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EPIGRAFE

’

“A pujante pe¢a continua e podes contribuir com um verso.’

Walt Whitman



RESUMO

PIEVE, H. Utilizacio de silica coloidal como método de auxilio na seleciao
espermatica para criopreservacio do sémen canino. 2017. 59 f. Dissertagao
(mestrado em Reprodu¢do, Sanidade e Bem-estar Animal) — Programa de Pos-

graduacgdo, Universidade José do Rosério Vellano,2017.

Objetivou-se comparar as caracteristicas seminais caninas pos descongelamento de um
sémen previamente centrifugado convencionalmente (grupo controle) e em silica
coloidal. Foram coletadas 36 amostras de sémen de seis cdes sadios, avaliando a
motilidade, vigor, concentracao, morfologia e teste hiposmético. O ejaculado entdo foi
dividido em duas fragdes iguais, centrifugado por método convencional e pela silica
coloidal e posteriormente criopreservado. O sémen centrifugado pelos dois
procedimentos apresentou resultados semelhantes (p<0,05), sendo motilidade
(84,72+8,44 versus 83,89+9,93%), vigor (3,97+0,84 versus 4,19+0,71), concentragao
(270,71£109,05 versus 263,71£90,50 espermatozoides/mL), células morfologicamente
normais (93,60+4,24 versus 92,97+4,61%) e teste hiposmotico (90,26+4,75 versus
90,53+4,42%) para o grupo controle e silica coloidal, respectivamente. Apods o
descongelamento, as amostras foram examinadas pela analise computadorizada e foram
observadas diferencas (p<0,05) entre os grupos para os valores de Velocidade curvilinea
(63,07+£22,94 versus 82,29427,84um/s), Velocidade linear progressiva (21,79+4,60
versus 26,85+9,10um/s), Velocidade média da trajetéria (36,39+9,94 versus
45,68+10,16um/s), Linearidade (37,06+8,60 versus 31,68+9,80%) e Retilinearidade
(61,09+6,48 versus 56,09+7,26%) para o grupo controle e silica coloidal
respectivamente. Pode-se concluir que a centrifugacdo pré-congelamento utilizando a
silica coloidal ¢ tdo eficaz quanto a centrifugacdo seminal convencional, podendo ser
uma alternativa e gerando resultados similares aos demais meios ja consagrados na
literatura.

Palavras-chave: Androcoll, andrologia, CASA, centrifuga¢ao, coloide



ABSTRACT

This study aimed to compare the canine semen characteristics after thawing of a semen
centrifuged conventionally and in colloidal silica. 36 semen samples from six healthy
dogs were evaluated about the motility, vigor, concentration, morphology and
hyposmotic test. The ejaculate was divided into two equal fractions and centrifuged in
colloidal silica and by the conventional method and subsequently cryopreserved. The
centrifuged semen presented similar results (p<0,05) between both treatment, like
motility (84,7248.44 vs 83.89+9.93%), vigor (3.97£0.84 vs 4.19+0.71), concentration
(270.71+109.05 vs 263.71490.50cels/mL), normal cells (93.60+4.24 vs 92.97+4.61%)
and hyposmotic test (90.26+4.75 vs 90.53+4.42%) for the control group and colloidal
silica respectively. After thawing the samples from the two experimental groups were
examined for computerized analysis parameters and differences (p<0.05) were observed
between the groups for the Curvilinear velocity, values (63.07£22.94 vs
82.29+27.84um/s), Progressive linear velocity, (21.79+4.60 vs. 26.85+9.10um/s),
Average velocity (36.39+9.94 vs. 45.68+10.16um/s), Linearity (37.06+8.60 vs
31.68+9.80%) and Rectilinearity (61.09+6.48 vs 56.09+7.26%) for the control group
and colloidal silica respectively. It can be concluded that pre-freezing centrifugation
using colloidal silica is as effective as conventional seminal centrifugation, and may be
an alternative generating results similar to those already established in the literature.

Keywords: Androcoll, andrology, CASA, centrifugation, colloide
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1. INTRODUCAO

O Brasil tem papel de destaque no segmento de mercado pet, segundo a ABINPET
(2017), ele ocupou a terceira colocagdo em faturamento no ano de 2016 com 5,14% do
faturamento mundial. Dessa maneira, a criagdo especializada de caes de raca se tornou uma
atividade rentdvel e como consequéncia houve necessidade de biotécnicas para melhor
aproveitamento do material genético de reprodutores caninos.

Uma das biotécnicas reprodutivas em destaque ¢ a criopreservacao do sémen que
possibilita um melhor aproveitamento de ejaculados oriundos de um mesmo reprodutor, bem
como facilita a propagacdo deste material genético para diferentes regides do planeta, mesmo
apos a morte do animal (SILVA et al., 2001).

