foi
relatado. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da MF e da DF

comparando com o GL na criopreservacao do s€émen canino.

1.1 Problematica e Relevancia

Nos ultimos tempos, o cdo tem deixado de ser meramente um simples animal
de estimacdo para ocupar uma posi¢ao de destaque na vida do homem. A criacdo de caes de
raga tornou-se altamente especializada, o que trouxe consigo todo o aparato técnico e
mercadologico envolvido na busca pelo aprimoramento de uma raga. Além disso, devido as
suas multiplas habilidades, o cdo tem sido cada vez mais requisitado para o desempenho de
atividades de utilidade publica, tais como guias de deficientes visuais, busca de entorpecentes
e explosivos, busca de vitimas de soterramento e auxiliares de tratamentos em hospitais e de
deficientes mentais. Na linha preservacionista, pesquisas com o cdo doméstico abrem
perspectivas para a conservagao e preservacao de espécies canideas ameagadas ou em risco de
extingao.

E nesse contexto de maior importincia do cdo na vida do homem que se reflete
uma maior demanda por biotécnicas reprodutivas que visem a propagacdo € ao
armazenamento do material genético de animais de elevado valor zootécnico, sentimental e
comportamental. Dentre essas biotécnicas, um grande avango pode ser observado na
criopreservacao do s€men canino.

Com base na revisdo de literatura apresentada a seguir, pode-se observar que
diversos estudos tém sido feitos no intuito de se obter protocolos efetivos e vidveis para a
congelagdo do sémen de cdes. Hoje em dia, as combinagdes entre os diluidores e agentes

crioprotetores, bem como as metodologias utilizadas, sdo bastante variadas, ndo havendo um



protocolo padrdo ou mesmo uma metodologia mais eficaz na congelagdo do s€émen canino.
Assim, cada laboratério ou empresa emprega o protocolo de maior conveniéncia, fato este que
justifica a grande variabilidade encontrada na fertilidade do sémen canino criopreservado.

Para o sémen canino, o GL ¢é o crioprotetor mais utilizado, contudo os
resultados obtidos com a viabilidade espermatica na pos-descongelacdo tém sido bastante
variaveis. Visando obter melhores indices com a IA com s€émen congelado, outras substancias
tém sido testadas como crioprotetores, tais como o DMSO e o EG. Entretanto esses
crioprotetores alternativos mostraram resultados semelhantes ou mesmo piores que o GL.
Uma categoria de crioprotetores que tem sido empregada com sucesso em outras espécies sao
as amidas. Na criopreservagao de sémen de coelhos, as amidas, e ndo o GL, sdo os
crioprotetores de elei¢do. Em aves e peixes, o uso das amidas na congelacdo de sémen dessas
espécies tém resultado em boas taxas de fertilidade, bem como em garanhdes, cujas taxas de
motilidade e fertilidade na pds-descongelagdo sdao baixas, quando o GL ¢ empregado como
crioprotetor.

Até o presente momento, poucas publicacdes foram feitas relatando o uso das
amidas no sémen de caes. O resultado apresentado por esses trabalhos indicam a possibilidade
da utilizacdo da DF como crioprotetor na criopreservagdo do sémen de caes (Oliveira 2003;
Zimmermann et al. 2007). Em relacdo a MF nao ha relatos na literatura concernentes ao seu
uso no sémen canino. Dessa forma, a justificativa do presente trabalho se baseia na

necessidade de comparar os efeitos da MF, DF e GL na criopreservagdo do s€émen canino.



1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

- Comparar a eficiéncia da metil-formamida e da dimetil-formamida com a do

glicerol na criopreservacdo do sémen canino.

1.2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar os efeitos dos crioprotetores na motilidade total e progressiva, vigor e
morfologia no sémen durante as diferentes etapas do processamento de criopreservagao;

- Comparar a longevidade proporcionada pelos crioprotetores na poOs-
descongelagdo por meio do teste de termorresisténcia;

- Verificar o efeito dos crioprotetores sobre a integridade funcional da

membrana plasmadtica na pos-descongelacao através do teste hiposmotico.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Inseminacio Artificial e Preservacao do Sémen

A inseminagao artificial (IA) tem sido largamente requisitada por proprietarios
ou criadores de caes de raca. Sdo varias as situagdes em que a [A é recomendada, tais como a
inabilidade ou dificuldade do macho ou da fémea em realizar a copula, defeitos de
conformag¢do vaginal adquiridos ou congénitos, diferenca de tamanho entre macho e fémea,
controle de transmissao de doencas venéreas, nao aceitagao ou desinteresse ou ainda distancia
entre o macho e a fémea (Feldman & Nelson 2004). Os métodos de IA descritos para caes t€ém
sido a TA intravaginal (IAIV) e a intrauterina (IAIU). Na IAIV, o sémen ¢ depositado na
porcdo cranial da vagina com o auxilio de uma pipeta de inseminagao ou sonda. Ja na IAIU, a
deposi¢ao do sémen ¢ feita diretamente no corpo do utero via transcervical ou por meio de
procedimentos cirturgicos transabdominais como a laparotomia ou a laparoscopia (Farstad
2000; Blendinger 2007). A IA pode ser feita utilizando-se sémen fresco, resfriado ou
congelado-descongelado.

O resfriamento do sémen tem como principal finalidade prolongar sua
viabilidade ao longo do tempo. Esta biotécnica torna-se bastante util quando o macho e a
fémea encontram-se geograficamente distantes um do outro ou, ainda, quando os animais t€ém
alguma exposi¢do ou trabalho agendados, ocasides em que os deslocamentos sdo constantes
impossibilitando a cobertura da fémea. A IA com sémen resfriado tem se tornado
particularmente atrativa em cdes devido a fatores como maior durabilidade do sémen canino
em comparagdo as outras espécies, relativa simplicidade no processo de resfriamento
associadas a crescente demanda por sémen entre criadores em um mesmo pais (Johnston et al.

2001; Pena et al. 2006).



O sémen criopreservado, além dos beneficios proporcionados pelo sémen
resfriado, apresenta as vantagens de permitir o armazenamento do material genético por
tempo indeterminado, transporte internacional do sémen, utilizagdo do sémen no periodo fértil
6timo da cadela, preservacdo do sémen de um cdo mesmo apds a sua morte e formagdo de

bancos de germoplasma (Johnston et al. 2001).

2.2 Componentes dos meios diluidores

Para que o sémen possa ser refrigerado ou criopreservado, ele deve ser
devidamente diluido. O diluidor tem como fung¢ao proteger o espermatozoide contra o choque
térmico conservando sua motilidade e fertilidade. Além disso, o diluidor deve promover a
estabilizacdo da membrana plasmatica fornecendo substratos energéticos, prevenir os efeitos
deletérios das alteracdes de pH e osmolaridade (Verstegen et al. 2005), evitar o crescimento
de bactérias e proteger as células espermaticas dos danos causados durante o resfriamento, a
congelagdo e a descongelacdo quando for o caso. Dessa forma, nos diluentes para a
congelacdo de sémen faz-se necessaria a adicdo de substancias denominadas crioprotetores,
cuja presenca ¢ essencial para a manutencdo da qualidade espermatica apds os processos de
congelagdo e descongelacdao (Johnston et al. 2001). Assim, para um diluidor atender as suas
fungdes na criopreservagdo de sémen, ele deve conter um sistema tampao, protetores de

resfriamento, substrato energético, crioprotetores e, opcionalmente, aditivos e antibidticos.

2.2.1 Tampoes

A atividade metabdlica dos espermatozodides resulta em um aumento da
concentracao de ions hidrogénio. Se ndo houver um mecanismo de remog¢ao desses ions, o pH
do diluidor ¢ reduzido e a longevidade e fertilidade espermatica sao diminuidas (England
1993). Dessa forma, os sistemas tampodes sdo utilizados para manter o equilibrio i6nico e o pH
do diluidor. O pH 6timo de um diluidor de sémen deve ser de 6,75 a 7,50 e a osmolaridade de

300 a 325 mOsm (Johnston et al. 2001).



Substancias como o Tris (tris-hidroximetilaminometano), o Tes (N-
Tris(hidroximetil)metil-2-aminoetanosulfonico), Test (Tes titulado com Tris), Hepes (4cido
etanosulfonico 4-2 hidroxietil piperazina-1), Bes (4cido N,N-bis(2-hidroxietil)-2-
aminoetanosulfonico) e Pipes (piperazina-1,4-bis(2-acido etanosulfonico) tém sido
comumente utilizados como sistemas tampoes nos diluentes seminais de diferentes espécies.
(Salamon & Maxwell 1995).

Os primeiros estudos com congelagdo do sémen canino utilizaram o tampao
Krebs-Ringer-fosfato, entretanto essa solugio ndo ¢ atdxica para os espermatozoédides (England
1993). Posteriormente, Foote (1964) utilizou o Tris como tampdo associado ao citrato de
sodio no diluidor do sémen canino e a partir de entdo, o Tris tornou-se o diluente mais
utilizado para a congelacdo do sémen canino. Adaptagdes desse método também foram
largamente empregadas, principalmente a inclusdo da gema de ovo que também apresenta
uma capacidade tamponante (England 1993). Smith (1984) ¢ Smith & Graham (1984)
obtiveram melhores taxas de motilidade na pos-descongelacdo com o uso do tampao Pipes
quando comparado com Bes, Tes ou Tris (apud England 1993). Entretanto estudos
subseqiientes utilizando este método resultaram em baixas taxas de gestagdo (England 1993).
Combinagdes de Tris e Tes também foram testadas, entretanto o Tris, quando usado
isoladamente, mostrou-se melhor para alguns caes (Farstad 1996). Bueno et al. (2001)
realizando testes in vitro em amostras de sémen de cdes concluiu que o meio diluidor Tris-
citrato-gema de ovo ¢ mais eficiente em preservar a qualidade das células esperméticas do que
o meio Tes-Tris.

O 4cido citrico (4cido 2-hidroxi-1,2,3-propanotricarboxilico - CsHsO7) ¢ um
acido fraco inorganico, facilmente encontrado nos frutos citricos, que também entra na
composi¢do do diluente Tris (Silva 2005). De acordo com Silva & Verstegen (1995), ¢é
provavel que o acido citrico contribua para a preservacdo da célula espermatica auxiliando na
manutencdo do pH do diluente e atuando como antioxidante, bem como no mecanismo de
respiragdo celular.

