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Resumo

Agentes crioprotetores (ACPs), sdo substancias adicionadas no diluente
seminal com fungao de reduzir os danos aos espermatozoides durante a
congelacao. Porém, esta pratica € um processo que acarreta lesdbes e/ou morte
celular que podem inviabilizar a fecundacao. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito da associacao dos ACPS Glicerol (G) e Etilenoglicol (E) junto ao
diluente Tris-gema (TG) sobre os parametros de integridade e funcionalidade
das células espermaticas criopreservadas de cdes. . Dez ejaculados de machos
caninos foram diluidos em 3 tratamentos:, 5% G (T1), 5% E (T2) e G+E
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(concentracao final de 2,5%+2,5%) (T3). Os ejaculados foram avaliados,
prontamente diluidos, envasados em palhetas de 0,25ml e criopreservados em
maquina de congelamento seminal. As amostras foram avaliadas pds-
descongelamento quanto a motilidade espermatica (ME), integridade de
acrossoma (IA), integridade de membrana (IM), integridade de DNA (ID),
funcionalidade de mitocondria (FM), taxa de penetracdo heterdloga com
oocitos suinos (TP) e numero de espermatozoides/odcitos penetrados (NE). A
ME foi avaliada em microscépio Optico e as analises de IA, IM, ID e FM foram
avaliadas em microscopio de fluorescéncia (400X) com corantes fluoréforos
especificos para cada andlise. A fertilizacdo foi realizada em gota de 750 pl de
M2 com HEPES contendo 0,4% de BSA acrescido de 250 ul de sémen, sendo
posteriormente recuperados e corados com Hoescht 33342 (10pg/ml) para
entdo avaliar a TP e o NE em microscopio de fluorescéncia (400X). Nao foi
observado diferenca estatistica entre os tratamentos quanto a ME, IM, ID e
FM. Em relacao a IA o T2 diferiu (P<0,05) dos tratamentos 1 e 3 (24,8 £
18,3; 50,2 = 25,4; 38,1 £ 27,5; respectivamente). Para a TP os melhores
resultados foram do T3 (9,8 £ 9,3) e T2 (8,5+1,51) diferindo estatisticamente
do tratamento T1 (1,3+1,3). Na andlise do NE o T3 apresentou o melhor
resultado (0,9+0,8), apresentando diferenca estatistica do T1 (0,2+0,2) e do
T2 (0,13+0,13). Concluiu-se, portanto, que a associagcao de glicerol e

etilenoglicol € uma alternativa eficaz para criopreservacao de sémen canino.

Effects of adding glycerol and ethylene glycol associated in espermatic

viability parameters in canine semen criopreservation

Abstract

Cryoprotectors (ACPs) are substances added in seminal extenders with
function to reduce damage to spermatozoa during freezing. However, this
practice is a process that leads to injury and / or cell death that may decrease

fertilization. The objective of this study was to evaluate the association of
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ACPS Glycerol (G) and ethylene glycol (E) with the Tris-egg yolk extender (TG)
on the parameters of integrity and functionality of cryopreserved canine sperm
cells. Ten canine male ejaculates were diluted in 3 treatments: 5% G (T1), and
5% (T2) and G+ E (final concentration of 2.5% +2.5%) (T3). The ejaculates
were evaluated, readily diluted, packaging in 0.25 ml straws and
cryopreserved in seminal freezing machine. Post-thawed samples were
evaluated for sperm motility (SM), acrosome integrity (AI), membrane
integrity (MI), DNA integrity (DI), mitochondrial functionality (MF), rate of
penetration with heterologous porcine oocytes (RP) and number of sperm
/penetrated oocytes (NS). The SM was evaluated under a light microscope and
the analyzes of AI, MI, DI and MF were assessed with a fluorescence
microscope (400X) with specific fluorophores dyes for each analysis.
Fertilization was performed at 750 pl drop of M2 HEPES containing 0.4% BSA
plus 250 pl of sémen, the oocytes were subsequently recovered and stained
with Hoechst 33342 (10ug/ml) and submitted to the evaluation of RP and NS
on fluorescence microscope (400X). No statistical difference was observed
between treatments for SM, MI, DI and FM. Regarding IA the T2 differ (P
<0.05) from the treatments 1 and 3 (24.8 + 18.3, 50.2 + 25.4, 38.1 + 27.5,
respectively). The best results for RP were T3 (9.8 £ 9.3) and T2 (8.5 + 1.51)
that were statistically different from T1 (1.3 + 1.3). In the analysis of NS the
T3 showed the best results (0.9 £ 0.8), showing statistical difference of T1
(0.2 £ 0.2) and T2 (0.13 £ 0.13). Therefore the combination of glycerol and

ethylene glycol is an effective alternative for cryopreservation of canine semen.