Além disso, a utilizagdo do s€émen canino congelado tem a vantagem de permitir a
manutengao da capacidade fecundante em animais de alto interesse zootécnico por um espago
indeterminado de tempo, além de resguarda-los do estresse causado pelo transporte para fins
de acasalamento (LINDE-FORSBERG & FORSBERG, 1989).

Para amenizar as injurias provocadas pela acdo dos crioprotetores, atualmente, a
utilizacao de coloides em uma Unica camada para a centrifugagdao de sémen tem sido estudada
na proposta de melhorar a viabilidade de células espermadticas pré-congelamento e pods-
descongelamento, obtendo melhorias nos padrdes de qualidade espermatica (DORADO et al.,
2013).

O Androcoll-E® (Minitub®; Swedish University of Agricultural Sciencesd SLU,
Uppsala, Sweden) ¢ o coloide cuja formulagdo ¢ composta por silica coloidal revestida por
silano e ¢ especifico para equinos (JOHANNISSON et al., 2009). Apoés andlises seminais, foi
observado que ele promove melhora da qualidade do sémen equino fresco (MORRELL et al.,
2009a), congelado (MACIAS GARCIA et al., 2009; HOOGEWIIS et al, 2011) e resfriado
(MORRELL et al., 2009d; BERGQVIST et al., 2011) com um tempo de preparagdo menor €
processamento menos complicado que o normalmente praticado na centrifugacao de gradiente
de densidade (MORRELL et al., 2009b). Porém poucos sdo os relatos destes na espécie
canina, sendo largamente utilizado na espécie equina (HOOGEWIJS et al., 2011).

Por esta razdo, este trabalho objetivou submeter as células espermaéticas caninas em
um meio coloide de camada unica anterior ao congelamento do sémen, na tentativa de

melhorar as caracteristicas seminais de caes.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral
Testar a eficacia da centrifugacdao seminal em silica coloidal na protecdo e manutencao
das caracteristicas de células espermaticas caninas anteriormente ao processo de

congelamento.

2.2 Especificos
e Avaliar os parametros de motilidade, vigor, concentracdo, morfologia e integridade de
membrana do sémen canino ap6s centrifugagdo convencional e em silica coloidal e
apos o descongelamento.
e Avaliar, por andlise computadorizada, os parametros especificos de motilidade do
sémen canino apds descongelamento, previamente centrifugado convencionalmente e

em silica coloidal.

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 A estrutura espermatica

O espermatozoide ¢ uma célula altamente polarizada e especializada que perde a
habilidade de biossintese, reparo, crescimento e divisdo celular durante a fase final da
espermatogénese (YOSHIDA, 2000). Os espermatozoides podem ser divididos em trés
estruturas distintas: cabeca, cauda e peca intermediaria.

A cabeca, cuja forma, tamanho e estrutura variam entre as espécies e possui duas
regioes: acrossomal e pos-acrossomal (SIQUEIRA, 2004). A caracteristica principal da
cabeca do espermatozoide ¢ o nucleo achatado de forma oval, contendo a cromatina altamente
compacta. A extremidade anterior do nicleo espermatico recoberta pelo acrossoma, uma fina
cobertura com dupla camada de membranas que envolvem intimamente o nucleo (HAFEZ,
1995).

A cauda do gameta masculino ¢ composta pelo colo, pega intermediaria principal e
terminal. A regido da cauda entre o colo e o0 annulus é a peca intermedidria. A parte central da
peca intermediaria, junto com o comprimento total da cauda forma o axonema, onde ocorre a
transformagdo de energia quimica em mecanica. Contudo, esse conjunto ¢ recoberto
externamente por varias mitocondrias dispostas em forma de hélice, que geram a energia

necessaria para a motilidade espermatica (BEDFORD & HOSKINS, 1990).
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A membrana plasmatica ¢ responsavel por envolver todo o espermatozoide e ¢
composta por camadas lipidicas e de proteinas as quais contém fosfolipidios, colesterol,
glicolipidios, e diferentes tipos de proteinas (ALBERTS et al., 1997). As membranas exercem
um papel fundamental na manutencdo da capacidade fertilizante do espermatozoide. A
membrana plasmatica ¢ responsavel pela manutencdo do equilibrio osmético, atuando como
uma barreira entre o meio intra e extracelular. Lesdes nessa estrutura podem levar a perda da
homeostase, levando a morte celular (FLESH & GADELLA, 2000).

Trés lipideos fazem parte das membranas: fosfolipidios, glicolipidios e colesterol,
sendo que dentre estes, os fosfolipidios sdo os mais abundantes (ALBERTS et al., 1997).
Sendo o colesterol o principal esterol presente nos espermatozoides € nas membranas
celulares dos mamiferos, possuindo importante papel de modular a fluidez e a estabilidade da
bicamada lipidica através da sua interacdo estérica com os fosfolipidios de membrana
(PARKS, 1997). Em geral, quanto maior a quantidade de colesterol presente, menos flexivel,
e/ou menos fluida ¢ a por¢do da membrana (AMANN & PICKETT, 1987). A resisténcia ao
choque pelo frio ¢ maior nas espécies em que a propor¢do colesterol: fosfolipidios da
membrana plasmatica sao altos (VALLE & SILVA FILHO, 2001).

