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Resumo

Com objetivo de avaliar o efeito de dois protocolos de descongelacio
do sémen canino congelado em trés diluidores foram coletados
ejaculados de nove cées. Cada ejaculado foi dividido em 3 amostras,
centrifugado e os pellets tratados sob diferentes protocolos: 1° - meio
abase de glicina e gema de ovo; 2° - meio 4 base de TRIS e 3° - meio
MO9. Foram envasadas 28 palhetas de 0,5ml segundo cada protocolo.
Amostras tratadas sob cada protocolo foram avaliadas (M1) quanto a
motilidade, vigor e integridade das membranas. As palhetas foram
refrigeradas a 5°C por 60 min. e congeladas em N2. Uma amostra de
cada protocolo fot avaliada quanto: motilidade, vigor e integridade
das membranas ap6s o equilibrio (M2). Eram sempre descongeladas
trés pares de palhetas, sendo que cada par havia sido congelado sob
um mesmo protocolo. Uma das palhetas de cada par era descongelada
a 37°C por 30 segundos e outra a 72°C por 8 segundos. Cada grupo
foi avaliado ap6s o descongelamento (M3) quanto a motilidade e
vigor espermatico, avaliacio computadorizada do movimento,
integridade das membranas e avaliagdo acrossomal por meio de Fitc-
PNA e PI. As amostras foram mantidas em banho Maria a 37°C por
1h para o teste de longevidade espermatica e reavaliadas (M4) quanto
amotilidade e vigor espermaticos, integridade das membranas. Apos
analise estatistica concluimos que as células espermaticas caninas
descongeladas a 72°C por 8 segundos apresentaram um maior
somatorio de bons resultados quanto aos testes de viabilidade
espermatica #z vitro empregados.
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Introducao

A criopreservacao e suas conseqiencias
sobre a célula espermatica s3o 0s assuntos mais
descritos e estudados pelos pesquisadores da
area de biotecnologia do sémen. Sabemos que
tanto a refrigeracdo como a congelacdo e
descongelacdo sdo eventos que podem
culminar em alteracGes irreversives da célula
espermatica. S0 necessarios ainda muitos
estudos para que possamos compreender a
origem destas alteracSes para que, num
futuro, estes efeitos deletérios possam ser
minimizados ou eliminados'?.

Watson? afirmou que as mudancas
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pos-ejaculatorias do espermatozéide no
trato feminino em sua preparacdo para a
fusdo com o odcito devem ser vistas como
a continuidade no desenvolvimento e
maturacdo espermatica, processo este que
teve inicio no epididimo. A criopreservacio
implica em uma pausa neste processo natural
pelo qual o espermatozoéide é “inativado”,
porém, ao invés de ser “reativado” no
estagio de onde tinha parado, sua maturacio
¢ afetada pelo processo. Concluiu ainda que
o processo de criopreservacao faz com que
os espermatozoéides se tornem mais reativos
pelo fato de suas membranas sofrerem
mudancas na fluidez e tornarem-se mais



permeaveis ao calcio. Estes fenomenos
podem promover a capacitacdo e reacao do
acrossomo, diminuindo o tempo de vida Gtil
do espermatozoéide, impossibilitando a
futura fertilizacdo do no local e momento
apropriado.

O meio diluidor deve proteger as
células espermaticas dos efeitos adversos de
todo o processo de criopreservagdo. As
propriedades protetoras de um meio
diluidor sdo atribuidas aos diferentes
componentes deste meio e da sua interacao
com as células espermaticas de uma
determinada espécie, e ainda, de um
determinado individuo®**.

O processo de descongelamento
parece ser tao deletério aos espermatozoides
quanto a congelacdo e os principais efeitos
adversos sdo principalmente atribuidos ao
fendmeno de recristalizacdo dos microcristais
de gelo intracelulares podendo provocar
ruptura da membrana plasmatica devido a
suas formas pontiagudas e a alteragoes bruscas
no volume celular decorrentes da acomodacao
dos diferentes gradientes osmoticos gerados
durante a congelacio®>°.

