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Padronizacao de uma técnica de congelamento de sémen em caes

Standartization of a technique for canine semen freezing

Mariana Machado Neves', Marc Henry',
Carlos Augusto Alanis Clemente' & Luiz Guilherme Dias Heneine?

RESUMO

Virias pesquisas t€m sido desenvolvidas com o intuito de melhorar a técnica da criopreservagio de s€men em caes.
O objetivo deste trabalho foi estabelecer o meio diluidor de congelamento do sémen canino mais adequado para um protocolo
de congelamento realizado em maquina computadorizada, além de otimizar a temperatura de descongelamento. Foram usados
cinco cées e coletados trés ejaculados/animal. Foram testados os meios Tris-citrico (G1), Lactose-gema (G2) e INRA 82 (G3)
com 5% de glicerol. Aliquotas de s€émen foram diluidas em cada meio e foram congeladas em maquina computadorizada
programada para realizar uma curva de resfriamento de -0,5°C/min, de 25-29°C até 5°C, periodo de equilibrio de 1h a 5°C,
seguida da curva de congelamento de -20°C/min, de 5°C até -120°C. Foram testadas duas temperaturas de descongelamento:
A) 37°C/30s e B) 52°C/10s, seguida de 37°C/30s. Os espermatozdides foram avaliados quanto a motilidade progressiva,
morfologia, reatividade ao teste hiposmético e integridade de membranas avaliadas pelo uso de fluorescéncia (CFDA/IP). Os
meios de congelamento Tris-citrico e Lactose-gema foram superiores ao meio INRA quanto aos parametros de motilidade e
morfologia espermdtica (p<0,05). Ndo houve diferenca entre eles quanto & manutengdo da integridade funcional e estrutural
das membranas espermaticas (p>0,05). O descongelamento a 52°C resultou no aparecimento de maior porcentagem de anor-
malidades acrossomais que o descongelamento a 37°C (p<0,05). Com base nos resultados, pode-se concluir que os meios Tris-
citrico e Lactose-gema preservaram melhor a viabilidade espermética ap6s o descongelamento a 37°C/30s na curva de
resfriamento de -0,5°C/min e de congelamento de -20°C/min.

Descritores: s€émen canino, congelamento, meio diluidor, temperatura de descongelamento.

ABSTRACT

Many researches have been developed to improve the canine semen cryopreservation technique. The aims of the
present work were to determine the freezing extenders adequacy to freeze canine semen using a computadorized system. Two
thaw temperature was evaluated as well. Five dogs were used and three ejaculates/animal were collected. The extenders tested
were Tris-citric-yolk (G1), lactose-yolk (G2) and INRA 82 (G3), with 5% glycerol. A computadorized freezing system was used
and cooling rate was -0,5°C/min, from 25-29°C to 5°C, the equilibration period was at 5°C/1h followed by freezing the samples
at a rate of -20°C/min, from 5°C to -120°C. Thawing temperatures were: A) 37°C/30s and B) 52°C/10s followed by 37°C/30s.
Evaluation post thaw attributes were spermatic motility and morphology, HOST and sperm membrane integrity by a fluorescence
test using CFDA/PI. Motility and sperm morphology were better preserved with the extenders Tris-citric yolk and lactose-yolk
than with INRA 82 (p<0.05). No difference was observed among treatments as for CFDA/PI and HOST (p>0.05) evaluations.
Thawed temperature of 52°C provoked more acrosome abnormality than when 37°C was used (p<0.05). In conclusions, Tris-
citric and Lactose-yolk were more efficient than INRA 82 to preserve the spermatozoa viability post-thaw and thawing at
37°C/30s showed to be more suitable when the cooling and freezing curve were -0,5°C/min -20°C/min, respectively.
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INTRODUCAO

O sucesso da técnica de congelamento € expres-
so pela viabilidade espermatica ap6s o descongelamen-
to e depende de fatores inerentes aos animais, como as
diferengas entre ragas e individuos, ligadas a qualidade
seminal e resisténcia espermatica a baixas temperaturas
e a definicdo das etapas utilizadas durante o processo de
criopreservacdo e descongelamento [6]. Neste aspec-
to, para a padronizacdo de uma curva de resfriamento
e de congelamento, € necessério eliminar os efeitos do
local onde elas sao executadas, do meio diluidor usado
e da temperatura de descongelamento [8,11,23].