De um modo geral, substincias de poder tamponante incluindo citrato de sddio,
Tris ou Tes, tém sido utilizados com sucesso na preservagdo de gametas de canideos (Silva &

Verstegen 1995; Farstad 1996; Cardoso et al. 2000; Rota et al. 2006).



2.2.2 Protetores de resfriamento

A adigdo de protetores de resfriamento nos diluidores ¢ necessaria para conferir
protecdo aos espermatozoides contra o choque térmico durante a congelagdo ¢ a
descongelacdo. A gema de ovo ¢ amplamente utilizada na composi¢ao de diluidores a base de
Tris e leite desnatado. Sua adi¢do ao diluente previne a capacitagdo espermatica e a reagao
acrossomal durante o armazenamento a 4°C (Witte et al. 2008). Além disso, acredita-se que a
presenca da lecitina fosfatidilcolina na gema de ovo confira protecdo & membrana espermatica
ao restaurar os fosfolipideos perdidos durante o choque térmico (Farstad 1996).

Na maioria dos trabalhos com sémen congelado de cdo, a gema de ovo de
galinha tem sido empregada como o principal protetor de resfriamento (Olar et al. 1989; Pefia
et al. 1998a; Okano et al. 2004; Alhaider & Watson, 2008) e sua concentragao nos diluentes
para a congelagdao do sémen canino tém variado entre 10 a 20% v/v. England (1992, apud
Farstad 1996) reportou uma melhor qualidade po6s-descongelacdo com 10% de gema de ovo
v/v do que 20%. Em contraste, Silva et al. (2000) observaram uma superioridade da adi¢do de
gema de ovo a 20% em relacdo a 10% em meio Tris. J4 Davies (1982, apud England 1993)
apesar de ndo ter encontrado diferenca estatisticamente significante entre 10 e 20%, em
termos absolutos, obteve uma maior motilidade pds-descongelagdo com 20%. Ademais,
considerando que a gema de ovo também tem uma capacidade de tampao, a quantidade desta
no meio pode variar de acordo com a capacidade tamponante dos outros componentes do
diluente (Farstad 1996).

Apesar dos efeitos benéficos da gema de ovo, ndo se sabe se hd outros
componentes além da lecitina que sejam adequados ao sémen canino, tornando o seu uso de
forma integral amplamente questionavel (Farstad 1996). Além disso, por possuir origem
biologica, a gema de ovo incorre no risco da transmissao de doengas como a influenza aviaria
(Abe et al. 2008). No entanto, o exato modo de acdo da gema de ovo ainda € incerto e por essa
razao poucos progressos tém sido alcancados no intuito de encontrar substitutos & gema de
ovo (Holt 2000).

Dentre as possiveis alternativas encontram-se os analogos do hidroxitolueno
butilado (BHT) e as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) purificadas da gema de ovo
(Moussa et al. 2002). A literatura referente a congelacdo de sémen canino utilizando
diluidores sem gema de ovo ainda ¢é escassa. Dentre os trabalhos que ndo usaram gema de

ovo, Silva et al. (2002) obtiveram uma motilidade espermatica no pos-descongelacao de 35%
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em meio Tris-glicerol e Abe et al. (2008) de 25 a 89% em meio leite desnatado-glicose-

glicerol.

2.2.3 Acucares

Os agucares também sdo adicionados ao meio diluidor e tém como fungao
fornecer o substrato energético para as células espermadticas, além de manterem a pressao
osmotica do diluente e de possuirem agao crioprotetora (Yildiz et al. 2000). A literatura tem
relatado os efeitos benéficos de aglicares como a frutose, glicose, sucrose, lactose, rafinose,
trealose e metil-celulose na motilidade do sémen congelado-descongelado de diversas
espécies (De Leeuw 1993; Holt 2000; Yildiz et al. 2000; Aisen et al. 2002).

Apesar de o plasma seminal canino ndo possuir grandes quantidades dos
acUcares mais comuns, suas células espermaticas sdo capazes de utilizar os agiicares como
fonte de energia eficientemente (Rigau et al. 2001). Os espermatozéides caninos podem obter
sua energia para manuten¢do da motilidade através de diferentes processos glicoliticos e do
ciclo de Krebs (Rigau et al. 2001). Além disso, as diferencas nos mecanismos de agao dos
acucares determinam o tipo ou localizacdo do efeito protetor conferido ao espermatozoide
(Yildiz et al. 2000). No estudo de Yildiz et al. (2000), os dissacarideos trealose, maltose e
sucrose reduziram as taxas de espermatozoides mortos e de acrossomas lesados, enquanto que
os monossacarideos galactose, glicose e, especialmente, a frutose e a xilose, melhoraram a
motilidade, viabilidade e a porcentagem de acrossomas intactos apds a descongelacdo. Ja o
trissacarideo rafinose ndo melhorou os parametros espermaticos quando comparado ao
diluente sem adi¢do de agucar. Corroborando com essas informagdes, Rigau et al. (2001)
observaram que ao incubar o s€émen fresco em solu¢des de frutose e glicose, o padrao de
motilidade conferido por esses acucares foi diferente, sendo que a frutose promoveu uma
motilidade mais rapida e linear que a glicose (Rigau et al. 2001).

Atualmente, a maioria dos diluidores utilizados na criopreservacdo do sémen
canino contém glicose (Pena & Linde-Forsberg, 2000; Rota et al. 1998) ou frutose (Silva et al.
2006; Martins-Bessa et al. 2006). J4 o uso da lactose tem sido mais controverso com relatos
de resultados satisfatorios (Ivanova et al. 1999; Oliveira et al. 1999) e insatisfatérios (Olar et

al. 1989; Weiss et al. 2000).
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2.2.4 Crioprotetores

A utilizagdo de agentes crioprotetores ¢ indispensavel na criopreservagdo do
sémen por atuar reduzindo a quantidade de cristais de gelo formada em temperaturas abaixo
de zero, permitindo a manutencao da viabilidade espermatica na pds-descongelagao (Polge et
al. 1949; Polge & Rowson 1952). Os agentes crioprotetores podem ser divididos em dois
grupos: os que atuam no meio extracelular (agtcares, proteinas, polivinil-pirrolidona) e os que
penetram na célula (glicerol, metanol, etileno glicol, dimetilsulféxido e as amidas) (England
1993).

Os crioprotetores ndo penetrantes protegem a célula por meio de efeitos
osmoticos. Estas substancias criam um meio hipertdnico que induz a saida de agua do meio
intracelular para o extracelular, causando a desidratagdo do espermatozoide reduzindo assim,
a probabilidade de formacdo de cristais de gelo dentro da célula espermatica durante a
congelagdo (Aisen et al. 2002).

Yildiz et al. (2000), testando o efeito da adi¢do de agucares ao diluidor sobre a
viabilidade dos espermatozdides caninos pos-descongelagdo, observaram  que
monossacarideos, especialmente a frutose e a xilose, melhoraram as taxas de motilidade,
viabilidade e de acrossomas intactos, concluindo que o efeito e o local de protecdo sobre os
espermatozoides variam de acordo com o tipo de agticar.

Ja os crioprotetores penetrantes atuam por meio de suas propriedades
coligativas e ligantes com a agua e diminuem o ponto crioscopico intracelular. Com isso, a
quantidade de agua que permanece no estado liquido sob baixas temperaturas ¢ maior,
diminuindo a concentragdo intracelular de solutos e eletrélitos na fragdo ndo congelada. Essas
caracteristicas dos crioprotetores penetrantes reduzem os danos oriundos do processo de
congelacdo-descongelacao, denominado “efeito solu¢ao” (Holt 2000).

Dentre esses crioprotetores, o GL tem sido o mais utilizado na congela¢do de
sémen canino. Entretanto, os resultados de motilidade pos-descongelacdo obtidos por alguns
autores tém variado desde 22% a 75% (Olar et al. 1989; Pena et al 1998a; Silva et al. 2000;
Okano et al. 2004; Strom et al. 1997). Este fato se deve a capacidade do espermatozdide
canino resistir a uma ampla faixa de diferentes concentragdes de GL (1% a 16%) (Olar et al.
1989; Pena et al 1998a; Rota et al. 1998). Apesar de suas propriedades crioprotetoras, o GL

apresenta efeitos deletérios na organizagao e viscosidade do citoplasma e na permeabilidade e
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estabilidade da membrana plasmatica (Hammerstedt & Graham 1992; McLaughlin et al.
1992; Holt 2000), surgindo assim a necessidade de se testar alternativas a esse crioprotetor.

Resultados de trabalhos prévios em congelacdo de s€émen canino comparando o
GL com outros crioprotetores ainda sdo poucos e bastante contraditérios. Rohloff et al. (1978)
demonstraram a superioridade da capacidade crioprotetora do GL em comparagdo ao DMSO
sendo que os melhores resultados foram obtidos através da combinacdo GL ¢ DMSO a
concentracdes maximas de 8 e 1%, respectivamente. Em contraste, Olar et al. (1989)
observaram que a adicdo do DMSO, sozinho ou em combinac¢do com o GL, ndo foi benéfica a
sobrevivéncia dos espermatozdides na pos-descongelacao, chegando a reduzir a motilidade a
valores inferiores aqueles observados quando nenhum crioprotetor foi empregado. Na
literatura, o unico trabalho utilizando o metanol como crioprotetor na congelacdo de sémen
canino reportou uma taxa de concepg¢ao de 42,8% (Kim et al. 1994). J& um estudo feito por
Rota et al. (2006) mostrou que o EG foi superior ao GL na qualidade p6s-descongelacdo do
sémen canino. Estes resultados contrastam com os encontrados por Soares et al. (2002) que
afirmaram nao haver diferengas na motilidade pds-descongelagdo entre o GL e o EG em trés
diferentes concentracdes e também aos descritos por Martins-Bessa et al. (2006) e Cavalcanti
et al. (2002) que ndo observaram vantagens na utilizacdo do EG em substitui¢cao ao GL.

Outra opgao de crioprotetor na congelagao de s€émen sao as amidas, compostos
organicos derivados dos 4cidos carboxilicos e aminas, resultante da substituicdo do
grupamento OH por um grupo NH,, NHR ou NR. A estrutura quimica das amidas (metil-
formamida e dimetil-formamida) ¢ apresentada na Figura 2.1.

Por possuirem um baixo peso molecular e uma grande solubilidade em agua, as
amidas penetram mais rapidamente que o GL nas membranas das células espermaticas. Essas
caracteristicas, aliadas a baixa toxicidade das amidas, sdo altamente desejaveis a um
crioprotetor, uma vez que induzem a menores danos osmoticos aos espermatozoides (Oliveira
2003; Alvarenga et al. 2005).