A membrana plasmadtica apresenta cerca de 50% de sua massa constituida por
proteinas. Portanto, a parte exterior da célula consiste em grande parte de carboidratos, que
formam uma cobertura celular, exercendo fun¢do primordial na interacdo com o ovdcito

(ALBERTS et al., 1997).

3.2 Criopreservaciao do sémen

A criopreservacao de sémen ¢ uma biotecnologia de grande impacto na reprodugdo
animal, pois visa a suspensdao do metabolismo espermatico € a manuten¢dao de suas
caracteristicas por um tempo prolongado, quando mantido em nitrogénio liquido (PESCH &
HOFMAN, 2007). A reproducdo animal obteve inumeros beneficios com a criopreservagao,
permitindo o maior aproveitamento de animais com alto potencial genético e reprodutivo, o
transporte do sémen a longas distancias e a formacdo de bancos de germoplasma, tanto de
animais em risco de extingdo como daqueles que nao podem ser utilizados na reproducao por
razdes temporarias ou permanentes (BERTOZOO & ZUCCARI, 2008).

O processo de criopreservacdo das células espermaticas resulta na diminui¢ao da
fertilidade quando comparada ao s€émen fresco. Esse prejuizo surge da combinagdo de alguns
aspectos, como perda da viabilidade espermatica ou danos na capacidade funcional dos

espermatozoides, uma vez que a motilidade e a estrutura dos espermatozoides sdo afetadas de
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diferentes formas, podendo ocorrer injirias nas diferentes etapas de congelamento e
descongelamento (WATSON, 2000).

A refrigeragdao e o congelamento do sémen s6 sdo possiveis com o uso de meios
diluentes capazes de conservar uma boa motilidade e integridade da membrana espermatica
pré e pos-congelamento/descongelamento (BOUCHARD et al., 1990). O diluente ¢ capaz de
proteger a membrana espermatica dos danos causados pela modificagdo de temperatura.
Adicionalmente, o diluente também ¢ constituido de fontes de energia e mantém estaveis o pH
e a osmolaridade (MARSHALL e HUGH, 1990). JOHNSTON et al., (2001) aponta que um
bom diluidor possui osmolaridade entre 300 e 325 mOsm e pH de 6,75 ¢ 7,50 e contém ainda
antibioticos que evitam a contaminacdo bacteriana (ROTA et al., 1995). Além disso, o meio
diluente mantém a concentragao de eletrolitos dentro dos padrdes fisiologicos e possui
crioprotetores que protegem as células de lesdes provocadas pelo choque térmico, oriundo do
processo de resfriamento (CONCANNON e BATTISTA, 1989). Assim, pode-se dizer que a
manutencdo das estruturas espermaticas apos o congelamento ¢ devida a interagdo entre
diluentes, crioprotetores e curvas de resfriamento, buscando minimizar os danos causados
pelo choque frio, desidratagao celular e formagao de cristais de gelo (CELEGHINI, 2005)

Os diluentes de congelamento de sémen sdo compostos com uma ampla variedade de
substancias quimicamente diferentes entre si (aglicares, substancias tampdes, antibidticos),
que tém a finalidade de manter os espermatozoides viaveis at¢é o momento de serem
introduzidos no trato genital da fémea (FERREIRA et al.,2005). A composi¢dao dos meios
diluidores apresenta grande influéncia sobre a sobrevivéncia espermatica durante o
processamento, observando-se uma importante intera¢do entre os componentes do meio e as
curvas de refrigeragdo/congelamento (CHAVEIRO et al., 2006).

Viérios diluentes para conservacao de sémen ja foram estudados. Na maioria dos
trabalhos realizados utilizou-se o meio TRIS/gema de ovo, contendo frutose ou glicose, meio
citrato/gema de ovo e meios comerciais (TSUTSUI et al., 2003). Atualmente, o meio
crioprotetor comercial CaniPlus Freeze® (a base de TRIS) acrescido de 20% de gema de ovo,
tem sido utilizado, proporcionando resultados adequados na criopreservagao de sémen canino
(DORADO et al., 2011a).

O sucesso do congelamento do sémen canino ¢ afetado por muitas variaveis, dentre
elas o potencial toxico do agente crioprotetor, particularmente relativo a concentragdo,
duragdo e a temperatura em que o s€émen € exposto ao mesmo. Dos componentes essenciais
aos meios de criopreservagdo estdo as substancias iOnicas € ndo idnicas responsaveis pela

manuten¢do da osmolaridade e tamponamento dos diluentes, sendo os crioprotetores como
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glicerol, etilenoglicol e DMSO (dimetilsulféxido), fontes de lipoproteinas de alto peso
molecular necessarias para prevengdo do choque frio.

