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ETILENO GLICOL NA CRIOPRESERVACAO DE SEMEN CANINO

ETHYLENE GLYCOL ON CANINE SEMEN CRYOPRESERVATON

Marcio Pereira Soares' Carlos Augusto Rigon Rossi'

Alceu Mezzalira®

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a utiliza¢do do
etileno glicol, adicionado ao meio Tris-gema, na criopreservagdo
de sémen canino, considerando os seus efeitos sobre a
motilidade, o vigor e a morfologia espermdtica pré e pos-
congelamento. Como doadores, utilizaram-se quatro cdes da raca
Pastor Alemdo coletados por manipulacdo digital os quais no
ejaculado apresentaram padroes minimos de 90% de motilidade,
cinco de vigor espermatico (0 - 5) e no maximo 35% de defeitos
morfologicos totais. As concentragdes de etileno glicol testadas
foram de 0, 25; 0,5 e 1,0M, sendo empregados como controle
0,8M de glicerol. Foram feitas cinco avaliagées de motilidade e
vigor, respectivamente, na obteng¢do da fragdo rica, depois da
primeira dilui¢do, ao atingir 4°C, apos uma hora de estabilizagcdo
a 4°C e no descongelamento. Avaliou-se a morfologia
espermadtica em sémen a fresco e apos o descongelamento das
amostras de cada tratamento. Nao houve diferenca na motilidade
e na morfologia espermatica dos grupos apos o descongelamento.
No vigor espermdtico pos- descongelamento, as concentragoes de
0,25 e 0,5M de etileno glicol foram semelhantes entre si e com a
concentragdo de 0,8M de glicerol (controle), mas diferiram da
concentragdo de IM, a qual apresentou vigor inferior ao
controle. Conclui-se que, para a criopreserva¢do de sémen
canino, o glicerol 0,8M pode ser substituido pelo etileno glicol
nas concentragoes de 0,25, 0,5 e 1,0M.

Palavras-chave: sémen, cdo, congelamento, etileno glicol.

SUMMARY

The objective of the present work was to evaluate the
efficiency of ethylene glycol on criopreservation of canine semen,
considering its possible deleterious effects upon semen motility,
vigor and morphology at the pre and post freezing stages, using a

Marcelo Cecim®

tris-egg yolk extender. Four adult german shepards were used as
donors. Samples were obtained by digital manipulation, and only
ejaculates presenting a minimum of 90% motility and 5 (0-5)
vigor and no more than 35% of total morphological defects were
considered. Ethylene glycol concentrations tested were 0.25, 0.50
and 1.0M and 0.80M glycerol served as control. Motility and
vigor were evaluated in the rich fraction, after first and second
dilution, after 1 hour of stabilization at 4°C and after thawing.
Sperm morphology was examined in the fresh sample and after
thawing in each of the treatments. There were no detectable
differences among the groups in sperm motility and morphology
after thawing. There were no differences in vigor among the (.25,
0.50M ethylene glycol and the 0.8M glycerol, but the 1M ethylene
glycol had lower vigor scores after thawing. We conclude that
ethylene glycol can be used as a cryoprotectant in the
concentration of 0.25, 0.50 and 1.0M instead of glycerol.

Key Words: semen, dog, freezen, ethylene glycol.

INTRODUCAO

Desde o inicio, as biotécnicas de
reproducdo assistida foram direcionadas para
espécies de interesse economico, sendo que espécies
de pequeno porte s6 adquiriram maior expressao
com o crescimento da relagdo sentimental entre
homem e animal. A possibilidade de intercAmbio de
material genético e a preservagdo de gametas dessas
espécies de valor sentimental, como os caes de
companhia, bem como de outros economicamente
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importantes, como a Raposa Azul (Alopes
lagopogus) ¢ a Raposa Prateada (Vulpes vulpes),
portadores de genes mutantes de alto valor comercial
para a industria de curtume européia, com a
preservagdo de animais da fauna brasileira em risco
de extingdo, como o Lobo Guara Brasileiro
(Chrysocyon brachyurus) e a Raposinha do Campo
(Pseudalopex sp.), tém suscitado a necessidade de
estabelecimento de um eficiente protocolo para a
criopreservagdo de sémen canino (FARSTAD,
1996).