Para alguns animais tais como coelhos, galos e peixes, as amidas tém sido
freqlientemente utilizadas como crioprotetores em substituicdo ao GL (Hanada & Nagase
1980; Chalah et al. 1999; ; Ogier de Baulny et al. 1999; Tselutin et al. 1999; Lukaszewicz
2002; Kashiwazaki et al. 2006). Além disso, as amidas t€ém sido bastante utilizadas como
alternativa na criopreservacdo de sémen eqiiino. Alvarenga et al. (2005), em uma série de
estudos comparando diferentes crioprotetores, observaram que a utilizacdo da MF e da DF
nos diluentes para a congelacdo de sémen eqiliino resultou em uma maior motilidade e

preservacao da integridade de membrana na pos-descongelagdo do que o GL. Além disso,
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garanhdes que apresentavam baixa taxa de motilidade e fertilidade na pds-descongelagdo com
diluentes contendo GL, obtiveram uma melhora significativa com o uso das amidas (Medeiros
et al. 2002a; Squires et al. 2004; Alvarenga et al. 2005). Em caprinos, o estudo feito por Silva
(2004) mostrou que a DF, quando utilizada de forma isolada ou associada ao GL, manteve a
qualidade espermatica caprina apos a criopreservagdo podendo ser empregada como um
crioprotetor alternativo ao GL. J& em ovinos, Fidelis et al. (2006) observaram que a DF
poderia ser utilizada como crioprotetor em concentragdes ao redor de 5%. Mais recentemente,
as amidas também mostraram ser eficazes na criopreservacdo de sémen suino, especialmente

a dimetil-acetamida a 5% (Bianchi et al. 2008).
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Figura 2.1. Estrutura quimica das amidas (metil-formamida e dimetil-formamida).

Fonte: <http://en.wikipedia.org/wiki/Amide>

Em caes, poucos trabalhos avaliaram o efeito das amidas na criopreservacao do
sémen. Oliveira (2003) estudando a eficacia de diferentes meios diluidores ndo encontrou

diferengas entre o meio lactose gema contendo 5% de EG ou 5% de DF nas taxas de
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motilidade progressiva e longevidade po6s-descongelacdo, entretanto, a DF foi menos eficaz
em preservar a integridade funcional da membrana plasmatica que o EG. Zimmermann et al.
(2007) testando diferentes diluidores com GL ou DF concluiram que o diluidor Tris-gema
com 7% de DF pode ser utilizado como alternativa na criopreservagdo do sémen canino.
Chirinéa et al. (2006) comparando dois diluentes, um contendo 8% de GL e o outro uma
associagao de 3% de GL com 2% de DF, mostraram nao haver diferencas entre os meios na
pos-descongelacdo, entretanto os autores relataram um melhor desempenho da associacdao

durante a etapa de resfriamento.

2.2.5 Aditivos

Visando melhorar a qualidade e longevidade do sémen canino congelado-
descongelado, componentes aditivos como detergentes, antioxidantes e aminoacidos tém sido
testados e adicionados ao meio diluente.

A adigdo de compostos detergentes, como o Equex STM paste ou o Orvus ES
paste em diluentes de congelacao parece ser benéfica para varias espécies, incluindo a espécie
canina (Rota et al. 1997; Pefia & Linde-Forsberg 2000; Alhaider & Watson 2008). Essas
pastas sdo aditivos comerciais que contém o dodecil sulfato de sodio (SDS), cuja natureza da
protecdo conferida ndo ¢ completamente elucidada, mas sugere-se que o efeito seja exercido
diretamente no meio extracelular, solubilizando as lipoproteinas da gema do ovo e
aumentando, desta forma, seu potencial de prote¢do (Holt 2000; Pefia & Linde-Forsberg
2000). Como conseqiiéncia, estes aditivos possibilitam um aumento na resisténcia aos danos
oriundos da congelagdo, melhorando o tempo de sobrevivéncia espermatica, prolongando a
manutencdo da motilidade e integridade da membrana plasmatica e preservando a integridade
acrossomal apds a descongelagdo (Rota et al. 1997; Penia et al. 1998b; Hori et al. 2006;
Ponglowhapan & Chatdarong 2008).

Outro aditivo que tem sido amplamente explorado sdo os antioxidantes. Os
antioxidantes sdo substancias que protegem as células dos efeitos toxicos das espécies reativas
de oxigénio. As espécies reativas de oxigénio sdo moléculas formadas a partir da reducdo
incompleta do oxigénio e sua producdo tem sido associada a queda da motilidade espermatica,
diminui¢do da capacidade de ligacdo oocito-espermatozdide e infertilidade (Medeiros et al.

2002b; Michael et al. 2007). Propde-se que a suplementacdo com agentes antioxidantes
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reduza o estresse do impacto oxidativo e com isso, melhore a qualidade do sémen apos a
descongelagdo (Michael et al. 2007).

Esses sistemas antioxidantes podem atuar em duas dire¢des: como removedor
do agente oxidante antes que ele ocasione lesdo celular (glutationa reduzida — GSH;
superoxido dismutase — SOD; catalase; glutationa peroxidase — GP e a vitamina E), ou ainda
como agente reparador da lesdo ja ocorrida (acido ascorbico; glutationa redutase — GR e
glutationa peroxidase — GPx) (Valenga & Guerra 2007). Cassani et al. (2005) relataram a
presenga de sistemas tipo SOD no plasma seminal canino e sugeriram um efeito protetor
desse sistema enzimatico sobre o estresse oxidativo no espermatozéide canino. Varios agentes
antioxidantes, tais como a vitamina E e C, catalase, DMSO, taurina, hipotaurina e N-
acetilcisteina, j& foram testados em sémen de diversas espécies, inclusive caes, apresentando
eficacia e utilidade controversa. Em caes, a suplementagdo oral com vitamina E protegeu o
sémen fresco do estresse oxidativo (Hatamoto et al. 2006), ¢ no sémen congelado-
descongelado, a adicao de catalase, N-acetilcisteina, taurina ou vitamina E no diluidor tiveram
um efeito positivo na motilidade, viabilidade e HOST+ (Michael et al. 2007). Pefia et al.
(1998¢) observaram uma melhor motilidade, longevidade e integridade acrossomal do sémen
apos a descongelagdo com a inclusdo da prolina. Ja a incorporagdo da taurina e hipotaurina no
diluidor Uppsala Equex II ndo trouxeram os mesmos beneficios (Martins-Bessa et al. 2007).

Além dos danos fisicos como a formagdo intracelular de cristais de gelo e da
desidratacdo, a apoptose também constitui um fator de reducdo da viabilidade espermatica
induzida pelo processo de criopreservagdo. A apoptose, ou morte celular programada, é um
evento gene-ativado que ocorre como uma conseqiiéncia normal do desenvolvimento e como
resultado do estresse celular. Sua ativagdo ¢ mediada pela familia das proteases cisteina-
dependente (cysteine-dependent asparate-specific proteases - caspases). Em vista disso, o uso
de agentes inibidores das caspases tem sido utilizado na preservagdo de diferentes tipos
celulares de mamiferos (Baust et al. 2000; Yagi et al. 2001; Sosef et al. 2005). Em caes,
estudos preliminares da adicdo de agentes anti-caspases no diluidor seminal demonstraram
ndo trazer beneficios a motilidade espermatica do s€émen congelado-descongelado (Peter &
Linde-Forsberg 2003). Entretanto, apesar dos baixos resultados obtidos com o inibidor de
caspases zVAD-fmk (benzyloxycarbonyl-Val-Ala-DL-Asp-fluoromethylketone), esses
mesmos autores acreditam que outros tipos de inibidores de caspases podem ser mais

adequados na criopreservacao do sémen canino.
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2.3 Meios diluidores

O meio diluidor deve proteger as células espermaticas dos efeitos adversos de
todo o processo de criopreservacdo. A capacidade protetora de um meio diluidor € atribuida as
diferentes substancias que irdo compor este meio e da sua interacdo com as células
espermaticas. Dessa maneira, a combinagdo entre essas diferentes substdncias deram origem
aos diversos tipos de diluidores.

Os primeiros experimentos para preservacdo do sémen canino utilizaram
adaptagdes empiricas de diluidores empregados no resfriamento e congelagdo de sémen
bovino. Tais diluidores eram compostos por tampdes a base de leite desnatado, fosfato-
glicose, citrato, cloreto de fosfato, lactose, Tris e Tris-frutose-citrato (Farstad 1996).
Atualmente, os diluidores preparados em laboratérios mais empregados na criopreservacao de
sémen canino contém o Tris como agente tamponante, glicose ou frutose como fontes de
energia, gema de ovo como protetor de resfriamento e o glicerol como agente crioprotetor
(Verstegen et al. 2005; Pefia et al. 2006; Alhaider & Watson 2008). Outra op¢ao de diluidores
s30 os produzidos comercialmente (Biociphos W482 e Laiciphos 478 - IMV, Franca; CLONE
- Cryogenic Laboratories of New England, Inc; Triladyl - Minitub, Tiefenbach, Alemanha) e
mais recentemente, o ACP®, feito a base de dgua de coco. Apesar da composi¢do exata de
alguns deles ndo ser divulgada pelas empresas (Farstad, 1996), os resultados encontrados por
diferentes grupos de pesquisadores (Dobrinski et al. 1993; Silva & Verstegen 1995; Nothling
et al. 1995; Strom et al. 1997; Cardoso et al. 2005b) mostraram que todos foram adequados

para a congelag¢do do s€émen canino.

2.4 Processamento do sémen

2.4.1 Congelacao

Diversas metodologias tém sido testadas para a congelagdo do s€émen de caes
apresentando resultados diferenciados. Essa variacdo se deve aos diluentes, protetores de

resfriamento e agentes crioprotetores empregados, associados ao uso de diferentes taxas de
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congelagdo (Rota et al. 1998). Adaptacdes do método de criopreservacao de s€émen canino
descrito por Andersen t€ém sido o protocolo mais usual (Olar et al. 1989). Neste método, a
diluicdo do sémen ¢ realizada a 37°C em Tris acrescido de gema de ovo e glicerol. Em
seguida, ¢ procedido um periodo de equilibrio de trés horas, seguido do envase em palhetas
plasticas e a exposi¢do aos vapores de nitrogé€nio para congelacdo. As adaptagdes relacionam-
se principalmente ao momento de adi¢ao do crioprotetor (Rota et al. 1998; Okano et al. 2004;
Martins-Bessa et al. 2006; Abe et al. 2008), tempo de equilibrio (Rota et al. 1998; Okano et
al. 2004; Martins-Bessa et al. 2006; Alhaider & Watson 2008) e propor¢do sémen:diluidor
(Rota et al. 1998; Okano et al. 2004; Cardoso et al. 2006).