A literatura cita o uso de caixa de isopor com
gelo, geladeira e até freezer a -152°C para promover
ambientes de baixa temperatura durante a criopreser-
vagdo [1,2,4]. Sdo poucos os trabalhos com sémen
canino que utilizam maquina computadorizada capaz
de realizar as curvas de resfriamento e de congela-
mento. A vantagem deste aparelho € a garantia da
obtencdo de curvas com queda homogénea e gradual
da temperatura até -120°C, além de permitir a progra-
magcdo da velocidade desejada [5].

Dentre os meios diluidores existentes, o Tris-
citrico-gema € o meio padrdo para o congelamento do
s€men canino, sendo que o meio lactose-gema vem
apresentando resultados satisfatérios pds-descongela-
mento, provavelmente devido ao seu efeito osmdtico
adicional [12,13]. O INRA 82 é um meio diluidor
formulado para equinos que ainda ndo foi testado em
caes [21].

O objetivo deste trabalho € estabelecer o meio
diluidor e a temperatura de descongelamento mais
adequados para serem utilizados em curvas de resfria-
mento e congelamento pré-determinadas e executa-
das por uma maquina computadorizada.

MATERIAS E METODOS

Coleta do sémen

Foram utilizados cinco c@es, dois da raca Sharpei
e trés da raca Labrador, com idades entre 2 e 5 anos.
Ap6s o esgotamento das reservas espermdticas, foram
coletados trés ejaculados de cada animal, com intervalos
de 72 horas entre as coletas, totalizando 15 ejaculados.

Protocolo de congelamento e avaliacées espermaticas

O sémen fresco foi dividido em trés aliquotas de
igual volume. Cada aliquota foi diluida no meio de cen-
trifugacdo Glicose-EDTA [10] (pH 6,7; 429mOsm/L)

na propor¢do de 1:3 e centrifugada a 755xg por sete
minutos. Cada pellet foi ressuspendido no meio de conge-
lamento em teste: T1 (Controle): Tris-citrico com 20%
de gema do ovo e 5% de glicerol (pH 6,8; 885mOsm/L);
T2: Lactose-gema [10] com 20% de gema do ovo e
5% de glicerol (pH 6,7; 1214mOsm/L); T3: INRA 82
[14] com 2% de gema do ovo e 5% de glicerol (pH
6,8; 1125mOsm/L).

Cada tratamento teve seu volume diluido para
obtenc¢do final de 100 milhdes de espermatozdides/mL e
envase em palhetas de 0,5mL. As palhetas foram imedia-
tamente colocadas na maquina (Modelo TK3000 — Te-
takon, Brasil) programada para resfria-las a -0,5°C/min,
da temperatura ambiente (~25°C) até 5°C. Nesta tempe-
ratura, foram mantidas em equilibrio por 1 hora. A taxa
de resfriamento entre 5°C e -120°C foi de -20°C/min. Atin-
gida esta temperatura, as palhetas foram submersas e
armazenadas em nitrog€nio liquido até o descongela-
mento. No descongelamento, foram testadas as tempe-
raturas de (A) 37°C por 30 segundos e de (B) 52°C por
10 segundos, seguida de 37°C por 30 segundos.

A motilidade progressiva foi estimada por trés
avaliadores experientes utilizando-se microscopia Optica
entre lamina e laminula aquecida. Os valores apresen-
tados correspondem & média aritmética dos resultados
obtidos pelos avaliadores. A morfologia espermatica foi
avaliada utilizando-se microscopia de contraste de fase
em amostras coletadas imediatamente apds a coleta e
ap6s o descongelamento. Ap6s o descongelamento, os
espermatozdides foram submetidos ao teste hiposmético
usando uma solugdo de frutose a 60mOsmol/L [9] e a
integridade de membranas foi avaliada pela coloracdo
utilizando os fluorocromos diacetato de carboxifluores-
ceina (CFDA) e iodeto de propidio (IP), segundo a téc-
nica descrita por [7] e modificada por [24]. Apds o
descongelamento, a motilidade progressiva foi avaliada
a cada 30 minutos, até a mesma atingir 5%.