O primeiro congelamento de sémen
canino foi notificado em 1954 por Rowson e, no ano
de 1969, Seager obteve a primeira prenhez com
sémen criopreservado. Desde entdo, diversas
pesquisas foram empreendidas, a fim de se
determinarem  métodos de  preservagdo de
espermatozdides  caninos  por  congelamento
(ENGLAND & PONZIO, 1996). Atualmente, as
taxas de concepgdo, utilizando-se sémen congelado,
oscilam entre 67 ¢ 80%, as quais sdo obtidas através
da deposi¢do intra-uterina, com uma concentragao
de 50 a 150 milhdes de espermatozoides, por
inseminagdo, sendo empregadas duas inseminagdes,
com um intervalo de 24 horas (FARSTAD, 2000).

Os diluidores utilizados para o
resfriamento e congelamento de espermatozoides de
cdes foram adaptados de outras espécies
(FASTARD, 1996), sendo inicialmente empregados
meios a base de leite desnatado, lactose-gema,
citrato-gema, tris-gema, entre outros. Atualmente, a
maioria dos pesquisadores que trabalham com
criopreservacdo de sémen canino empregam
diluidores a base de Tris e/ou citrato de s6dio, com
um agucar como frutose, glicose ou lactose mais
gema de ovo, associado ao crioprotetor glicerol em
diferentes  concentragdes  (RODRIGUES &
RODRIGUES, 1998).

O glicerol € o crioprotetor mais usado no
congelamento de sémen nas espécies domésticas
(FARSTAD, 1996). Entretanto, seus efeitos
deletérios sobre os espermatozodides sdo relatados
por McLAUGHLIN et al. (1992), e ocorrem,
provavelmente, pelas alteragdes causadas na sua
membrana  plasmatica do espermatozoide
(HAMMERSTEDT & GRAHAN, 1992).

Com a evolugdo da biotecnologia, outros
crioprotetores foram estudados. Dentre os menos
toxicos, encontra-se o etileno glicol. PLATOV
(1965), congelando sémen ovino, obteve resultados
semelhantes no congelamento com 0,47M de
glicerol e etileno glicol nas concentragdes de 0,27 ¢
0,36M, observando, porém, efeito negativo com a

concentragdo de 0,89M de etileno glicol.
SALAMON & MAXWELL (1995), ao congelarem
sémen ovino em pellets, determinaram que o etileno
glicol foi superior ao glicerol nas concentragdes de
0,31 e 0,63M, sendo que os melhores resultados
foram obtidos com 0,27M de etileno glicol.
MORAES et al. (1998), quando congelaram sémen
ovino em pellets, concluiram que 0,5M de etileno
glicol proporcionou motilidade e vigor semelhantes
a 0,72M de glicerol, porém com uma melhor
protecdo acrossomatica. MERCANTE ef al. (1995)
compararam a eficiéncia dos dois crioprotetores em
sémen eqiiino, verificando uma melhor performance
do etileno glicol tanto com relagdo a motilidade e ao
vigor quanto no teste de termo-resisténcia. NEVES
NETO et al. (1995), comparando o glicerol ao
etileno glicol, obtiveram maiores indices de prenhez
com s€men eqiiino congelado com etileno glicol. Ja
ALVARENGA et al. (2000) ndo observaram
diferengas entre o glicerol e etileno glicol na
criopreservacdo de sémen eqiiino.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar
a capacidade crioprotetora do etileno glicol em
diluente Tris-gema na manutengdo da motilidade, do
vigor e da morfologia espermatica do s€émen canino.

MATERIAL E METODO

Como doadores de sémen, utilizaram-se
quatro caes da raca Pastor Alemao, com idade média
de 3,6 anos, pertencentes ao Canil Vento Divino da
Base Aérea de Santa Maria (BASM). Todos os
animais foram submetidos ao mesmo manejo
sanitario ¢ alimentar, recebendo racdo comercial
uma vez ao dia e agua ad libitum. As coletas de
sémen foram realizadas através da técnica de
manipulagdo digital, com observagdo das trés fases
da ejaculacdo e selecdo da segunda fragdo, rica em
espermatozoides (CHRISTIANSEN, 1986). Foram
realizadas duas coletas em média por semana, entre
os meses de outubro e novembro. Apds a coleta, os
ejaculados foram mantidos a 27°C em banho-maria
durante a sua avaliagdo. Foram utilizados para
congelagdo somente os ejaculados com padroes
minimos de 90% de motilidade progressiva, vigor
espermatico 5 na escala de PLATZ & SEAGER
(1977) e com, no maximo, 35% de defeitos
morfolégicos totais. Para a determinagdo das
concentragdes espermaticas utilizou-se (x106/mm3)
camara hematimétrica, diluigdo 1:100 em solugdo de
formol-citrato a 4%, microscopia otica, com objetiva
de aumento de 400X (FELDMAN & NELSON,
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1996). As alteracdes  morfologicas  foram
classificadas em primarias e secundarias (SEAGER,
1986).