Okano et al. (2004) avaliando os efeitos das diferentes formas de
processamento do sémen observaram que a diluicdo variando de 2,5:1 a 10:1 ndo afetou a
motilidade ap6s descongelacdo e que se o sémen for devidamente resfriado antes da adigdo do
GL, o tempo de equilibrio ndo precisa ser longo.

O método CLONE foi desenvolvido para aplicagdo comercial pelo Cryogenic
Laboratories of New England, Inc. (CLONE) e tem sido utilizado desde 1983. Ele consiste na
diluicdo do sémen a temperatura ambiente em um diluente denominado Clone A, procedido
um periodo de equilibrio de uma hora, adi¢do do diluente Clone B, envase e exposi¢do aos
vapores de nitrogénio. O método CLONE, assim como o método de Andersen, tem sido
utilizado com sucesso na criopreservacao do sémen canino (Strém 1997).

Viérios autores observaram que taxas de congelagdo moderada (-5°C/min de 5 a
-15°C e -10°C a -50°C/min de -15°C a -100°C) preservam melhor a motilidade apos a
descongelacdo que taxas lentas ou rapidas (Olar et al. 1989; Rota et al. 1998; Strom et al.
1997; Pefia & Linde-Forsberg 2000). Em contraste, Dobrinski et al. (1993) e Smith (1984,
apud England 1993) afirmaram que taxas de congelacdo lenta sdo melhores. J& Smith &
Graham (1984, apud Strom et al. 1997) reportaram que taxas de congelacdo super lenta
(1,89°C/min de 5°C a -100C) resultaram em melhores motilidades p6s-descongelacao. Rota et
al. (1998) comparando duas taxas de congelagdo; lenta (10°C/min de -6°C a -40°C) e rapida
(50°C/min de -6°C a -40°C); observaram maior motilidade espermdtica imediatamente apds a
descongelagcdo quando o sémen foi submetido a taxa de congelagdo rapida, mas que, em
relagdo a longevidade pds-descongelacao, a taxa de congelagdo nao teve influéncia.

Outra metodologia que tem sido empregada com sucesso sdo os equipamentos
para reducdo gradativa da temperatura, tais como os tanques de congelagdo (Pefia & Linde-
Forsberg 2000), ultra-freezers (Alamo et al. 2005; Batista et al. 2006) e maquinas
computadorizadas de congelagdo (Rota et al. 2005; Schifer-Somi et al. 2006). Esses
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equipamentos t&ém mostrado melhores resultados que os métodos convencionais que utilizam
a exposi¢ao direta aos vapores de nitrogénio, pois impedem a ocorréncia de oscilagdes
térmicas durante a congelacdo, possibilitando uma melhora nos resultados apds a

descongelagdo (Silva 2007).

2.4.2 Descongelacio

O processo de descongelagdo parece ser tdo deletério aos espermatozoides
quanto a congelacdo e os principais efeitos adversos sdo atribuidos a recristalizagdo de
microcristais de gelo intracelular, quando a descongelacdo ¢ realizada lentamente, ou devido a
alteragdes bruscas do volume celular, quando a descongelagdo se procede muito rapidamente,
além de alteragdes de estrutura e funcdo da membrana plasmatica (Watson 1995; Holt 2000).
Farstad (1996) afirma que uma congelacdo rapida exige uma forma de descongelagdo
igualmente répida, visando a manutencdo da osmolaridade, pH e equilibrio i6nico das
amostras de sémen, possibilitando a reidratagdo e prevenindo o dano celular originario do
crioprocessamento.

Assim como na congelagdo, existem diversos protocolos de descongelacio para
o sémen preconizando diferentes temperaturas e velocidades. Na literatura, este processo
geralmente ¢ realizado imergindo-se as palhetas de sémen em banho-maria a temperaturas que
variam de 1°C (Olar et al. 1989), passando por 30°C a 37°C (Olar et al. 1989; Strom et al.
1997; Hori et al. 2006) até 70°C a 75°C (Olar et al. 1989; Strom et al. 1997; Schifer-Somi et
al. 2000).

Olar et al. (1989), comparando trés temperaturas de descongelacdo (1°C por
120s, 35°C por 30s e 75°C por 12s), observaram que a descongelacao rapida (75°C) foi
superior a descongelagdo lenta (1° e 35°C), mas que entre estas Ultimas ndo houve diferenca
significativa. Resultados similares foram encontrados por Pefia & Linde-Forsberg (2000),
Strém et al. (1997) e Rota et al. (1998) que relataram a superioridade da descongelagdo a
70°C sobre a de 37°C. Contrariamente, Silva et al. (1998) concluiram que a temperatura de
37°C por 60s preserva mais eficazmente a qualidade do sémen canino que a 50°C por 8s. Por
outro lado, Ivanova-Kicheva et al. (1995) observaram uma maior efetividade da temperatura

de 55°C por 5s para a viabilidade espermatica do que a temperatura de 37°C por 8s.
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De um modo geral, a escolha da taxa de descongelacdo deve relacionar-se com
a taxa de congelacao para a sobrevivéncia o0tima das células espermaticas (Hammerstedt et al.
1990), ou seja, se a congelacdo foi realizada de maneira rapida, assim deve ser procedida a
descongelacdo, e se a congelacdo foi realizada de forma lenta, também deve ser lenta a
descongelagdo (Strom et al. 1997). Atualmente, as temperaturas mais empregadas para a

descongelagdo do sémen canino envasado em palhetas tém sido as de 37° e 75°C.

2.5 Avaliacao in vitro da criopreservacio

Apesar das intmeras pesquisas acerca das biotécnicas de preservacdo de
gametas, os protocolos de criopreservagdo de s€émen atualmente utilizados, invariavelmente
induzem a danos osmoticos, quimicos € mecanicos as células espermaticas (Hammerstedt et
al. 1990). Esses danos sdo responsaveis ndo apenas pela morte dos espermatozodides, mas
também por uma série de alteragdes nas células espermaticas remanescentes comprometendo
a longevidade e a capacidade fecundante do s€émen congelado-descongelado.

A avaliagdo do sémen criopreservado visa determinar o grau de injuria
provocado pelo processo de congelacdo e descongelacdo. Apesar de ndo haver um atributo
especifico do espermatozoide que esteja precisa e altamente correlacionada com a fertilidade
de um sémen, a andlise conjunta de suas diferentes caracteristicas permite obter um valor
preditivo da sua capacidade fecundante (Pefia 2004). Dentre essas caracteristicas, a
motilidade, morfologia, integridade de membrana e longevidade sdo as mais comumente
acessadas.

Apesar da motilidade ser apenas uma das muitas caracteristicas de um
espermatozoide com capacidade fecundante, sua afericdo ¢ o parametro mais empregado na
avaliacdo da viabilidade espermatica (Pefia 2004). Geralmente a motilidade espermatica ¢
avaliada subjetivamente, por meio da andlise visual do sémen sob microscopio Optico,
utilizando objetivas de menor aumento (10 ou 20x). A estimativa visual da porcentagem de
espermatozoides moveis apresenta a vantagem de ser um método simples, rapido e barato,
entretanto ¢ altamente subjetivo e ndo permite avaliar a fertilidade.

De acordo com Oettlé (1993), a fertilidade de um sémen ¢ adversamente
comprometida quando a propor¢do de espermatozodides morfologicamente normais ¢ abaixo

de 60%. Morton & Bruce (1989) observaram ainda uma nitida correlagdo positiva entre a
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morfologia normal ¢ motilidade espermatica em que espermatozodides apresentando defeitos
morfologicos tenderam a ser imdveis enquanto que espermatozoides normais tenderam a ser
moveis. Embora no sémen fresco essa correlacdo nao seja tdo evidente, esta se torna aplicavel
no s€men congelado-descongelado. A morfologia espermatica pode ser avaliada através de
preparacdes umidas de células fixadas e ndo coradas em microscopios de contraste de fase ou
de interferéncia diferencial ou através de esfregagos utilizando-se corantes vitais (eosina-
nigrosina, azul de tripan, vermelho congo, rosa de bengala, wright, giemsa, Diff-Quik®,
Spermac®). O acrossoma do espermatozodide canino pode ser analisado pela microscopia
optica em esfregacos corados com eosina-nigrosina, giemsa, rosa bengala e Spermac®.
Combinagdes de azul de tripan e giemsa ou azul de tripan, marrom de Bismarck e rosa de
bengala permitem avaliar defeitos acrossomais juntamente com a morfologia (Pefia 2004).

Tanto a motilidade, como a morfologia podem ser avaliadas subjetivamente,
utilizando apenas um microscopio Optico. Outra ferramenta para a avaliagdo espermatica sao
os sistemas de andlises de sémen computadorizados (Computerized Assisted Sperm Analysis
— CASA) que permitem a obtencdo de informagdes objetivas e precisas a respeito da
propor¢do de células moveis em uma amostra de sémen bem como da qualidade desses
movimentos, a concentragao e a morfologia (Pefia 2004).

A integridade da membrana plasmatica ¢ essencial para a capacidade
fertilizante do espermatozdide (Rijsselaere et al. 2005), além da sua importancia para o
metabolismo espermatico (Silva 2005). Até recentemente, a integridade da membrana
plasmatica era rotineiramente acessada através dos corantes vitais (eosina-nigrosina, azul de
tripan). Contudo, o principal problema dessa técnica ¢ que os espermatozdides podem
apresentar uma coloragdo parcial, tornando sua interpretacdo dificil e altamente subjetiva.
Ademais, varios ingredientes, tais como o GL ou glébulos de gordura podiam interferir nessas
coloragdes. Mais recentemente, a integridade da membrana plasmatica tem sido avaliada
também através de corantes fluorescentes (diacetato de carboxifluoresceina, iodeto de
propidio, SYBR-14 combinado com o iodeto de propidio, o carboxi-SNARF, a calceina-AM
associada ao homodimero etidio e o Hoeschst 33258) em microscopia de epifluorescéncia.
Tanto o CFDA quanto o SYBR-14 sdo compostos nao-fluorescentes permeaveis a membrana,
convertendo-se em fluoroforos verdes impermeéveis, ficando retidos no interior das células
com membranas integras. Com a morte celular, o espermatozdide perde sua habilidade de
reter o influxo do corante vermelho iodeto de propidio, substituindo a carboxifluoresceina ou
SYBR-14 dentro da célula. Ja a integridade funcional da membrana plasmatica pode ser

avaliada através do teste hiposmoético (HOST) (Penia 2004; Cardoso et al. 2005a). O principio
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deste teste baseia-se no enrolamento da cauda do espermatozoide integro, indicando aqueles
que permitiram a entrada, porém ndo a saida, de agua através de suas membranas, quando
incubados em uma solu¢do hiposmoética (Kumi-Diaka 1993). Em humanos, o HOST tem sido
correlacionado com a motlidade espermatica, viabilidade, testes de penetracdo espermatica e
fertilizagdo in vitro, embora alguns pesquisadores tenham obtido resultados questionando essa
correlagdo (Hishinuma & Sekine 2003). Em caes, os relatos também sdo controversos com
alguns autores obtendo boas correlagdes entre o HOST e a motilidade (Kumi-Diaka 1993;
Rodriguez-Gil et al. 1994; Pinto & Kozink 2008) e viabilidade espermatica (Rodriguez-Gil et
al. 1994; Pinto & Kozink 2008) e outros afirmando que apesar do alto grau de confiabilidade
do teste, ndo haveria correlagdo com a motilidade (England & Plummer 1993).