1.Introducao

Nas ultimas décadas, os criadores de caes vém apresentando um maior
interesse pelas biotecnologias associadas ao sémen desta espécie
(Concannonet al.,1889; Farstad,1996; Pena et al.,2000). Tal fato advém
principalmente de dois importantes motivos, o inicio do comércio internacional

de sémen canino e o estabelecimento de bancos genéticos de reprodutores de



RIZZOTO, G. et al. Efeitos da adicdo de glicerol e etilenoglicol associados sobre parametros de
viabilidade espermatica na criopreservacao de sémen canino. PUBVET, Londrina, V. 8, N. 22,
Ed. 271, Art. 1808, Novembro, 2014.

alto valor zootécnico através da criopreservacao (De Los Reyes,2004), que tem
como fungao reduzir os danos aos espermatozoides durante o congelamento e
descongelamento (England,1993).

Porém,esta pratica é um processo que acarreta lesdes e/ou morte celular
que podem inviabilizar a fecundacao (Bouchardet al., 1990; Lopez-Bejar et al.,
1994; Silva et al.,1995;). Buscando contornar estas barreiras, substancias
denominadas agentes crioprotetores (ACPs), passaram a ser empregados
como componentes do diluente seminal (England,1993). Efeitos téxicos podem
ser observados com a utilizacdo destes agentes, devido a formacdo de
subprodutos como acido glicdlico e o oxalato devido a metabolizacdo do
Etilenoglicol (Hammerstd et al., 1992). Além disto, o glicerol € um componente
natural das membranas celulares e apresenta facil metabolizacdo (Castro et
al.,, 2011). Relatos mostram que este produto pode afetar a organizagao
citoplasmatica, alterar a estabilidade e permeabilidade da bicamada lipidica
(Corley et al., 2005). Em adicao muitos estudos ja demonstraram que a
toxicidade dos ACPs é um ponto critico para sua utilizacdo e tal toxidade é
concentracao-dependente, sendo, portanto, seu uso indicado somente na
concentragdo exata para que exista predominancia dos efeitos protetores sobre
os efeitos toxicos (McLaughin et al., 1992; Watson 1995, Holt, 2000).

O presente trabalho buscou comparar a associacao dos ACPS Glicerol e
Etilenoglicol sobre os parametros de integridade e funcionalidade das células

espermaticas criopreservadas de cdes.

2. Materiais e Métodos

2.1 Animais/Amostras

Foram utilizados 2 caes da raca Shih-tzu e 1 cdao da raca Buldogue
Americano, pertencentes a um criador local, mantidos em condigdes de
alimentacao e habitacdo adequadas. Foram realizadas 4 coletas seminais,
respeitando a disponibilidade e bem-estar na utilizacdo dos reprodutores,

totalizando 12 ejaculados. As coletas foram feitas através de manipulacdo
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digital (Forsberg,1995) em condicOes isotérmicas, sendo utilizada para
criopreservagao somente a fragdo rica em espermatozoides. Somente os

ejaculados com motilidade total >80% foram utilizados.

2.2 Avaliacdo dos ejaculados

A avaliacao de motilidade espermatica foi realizada imediatamente apds
a coleta da fracdo rica em espermatozoides através de microscopia O6ptica
(CHK2-F-GS, Olympus OpticalCo.Ltda.) sob aumento de 200X (Christiansem,
1986)

A integridade de membrana plasmatica foi avaliada através das sondas
fluorescentes diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) (C4916-25mg, Sigma
ChemicalCompany, St. Louis, MO, USA) e Iodeto de Propidio (IP) (P4170-1g,
Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA), conforme descrito por
Harrison & Vickers (1990). Esta avaliacao foi feita em microscépio de
epifluorescéncia (E200, Nikon Instruments Inc.) em aumento de 400X
utilizando filtro WU com excitagdes de 450-490nm. As células que
apresentavam fluorescéncia verde foram consideradas integras, enquanto as
células com fluorescéncia vermelha e verde/vermelha foram consideradas
danificadas.

Para a avaliagao da integridade de Acrossoma (Corcini et al., 2012a)
foram utilizandas sondas Conjugado de Lectina de Arachis hypogaea FITC (20
mg/mL) (L7381, Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA) e IP. As
laminas foram avaliadas em aumento de 1000 X, em microscopio de
epifluorescéncia, em filtro WU com excitacdes de 450-490nm. Foram
consideradas células com acrossomas integros aquelas que apresentavam
fluorescéncia verde no acrossoma e com morfologia normal. Quando toda a
célula ndo era corada e a coloracdao verde ndo era aparente ou quando a
morfologia acrossdmica estava anormal, foi considerado danificado.