Anadlise estatistica

O delineamento experimental foi blocos ao
acaso com parcelas subdivididas, eliminando-se o efeito
cdo e testando-se os meios diluidores (parcelas) descon-
gelados em duas temperaturas (subparcelas). Os resul-
tados foram submetidos a ANOVA, comparando-se as
médias pelo teste de Student Newman Keuls (5%) para
os meios de congelamento e teste de Duncan (5%) para
as temperaturas de descongelamento. As andlises esta-
tisticas foram realizadas utilizando-se o programa esta-
tistico SAS (Statistical Analysis System).
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RESULTADOS

A motilidade progressiva dos espermatozéides
congelados nos meios Tris-citrico-gema e lactose-gema
foi melhor que a do meio INRA 82 (p<0,05), tanto
apos o descongelamento (Tabela 1) quanto durante o
teste de termorresisténcia, independentemente da tempe-
ratura de descongelamento (p>0,05). Nao houve dife-
rencga nas taxas de queda da motilidade progressiva
entre os meios diluidores quando descongelados a
37°C/30s ou 52°C/10s seguido de 37°C/30s.

A média de espermatozdides morfologica-
mente normais foi maior nos tratamentos com Tris-
citrico e lactose-gema, diferentemente do obtido para
o meio INRA 82 (p<0,05) (Tabela 2), independente
da temperatura de descongelamento utilizada. O INRA
82 apresentou maior média de defeitos de peca interme-
didria (18+9,2%) que o Tris-citrico (4+1,6%) e a Lactose-
gema (5+2,5%). Ja o descongelamento a 52°C, inde-
pendentemente do meio diluidor utilizado, apresentou
médias superiores de defeitos de acrossoma (4+1,5%)
e de peca intermedidria (10+7,7%) que o descongela-
mento a 37°C (2+3% e 7,5+2,3%, respectivamente).

A reatividade ao teste hiposmético foi seme-
lhante entre os meios de congelamento testados (Tabe-
la 2), independentemente da temperatura de desconge-
lamento utilizada (p>0,05), assim como a preservacdo
da integridade funcional das membranas plasmaética e
acrossomal (p>0,05).

DISCUSSAO

Virios fatores podem explicar os resultados obti-
dos pelos meios Tris-citrico-gema e lactose-gema na preser-
vacdo de pardmetros espermaticos apds o congelamento

em maquina computadorizada programada. Ambos
possuem monossacarideos, frutose e glicose, respecti-
vamente, que servem como combustivel energético para
a manutencdo da motilidade espermaética. Os monossa-
carideos também exercem um papel importante na pre-
servagdo da morfologia espermadtica e da integridade
das membranas, verificadas pelos testes de fluorescéncia
e hiposmético, ao possuir efeito osmotico e contribuir
na diminui¢do do ponto crioscdpico da dgua [17]. O
dissacarideo lactose do meio lactose-gema exerce um
efeito osmoético ao ndo ultrapassar a membrana esperma-
tica, o que favorece a osmolaridade do meio extracelular
para a preservacdo da integridade de membrana [15].
O INRA 82 também conseguiu manter a inte-
gridade funcional e estrutural da membrana plasmatica,

Tabela 1. Motilidade progressiva de espermatozdides
caninos congelados em trés meios diluidores e descon-
gelados em duas temperaturas, utilizando-se uma ma-
quina computadorizada com curvas de resfriamento
(-0.5°C/min) e congelamento (-20°C/min) programadas.

Motilidade progressiva (%)

Tratamento
A B
Gl 42,7£17,7° 42+14,9
G2 44,3+13,1* 3845,1°
G3 15,7+8,9° 20+14,9°

Meédiat+desvio-padrio; a,b — Valores com sobrescritos dife-
rentes na mesma coluna sio estatisticamente diferentes de
acordo com o teste de Student Newman Keuls para os meios
diluidores (p<0,05); Nao houve diferenca significativa na
motilidade entre temperaturas de descongelamento para os
trés meios testados. G1: Tris-citrico-gema; G2: Lactose-gema;
G3: INRA 82; A: 37°C/30s; B: 52°C/10s seguido de 37°C/30s.