Outro teste utilizado para avaliar a integridade funcional dos espermatozdides,
estimando o seu potencial fertilizante, ¢ o da interagdo dos mesmos a zona pelucida isolada
(Holt 2000). Esta ligagdo ¢ mediada por meio de receptores presentes na membrana
plasmatica do espermatozoide e uma ou mais glicoproteinas da zona pelucida consistindo em
uma etapa crucial no processo de fertilizagao (Rijsselaere et al. 2005). Acredita-se que esse
teste permite a deteccdo de danos a nivel molecular que ndo podem ser aferidos através de
técnicas convencionais de andlises de s€émen (Rijsselaere et al. 2005). Ivanova et al. (1999)
estudaram o efeito da criopreservacao sobre a capacidade de ligacdo dos espermatozdides
canino a zona pelucida e observaram que o sémen do animal com maior decréscimo nos
parametros espermaticos pos-descongelacdo correspondeu aquele de menor atividade de
ligagdo a zona pelucida.

A reagdo acrossomal ¢ um dos pré-requisitos para a penetracido do
espermatozoide no odcito. Com a fusdo da membrana espermatica a membrana acrossomal
externa, o espermatozoide libera seu contetido enzimatico, através de mecanismos de
exocitose, permitindo-o penetrar na zona pelicida (Rijsselacre et al. 2005). O status
acrossomal pode ser determinado utilizando-se corantes ndo fluorescentes (eosina-nigrosina,
Giemsa, azul de tripan/marrom de Bismark/rosa de bengala ou Spermac®) ou fluorescentes
(lecitinas conjugadas com fluoresceinas tais como a aglutinina de Pisum sativum, aglutinina
de Arachis hypogaea). Espermatozdides com acrossoma integro apresentam fluorescéncia ao
longo de toda a regido acrossomal enquanto que aqueles com acrossoma reagido nao
apresentam sequer o contorno acrossomal.

A avaliacdo da longevidade dos espermatozoides apds a descongelacdo pode
ser feita através do teste de termorresisténcia (TTR). O TTR promove uma simulagdo parcial

in vitro do processo in vivo visando avaliar a longevidade espermatica que o sémen teria no
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interior do trato reprodutor da fémea. Acredita-se também que a sobrevivéncia espermatica in
vitro seja um parametro importante para a estimativa da capacidade fecundante do sémen
canino (Rota et al. 1999). Em suinos e humanos, estimativas da motilidade apos a incubagdo a
temperaturas corporais tém dado melhores indicativos da capacidade fecundante do que
simples avaliagdes da motilidade imediatamente apds a descongelagdo (Thirumala et al. 2003;
Kashiwazaki et al. 2006). Em sentido contrario, Olar (1984, apud Strom et al. 1997) sugere
que a avaliagdo da motilidade espermatica canina imediatamente apds a descongelagdo pode
ser mais importante do que a sobrevivéncia espermatica apos o periodo de incubagdo. Rota et
al. (1999) também ndo encontraram relagdo entre a capacidade fecundante do sémen e sua
sobrevivéncia in vitro. J& Strom et al. (1997) afirmaram que uma baixa termorresisténcia nao
estaria necessariamente associada com baixa fertilidade na espécie canina, uma vez que o
sémen congelado com o método comercial CLONE apresentou uma alta porcentagem de
motilidade espermatica apos a descongelacao (74%), baixa termorresisténcia (20% apo6s uma
hora de incubagao a 37°C) e mostrou altos indices de fertilidade apos inseminagdo vaginal
(59,3%) e intra-uterina (86,4%) (Govette et al. 1996 apud Strom et al. 1997). Esses mesmos
autores ainda acreditam que a termorresisténcia pds-descongelagao pode ser mais baixa para o
espermatozodide canino do que para outras espécies. Concannon & Battista (1989) sugerem
que o TTR deve ser usado mais freqiientemente para avaliar as técnicas de congelagdao. De
modo geral, as amostras de sémen sdo submetidas a periodos de duas a seis horas de
incubag¢do, nas temperaturas de 37 a 39°C (Strom et al. 1997; Pena et al. 1998a; Rota et al.
1998).

Nenhuma destas técnicas permite uma avaliagdo completa de todos os
pardmetros espermaticos de forma que a associagdo de diferentes testes ¢ importante para
obter uma estimativa dos danos causados pelos diversos protocolos de criopreservagdo

espermatica.
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CAPITULO 2

USO DE GLICEROL, METIL-FORMAMIDA E DIMETIL-FORMAMIDA COMO
CRIOPROTETORES DO SEMEN CANINO
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RESUMO

A crescente demanda por biotécnicas reprodutivas em cdes tem despertado grande
interesse no desenvolvimento de protocolos de congelagcdo de s€men canino que, associados a
correta identificacdo do momento 6timo para a inseminagdo, resultem em taxas de fertilidade
proximas as da inseminacao artificial com sémen fresco ou resfriado. A grande vantagem da
congelacdo do sémen ¢ a sua viabilidade por tempo indeterminado. O crioprotetor de eleigao
na congelacdo do sémen canino ¢ o glicerol, entretanto a busca por crioprotetores alternativos
tem sido crescente. O presente trabalho objetivou comparar a eficiéncia da metil-formamida
(MF) e da dimetil-formamida (DF) em relagdo ao glicerol (GL) como crioprotetores na
congelacdo do sémen canino. Para o experimento, foram utilizados pools de amostras de
sémen de 5 cdes da Policia Federal, coletadas por manipulagdo digital. Cada pool foi
fracionado em 3 amostras, sendo cada uma delas submetida a um dos 3 crioprotetores, sempre
a concentracdo final de 3% em diluidor Tris-gema. Cada tratamento foi repetido 5 vezes. O
sémen foi avaliado subjetivamente quanto a motilidade total e progressiva, vigor e morfologia
logo ap6s a coleta do sémen, formagdo do pool, diluicdo, resfriamento e descongelagdo. As
aliquotas foram resfriadas e equilibradas a 4°C por uma hora e meia e envasadas em palhetas
de 0,5mf. Em seguida, procedeu-se a congelagdo, expondo-se as palhetas ao vapor de
nitrogénio liquido por 15 minutos seguido de imersdao e armazenamento no nitrogénio liquido.
As palhetas foram acondicionadas em botijao criogénico por um periodo minimo de sete dias
antes da descongelacdo. A descongelacdo foi feita em banho-maria a 37°C durante um
minuto, permanecendo a esta temperatura durante 30 minutos para a realizacdo do teste
hiposmotico (HOST). A longevidade espermatica foi feita realizando-se o teste de
termorresisténcia (TTR). A analise estatistica foi realizada utilizando-se analises de variancia
(ANOVA) e teste PLSD de Fischer. As amostras de s€émen fresco apresentaram caracteristicas
fisicas e morfoldgicas dentro da normalidade (93,60+7,60%, 90,40+8,70%, 4,8+0,44 ¢

90,25+3,17% para motilidade total, motilidade progressiva, vigor e morfologia normal,
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respectivamente). Apds a descongelacdo, foram observadas diferencas significativas (P<0,05)
entre GL e DF em relagdo a motilidade total e progressiva e vigor. Em relagao a MF, nao
houve diferengas significativas em relagdo ao GL ou a DF em nenhum parametro avaliado. As
médias para motilidade total, motilidade progressiva, vigor e morfologia normal na pods-
descongelagdo foram 69,00+5,47%, 61,00+7,41%, 2,94+0,54% e 57,10+5,01% para o GL,
59,00+8,94%, 50,00+10,00%, 2,5+0,70 e 66,90+7,74% para a MF e 44,00+21,03%,
37,00£19,87%, 2,1+0,65 e 61,10+£5,59% para a DF, respectivamente. No teste HOST, o GL
apresentou-se superior a MF e DF (57,80£12,47%, 35,80+18,47% e 34,40+9,40%,
porcentagens médias de células com membranas integras para GL, MF e DF,
respectivamente). Durante o TRT, ndo houve diferencas entre o GL ¢ a MF e ambos
mostraram-se superior a DF. De acordo com os resultados encontrados, pode-se concluir que
a MF apresenta resultados semelhantes ao GL, exceto no HOST, e, portanto pode ser
considerada uma alternativa como crioprotetor na criopreservagdo de sémen canino. Testes
comparando diferentes concentragdes da MF sdo necessarios visando seu melhor desempenho

como crioprotetor.