O diluidor usado foi o Tris-gema,
composto por 3,028¢g de Tris
(trimethylhydroxyaminomethane)  (acrescido  de
1,75g de acido citrico monohidrato, 1,25g de D-
frutose diluidos em 100ml (qsp) de agua destilada
(RODRIGUES & RODRIGUES, 1998) e 20% de
gema de ovo (diluidor I). A partir do diluidor I,
constituiu-se o diluidor II pela adicdo dos
crioprotetores de acordo com os tratamentos, sendo
testadas as concentragdes de 0,25; 0,5 ¢ IM de
etileno glicol® e 0,8M de gicerol® (controle).

Os ejaculados considerados aptos foram
diluidos inicialmente pela adi¢do do diluidor I a
27°C na propor¢do de duas partes de diluente para
uma parte do ejaculado, seguindo-se da segunda
avaliagdo da motilidade e vigor espermatico e do
inicio do resfriamento em dgua com gelo. Ao atingir
a temperatura de 4,0°C, efetuou-se a segunda
diluigdo, adicionando-se o diluidor II isotérmico, na
mesma propor¢do do diluidor I, seguida da terceira
avaliagdo da motilidade e do vigor espermatico.
Apods essas avaliagdes, as amostras foram
submetidas a estabilizagdo em 4,0°C durante o
periodo de uma hora. Concluida a estabilizagdo,
procede-se uma quarta avaliagdo da motilidade e do
vigor espermatico antes do envase (E) de cinco
palhetas de 0,5mL, previamente identificadas de
acordo com o respectivo tratamento de cada
repeticdo. Essas palhetas foram seladas com alcool
polivinilico e depositadas sobre um suporte
flutuante, o que permitiu sua exposic¢ao horizontal ao
vapor de nitrogénio liquido (N2) a uma altura de
3,5cm durante 20 minutos. Apos esse periodo, as
palhetas foram depositadas diretamente no N2, onde
foram acondicionadas em raques e
armazenadas em botijdo criogénico a -
1960C. O processo de descongelamento
foi realizado em banho-maria a 37°C
(SILVA et al., 1998), seguido da quinta
avaliagdo da motilidade e do vigor

incluiram a andlise de varidncia e o “Teste F”.
Diferencas significativas a 5% ensejaram a aplicagao
do “Teste de Tukey” para a classificagdo das médias
no mesmo nivel de significdncia. As variaveis
motilidade no sémen fresco, ap6s a adigdo do
diluidor I e do diluidor II, antes do envase ¢ apds o
descongelamento, bem como vigor, apds o
descongelamento foram analisadas depois de
sofrerem a transformagdo Raiz Quadrada. Os
defeitos morfoldgicos primarios, secundarios e totais
no sémen fresco e os defeitos morfologicos
primarios no s€émen descongelado também passaram
pelo mesmo  processo de  transformagdo.
Organizaram-se os dados referentes a morfologia
espermatica num esquema fatorial 4 x 2 (4
substancias testadas x morfologia espermatica do
sémen fresco e descongelado). Para a analise dos
dados, empregou-se o pacote estatistico SAS (SAS,
1988).

RESULTADOS

As caracteristicas da fragdo espermatica
dos ejaculados s@o apresentados na tabela 1. Dentro
dos parametros considerados normais para a espécie,
citados por BURKE (1986) os valores encontrados
sdo excelentes para a raga utilizada no experimento.
Na tabela 2, sdo apresentados os defeitos
morfolégicos no sémen descongelado, sendo
avaliados conforme citado por BURKE (1986). O
acompanhamento da motilidade e do vigor
espermatico, durante todas as etapas do processo de
congelamento, permitiu avaliar a influéncia dos
crioprotetores etileno glicol nas concentragdes de
0,25,0,50 e 1 M, e do glicerol 0,8 M (controle).