A gema de ovo ¢ bastante utilizada como agente crioprotetor ndo permeavel nos
diluidores de criopreservacao, atuando na protecdo espermatica contra o choque frio
(MOUSSA et al., 2002). Como fonte de energia utilizam-se aglicares como, glicose e frutose,
além de aditivos como antibidticos, antioxidantes, enzimas e detergentes (VISHWANATH
&SHANNON, 2000). Os acucares simples representam a principal fonte de energia presente
nos diluentes, oferecendo suporte a manutengdo celular e ao movimento espermatico. Os
antibidticos no diluente de congelamento tém uma importante fun¢do no controle de
crescimento microbiano do sémen (GRIFFIN, 2004).

Na maioria dos protocolos desenvolvidos para a criopreservagdo espermatica, o
glicerol ¢ o agente mais utilizado, variando grandemente entre as espécies, sendo que a
concentragdo ideal ¢ frequentemente comprometida entre o efeito crioprotetor e a toxicidade.

Como nas demais espécies, a auséncia do glicerol durante a criopreservacao do
espermatozoide canino reduz significativamente a recuperacdo espermatica no pos-
descongelamento. Viarios pesquisadores tém descrito o uso do glicerol, variando a
concentragdo de 2 a 16% para criopreservacao do sémen canino, dependendo da composi¢ao
do diluidor utilizado (revisado por SANTOS et al., 2003).

A crioprotecdo do glicerol tem sido avaliada pela motilidade espermatica no pos-
descongelamento. Porém, a integridade acrossomica e longevidade do sémen canino pos-
descongelado e incubado a temperatura fisiologica em diferentes concentragdes de glicerol
ainda é pouco estudado (PENA et al., 1998). Estes autores compararam concentragdes de 2, 4,
6 e 8% de glicerol e glicerolizagdo a temperaturas de 37°C e 4°C para congelamento do s€émen
canino, e concluiram que a glicerolizagdo a 37°C na proporcao de 8%, proporcionaram os
melhores indices de motilidade, viabilidade e morfologia espermatica no pos-
descongelamento.

Outro aspecto da criopreservagdo do s€émen canino refere-se ao tempo de refrigeracao
e estabiliza¢do. A cada acréscimo de quaisquer substancias (meio diluidor + crioprotetor) ao
sémen, ha necessidade de permitir um tempo de equilibrio entre elas, sendo que este tempo ¢
considerado o tempo total em que os espermatozoides sdo mantidos em contato com o glicerol
e todos os demais componentes do diluente, previamente ao congelamento. Durante esse
periodo, ocorre o equilibrio osmotico entre o meio intracelular espermatico e extracelular

(CASTELO et al., 2008).



20

A refrigeracdo representa o inicio do estresse térmico ao qual sdo submetidas as
células espermaticas durante o processo de criopreservacdo. Pois a rapida refrigeracao do
sémen das diferentes espécies animais induz a um estresse letal conhecido como choque frio
(STORNELLI et al, 2005).

A sensibilidade espermatica ao choque frio ¢ influenciada pela composicao dos
fosfolipidios e pela relagdo colesterol/fosfolipidios de membrana, que ¢ particularmente
menor em espécies mais sensiveis ao choque frio e a criopreservagdo (MORAES et al., 2010).
O choque frio caracteriza-se pela queda irreversivel da motilidade espermatica e alteragdes na
estrutura da membrana, pois ocorre um rearranjo dos fosfolipidios passando do estado liquido
para gel, levando ao aumento da permeabilidade da célula. (STORNELLI et al., 2005).

A criopreservacao também causa estresse fisico e quimico, alterando a membrana dos
espermatozoides, diminui irreversivelmente a motilidade espermadtica, provoca aumento da
degeneragio do DNA e liberagdo intracelular de enzimas, lipideos e proteinas (BRANDAO et
al, 2006). Durante a criopreservagdo e descongelamento, ocorrem danos como a formacgao de
cristais de gelo intracelular, aumento da concentracao intracelular de soluto e modificacdes
resultantes da desidratagdao celular durante o congelamento. As lesdes celulares podem ser
causadas diretamente - afetam estruturas celulares (ruptura de membranas) ou indiretamente,
com alteracdo nas fungdes celulares através do processo metabolico (HOLT, 2000).

A formagado de cristais de gelo, durante o processo de congelamento, implica aumento
na quantidade de sais que sao prejudiciais aos espermatozoides. Essa alta concentragdo de sais
provoca lesdes na membrana plasmatica, desnaturagdo de proteinas e danos irreversiveis
(AMANN & PICKETT, 1987). Durante o congelamento, os espermatozoides sdo submetidos
a produ¢do de EROS que podem induzir a mudangas na estrutura e nas fungdes espermaticas
(BALL et al., 2001), e também no sistema de defesa dos antioxidantes (BILODEAU et al.,
2000).