Palavras-chave: crioprotetores, amidas, congelacdo-descongelagdo, s€émen, cao.
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ABSTRACT

Due to an increasing demand for canine reproductive biotechnologies, it has been
crescent interests for improving freezing protocols employed for canine semen which,
associated to a correct identification of optimal breeding time, results on fertility rates close to
those achieved with artificial insemination with fresh or cooled semen. The unlimited
viability of cryopreserved semen is the greatest advantage of this technique. Glycerol is the
most commonly used cryoprotectant for dog sperm however the search for alternative
cryoprotectants has increased. The aim of the present work was to compare the efficiency of
methyl-formamide (MF), dimethyl-formamide (DF) and glycerol (GL) as cryoprotectants in
canine semen cryopreservation. Five dogs were used in the experiment. Ejaculates were
collected, pooled and divided into three aliquots and each one was submitted to one of the
three cryoprotectants, with final concentration of 3% in egg yolk-TRIS extender. Treatments
were repeated five times. Semen was subjectively evaluated for total and progressive motility,
vigor and morphology immediately after each of the following procedures: semen collection,
pool formation, dilution, chilling and freezing/thawing. Sperm membrane functional integrity
was assessed by hypo-osmotic swelling test (HOST), and longevity was assessed using the
thermoresistance test (TRT). Fresh semen showed normal physical and morphological
characteristics. After thawing, differences were observed between semen frozen using GL and
DF regarding total and progressive motility and vigor (P<0.05) but not between MF and GL
or MF and DF. Means for total motility, progressive motility, vigor and morphologically
normal spermatozoa were respectively 69.0+5.4%, 61.0+7.4%, 2.9+0.5 and 57.1+5.0% for
GL, 59.0+£8.9%, 50.0+£10.0%, 2.5+0,7 and 66.9+7.7% for MF and 44.0+21.0%, 37.0+19.8%,
2.1£0.6 and 61.14+5.5% for DF. On HOST, GL was superior to MF and DF (57.8+12.4%,
35.8+18.4% and 34.4+9.4%, respectively). During TRT, both GL and MF were superior to

DF, with no differences between GL and MF. In conclusion, the use of MF as cryoprotectant
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showed results similar to GL, except on HOST, and can be considered as an alternative in
canine semen cryopreservation. Further studies testing different concentrations of MF may

improve its effects on cryopreservation of canine semen.

Keywords: cryoprotectant agents, amides, freezing/thawing, sperm, dog.
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1. INTRODUCAO

Tem sido cada vez maior a procura por biotecnologias aplicadas a reproducdo
de caes por parte de criadores e proprietarios, bem como por instituigdes como policia, corpo
de bombeiros e associagdes de deficientes visuais, cujos animais possuem determinadas
caracteristicas desejaveis para o desempenho de suas atribuigdes. Além disso, devido a
proximidade filogenética, o cdo doméstico tem sido considerado um 1til modelo experimental
para outras espécies canideas (Pena et al. 1998; Goodrowe et al. 2000; Farstad 2000; Gobello
& Corrada 2003) e ursideas (Durrant et al. 2006). Comercialmente, as biotécnicas mais
utilizadas na reproducdo assistida em cdes domésticos t€ém se limitado principalmente a
inseminacao artificial e a preservagdo do sémen, sendo que outras tecnologias mais avancadas
encontram-se mais restritas ao campo experimental (Gobello & Corrada 2003).

A criopreservagdo permite o armazenamento do material por tempo
indeterminado. Os protocolos utilizados na criopreservacao do sémen canino surgiram a partir
da adaptagdo empirica dos protocolos empregados na criopreservag¢ao de sémen bovino (Silva
et al. 2001). Dessa forma, o glicerol (GL) € o crioprotetor mais utilizado para a congelacao de
sémen canino. Enquanto que na industria bovina o GL é empregado em um protocolo de
criopreservacao unico € bem estabelecido, em cdes podemos observar uma diversidade de
concentragdes de GL empregada (de 1 a 16%), diferentes diluidores e diferentes métodos.
Todas essas variacdes nos protocolos resultam em uma grande diversidade nas taxas de
motilidade obtidas ap6s a descongelagdo (22 a 75%) para o sémen canino criopreservado
(Olar et al. 1989; Strom et al. 1997; Pena et al. 1998; Rota et al. 1998; Silva et al. 2000;
Okano et al. 2004).

Virios estudos investigaram os efeitos de diferentes diluidores (Olar et al.
1989; Silva & Verstegen 1995; Ivanova-Kicheva et al. 1997; Cardoso et al. 2000; Schéfer-
Somi et al. 2006) e protocolos de congelacao (Strom et al. 1997; Pefia & Linde-Forsberg
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2000; Okano et al. 2004; Schifer-Somi et al. 2006; Silva et al. 2006a) na criopreservagao do
sémen canino. Entretanto, trabalhos comparando o GL com outros crioprotetores para a
congelagdo do sémen de cdo ainda sdo raros e inconsistentes. Visando encontrar um
crioprotetor alternativo para o sémen canino, alguns trabalhos testaram diferentes substancias
tais como o dimetilsulféxido (DMSO) e etileno glicol (EG), ambos usados sozinhos ou em
combinacao com o GL (Rohloff et al. 1978; Olar et al. 1989, Santos et al. 2001; Cavalcanti et
al. 2002; Soares et al. 2002; Rota et al. 2006; Martins-Bessa et al. 2006). Entretanto, os
resultados mostraram que esses crioprotetores sdo similares (Santos et al. 2001; Soares et al.
2002; Rota et al. 2006; Martins-Bessa et al. 2006) ou mesmo piores (Rohloff et al.1978; Olar
et al. 1989; Cavalcanti et al. 2002) que o GL.

As amidas representam uma classe de crioprotetores alternativos para a
congelacdo de sémen e tém sido freqiientemente utilizadas como na criopreservacao de sémen
eqiiino, especialmente para aqueles garanhdes cujo sémen apresenta resultados insatisfatorios
quando o GL ¢ empregado (Medeiros et al. 2002; Gomes et al. 2002; Squires et al. 2004;
Alvarenga et al. 2005; Carmo et al. 2005). Mais recentemente, as amidas foram testadas
também para a criopreservacdo de sémen suino (Bianchi et al. 2008). Em caes, poucos
trabalhos avaliaram o efeito das amidas na criopreservagdo do sémen. (Oliveira 2003;
Chirinéa et al. 2006; Zimmermann et al. 2007). Contudo, esses estudos avaliaram o uso da
dimetil-formamida (DF) associada a outros crioprotetores e a diferentes meios diluidores e,
até o presente momento, ndo had um estudo mostrando o efeito especifico das amidas na
congelagdo de sémen canino. Ademais, a metil-formamida (MF) nunca foi testada na
criopreservacao do sémen de cdo. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar os

efeitos da MF e da DF comparando com o GL na criopreservacdo do s€émen canino.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizados como doadores de sémen, quatro cdes da raca Retriever do
Labrador e um cdo da raga Springer Spaniel do Canil Central da Policia Federal de Brasilia,
com idades entre dois e sete anos. Os animais foram selecionados mediante exames clinicos e
andrologicos completos e condicionados a coleta por manipulacdo digital. Os animais eram
mantidos em canis individuais com solério, recebendo racdo comercial uma vez ao dia e dgua
ad libitum. Semanalmente, os cdes eram pesados e examinados pelo médico veterinario

responsavel e a quantidade de ragdo ajustada de acordo com as necessidades de cada animal.

2.2 Meios diluidores

Uma solucdo base de Tris-gema foi preparada contendo 3,028g de Tris, 1,78g
de acido citrico, 1,25g de frutose (todos da Vetec Quimica, Duque de Caxias, RJ, Brasil),
diluidos em 100m{ de agua destilada. Em seguida, foi adicionada a gema de ovo a uma
concentracdo de 20% da solucdo (Silva et al. 2000). A partir dessa solugdo base foram
adicionados o GL, a MF e a DF (todos da Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA), de
modo que a concentra¢do do crioprotetor no diluidor fosse de 6%, decrescendo para uma
concentragdo final de 3% de crioprotetor apo6s a diluicdo com o sémen, constituindo dessa

maneira, os diferentes tratamentos (GL, MF e DF, respectivamente).
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2.3 Coleta do sémen

Para a realizagdo do experimento, foram feitas cinco repeticdes durante trés
semanas. Para cada repeticdo, sémen de trés cdes foram coletados para formar o pool. A
coleta do sémen foi feita através da técnica de manipulacao digital, expondo-se o bulbo
peniano e coletando o ejaculado através de funil plastico acoplado a um tubo de centrifuga
plastico. A primeira e a segunda fragdes espermaticas eram identificadas pela mudanca de
coloragao do ejaculado e coletadas separadamente. As coletas foram realizadas por uma
mesma pessoa em uma sala de procedimentos, contando com o auxilio de tratadores ja
habituais aos caes.

Logo apo6s a coleta, o tubo contendo a segunda fragdo espermatica foi
acondicionado em banho-maria a 30°C permanecendo desta forma durante todo o processo de
coleta de sémen e avaliagdao espermatica dos outros animais até o inicio do processamento do
sémen, por um periodo maximo de 30 minutos. Apos a coleta e andlise de sémen de todos os
animais, apenas os ejaculados que apresentassem padrdes minimos de 75% de motilidade

progressiva e vigor 4 foram misturados formando o pool.

2.4 Processamento do sémen

Ap6s a formacgdo e avaliagdo, o pool foi dividido em trés aliquotas de 0,5m{ e
a cada aliquota foi adicionado 0,5m{ de um dos meios diluidores, também a 30°C, resultando
em uma dilui¢do de uma parte s€émen:uma parte diluidor (1:1). As amostras foram resfriadas e
equilibradas a 4°C por uma hora e meia, seguido de envase em palhetas de 0,5m¢, também
resfriadas a 4°C. Em seguida, procedeu-se a congelagdo, expondo-se as palhetas ao vapor de
nitrogénio liquido. Estas foram colocadas horizontalmente sobre uma grade metélica dentro
de uma caixa de isopor, a uma altura de 4cm do nivel de nitrogénio liquido durante 15
minutos e apds esse periodo foram submersas em nitrogénio liquido e acondicionadas em

botijdo criogénico por um periodo minimo de sete dias antes da descongelagdo.
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2.5 Descongelacgao

O processo de descongelacdo foi realizado segundo adaptacdo do protocolo
utilizado por Silva et al. (1998). As amostras foram retiradas do botijao criogénico, suspensas
no ar por 10 segundos e imersas em banho-maria a 37°C por um minuto.

Em seguida, o sémen foi acondicionado em tubos tipo Eppendorf e mantido em

banho-maria a 37°C para as avaliagdes seminais.

2.6 Avaliacoes seminais

As analises seminais incluiram avaliagdes das caracteristicas macroscopicas
(aspecto, volume e cor) e microscopicas (motilidade total, motilidade progressiva e vigor) do
sémen. As andlises microscopicas foram feitas colocando-se uma gota do sémen entre lamina
e laminula, aquecidas a 37°C em placa aquecedora e avaliadas através de microscopia optica
em aumento de 200x.