A integridade mitocondrial foi avaliada com o uso de uma sonda
especifica, Rodamina 123 (Rh123) (R8004, Sigma Chemical Company, St.

Louis, MO, 23 USA), juntamente com IP para a discriminagcao entre os
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espermatozoides vivos e mortos (Grasaet al., 2004). As células foram
avaliadas em aumento de 400x em microscopio de epifluorescéncia (E200,
Nikon), em filtro WU com excitacbes de 450-490 nm. As células que
apresentavam a pecga intermediaria com uma intensa fluorescéncia verde
foram consideradas com mitocOndrias integras (funcionalmente ativas),
enquantoas células sem intensa fluorescéncia verde na peca intermediaria
foram consideradas nao funcionais.

A integridade de DNA foi avaliada segundo descrito por Gandiniet al.?°.

Foi realizada a avaliacdo de 200 células espermaticas por lamina para a
integridade de membrana, de acrossoma, de DNA e funcionalidade
mitocondrial.

Para o teste de penetracao in vitro a metodologia utilizada por Corcini
et al., 2012b sendo utilizados 30 odcitos por palheta de cada macho sem
repeticdo. Para co-incubacdao dos gametas utilizou-se uma gota de 750 uL de
meio M2 (SIGMA 7167) com HEPES contendo 0,4% de BSA acrescido de 250
ML de sémen, permanecendo incubado em banho-maria por 2 h a 37°C. Apods
esse periodo, os odcitos foram recuperados, lavados, submetidos ao corante
Hoescht 33342 (10ug/mL) e avaliados em microscépio de epifluorescéncia sob
400x. Contou-seo numero de odcitos que continham espermatozoides em seu

interior, assim como o niumero de espermatozoides em cada odcito.

2.3 Diluente
Foram adicionados ao diluente tris-gema (Iguer Ouda, 2001) 10% de
glicerol (GLI), 10% de etilenoglicol (EG) e 5% de GLI + 5% de EG constituindo

assim em 3 tratamentos: T1, T2 e T3, respectivamente.

2.4 Processamento do sémen

O sémen foi diluido 1/1 (v/v) com diluente tris-gema a 37°C quando da
coleta, sendo transportado até o laboratério que foi dividido em 3 partes iguais
que foram adicionados aos diferentes tratamentos em 1/1 (v/v). Os

tratamentos T1, T2 e T3 alcancaram as concentracdoes de 5%, 5% e
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2,5%+2,5% de GLI e EG, respectivamente. O sémen permaneceu em contato
com os crioprotetores por 10 minutos sendo entdao envasado em palhetas de
0,25ml. O sémen a 20°C foi entdo alocado na maquina de congelamento com
curva especifica para sémen canino (Temperatura (T) inicial de 20°C,
decréscimo de 0,5°C/min até a T de 4°C, estabilizacdo por 10 minutos,
decréscimo de 1°C/min até -10°C, decréscimo de 5°/min até -30°C,
decréscimo de $°C/min até -43°C T final) (FREEZE CONTROL® Modelo 5500),
sendo posteriormente alocado em botijdo de nitrogénio liquido.

O descongelamento a 37°C por 30 segundos foi realizado 30 dias apds a
ultima rotina de congelamento. As amostras foram novamente submetidas aos
exames de motilidade espermatica, integridade de acrossoma, de DNA, de
membrana, funcionalidade de mitocéndria e teste de penetracdo heterdloga

com oocitos.

2.5 Analise estatistica

Os parametros de motilidade, funcionalidade de mitocondria, integridade
da membrana, integridade do acrossoma, numero de espermatozdides por
oocito e integridade do DNA foram comparados entre os tratamentos. Foi
realizado o teste de normalidade Shapiro-wilk, e apds procedeu-se a analise de
Kruskal Wallis. Para o teste de penetragao foi utilizando o teste de Quiuadrado.
Todas as analises estatisticas foram conduzidas através do software Statistix®
( 2008).

3. Resultados:

A motilidade espermatica no sémen fresco foi de 81,0 + 20,3%. Nao foi
observado diferenca (P>0,05) entre os resultados obtidos para motilidade dos
trés tratamentos pds-descongelamento (Tab.1).