Existem diferencas na composic¢do lipidica da membrana plasmatica entre as espécies,
racas e ainda individuos da mesma espécie, o que pode explicar o maior ou menor efeito
protetor do diluente ao espermatozoide de um determinado individuo (HOLT, 2000). Aqueles
em que o sémen tolera os efeitos da criopreservacao sao denominados de bons congeladores
(WATSON, 2000).

A velocidade de congelamento ¢ importante, pois as temperaturas de aquecimento
dependem diretamente da velocidade do congelamento. Se o congelamento for lento, o
descongelamento também deve ser lento, permitindo assim a fusdo dos cristais de gelo

extracelulares. O descongelamento dos cristais provoca diluicdo dos solutos e ocorre
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lentamente a reidratacdo das células. Se o sémen for descongelado rapidamente, os cristais de
gelo extracelulares descongelam-se muito rapidamente e a agua invade bruscamente as
células, causando ingurgitamento e danos a membrana plasmatica (HOLT, 2000).

Assim, as alteragdes irreversiveis na membrana do espermatozoide (disturbios na
estrutura lipidica e proteica), tais como: aumento da permeabilidade, danos acrossomais,
desidratacdo e redugdo da enzima fosfolipidica, atividade metabolica reduzida e diminui¢ao
do consumo de ATP, sdo consequéncias de refrigeracdo e congelamento, as quais podem
parcialmente ou totalmente, comprometer a fertilidade do s€émen. Em caes, poucos trabalhos
estudaram os diferentes tempos de equilibrio antes de o sémen ser submetido ao processo de
congelamento.

O método de criopreservacdo de sémen canino mais usual ¢ aquele descrito por
ANDERSEN, (1975). Neste método, foi realizada a diluicdo do sémen a 37°C em Tris,
acrescido de 20% de gema de ovo e glicerol. Em seguida, procedeu-se a um periodo de
equilibrio de trés horas, seguido do envase em palhetas plasticas e a exposi¢do aos vapores de
nitrogénio para congelamento. Atualmente, esse método tem servido como base para
inimeros trabalhos onde tém sido realizadas pequenas modificagdes, alcangando resultados
distintos in vitro (ROTA et al., 2006) e in vivo (THOMASSEN et al., 2006).

Atualmente, em cdes, a metodologia mais utilizada para o congelamento do sémen
segue o descrito por MARTINS, (2005) e CHIRINEIA et al., (2006). Estes autores realizaram
a diluicdo de sémen a 37°C, imediatamente seguida do envase em palhetas de 0,5 mL. Em
seguida, transferiram as amostras para um refrigerador programado a 5°C por uma hora e,
finalmente, expuseram as palhetas ao vapor de nitrogénio por 20 min, sendo o sémen

armazenado em botijdo criogénico.

3.2.1 Inseminacgao artificial e criopreservacio do sémen canino

Os primeiros estudos relacionados a IA e conservagdo do s€émen de caes foram feitos
por Léazaro Spallanzani, no final do século XVIII (ENGLAND, 1993). Embora os arabes
tenham usado a IA em equinos, no século XIV (1332), antes de Spallanzani, acredita-se que
seus estudos foram os primeiros dos tempos modernos a obter uma gestagdo por IA,
utilizando o cdo como modelo. Em 1780, este pesquisador colheu o sémen por sifonagem da
vagina de uma cadela, acasalada naturalmente, para inseminar outra cadela no cio, da qual
nasceram trés filhotes. Foi também Spallanzani, em 1776, o primeiro a observar que a
diminui¢do na temperatura reduzia reversivelmente a atividade metabdlica dos

espermatozoides, permitindo dessa forma sua estocagem (JOHNSTON et al., 2001).
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Em 1949, a descoberta da acao crioprotetora do glicerol, por Polge, proporcionou um
impacto significante na metodologia da criopreservacdo dos espermatozoides. Rowson, em
1954, descreveu a técnica de congelamento na espécie canina e, em 1956, Harrop obteve uma
gestacdo de cdo por inseminagdo com sémen refrigerado (JOHNSTON et al., 2001). Em 1969,
Seager conseguiu a primeira gesta¢do canina com sémen criopreservado.

Somente durante as Ultimas décadas, o interesse pela inseminagao artificial (IA), em
caes, cresceu substancialmente em nosso pais. No Brasil, a primeira notificagdo de sucesso
em inseminacao artificial com sémen canino congelado foi realizada a pouco mais de 23 anos,
tendo sido obtida uma ninhada de seis cdes normais da raga Boxer (VASKE et al., 1981).
Posteriormente, outros pesquisadores publicaram relatos de IA com sémen refrigerado e
criopreservado, como SILVA et al., (2004), seguido por APPARICIO et al., (2007) e
UCHOA et al., (2007).