Na figura 1, sdo demonstrados os resultados
de motilidade nas diferentes fases do processo de

Tabela 1 - Caracteristicas das fragdes espermaticas de quatro c@es da raga Pastor
Alemado utilizados no experimento, representados por valores minimos,
média * erro padrio da média (EPM) e valores maximos (n= 10
ejaculados).

espermatico e das alteracdes

Pardametros Avaliados Minimo Média Maximo
morfoldgicas, executada em preparagao
umida sob microscopia de contraste de ~ Yolume da2® fracio (ml) o s 0,5 1,05£0,12 2,0

.. . Concentragdo espermatica (x 10°/mm”) 0,34 0,58 +£0,07 1,05

fase ( objetiva 100X), tendo sido Numero total de espermatozoides (x 10°%ml) 262,50  597,25+79,72 1050
contadas 200 células por amostra. O  Motilidade (%) 90 93,75 + 0,63 95
delineamento experimental foi o de Vigor (0-5) 5 5,00 £ 0,00 5
blocos ao acaso com quatro repetigdes, Defeﬁtos morfolégﬁcos prima’riog (%) 5 10,87 £0,24 18
sendo o animal o critério de Defeitos morfologicos secundarios (%) 4 10,93 £0,26 24

Defeitos morfologicos totais (%) 6 21,80 £ 0,30 35

bloqueamento. As analises estatisticas

Ciéncia Rural, v. 32, n. 4, 2002.
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Tabela 2 - Valores médios de alteragdes morfologicas espermaticas no s€émen canino pos

dentro dos padrdes fisiologicos da
descongelamento. (média * erro padrdo da média).

espécie, segundo

CHRISTHIANSEN  (1986) e,
portanto, estavam aptos a serem
utilizados no experimento. A

Defeitos morfologicos  Defeitos morfologicos ~ Defeitos morfologicos

Crioprotetores o >, ;
primarios (%) secundarios (%) totais (%)

*EG(0,25M)  5,00+081° 18,75 +2,86™ 23,75 +3,19° avaliacdo da motilidade do sémen
*EG(050 M) 6.25+1,79° 19,75 £2,17% 26,00 £ 3,87° antes do envase, demonstrado na
SEGIM) 4,50 %2,02° 13,50 £3,27" 18,00%521° figura 1, demonstrou a ocorréncia
*GL 8,00 3,24 26,00+ 4,06° 34,00£7,14° de uma menor motilidade

* Médias seguidas de letras diferentes no mesma coluna, sdo significativamente diferentes

entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05).
*EG (Etileno glicol), GL (glicerol).

congelamento. Nao foram observadas diferencas
estatisticas quanto a motilidade no sémen fresco, apos a
adi¢do do diluidor I e do diluidor II. Ao envase, as
concentragdes de 0,25 e 0,50M de etileno glicol ¢ de
0,8M de glicerol ndo apresentaram diferengas quanto a
motilidade quando comparadas entre si, em todas as
etapas, no entanto, 0,25 e 0,50M de etileno glicol
tiveram maior concentragdo de 1M, a qual apresentou
resultados semelhantes ao glicerol. No descongelamento,
ndo se observaram diferencas entre os grupos etileno
glicol e glicerol quando comparados entre si.

O vigor espermatico do s€men,
demonstrado ao longo do processo de congelamento
e visualizado na figura 2, demonstrou ndo haver
diferengas entre os grupos no sémen a fresco e na
adi¢do do diluidor 1. Apos a adigdo do diluidor II,
ndo houve diferengas entre as concentragdes de 0,25,
0,50M de etileno glicol, sendo que as mesmas foram
semelhantes ao controle (0,8M de glicerol), mas
diferiram da concentragdo de 1M, a qual se mostrou
semelhante ao controle.

Ao envase, o vigor nos grupos 0,25 e
0,50M de etileno glicol, foi similar. No entanto,
ambos os grupos foram superiores ao vigor dos
grupos 0,8M de glicerol e 1M de etileno glicol. Apods
o descongelamento, as diferencas encontradas entre
0s grupos no vigor espermatico, foram semelhantes as
acima descritas, ndo apresentando diferencas entre si,
mas se mostrando superiores as concentracdes de
0,8M de glicerol e 1M de etileno glicol.

A avaliagdo dos defeitos morfologicos
totais no poés-descongelamento demonstrou ndo
haver diferencas entre as diferentes concentragdes de
etileno glicol testadas quando comparadas entre si e
com o crioprotetor controle (glicerol).