Um protocolo de congelacdo e
descongelacdo de sémen deve incluir a
temperatura e o periodo de exposicdo ideal,
considerando-se, para tanto, as caracteristicas
particulares daquele protocolo. Varias
temperaturas e tempos de exposicao tém sido
descritos para a descongelacio do sémen
canino, assim como inumeros protocolos de
congelacdo e descongelacio™*®”. A
descongelacdo com exposicdo a altas
temperaturas por um curto periodo de
tempo tem sido preconizada para a
descongelacdo do sémen canino®*">1%!
conferindo longa viabilidade as amostras de
sémen tanto /z vitro como in vive. Em
contrapartida, os protocolos mais utilizados
para outras espécies animais, incluindo aquele
preconizado  pelo  Ministério  da
Agricultura®, indicam a descongelacido de
palhetas de 0,5ml a 37°C durante 30
segundos.

Apbs o processo de congelacdo e
descongelacdo das células espermaticas,
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testes de alta correlacdio com a fertilidade
devem ser realizados, para que se verifique a
viabilidade dos diluidores e\ou dos métodos
de congela¢io utilizados"?.

O movimento retilineo progressivo
¢é considerado normal em cies, e reflete uma
completa habilidade e viabilidade para
fertilizar o ovocito®, por tanto, a avaliagio
subjetiva do movimento espermatico ¢
muito importante e deve ser rotineiramente
realizada, porém, pelo fato de ser realizada
por um técnico, pode estar sujeita 2 um
grande numero de varia¢oes, principalmente,
no que diz respeito ao grau de habilidade e
experiéncia do avaliador™. Para que estas
variagbes sejam minimizadas uma avaliacdo
computadorizada do movimento espermatico
pode ser realizada. Recentemente, Iguer-Ouada
e Verstegen'* propuseram a padronizacgio de
um avaliador computadorizado de
movimento espermatico (HTR-IVOS10
analyzer, Hamilton Thorn Research, Bevetly,
Mass, USA) que apresentou Otimos
resultados na avaliaciao de espermatozoides
da espécie canina.

Métodos  identificadores  da
integridade das membranas espermaticas
tém sido utilizados na avaliacdo de diferentes
técnicas de conservacio do sémenb®13131617,
Cunha'® padronizou um teste para a
verificacdo da integridade das membranas
espermaticas de cdes por meio de sondas
fluorescentes, sendo elas o diacetato de
carboxifluoresceina e o iodeto de propideo.

O 1sotiocianato fluorescinado (Fitc) é
uma sonda fluorescente comum e largamente
utilizada para verificagdo do estado acrossomal.
O Fitc deve estar ligado a uma lecitina, que €
uma proteina ou uma glicoproteina isolada de
sementes de varias plantas. Estas lecitinas se ligam
especificamente a residuos de agucares
encontrados em locais especificos da célula. As
duas lecitinas mats utilizadas na verificacio de
estado acrossomal sdo o PSA - aglutinina Pisum
satzvun ortunda da ervilha, que se liga 2 matriz
acrossomal e o PNA - aglutinina Arachis hypogea
originaria do amendoim que se liga a
membrana acrossomal externa®>1>1%2021,

A alteracdo da fluidez das membranas
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espermaticas durante a capacitagio propicia
a fusdo da membrana acrossomal externa
com a membrana plasmatica, este fenémeno
fusogénico ¢é conhecido como rea¢do do
acrossomo™". Cross e Watson® e Medeiros
et al.*! utilizaram o Fitc-PNA para verificar
o estado acrossomal de espermatozoides
bovinos e eqiinos, respectivamente, e
sugeriram que tal sonda fluorescente se liga
amembrana acrossomal externa quando esta
exibe uma alteracao de permeabilidade. Para
que se pudessem diferenciar o0s
espermatozoéides com a total perda do
acrossomo dos acrossomos intactos utiliza-
se o iodeto de propidio em conjunto com
o Fitc PNAP2.

Com vista no exposto tivemos como
objetivo neste experimento avaliar o efeito
de dots diferentes protocolos de
descongelacdo do sémen canino congelado
em trés diferentes diluidores sobre a
qualidade do movimento espermatico,
integridade das membranas espermaticas e
a condicdo acrossomal.

Materiais e Métodos

Animais

Foram coletados e processados
ejaculados de nove cdes (um ejaculado por
cdo) provenientes de criatorios particulares
da cidade de Botucatu-SP. A colheita fo1
realizada por meio de massagem peniana.

Exame do Sémen

Motilidade e vigor espermitico: através de
microscopia de contraste de fase e o
resultado expresso em porcentagem (0-100)
para a motilidade e através de um escore de
zero a cinco (0-5) para o vigor.