A taxa de integridade de mitocéndria no ejaculado fresco foi de 78,8 +
33,8%, e nas analises posteriores ao descongelamento ndao se observou
variacao entre os tratamentos (P>0,05) (Tabela 2). Os valores encontrados

para a integridade de membrana (91,4 = 5,7% no sémen fresco) e integridade
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de DNA (94,4 £+ 4,5% no ejaculado fresco) pds-descongelamento, também nao

apresentaram diferenca estatistica entre nenhum dos tratamentos (Tabela 2).
A integridade de acrossoma foi de 81,7 + 5,2% no sémen fresco. Pds-

descongelamento o T2 apresentou percentual menor diferindo estatisticamente

dos tratamentos T1 e T3 (Tabela 2).

Tabela 1. Taxa de motilidade espermatica (%) (média + desvio padrdo da
média) obtidas do descongelamento de sémen canino congelado nos trés

tratamentos utilizados*.

Tratamento Mot. Espermatica %
T1 13+ 13,0
T2 14 + 13,9
T3 18 + 18,0

Os tratamentos nao diferiram estatisticamente entre si (P>0,05).
*T1: Tris-gema 5% de glicerol;

T2: Tris-gema 5% de etilenoglicol;

T3: Tris-gema 2,5% glicerol + 2,5% de etilenoglicol.

Tabela 2. Integridade de membrana, acrossoma e DNA e funcionalidade de
mitocondria (%) (média + erro padrao da média) obtida apdés o

descongelamento de sémen canino diluido nos trés tratamentos utilizados*

Tratamento Fun. Int. Int. Int. DNA
Mitocondria Membrana Acrossoma
T1 12,6 £ 12,6 52,7 £ 25,4 50,2 + 25,4° 94,1 £ 9,0
T2 16,5 £ 12 46,9 £ 25,9 24,8 + 18,3 88,2 + 27,3
T3 15,8 £ 10 60,1 + 26,4 38,1 + 27,5° 96,0 £ 6,5

ab Expoentes diferentes indicam diferenca estatistica na coluna (P<0,05).
*T1: Tris-gema 5% de glicerol;

T2: Tris-gema 5% de etilenoglicol;

T3: Tris-gema 2,5% glicerol + 2,5% de etilenoglicol.
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A taxa de penetracgao foi inferior (P<0,05) no T1 quando comparada -ao
T2 e T3, enquanto que o T2 e o T3 nao diferiram (P>0,05) entre si (Figura 2).
Quanto ao numero de espermatozoides/odcitos penetrados o T3 apresentou o
melhor resultado (P<0,05) quando comparado com T1 e T2 que nao diferiram

entre si (Tabela 3).

Tabela 3. Taxa de penetracao heteréloga com odcitos suinos (%) e niumero de
espermatozoides/odcitos penetrados (média + erro padrdo da média) obtidas

do descongelamento de sémen canino diluido nos trés tratamentos utilizados*.

Tratamentos Taxa de Ne°
Penetracao sptz/oocitos
T1 1,3+1,3° 0,2+0,2°
T2 8,5+1,51° 0,13 £0,03°
T3 9,8+9,3° 0,9+0,8°

ab Expoentes diferentes indicam diferenca estatistica na coluna (P<0,05).
*T1: Tris-gema 5% de glicerol;
T2: Tris-gema 5% de etilenoglicol;

T3: Tris-gema 2,5% glicerol + 2,5% de etilenoglicol.

4. Discussao

Os resultados obtidos demonstram que a associacao entre glicerol e
etilenoglicol € uma alternativa para criopreservacdo de sémen canino, pois
guando comparada a outros tratamentos utilizados obteve indices semelhantes
ou superiores nas anadlises realizadas. Corroborando com resultados
encontrados por Madeira et al., (2012) os quais nao encontraram diferencas
(P>0,05) quanto a motilidade espermatica e integridade de membrana entre o
uso de glicerol na presenca de agua de coco comparado a associacao de
etilenoglicol e glicerol.

A realizacdo do teste de penetracdo heteréloga em odcitos suinos,

testada nesse trabalho, constitui uma técnica eficaz e muito mais pratica que o
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teste de penetracao homodloga. Devido a larga escala da producao e abate
suino a coleta dos ovarios e as estruturas a serem encontradas em
amostragem sao elevadas. No caso da espécie canina é observado maior
dificuldade na obtencdo de ovarios, uma vez que as estruturas utilizadas
somente sao obtidas a partir de ovariohisterectomias, caracterizando uma
limitacdo para a aplicacao dessa metodologia (Holstet al., 2000).

A taxa de manutencgao da integridade de acrossoma obtida pelo T3, esta
diretamente relacionada com os indices de taxa de penetracdo e numero de
espermatozoides/odcitos penetrados,uma vez que as lesdes espermaticas mais
comumente observadas tém localizagdo acrossomal (Woelders et
al.,1991).Alteracdes e lesOes desta estrutura podem acarretar em perda das
enzimas auxiliares e incapacidade de penetracdo no odcito (Christoph et al.
1999). No teste de penetracdo heterdloga em odcitos suinos com sémen de
Calomys laucha Corcini et al. (2012b), observaram correlacao direta entre a
integridade acrossomal e a taxa de penetracao.