Na espécie canina, um sémen que apresenta uma boa viabilidade espermatica, de
acordo com o Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal (CBRA, 2013) apresenta: volume
variavel, motilidade maior que 70%, vigor maior que trés, concentracdo espermdtica acima de
200x10° de espermatozoides/mL e patologias totais inferiores a 30%, sendo o limite maximo
10% para patologias maiores e 20%. para menores. Além disso, um teste complementar como
o teste hiposmotico (HO) se faz necessario para avaliar a integridade funcional da membrana
plasmatica, sendo este teste importante na avalia¢do in vitro do sémen criopreservado, uma
vez que tanto o congelamento quanto o resfriamento podem levar a efeitos deletérios sobre a

membrana (MELO et al., 2005).

3.3 Centrifugacio do sémen canino

Atualmente, as técnicas de classificagdo de espermatozoides por centrifugacao
coloidal sdao capazes de melhorar a qualidade do espermatozoide criopreservado e selecionar
os espermatozoides mais vidveis (potencialmente férteis) em uma populacdo onde a maioria
estad danificada ou morta. Assim, a selecdo de espermatozoides poderia ser um pré-requisito
para a melhoria das taxas de gestacdo apoOs a inseminacao artificial com sémen descongelado
de cades. A centrifugacdo por coloide, portanto, seleciona os espermatozoides em sub-
populacdes que sdo altamente modveis, tém morfologia normal, membranas integras e boa
integridade da cromatina do restante do ejaculado (MORRELL et al., 2008).

De acordo MORRELL, (2011), a camada unica para centrifugacao (SLC) de
espermatozoides por um coloide especifico demonstrou ser eficaz na escolha dos melhores

espermatozoides em sémen de garanhdo. Descreveu ainda que o método apresenta facil
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utilizagdo e permite que todo ejaculado possa ser processado de uma maneira pratica. Desta
maneira, as principais aplicagdes do SLC sdo: melhorar a qualidade do espermatozoide para
os procedimentos de inseminacao artificial, para aumentar a viabilidade espermatica no s€émen
fresco e apOs o processo de descongelamento; contorna o problema de espermatozoides que
ndo toleram o resfriamento até 4-6 °C, seleciona apenas espermatozoides vidveis para a
criopreservacao, seleciona apenas os espermatozoides vivos pds-descongelamento, seleciona
espermatozoides morfologicamente normais com cromatina intacta, remove patogenos (virus,
bactérias), acelera o processo de selecdo sexual por citometria de fluxo pela retirada dos
espermatozoides inviaveis antes da passagem pelo feixe de laser e, ainda, para conservar
espécies raras.

Adicionalmente a estas informag¢des, MORRELL et al., (2008), utilizando um coloide
de camada tunica (Androcoll-C®) para sémen canino, apos o descongelamento em meio Tris-
gema de ovo, avaliaram a motilidade espermatica, viabilidade espermatica e integridade de
acrossoma por corantes fluorescentes (SYBR-PI e FITC-PNA, respectivamente) e a
morfologia espermdtica, quando comparado ao descongelamento usual, sem adicdo de
quaisquer substancias. Os resultados deste trabalho revelaram que a adi¢do do coloide pos-
descongelamento apresentou diferencas estatisticas nos resultados da motilidade e da
morfologia espermatica, sem comprometimento da viabilidade e integridade de acrossoma.

DORADO et al., (2013) objetivaram investigar se a centrifugacdo de camada unica
(SLC) com Androcoll-C® poderia selecionar espermatozoides de boa qualidade, incluindo
aqueles com padroes de motilidade especificos, a partir de doses de sémen, de caes,
congeladas. O sémen de cinco cdes foram recolhidos e criopreservados, seguindo um
protocolo padrdo. Apos descongelamento, as amostras de sémen foram divididas em duas
aliquotas, uma das quais foi utilizada como controle ¢ a outra, processada por SLC.
Avaliagdo da motilidade espermatica (avaliada através da andlise computadorizada),
morfologia, viabilidade e integridade acrossdémica (utilizando corantes fluorescentes) foram
realizadas em aliquotas de s€émen fresco, amostras de controle congelados e descongelados, e
preparagdes tratadas com SLC congelados e descongelados. Estes autores concluiram que,
para amostras de sémen de cdes selecionados pelo Androcoll-C® apds o descongelamento, os
parametros de qualidade do sémen, incluindo padrdes de motilidade, sdo melhores do que em
amostras de controle congelados e descongelados.

3.4 Androcoll-E
Conforme revisado por Morrell & Rodriguez-Martinez em 2010, um método para

selecdo de espermatozoides foi desenvolvido pela Swedish University of Agricultural Sciences
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(SLU), utilizando a centrifugacdo em camada tUnica através do uso de coloides espécie
especificos (Androcoll®). Esse coloide objetiva a selecdo de espermatozoides com boa
motilidade, morfologia normal, membranas plasmaticas intactas e cromatina integra.