Integridade das membranas: pela
associagao do Iodeto de Propidio e
Carboxifluoresceina'®. Foram contadas 100
células e classificadas como: integras - células
emitindo fluorescéncia verde ou lesadas —
células com o nucleo emitindo fluorescéncia
vermelha.

Avaliagdo do estado acrossomal: pela
associacdo do iodeto de propidio (PI) e do
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Fitc-PNA. Fot realizada a contagem de 200
células espermaticas em campo claro e,
tmediatamente apos, as mesmas células
foram examinadas sob epifluorescéncia e
classificadas como: reacdo acrossomal
verdadeira - emitindo apenas fluorescéncia
verde (Fitc-PNA); falsa reacdo do acrossomo
- emitindo fluorescéncia verde na regido
acrossomal (Fitc-PNA) e vermelha (PI);
espermatozoide lesados - emitindo apenas
fluotescéncia vermelha (PI); espermatozoide
mntactos - células verificadas somente sob
campo claro (ndo emitindo fluorescéncia).

Procedimentos experimentais

Depots de coletado e avaliado, cada
ejaculado foi dividido em 3 amostras
idénticas, acrescida, na propor¢io de 1:1, de
meio a base de leite desnatado e glicose*
(pH-7,20; 355 mOSM) e centrifugada por 5
min. a 800g. Os 3 “pellets” formados foram
tratados sob diferentes protocolos segundo
a metodologia descrita por Cunha e Lopes™:
GG - ressuspendido em meio a base de
glicina e gema de ovo (GG) sem glicerol
(pH 7; 285 mOSM) e apds 5 min. acrescido
de GG com 12,8% de glicerol e envasado;
TRIS - ressuspendido em meio 4 base de
TRIS, acido citrico e glicose (I'RIS) com 3%
de glicerol (pH 6,10; 788 mOSM) e apds 5
min. acrescido de TRIS com 7% glicerol e
envasado e M9 - ressuspendido em meio
M9 (33% Merck-gema, 33% Kenney, 33%
DME® (Sigma), 5% glicerol na solu¢do
final) e envasado em palhetas de 0,5ml,
ficando este protocolo com 5% de glicerol
em sua concentracao final. Foram envasadas
28 palhetas de 0,5ml segundo cada
protocolo, ficando as palhetas com
concentra¢do espermatica média de 33,73
milhGes de espermatozoide/ palheta.

Amostras tratadas sob cada
protocolo foram avaliadas (M1) quanto a
motilidade e vigor espermaticos e integridade
das membranas e levadas a um refrigerador
computadorizado programado para a
temperatura de 5°C. Tal temperatura foi
atingida apos 20 min. de refrigeracdo e
permaneceu por mais 40 min. nesta



Tabela 1 —Medianas damotilidade espermética (%) do sémen canino
congelado e descongelado avaliadas ap6s a dilui¢ao
(M1), ap6s o periodo de equilibrio (M2), apds 10 min. da
descongelagdo (M3) e apds o teste de longevidade (M4),
nos seis grupos propostos. Botucatu, 2002

Gl | G2 | G3 | G4 | G5 | G6
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Tabela 2 - Medianas do vigor espermético (escore de 0- 5) do sémen
canino congelado e descongelado avaliadas apés a
diluicdo (M1), ap6s o periodo de equilibrio (M2), ap6s 10
min. da descongelagéo (M3) e apos o teste de longevidade
(M4), nos seis grupos propostos. Botucatu, 2002

Gl | G2 | G3 | G4 | G5 | Gb

M1 | 70 70 | 80 | 80 | 80 | 80

M1 | 3A | 3A | 3A | 3A | 2B 2B

M2 | 70 70 | 60 | 60 70 70

M2 | 3B | 3B | 3A | 3A | 2C | 2C

M3 | 40 | 50 | 40 | 50 | 50 | 40

M3 1 2% 2 2% 1 2%

M4 | 20 10 10 | 30 10 10

M4 | 1A | 1A | OA | TA | OAB | 1AB

temperatura para o equilibrio®. Decorrido
periodo de equilibrio as palhetas foram
levadas a uma caixa de isopor e mantidas a
4 cm do N*por 20 min. e ap6s mergulhadas
no N? e armazenadas em botijGes
apropriados®. Uma amostra de cada
protocolo foi levada diretamente do
equilibrio ao banho Maria 37°C por 10 min.
e avaliada (M2) quanto a motilidade e vigor
espermaticos e integridade das membranas
espermaticas, pelos métodos descritos
anteriormente.