O T1 manteve taxa de integridade acrossomal semelhante ao T3, porém
diferiu estatisticamente quanto a taxa de penetracdo e numero de
espermatozoides/odcitos penetrados, portanto sugere-se que este resultado
esteja relacionado aos efeitos de sincronizacao e aceleragao da reacao
acrossomal induzidos pelo glicerol durante o periodo de incubacdo para a
realizacdo do teste de penetracao.

Tal fato ja foi atribuido para sémen ovino por Slavik (1987) em teste de
penetracdo heterdloga com odcitos de hamster em que tratamentos
previamente incubados com concentracbes de 5 e 10% de glicerol
apresentaram maior taxa de penetragdao com 30 minutos de incubacao,
enquanto que o pior resultado foi encontrado nas amostras com 120 minutos
de incubacao.

Outra possivel causa foi abordada por alguns trabalhos (Aitken et al.,
1983; Slavik et al., 1987) que descrevem o estresse osmotico como um
indutor da reacao acrossomal, estresse esse advindo do contato entre as

células espermaticas com meio diluidor. Guthrie et al. (2002) comparando
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propriedades osmodticas de sémen bovino em contato com diferentes
crioprotetores, conclui que o etilenoglicol produziu menor estresse osmoético
sobre as células espermaticas quando comparado ao glicerol. Sugere-se,
portanto, que as maiores taxas de penetracao encontradas (p<0,05) para o T2
e T3 possam estar relacionadas com este fato, destacando que no T3 a
associacao dos crioprotetores pode ser a responsavel pelo resultado positivo,
enquanto que o Tl somente com glicerol apresentou o pior resultado. Tais
resultados corroboram com Aitken et al., (1983), que em seu trabalho concluiu
gue o glicerol afetava negativamente a taxa de penetracdo de sémen humano
em odcitos de ratas.

Parks et al., (1982) descreveu a caracteristica propria do glicerol em
afetar os microtibulos do citoesqueleto podendo prejudicar a interacdo com
proteinas e gerar alteracdo na transdugdao de sinais, como por exemplo, na
reagdo acrossomal como consequéncia sobre a taxa de penetracdo
espermatica. Tal fato também pode estar relacionado com os resultados
inferiores de taxas de penetracdo e de nimero de espermatozoides por odcitos
penetrados apresentado pelo T1.

O T2 apresentou o pior resultado na taxa de integridade acrossoma
quando comparado aos outros tratamentos, sugere-se que tal fato se deva a
melhor capacidade do glicerol em manter a estabilidade das membranas
celulares e, por consequéncia, manter a membrana acrossomal durante o
processo de criopreservacao, devido a ligacao dos grupamentos hidroxila do
glicerol com os grupamentos fosfato das membranas celulares do
espermatozodide (Kundu, 2000). O T3 também sinaliza a importancia da
associacao de crioprotetores, pois juntamente com o T1 apresentaram melhor
integridade de acrossoma que T2, o qual continha somente etilenoglicol.

Apesar do T2 juntamente com T3 manterem a taxa de penetracao
superior ao T1, ndo diferiram entre si quanto ao ndmero de
espermatozoides/odcitos penetrados. A explicacdo pode ter base nas
propriedades negativas advindas da exposicao aguda das células ao

etilenoglicol, gerando alteracdo no metabolismo de fosfolipidios das
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membranas celulares e maior producao de radicais livres com potencial nocivo
a viabilidade e plena fungdo da célula, gerando redugdo na capacidade
fertilizante do espermatozoide (Kramer, 1999).

A utilizacao de glicerol e etilenoglicol associados (T3) em substituicao ao
uso dos crioprotetores isoladamente na composicdao dos diluentes seminais
para utilizacdo na espécie canina, obteve taxas maiores ou iguais quanto a
manutencao da qualidade seminal.

Dessa forma, denota-se a necessidade de realizagcdo de novos estudos
avaliando efeitos toxicos relacionados a concentracdo do crioprotetor no meio
diluente e avaliacao dos efeitos do tempo de incubacao sobre a taxa de
penetracdo espermatica e numero de espermatozoides/odcitos penetrados

para sémen canino.

5. Conclusao

A utilizacao de glicerol e etilenoglicol associados na composicao do
diluente tris-gema constitui uma alternativa para criopreservacao de sémen

canino.
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