Tabela 2. Frequéncia de espermatozdides caninos morfologicamente normais, reativos ao teste hiposmético
(HO) e com a estrutura das membranas integras avaliadas pelo CFDA/IP congelados em trés meios diluidores
e descongelados em duas temperaturas, utilizando-se uma maquina computadorizada com curvas de
resfriamento (-0.5°C/min) e congelamento (-20°C/min) programadas.

Normais (%) HO (%) integros (%)
Tratamentos
A B B A B
Gl 56+9,1° 58+14,8* 53+3,5° 56+4,8° 45+6,2° 48+11,3%
G2 65+11,8* 69+13,9? 65+5° 67+9,7° 39+16,8* 54+8,6*
G3 38+9,6" 34+8,3° 62+10,6* 60+5,2° 39+6° 35+11,9°

Meédia+desvio-padrio; a,b - Valores com sobrescritos diferentes na mesma coluna sio estatisticamente diferentes de acordo
com o teste de Student Newman Keuls (p<0,05), entre os meios diluidores; Nao houve diferenca significativa na motilidade
entre temperaturas de descongelamento para os trés meios testados. G1: Tris-citrico-gema; G2: Lactose-gema; G3: INRA

82; A: 37°C/30s; B: 52°C/10s seguido de 37°C/30s.
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porém ndo obteve resultados satisfatérios na manuten-
cdo da motilidade e da morfologia espermatica. Apesar
da presenca do leite desnatado e de carboidratos em
sua composi¢do, como glicose, lactose e rafinose [22],
a quantidade de gema do ovo presente na formulacdo
pode ter influenciado a taxa de motilidade espermatica
ap6s o descongelamento. A propor¢do de gema do ovo
indicada para meios de congelamento do s€men cani-
no é de 20% [20]. Enquanto o papel protetor da gema é
bem conhecido no processo de congelamento, ainda
ndo estad comprovado o mesmo efeito dos componentes
do leite desnatado sobre a membrana espermdtica [3].
Uma pesquisa testando cinco meios de congelamento
para o s€men canino verificou que, apesar do leite des-
natado apresentar caracteristicas favoraveis a criopre-
servacdo de sémen, como viscosidade, fonte energética
e atividade antibacteriana, ele também pode causar alte-
racdes na morfologia espermética que se refletem na
motilidade [18].

As temperaturas de descongelamento ndo influ-
enciaram os resultados obtidos nas avalia¢es da motili-
dade espermdtica, indicando que para a curva de con-
gelamento utilizada usando maquina computadorizada
esse fator ndo exerceu influéncia para esse quesito apds
o descongelamento. A temperatura de descongela-
mento pode ser alterada de acordo com o meio diluidor
e a curva de congelamento. Células congeladas rapida-
mente podem conter pequenos cristais de gelo que, se

o descongelamento for realizado também rapidamente,
geralmente ndo implica morte celular. Porém, se o descon-
gelamento ocorrer lentamente, hd uma reorganizagio dos
cristais de gelo, que aumentam seu tamanho e lesionam
as células [16]. A temperatura de 37°C por 30 segundos
apresentou resultados favordveis quanto a manutencio
da morfologia e da integridade estrutural de membra-
na, sendo utilizada no descongelamento do sémen ca-
nino [19,22]. Um autor afirma que o uso do protocolo
de descongelamento a temperatura de 55°/10s para
palhetas de 0,5mL é capaz de obter resultados de
motilidade espermatica satisfatdrios, porém ele ndo foi
eficaz na preservacdo da morfologia normal do acrossoma
e da peca intermedidria no presente trabalho [5].

CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, pode-se con-
cluir que os meios diluidores Tris-citrico-gema e lactose-
gema foram mais eficientes na manutengio da viabili-
dade espermatica para o protocolo de congelamento
utilizado. O meio INRA 82 foi menos eficiente em pre-
servar a motilidade espermatica e a morfologia apds o
descongelamento em cdes. A temperatura de desconge-
lamento a 52°C/10s seguido de 37°C/30s causou maior
porcentagem de defeitos acrossomais e da peca inter-
medidria.
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