Na primeira etapa foram descongeladas
18 palhetas congeladas sob cada protocolo.
Eram sempre descongeladas trés pares de
palhetas de uma mesma partida de congelagio,
sendo que cada par havia sido congelado sob
um mesmo protocolo. Uma das palhetas de
cada par foi descongelada a 37°C por 30
segundos e outra palheta descongelada a
72°C por 8 segundos formando os grupos:
G1 - GG descongelado a 37°C por 30 seg;;
G2 - GG descongelado a 72°C por 8 seg;
G3 - M9 descongelado a 37°C por 30 seg;
G4 - M9 e descongelado a 72°C por 8 seg;;
G5 - TRIS descongelado a 37°C por 30 seg;;
G6 - TRIS e descongelado a 72°C por 8
segs.

Cada grupo fot avaliado quanto apds
o descongelamento (M3) a motilidade e
vigor espermatico e integridade das
membranas. As amostras foram mantidas
em banho Maria 37°C e, decorridos 30 min.,
em média, do descongelamento, foi realizada
a avalia¢do da qualidade do movimento
espermatico através de avaliagcdo
computadorizada (Hamilton Thorn
Research — IVOS 10) sendo verificados os

Letras maiGsculasdiferentesem umamesma linha indicam diferenga
estatistica entre diluidores para cada temperatura de descongelagdo
(G1xG3xG5)e (G2xG4xG6) (p<0,05).

Aindicatendénciaa superioridade estatistica entre diluidores paracada
temperatura de descongelagao (G1 x G3 x G5) e (G2 x G4 x G6)
(0,05<p<0,10).

*indicatendéncia a superioridade estatistica entre temperaturas para
cadadiluidor (G1xG2), (G3xG4) e (G5xG6) (0,05<p<0,10)

parametros: motilidade total (MT),
motilidade progressiva (MP), padrio médio
de velocidade(VAP) e linearidade(LIN).

As amostras foram mantidas em
banho Maria a 37°C por 1lh apoés o
descongelamento para o teste de longevidade
espermatica e, apos este periodo, reavaliadas
(M4) quanto a motilidade e vigor
espermaticos, integridade das membranas.

Posteriormente foram descongeladas
10 palhetas congeladas sob cada protocolo
(n=30) sendo cinco amostras para cada
grupo descrito (G1, G2, G3 e G4) e nestas
amostras realizada a avaliacdo do estado
acrossomal.

Métodos estatisticos utilizados

Para a comparacdo entre dois
momentos NO mMesmo tratamento: prova
ndo paramétrica de Wilcoxon para pequenas
amostras pareadas, com o calculo da
estatistica p. Para a comparacao entre 3
momentos NO mMesmo tratamento: prova
ndo paramétrica de Friedman para amostras
dependentes, com o calculo das estatiticas ¢
ep.

Para a comparacio entre tratamentos
em cada momento: prova ndo paramétrica
de Friedmam com o célculo das estatisticas
cep.

As estatisticas calculadas foram
consideradas significantes quando p<0,05.
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Tabela 3- Medianas da integridade das membranas espermaticas (%)
do sémen canino congelado e descongelado avaliadas
apdsadiluigdo (M1), ap6s o perfodo de equilibrio (M2),
ap6s 10 min. da descongelagdo (M3) e apos o teste de
longevidade (M4), nos seis grupos propostos. Botucatu,
2002

Gl | G2 | G3 | G4 | G5 | Gb

M1 | 86 | 86 | 87 | 87 | 91 91

M2 | 82 82 86 | 86 | 81 81

M3 | 53 57 | 53 62 59 | 62

M4 34B 37B 28Ba [39ABb | 46A 44A

Letras maiGsculas diferentesem umamesma linha indicam diferenca
edtatisticaentre diluidores para cadatemperatura (G1 x G3x G5) e (G2
x G4 xG6) (p<0,05).