A motilidade total e progressiva foram avaliadas subjetivamente expressando a
porcentagem de espermatozoides moveiss (0 a 100%) e o vigor espermadtico foi qualificado
numa escala de 0 (imoveis) a 5 (motilidade rapida). Os pardmetros de motilidade total e
progressiva e vigor espermatico foram avaliados apds a coleta individual de cada cao,
formagdo do pool, diluicdo, resfriamento, imediatamente apds a descongelagdo e durante o
teste de termorresisténcia (TTR). Imediatamente apos a formagdo do pool foi retirada uma
amostra para determinagdo da concentracdo ¢ morfologia espermaticas em dilui¢dao 1:100 em
solucdo de formol-salina.

Para a determinagdo da concentragdo espermadtica realizou-se a contagem de
espermatozdides em camara hematimétrica (cdmara de Neubauer) em microscopio de
contraste de fase em aumento de 400x (Johnston et al. 2001).

As alteragcdes morfologicas foram avaliadas apds a formagao do pool, diluigao,
resfriamento e imediatamente apos a descongelagdo, em preparacdo umida sob microscopia
de contraste de fase e aumento de 1000x, em imersdo. Foram contadas 200 células e os

defeitos morfologicos divididos em defeitos maiores e menores de acordo com Oettlé (1993).
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O TTR foi realizado ap6s a descongelagdo, de acordo com Strom et al. (1997),
e consistiu em avaliacdoes da motilidade total, motilidade progressiva e vigor espermatico aos
0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150 e 180 minutos apds a descongelacdo (grupos TO, T15, T30,
T45, T60, T90, T120, T150 e T180, respectivamente) ou até que todos os espermatozoides
estivessem imoveis.

Para a avaliagdo da integridade e funcionalidade da membrana plasmatica apos
a descongelagdo foi realizado o teste hiposmoético (HOST) (Kumi-Diaka 1993). Para tanto,
utilizaram-se 100ul do sémen descongelado acrescido de 900ul de solugdo de frutose
(13,5g/0) e citrato de sodio (7,35g/L) a pressdo osmdtica de 150mOsm/l e incubou-se em
banho-maria a 37°C durante 30 minutos. Passado este periodo, as amostras foram avaliadas
quanto a presenc¢a ou nio de cauda enrolada contando-se 200 células em microscopio Optico

em aumento de 200x (England & Plummer 1993).

2.7. Analise estatistica

Os valores em porcentagens da motilidade total e progressiva, morfologia, do
TTR e do HOST foram transformados para arco seno da raiz quadrada. Os valores de vigor
foram transformados para raiz quadrada. Os resultados observados em cada etapa do
processamento do s€men, utilizando os trés diferentes crioprotetores, foram comparados entre
si. Os dados obtidos no HOST foram comparados entre os trés tratamentos. Os resultados do
TTR foram comparados utilizando o tempo, o tratamento e sua interagdo como efeitos fixos.
A interacdo tempo X tratamento foi significativa, e por isso os resultados sdo apresentados
como diferengas entre tratamentos dentro de cada tempo. Os dados foram submetidos a
Andlise de Variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste PLSD de Fisher
(StatView for Windows, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Os dados foram considerados

estatisticamente significantes quando P<0,05.
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3. RESULTADOS

3.1 Sémen fresco

Os ejaculados apresentaram coloragdo branca opalescente e aspecto leitoso. Os
valores médios (+DP) dos pools de sémen fresco para volume e concentragdo foram
2,4+0,1ml e 0,7+0,2 x 10° espermatozoides/me, respectivamente. Valores (média + DP) para
motilidade total e progressiva, vigor e morfologia estdo descritos nas Tabelas 3.1, 3.2, 3.3 ¢

3.4, respectivamente.

3.2 Diluicao, resfriamento e pos-descongelacao

Nao foram observadas diferencas significativas (P>0,05) entre o sémen fresco,
diluido e resfriado em nenhum dos trés tratamentos para as caracteristicas seminais de
motilidade total e motilidade progressiva. Entretanto, pode-se observar uma queda esperada
das motilidades total e progressiva na pds-descongelagdo nos trés tratamentos quando
comparados com o sémen fresco, diluido ou resfriado (Tabelas 3.1 e 3.2). Apenas no
tratamento GL ndo foi observada diferenca significativa (P>0,05) na motilidade progressiva
da fase de resfriamento para a pos-descongelacao.

Apods a descongelagdo, a motilidade total e progressiva do tratamento GL
mostrou-se superior (P<0,05) ao tratamento DF. O tratamento MF ndo diferiu nem do

tratamento GL nem do tratamento DF (Tabelas 3.1 ¢ 3.2).
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Tabela 3.1. Motilidade total (%) durante o processamento do sémen usando Glicerol
(GL), Metil-formamida (MF) e Dimetil-formamida (DF) como crioprotetores

(média + SD)
Crioprotetor Fresco Diluido Resfriado Congelado-
descongelado
93,6 +7,6"
GL 88,8 £9,24 84,0 £ 6,5 69,0 = 5,45
MF 91,8+ 7,1 87,0 £7,5% 59,0 + 8,98
DF 91,8 +7,1* 87,0 £ 5,7 44,0 £ 21,0

ABetras diferentes indicam diferenca estatistica entre colunas (P<0,05).
L etras diferentes indicam diferenca estatistica entre linhas (P<0,05).

Tabela 3.2. Motilidade progressiva (%) durante o processamento do sémen usando
Glicerol (GL), Metil-formamida (MF) e Dimetil-formamida (DF) como
crioprotetores (média = SD)

Crioprotetor Fresco Diluido Resfriado Congelado-
descongelado
90,4 + 8,7*
GL 84,4 £ 9,94 79,0 + 6,548 61,0 + 7,418
MF 87,4 £7,8% 82,0 + 7,5% 50,0 + 10,0%*
DF 87,4 £7,8" 77,0 +10,9* 37,0 + 19,8

AB etras diferentes indicam diferenga estatistica entre colunas (P<0,05).
® Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre linhas (P<0,05).

O tratamento GL mostrou uma queda significativa no vigor (Tabela 3.3)
imediatamente ap6s a diluicao (P<0,05), mas ndo houve diferenca entre as fases de diluicao,
resfriamento e pos-descongelacdo. J& a MF e a DF, apesar de ndo sofrerem essa queda logo
apos a diluicdo, apresentaram-na de maneira progressiva e significativa (P<0,05) nas fases de
resfriamento e pds-descongelagdo. Apos o resfriamento, o tratamento MF mostrou-se superior

(P<0,05) em relacdo ao GL (Tabela 3.3).

Tabela 3.3. Vigor durante o processamento do sémen usando Glicerol (GL), Metil-
formamida (MF) e Dimetil-formamida (DF) como crioprotetores (média =+

SD)
Crioprotetor Fresco Diluido Resfriado Congelado-
descongelado
4,8+ 04"
GL 3,5+0,5" 2,8 +0,4% 2,9 £ 0,55
MF 4,2 £0,8" 3,7+0,2° 2,5+0,7
DF 4,3 £0,6" 3,4+0,5% 2,1+0,6

ABCT etras diferentes indicam diferenga estatistica entre colunas (P<0,05).
® Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre linhas (P<0,05).
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Em relagdo a porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais
(Tabela 3.4), ndo foram encontradas diferengas significativas entre os trés tratamentos durante
as fases de diluicdo e resfriamento. Apos a descongelacdo, o tratamento MF foi superior ao
GL (P<0,05) e o tratamento DF ndo diferiu de ambos. Comparando com o sémen fresco, a
porcentagem de espermatozdides morfologicamente normais decresceu em todos os
tratamentos apos a congelagdo e descongelacdo (P<0,05). Os tratamentos apresentaram um
aumento na porcentagem de defeitos morfologicos secundarios (P<0,05), a maioria deles

relacionados a patologias de cauda.

Tabela 3.4. Porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais durante o
processamento do sémen usando Glicerol (GL), Metil-formamida (MF) e
Dimetil-formamida (DF) como crioprotetores (média = SD)

Crioprotetor Fresco Diluido Resfriado Congelado-
descongelado
90.2+3.1
GL 86,7+ 5,4 82,1 +7,7* 57,1 £5,0%*
MF 89,1 £4,.2 79,6 £4,4* 66,9 & 7,7°*
DF 86,5+5,6 76,0 + 8,8* 61,1 & 5,5%*

® Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre linhas (P<0,05).
* Diferiram do sémen fresco (P<0,05).

3.3 Teste de termorresisténcia

Os dados de motilidade total e progressiva nos trés tratamentos durante o TTR
estdo apresentados na Figura 3.1. Durante todo o tempo do TTR, ndo foram observadas
diferengas estatisticas entre o tratamento GL e o tratamento MF. Quando comparado com o
tratamento DF, o tratamento MF apresentou uma melhor motilidade total do T15 em diante e
uma melhor motilidade progressiva do T30 em diante (P<0,05). No T90, os tratamentos MF e
DF voltam a nao diferir estatisticamente na motilidade total, mas o tratamento GL ainda se
manteve superior em comparag¢do ao tratamento DF (P<0,05). No T120, o tratamento GL
apresentou uma queda mais acentuada da motilidade total, passando a nao mais diferir do
tratamento DF a partir de entdo. Desse ponto em diante, o tratamento MF passa a apresentar
uma melhor manutencdo da motilidade total e progressiva. No T150, o tratamento MF
mostrou-se superior ao tratamento DF, mas ndo ao GL e este ndo diferiu de ambas na
motilidade total e progressiva. No T180, ndo houve diferencas entre os trés tratamentos na

motilidade total (P>0,05), mas na progressiva a MF ainda foi superior a DF.



46

Em relacdo ao vigor, a unica diferenca observada em todos os tempos
avaliados foi no T90, onde o tratamento GL mostrou-se superior em relagdo ao tratamento DF

(P<0,05).
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Figura 3.1. Avaliagdo subjetiva durante o teste de termorresisténcia do sémen canino pos-
descongelagdo no uso do GL, MF e DF. (A) Motilidade total; (B) Motilidade
progressiva.

e | etras diferentes indicam diferengas entre os tratamentos (P<0,05).

3.4 Integridade funcional da membrana plasmatica

Baseado nos resultados do teste HOST, o crioprotetor teve um efeito
significativo (P<0,05) na integridade funcional da membrana, sendo o GL o crioprotetor que
melhor a preservou (57,8+12,4%). Entre a MF e a DF ndo foi observada diferenca

significativa (35,8+18,7% e 34,4+9,3%, respectivamente).
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4. DISCUSSAO

O presente estudo comparou a eficiéncia do GL, MF e DF na concentragdo de
3% na criopreservacdo do sémen canino e os resultados obtidos demonstraram que a MF
apresenta um efeito crioprotetor similar ao GL nas condi¢des usadas neste trabalho.