DISCUSSAO

Os valores observados nas tabela 1
demonstram que os ejaculados se encontravam

espermatica na concentragdo de
IM de etileno glicol. Tal fato
ratifica os resultados obtidos por
RODRIGUES & RODRIGUES
(1998), os quais observaram que ao
adicionarem o crioprotetor glicerol ao sémen canino
pré-diluido ocorria uma diminui¢do acentuada da
motilidade progressiva dos espermatozoides. Apesar
da diferenca observada entre os tratamentos na
avaliag@o espermatica antes do envase, essa variagao
ndo ficou evidenciada nos tratamentos apos o
descongelamento. Resultados semelhantes foram
obtidos por MORAES et al. (1998) que, congelando
sémen ovino com 0,50M de etileno glicol, notaram
uma manuten¢do da motilidade semelhante a do
glicerol (0,72M), e por ALVARENGA et al. (2000)
que, ao congelarem sémen eqiiino, ndo observaram
diferencas entre a utilizagdo de glicerol e etileno
glicol.

A inexisténcia de variagdes no vigor
espermatico (Figura 2) no sémen fresco deve-se a
qualidade dos ejaculados usados no experimento. No
entanto, a manutencdo desse vigor, ap6s a adi¢do do
diluidor I, ocorreu em razdo do fornecimento de um
substrato energético para os espermatozoéides. Apods
a adicdo do diluidor II, houve um decréscimo
significativo no vigor espermatico das concentracdes
de 0,8M de glicerol e 1M de etileno glicol. Isso pode
ter ocorrido em fungdo da alteragdo da osmolaridade
(FARSTAD, 1996), e da agdo do agente crioprotetor
sobre os espermatozdides, bem como do seu efeito
toxico relatado por MORAES et al. (1998) que
observaram um pior desempenho do etileno glicol na
concentragdo de 0,7M. McLAUGHLIN et al. (1992)
descreve os efeitos toxicos do glicerol sobre os
espermatozodides, fato que ocorre provavelmente em
fun¢do da interagdo molecular do glicerol com a
membrana  plasmatica dos  espermatozdides,
alterando sua fluidez pela intercalagdo na dupla
camada lipidica, o que modifica a viscosidade
citoplasmatica e, dessa maneira, afeta todas as
reagdes  metabolicas (HAMMERSTEDT &
GRAHAN, 1992).

A avaliagdo dos defeitos morfologicos
totais no s€émen descongelado entre as concentragdes
testadas demonstrou haver semelhangas entre os

Ciéncia Rural, v. 32, n. 4, 2002.
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Figura 1 — Porcentagem de espermatozoides méveis no sémen canino fresco (F) apds a primeira dilui¢ao (D1), segunda dilui¢ao (D2), no

momento do envase (E) e no descongelamento (Dc), empregado diferentes concentragdes de etileno glicol (EG) e glicerol (GL)

como crioprotetor.

** L etras diferentes na mesma avaliagio implicam diferencas estatisticas pelo Teste de Tukey (P<0,05).

tratamentos testados. Resultados semelhantes
foram obtidos por PENA et al. (1998), avaliando
os danos acrossomais de espermatozoides
congelados com glicerol pela técnica de coloragdo
nigrosina-eosina.  Os  autores  observaram
manutengdo de elevadas porcentagens de
espermatozoides com  acrossoma intacto.
Entretanto, RODRIGUEZ-MARTINEZ et al
(1993) observaram que, apesar de uma aparente
manutengdo da morfologia acrossomal, na
microscopia eletronica de transmissdo foram
verificadas perdas de conteudo e vesiculagdo das
membranas acrossomais apds o descongelamento.
Esse fato pode justificar a baixa percentagem de
anormalidades acrossomais, usualmente relatadas
quando usada microscopia de contraste de fase.
Somente uma analise por microscopia eletronica,
ou com sondas fluorescentes ou corantes como a

clortetraciclina possibilitaria uma observagao
mais detalhada dos espermatozoides
criopreservados pelas concentracdes testadas, o
que definiria qual a melhor concentragdo a ser
empregada.

CONCLUSOES
O etileno glicol nas concentragdes de
0,25, 0,50 ¢ IM. é um crioprotetor que pode

substituir o glicerol em diluentes a base do tris-
gema.
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Figura 2 - Vigor espermatico no sémen canino fresco (F) apos a primeira dilui¢do (D1), segunda diluigdo (D2), no momento do envase (E) e
no descongelamento (Dc), empregando diferentes concentragdes de etileno glicol (EG) e glicerol (GL) como crioprotetor.
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