Letras minusculas diferentesem uma mesma linha indicam diferenca
edtatistica entre temperaturas para cadadiluidor (G1xG2), (G3xG4) e
(G5xG6) (p<0,05)

Nos casos em que 0,05<p<0,10 fot referida
tendéncia a significancia, ja que p ¢ a
probabilidade de erroneamente concluir pela
significancia.

Resultados e Discussao

O resfriamento, congelacdo e
descongelacdo preservam a célula
espermatica, porém inuimeros danos sdo
verificados apds a descongelagio®’.
Comprovamos que houve uma diminui¢do
de viabilidade espermatica apos a congelacio
e descongelacdo, com diminuicdo de
motilidade e vigor espermaitico e da
integridade das membranas espermaticas em

Tabela4 — Mediana da qualidade do movimento espermético descrito
por motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP),
velocidade média (VAP) e linearidade do movimento
(LIN) avaliada ap6s 30 min. da descongelagao, nos seis
grupos propostos. Botucatu, 2002

G1 G2 G3 | G4 | G5 | Gob
MT | 20A 24A 16B | 17B | 11B 23B

MP | 10A 22A% 10B 9B 3B 11B*

VAP | 83,4 |89,6AB* | 72 |784B | 73,7 | 79,2B*

LIN | 62A 71A* 68A | 64B | 57B | 61C*

Letras maiGsculas diferentesem umamesma linha indicam diferenca
estatisticaentre diluidores para cadatemperatura (G1 x G3x G5) e (G2
x G4 xG6) (p<0,05).

* em uma mesma linha indicam superioridade estatistica entre
temperaturasde descongelacao para cadadiluidor (G1xG2), (G3xG4)
e (G5xG6) (p<0,05)
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todos os grupos estudados a despeito do
meio diluidor utilizado ou da temperatura
em que se realizou a descongelacio (Tabelas
1,2,e3).

Quando avaliamos amostras
processadas em diferentes meios diluidores
e descongeladas em cada temperatura
distintamente, verificamos que nao houve
diferenca estatistica entre os grupos quanto
a motilidade e que, quanto ao vigor
espermatico houve tendéncia estatistica de
superioridade dos grupos imediatamente
ap6s a descongelacio a 72°C (M3) (Tabela
2). Comparando-se os diluidores em cada
temperatura de descongelacdo (G1xG3xG5
e G2xG4x(G06) observamos que houve
tendéncia a superioridade quanto ao vigor
espermatico no grupo congelado sob o
protocolo M9 frente aos outros protocolos
quando se descongelava o sémen a 37°C,
concordando com os resultados de Cunha
e Lopes®.

Ap0s o teste de longevidade também
ndo houve diferenga estatistica do vigor
espermatico entre os grupos, porém, houve
tendéncia (0,05<p<0,10) do GG e do M9 a
apresentarem os maiores valores, sendo que
dentre estes dots grupos, o G4 (M9
descongelado a 72°C) foi o que apresentou
maiores valores.

A formacdo de espécies reativas de
oxigénio ¢ um dos fatores que age
negativamente sobre a célula espermatica
durante o processo de refrigeracdo e
congelacdo do sémen'?**. Cunha'®e Papa et
al.® sugeriram que a glicina exerce uma
func¢io de antioxidante quando presente no
meio diluidor. Este aminoacido esta presente
no diluidores GG e M9.

Tabela 5 — Mediana da porcentagem de células lesadas (Ls) e com
reacao do acrossomo verdadeiras (Rv) apdsa
descongelagio do sémen canino, nos seis grupos
propostos. Botucatu, 2002

Gl [ G2 | G3 | G4 | G5 | Gé
Rv | 8 | 8 | 0 | 1 |10%][225
Ls [75] 16 | 0 |05 | 1 L

* indica significa diferenca estatistica significativa



O diluidor M9 além da glicina possui
uma gama de outros aminoacidos em sua
composicdo, entre eles a cisteina que, como
descrito por Bilodeau et al.*, é um precursor
intracelular da glutationa, que, por sua vez, ¢
um antioxidante capaz de reagir e anular
diretamente espécies reativas do ox1génio o
que pode justificar uma tendéncia a
superioridade deste grupo frente aos
congelados sob outros protocolos e
descongelado a 37°C (Tabela 2).