Os valores e caracteristicas encontrados neste trabalho no pool/ do s€émen fresco
estdo dentro dos padrdes de normalidade para a espécie canina de acordo com Feldman &
Nelson (2004) e Oettlé (1993). De uma maneira geral, ndo foram encontradas diferencas
significativas na motilidade total e progressiva nos trés tratamentos quando comparados o
sémen fresco, diluido e resfriado. Entretanto, no sémen congelado-descongelado observou-se
uma queda na motilidade espermatica. Essa queda ¢ um evento esperado uma vez que o
proprio resfriamento promove uma redu¢do do metabolismo espermatico e a criopreservagao
resulta em danos as células espermaticas. No vigor, essa queda ja pode ser observada logo na
fase de resfriamento, tanto para a MF, quanto para a DF, provavelmente devido a queda no
metabolismo promovida pela diminui¢do da temperatura. No GL, essa queda ocorreu ja na
fase de diluicdo, possivelmente devido ao estresse osmdtico. Esse estresse osmotico ¢
induzido quando a permeabilidade da membrana a um crioprotetor penetrante ¢ muito mais
baixa que a da agua. O baixo peso molecular da MF e da DF (59 e 73, respectivamente),
comparado com o do GL (92), permite que esses crioprotetores penetrem a membrana
espermatica mais rapidamente, diminuindo dessa forma, sua toxicidade osmotica quando
comparada com o GL (Squires et al. 2004). Baixa viscosidade e boa solubilidade em agua sio
outras caracteristicas das amidas (Hanada & Nagase 1980; Oliveira 2003; Alvarenga et al.
2005). Essas caracteristicas podem ser algumas das razdes para o sucesso das amidas na
criopreservacdo do sémen de coelhos (Hanada & Nagase 1980; Kashiwazaki et al. 2006;
Okuda et al. 2007), galos (Chalah et al. 1999; Tselutin et al. 1999; Lukaszewicz 2002), peixes

(McNiven et al. 1993; Ogier de Baulny et al. 1999) e garanhdes cujos s€émens ndo apresentam
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resultados satisfatérios com o uso do glicerol (Gomes et al. 2002; Medeiros et al. 2002;
Squires et al. 2004; Carmo et al. 2005).

Trabalhos anteriores com sémen de cdo avaliaram o uso da DF como
crioprotetor e a possibilidade de uso em substituicdo ao GL (Oliveira 2003; Zimmermann et
al. 2007). No entanto, vale ressaltar que este é o primeiro trabalho a testar a MF como
crioprotetor de s€émen canino. O valor obtido na motilidade progressiva da DF no presente
trabalho foi superior ao encontrado por Zimmermann et al. (2007) na concentracdo de 3,5%
(26,8+21,4), mas inferiores a obtida com a concentracdo de 7% (46,7+26). Contudo, esses
mesmos autores observaram um vigor de 2,5 na concentracdo de 3,5%, similar ao de 2,1
observado no presente trabalho. Ja Oliveira (2003) obteve uma motilidade progressiva de
45.5% na pos-descongelacdo com o meio lactose-gema contendo 5% de DF. Os resultados
superiores obtidos por estes autores provavelmente se devem as diferengas na concentracao
do crioprotetor ¢ do meio diluente utilizado que diferiu basicamente pela substituicao do Tris
pela lactose e pela presenga do Equex STM Paste® em sua composicdo. Este detergente
comercial atua sobre a motilidade e integridade da membrana pos-descongelagdo (Pefia &
Linde-Forsberg 2000), podendo ter sido também um dos fatores que favoreceram a maior
porcentagem de membrana integra observada (56,7+7,5%) em relagao ao presente estudo.

Em geral, no presente trabalho, a MF apresentou resultados semelhantes
quando comparada ao GL na criopreservagdo de sémen canino no delineamento experimental
aqui utilizado, enquanto que a DF mostrou-se inferior ao GL. Em eqiiinos, tanto a MF como a
DF tém conferido uma prote¢do aos danos causados pela criopreservacao de forma tao
efetiva, ou ainda superior, que o GL. Squires et al. (2004) demonstraram que a MF e a DF em
diferentes concentracdes na congelacdo de sémen eqiliino conferiram protegdo aos
espermatozodides de maneira semelhante ao GL. Neste mesmo trabalho, os autores sugerem
que concentragdes mais elevadas de MF (0,6 e 0,9M) foram mais efetivas na prote¢do aos
danos causados pela criopreservacdo do que concentragdes mais baixas (0,3M). Os valores
obtidos com o tratamento MF a 3% do presente trabalho para motilidade total e progressiva
sdo proximos daqueles obtidos com concentragdes maiores de MF no sémen eqiiino (Squires
et al. 2004). Além disso, a exemplo do que foi demonstrado para eqiiinos (Squires et al.
2004), ¢ possivel que melhores resultados na criopreservacao de sémen canino possam ser
alcancados ao se utilizar concentracdes maiores de MF do que a que foi utilizada no presente
estudo.

As diferencas observadas entre o presente trabalho ¢ o conduzido por Squires

et al. (2004) provavelmente se devem a variagdes na fluidez da membrana plasmatica dos



50

espermatozodides eqiiinos e caninos, o que confirma a hipdtese de que a atuagdo dos agentes
crioprotetores ¢ espécie-especifica (Holt 2000; Pefia & Linde-Forsberg 2000; Rota et al.
2006). Foi identificada recentemente uma proteina de canais de dgua (water channel protein)
denominada Aquaporina 7 (AQP7) cuja fun¢do primaria ¢ o transporte de GL (Curry 2000). A
presenga ou auséncia da AQP7 na membrana plasmatica pode explicar as diferencas de
permeabilidade ao GL nas células espermaticas entre as diferentes espécies. Acredita-se que a
falta da AQP7 esteja relacionada com a adequagdo das amidas na criopreservacdo do sémen
de coelhos, uma vez que o GL ndo ¢ o crioprotetor de eleicdo nesta espécie (Okuda et al.
2007). Em caes, a APQ7 foi detectada no epitélio da regido proximal do epididimo e nos
vasos deferentes (Domeniconi et al. 2008) mas sua presenga na membrana espermatica canina
nao foi reportada até o presente momento.

Durante o TTR, apesar da MF e da DF ndo terem apresentado diferenga
estatisticamente significante no TO, nos outros tempos a MF apresentou melhores resultados
que a DF, demonstrando uma melhor capacidade em manter a taxa de motilidade espermatica
ao longo do tempo. O objetivo do TTR ¢ promover uma simulagio parcial do processo in vivo
visando avaliar a longevidade espermatica que o s€émen teria no interior do trato reprodutor da
fémea (Rota et al. 1997). Entre o GL e a MF ndo foram observadas diferengas significativas,
tanto imediatamente apos a descongelacao (T0), como durante todos os tempos avaliados no
TTR, demonstrando assim uma capacidade crioprotetora da MF semelhante a do GL no
protocolo aqui empregado. Entretanto, neste experimento, a DF mostrou-se menos eficiente
que a MF e o GL na preservacio da motilidade espermatica durante o TRT.

Baseado nos resultados do HOST do presente estudo, o GL apresentou uma
maior capacidade de manuten¢do da integridade de membrana que a MF e a DF, sendo que
entre estas ndo houve diferenca. A associagdo GL 3% + DF 2% no estudo feito por Chirinéa
et al. (2006) produziu resultados semelhantes no HOST (34,1+14,2%) aos observados para
MF e DF no presente estudo (35,8 + 18,7% e 34,4 + 9,3%, respectivamente). A importancia
do HOST como ferramenta adicional as analises convencionais na avaliagdo da qualidade
espermatica (Jeyendran et al. 1984; Kumi-Diaka 1993; Kumi-Diaka & Badtram 1994;
Rodriguez-Gil et al. 1994), e na avaliagdo de machos subférteis com espermogramas
aparentemente normais (Kumi-Diaka 1993; Kumi-Diaka & Badtram 1994) parece ser um
consenso entre diferentes autores. Entretanto, segundo Hauser et al. (1992), as caracteristicas
seminais envolvidas no processo de fertilizagdo ndo sdo diretamente expressas através dos
valores do HOST, dessa forma, a superioridade do GL no HOST nao reflete, necessariamente,

uma maior capacidade fecundante. Em contraste, Kumi-Diaka (1993) e Rodriguez-Gil et al.
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(1994) afirmam haver uma alta correlacdo entre resultados positivos no HOST e a motilidade
em cdes, mas nenhum destes trabalhos correlacionaram estes resultados com a capacidade
fecundante do espermatozoide congelado-descongelado seja in vitro ou in vivo. Apesar da
correlacdo entre 0 HOST e a capacidade fecundante ter sido encontrada em outras espécies
(humanos: Jeyendran et al. 1984; bovinos: Revell & Mrode 1994), Silva et al. (2006b)
concluiram que a andlise da integridade da membrana plasmatica apresenta um pequeno valor
preditivo na interacdo do espermatozodide congelado-descongelado com o6citos homdlogos, e
que a integridade da membrana plasmatica estaria mais relacionada com o padrio de

motilidade apresentado pelos espermatozoides.
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5. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Em conclusdo, apesar de ndo terem sido encontradas diferencas estatisticas
entre a MF e a DF, também nao foram observadas diferengas entre o GL ¢ a MF. Dessa
forma, nés sugerimos que a DF a 3% ndo ¢ eficiente para a criopreservagao do s€men canino,
enquanto que a MF mostrou-se promissora como um crioprotetor alternativo ao GL na
congelagdo de sémen canino.

Mais estudos sdo necessarios para avaliar diferentes concentracdes da MF e o
seu uso em diferentes métodos de processamento. Além disso, a realizagdo de testes de
toxicidade das amidas pode ser util para a adequacao do protocolo de congelacdo a ser
empregado, melhorando, assim, seus efeitos na criopreservagdo do sémen canino. Propomos
ainda que estudos futuros sejam conduzidos realizando andlises morfologicas mais
pormenorizadas do sé€men congelado-descongelado utilizando as amidas como agente
crioprotetor, permitindo avaliar de forma qualitativa os danos causados por essas substancias.

De acordo com a literatura, apesar da AQP7 ja ter sido identificada no epitélio
da regido proximal do epididimo e nos vasos deferentes, sua presenca na membrana
espermatica canina nao foi reportada até o presente momento. Dessa forma, um estudo mais
detalhado da membrana do espermatozdide canino buscando detectar a presenca da AQP7

pode abrir perspectivas de novos protocolos ou otimizar os atualmente empregados.
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