O Androcoll-E® ¢ o coldide cuja formulacao € composta por silica coloidal revestida
por silano e ¢ especifico para equinos (JOHANNISSON et al, 2009).
Apods andlises seminais, foi observado que ele promove melhora da qualidade do sémen
equino fresco (MORREL et al., 2009a), congelado (MARCIAS GARCIA et al., 2009;
HOOGEWIIS et al, 2011) e resfriado (MORRELL et al., 2009d; BERGQVIST et al., 2011)
com um tempo de preparacdo menor e processamento menos complicado que o normalmente

praticado na centrifugacao de gradiente de densidade (MORRELL et al., 2009b).

3.5 Analise Seminal

3.5.1 Motilidade e vigor

A avaliacdo da motilidade espermatica ¢ definida com o percentual de
espermatozoides méveis em uma amostra de sémen e o vigor ¢ a intensidade de seu
movimento (DERIVAUX, 1980). Essa avaliagdo da motilidade espermatica deve ser realizada
imediatamente apos a colheita ou descongelamento do sémen, com auxilio de microscopia
optica de luz (SEAGER & FLETCHER, 1972), em microscopio de contraste de fase ou em
analisador computadorizado (HTR-IVOS ANALYSER,Hamilton Thorn Research), assim
como as analises do vigor espermatico.

A relagdo desse pardmetro com a capacidade fecundante do espermatozoide canino
ndo estd completamente elucidada; atualmente, a maioria dos pesquisadores ainda utiliza a
motilidade como principal parametro para a avaliacao de diluentes, crioprotetores e técnicas
de criopreservacdo do sémen canino (IVANOVA-KICHEVA et al.,, 1997; SILVA et al.,
2003). Porém, este tipo de andlise ¢ impreciso at¢é mesmo quando executada por
pesquisadores experientes, tais andlises sdo influenciadas por uma alta variacdo entre
observagoes e observadores. Esta imprecisdo ¢ resultado, em parte, da natureza subjetiva dos
testes usados, da variabilidade entre técnicos e das diferengas na implementacao de padrdes
para a avaliacdo (ARRUDA, 2000; ARRUDA et al., 2004, 2005, 2006b, CELEGHINI, 2005).
IGUER-OUADA & VERSTEGEN, 2001 ainda atentam a outros fatores que influenciam na
analise da motilidade como a temperatura do local onde estd sendo realizada e a habilidade do

avaliador, levando em conta a elevada variabilidade entre laboratorios.
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3.5.2 Concentrag¢io espermatica

Concentragdo espermatica ¢ dada na relagdo entre nimero de espermatozoides e a
quantidade em mililitro de plasma seminal. No c3o, a concentracdo espermatica ideal ¢ de
aproximadamente 247 + 9,9 x 10° espermatozoides/mL (SILVA et al., 2002).

A concentrac¢do espermatica ¢ muito variavel entre caes, normalmente os caes maiores
produzem mais espermatozoides que os menores (ROOT e JOHNSTON, 1994).
VANNUCCHI et al., (1998) relataram a idade, a atividade reprodutiva do macho, o método
de colheita e a diluicao do plasma seminal como outros fatores que também influenciam na
quantidade de espermatozoides no ejaculado. Caes muito novos ou muito velhos diminuem a
produgdo espermatica e ainda que ao final do verdo a concentragdo caia em relagdo a
primavera ou ao inicio do verdo, mas ainda permanecem em valores normais (FRESHMAN,

2002).

3.5.3 Morfologia espermatica

Mamiferos com boa fertilidade normalmente possuem alta porcentagem de
espermatozoides normais e uniformes (OMBELET et al., 1995). Segundo OETLLE (1993), a
avaliagdo da morfologia espermatica ¢ o teste que apresenta maior correlagdio com a
fertilidade, apds observagdo de que caes que apresentavam mais de 60% de espermatozoides
normais obtiveram taxa de fertilidade de 61%, enquanto outros, com menos de 60% de células
espermaticas normais, mostraram uma taxa de fertilidade de apenas 13% apos inseminagdo
utilizando sémen fresco. Apesar destes fatos, cdes com baixa qualidade do sémen podem ser
férteis usando-se o acasalamento natural (ENGLAND & ALLEN 1989).

Existem varias maneiras de se classificar morfologicamente as células espermaticas de
acordo com suas alteracdes. Uma das formas mais utilizadas de classificacdo ¢ a estabelecida
por BLOM (1973), que classificou as alteragdes anatomicas do espermatozoide em duas
classes: Defeitos maiores e Defeitos menores. Considerou como “Defeitos maiores” qualquer
tipo de anormalidade correlacionada com prejuizos de fertilidade ou com uma condig¢ao
patolégica do testiculo ou epididimo, dentre elas: subdesenvolvimento, formas duplas,
Knobbed sperm, decapitado, diadema, piriforme, estreito na base, contorno anormal, cabega
pequena anormal, cabeca destacada anormal, peca intermedidria em saca-rolhas, outros
defeitos de peca intermedidria, gota proximal, cauda fortemente dobrada ou enrolada. Ainda
classificou como “Defeitos menores” outros desvios de menor importdncia, como cabega
delgada, cabeca pequena normal, cabega gigante, curta e achatada, cabeg¢a normal destacada,

acrossomo destacado, inser¢ao abaxial, gota distal, cauda dobrada ou enrolada, e cauda
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enrolada na extremidade. De acordo com o Manual para Avaliagdo Andrologica do Colégio
Brasileiro de Reproducdo Animal (2013), os animais reprodutores podem apresentar, no

maximo, 20% de defeitos menores e 10% de defeitos maiores em seus ejaculados.