Verificamos, no entanto,
superioridade estatistica quanto 2
porcentagem de membranas integras nos
grupos congelados com TRIS apds o teste
de longevidade (M4), tanto nos grupos
descongelados a 37°C (G1=G3<G5) como
nos grupos descongelados a 72°C
(G2=G4=G0) (Tabela 3). Entretanto, nos
grupos congelados com meio TRIS,
verificou-se, também, uma diminuicdo
significativa da linearidade do movimento
espermatico apos a descongelacio, tanto no
grupo descongelado com 37°C como no
descongelado com 72°C (Tabela 4).
Observamos ainda uma quantidade
significativamente maior de células exibindo
reacdo do acrossomo verdadeira nestes
mesmos grupos apoés a descongelacdo (G5
e GO) (Tabela 5).

Rigau et al.** avaliaram o efeito da
glicose e o da frutose sobre o padrio de
motilidade do sémen canino. Estes autores
concluiram que a frutose produz um
movimento espermatico mais rapido e linear
enquanto a incubacdo em glicose induz a
movimentos oscilatérios semelhantes aos
verificados apds a hiperativacdo espermatica.
O meio TRIS contém apenas glicose em sua
constitui¢do enquanto o GG possut frutose
e glicose. O que pode justificar a diferenca
de padrio de motilidade entre estes dois
meios.

O EDTA, que estd presente no M9,
¢ um quelante de calcio, sendo assim, a
concentra¢do do calcio em presenca desta
substancia no meio ¢ diminuida. A entrada
de calcio na célula espermatica leva a
capacitagdo espermatica que, por

377

conseguinte, induzird movimentos
oscilatorios assim como desencadeara uma
série de alteracoes que culminara na reacao
do acrossomo®. O meio M9 provavelmente
exerceu uma maior prote¢do as células
espermaticas, diminuindo os risco do inicio
do processo de capacitacio.

Podemos aqui especular que o
diluidor TRIS, nas condi¢des utilizadas neste
experimento, ndo fo1 tdo eficiente quanto o
GG e o M9 em proteger o metabolismo
espermatico e as membranas espermaticas,
permitindo o inicio do processo de
capacitacdo, uma vez que, algumas das
caracteristicas observadas com o
desencadeamento deste processo sdo: o
aumento do influxo de calcio com alteracido
do padrio de movimento espermatico
(alteracdo linearidade do movimento)
(Tabela 4) e ainda um aumento da fluidez
da membrana acrossomal externa sem que
tenha havido a ruptura da membrana
plasmatica externa (reagdo acrossomal
verdadeira) (Tabela 5), explicando ainda, a
maior quantidade de células espermaticas
integras presentes nos grupo G5 e G6 quando
comparado aos demais™ (Tabela 3).

O teste de verificacdo do estado
acrossomal utilizando-se Fitc-PNA e iodeto
de propidio sob microscopia de
epifluorescéncia ndo tinha sido ainda descrita
para a espécie canina, no que se refere ao
conhecimento dos autores deste trabalho. O
Fitc-PNA liga-se a radicais glicosilados que
sdo expostos na membrana acrossomal
externa com alteracdo de permeabilidade,
que pode ser considerado um dos eventos
precursores da rea¢do do acrossomo®,
permitindo assim, a avaliacdo qualitativa do
estado do acrossomal de uma amostra de
sémen. Entretanto, o Fitc-PNA liga-se
também a residuos de acticares presentes nos
metos diluidores, e ainda, a maioria das
lecitinas liga-se ao leite, gema de ovo e a
outras particulas presentes no plasma seminal
dificultando a avaliacio®. Considerando-se
este fato, a realizacdo de centrifugacdo e
lavagem das amostras de sémen antes da
realizacdo desta avaliacdo, que ndo foi
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realizada neste experimento e que poderia
evitar a coloragao de residuos de diluidores
deveria ser ponderada. Devemos ainda
ressaltar que a avaliacdo do estado
acrossomal em nosso experimento foi
realizada apenas em parte dos animais
estudados (30 palhetas, provenientes de 5
dos 9 doadores).

Os grupos congelados em GG
conservaram melhor MT, MP, VAP e LIN
ap6s a descongelacdo, estes achados
concordam com os de Lopes e Papa” e
com os de Barnabé e Barnabé® e ainda com
as conclusoes de Rigau et al.*®, ja que este é o
meio diluidor GG € o tnico que leva frutose
em sua composi¢do. Verificamos ainda que
o grupo congelado com GG e
descongelado a 72°C apresentou sempre a
melhor qualidade de movimento
espermatico (Tabela 4).

Ap6s a avaliagdo estatistica dos dados
do vigor espermatico, observamos a
tendéncia a superioridade (0,05<p<,10) das
amostras onde a descongelacio fo1 realizada
a 72°C por 8 segundos nos grupos
congelados em GG e em TRIS (Tabela 2).
Ap6s o teste de longevidade ndo se verificou
diferenca entre os grupos quando avaliadas
as temperaturas de descongelacdo em cada
diluidor (G1=G2) (G3=G4) (G5=Go0).

Quanto a integridade das membranas
avaliada entre as diferentes temperaturas de
descongelagdo em um mesmo meio
(G1=G2) (G3=G4) (G5=G0) verificamos
que ndo houve diferenca estatistica
significativa entre as temperaturas ou entre
os metos diluidores apds a diluicdo das
amostras, periodo de equilibrio e
descongelacdo (Tabela 3). Apds o teste de
longevidade quando comparamos as
amostras congeladas em meio M9 (G3 e G4)
verificamos que as descongeladas a 72°C
eram superiores aquelas descongeladas a
37°C corroborando com os achados
descritos por Cunha e Lopes™.

Foi observada grande diferenca
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quanto aos valores verificados pela
avaliacdo da motilidade subjetiva e a
avaliacio computadorizada das amostras
de sémen (Tabelas 1 e 4). Provavelmente
tal fato ocorreu devido ao tempo decorrido
entre a avaliacdo subjetiva da motilidade
(primeiro item a ser avaliado imediatamente
ap6s as descongelacoes) e a avaliagdo
computadorizada do movimento espermatico
(Ultimo item a ser observado, geralmente 30
min. apos as descongelacdes). Um decréscimo
de ~ 45% na motilidade espermatica ap6s 60
min. de incubacdo do sémen canmo a 37°C fot
também descrito por Rigau et al®.

Verificamos que a motilidade
progressiva (MP) a velocidade média (VAP)
e a linearidade do movimento (LIN) foram
maiores com a descongelagdo a 72°C, nos
grupos onde os diluidores GG e TRIS foram
utilizados (Tabela 4).

De uma maneira geral, o movimento
espermatico apresentou-se Superior para o
grupo congelado em meio Glicina Gema e
descongelado a 72°C por 8 segundos (G2),
porém, testes sz vzro de fertilidade deverdo
ser realizados para que os resultados destas
avaliacOes 7z vztro sejam comprovados.

A partir dos resultados obtidos neste
experimento, concluimos que as células
espermaticas caninas descongeladas a 72°C
por 8 segundos apresentaram um maior
somatorio de bons resultados quanto aos
testes de viabilidade espermatica 2 vtro aqui
empregados.
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Effect of three different diluent on canine semen submitted to two

thawing protocols
Abstract

To verify the effect of three different extenders and two thawing
temperatures on frozen-thawed canine sperm characteristics, one
ejaculate from nine dogs were separately collected and processed (n=9).
Each ejaculate was divided into 3 equal samples and centrifuged. The
pellets were re-suspended using: 1% pellet — Glicyne-egg yolk extender
(GEY), 2% pellet - TRIS extender and 3**pellet - M9 extender and all
samples were filled in 0.5ml straws. A total of 84 straws (28 for each
protocol) were done. The sperm motility, vigour and plasma
membrane integrity from each protocol were immediately evaluated
(M1) and the straws were brought to a refrigerator at 5°C for 60
minutes. After that, a sample from each protocol was warmed up in
a water bath 37°C for 5 min. and sperm motility, vigour and plasma
membrane integrity were evaluated (M2). The straws were frozen in
liquid nitrogen. One straw from each protocol was thawed at 37°C
for 30 sec and another at 72°C for 8 sec and the sperm motility;
vigour, CASA and plasmatic membrane integrity and acrossomal
status using FTTC-PNA stain were evaluated (M3). Plasma membrane,
sperm motility and vigour were evaluated after a 1-hour incubation at
37°C (M4). Statistical analysis showed that the higher temperature
had positive effect on froze-thawed canine sperm characteristics. The
best results were taken when canine semen was frozen in GEY

Key-words:
Canine.

Semen.
Cryopreservation.
Sperm evaluation.
Fitc-PNA.

extender and thawed 72°C for 8 sec.
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