3.5.4 Teste hiposmotico

O teste hiposmotico ¢ o teste realizado para avaliar a integridade funcional da
membrana espermatica (MELO et al., 2005). A avaliagao da funcionalidade da membrana
pode ser usada como um indicador da capacidade de fertilizar do espermatozoide
(JEYENDRAN et al., 1984). HIDEKI et al., (1993) observou uma relagdo positiva entre a
porcentagem de enrolamento de cauda em espermatozoides e sua motilidade em sémen
humano.

O teste hiposmoético foi desenvolvido por JEYENDRAN et al., (1984) baseado na
reagdo do espermatozoide frente a um meio hiposmotico. Na tentativa de equilibrar os meios
extra e intracelular, a 4gua penetra na célula através da membrana, provocando um edema. A
capacidade da cauda espermatica em se enrolar, devido ao edema provocado pela solugdo
hiposmoética, evidencia que o transporte de agua através da membrana estd acontecendo de

maneira normal, significando que a membrana esta integra e funcional.

3.6 Analise computadorizada de espermatozoides

A qualidade do sémen ¢ avaliada pela sua motilidade, vigor ¢ morfologia, porém a
avaliacdo subjetiva pode levar a variagdes significativas de resultados. Para otimizar o
processo de analise seminal, tém sido desenvolvidos e utilizados sistemas automaticos
(CASA) , visando a uma maior confiabilidade ¢ velocidade das analises (AMANN E
HAMMERSTEDT, 1980; VERSTEGEN et al., 2002). O CASA (Computer Assisted Sperm
Analysis) € um sistema automatico (hardware e software) utilizado para visualizar, digitalizar
e analisar imagens sucessivas, fornecendo informagdes acuradas, precisas e significativas do
movimento individual de cada célula bem como de subpopulagdes de células espermaticas

(AMANN E KATZ, 2004).

3.6.1 Funcionamento do CASA
Utiliza-se videomicrografia que faz o monitoramento constante e analise sequencial do

movimento da cabeca do espermatozoide. O tamanho minimo e méaximo aceitavel para a
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cabecga do espermatozoide de cada espécie ¢ padronizado pelo sistema (MORTIMER, 2000;
AMANN E KATZ, 2004).

Por meio do uso de microscopio com contraste de fase, as células espermaticas sao
mais claramente visualizadas no meio onde elas se encontram, o que permite a detec¢do e o
rastreamento dessas células. O processo de deteccdo automdtica das células, denominado
segmentacdo, ¢ entdo realizado pelo sistema comparando a intensidade da imagem adquirida

com um limiar de intensidade pré-estabelecido (MORTIMER, 2000).

3.6.2 Analise das imagens e obtenc¢do dos parametros de motilidade

A avalia¢do automatizada da motilidade dos espermatozoides ¢ importante devido ao
fato da cinética espermatica ter relevancia na determinacao do potencial de fertilidade dos
espermatozoides (ARRUDA, 2000; VERSTEGEN et al., 2002, MATOS et al., 2008).

A imagem captada pela camera acoplada ao microscopio € convertida em imagem
digital e a sequéncia de diversas imagens digitais d4 origem a um filme, sendo que cada
conjunto de imagens captadas em diversos campos de observagao da amostra espermatica em
avaliacdo sao automaticamente analisadas (DONALD et al.,1988).

O software reconhece as células e desenha para cada espermatozoide uma sequéncia
completa do movimento para reconstituir sua trajetdria, classificando-a conforme os padrdes
definidos como: movel ndo progressivo, linear lento, linear rapido e imovel (MORTIMER,
2000). Outras caracteristicas de movimento espermatico sdo calculadas, fornecendo
parametros de motilidade como: porcentagem de moveis, velocidade curvilinea (VCL),
velocidade média da trajetéria (VAP), velocidade linear progressiva (VSL), retilinearidade
(STR) , linearidade (LIN),amplitude de deslocamento lateral da cabeca (ALH) e frequéncia de
batimento flagelar cruzado (BCF) (MORTIMER, 2000).

3.6.3 Parametros da motilidade espermatica avaliados pelo CASA

Segundo VERSTEGEN et al., (2002):

Velocidade curvilinea (VCL- pm/s): E a velocidade da trajetoria real do espermatozoide. E
sempre a maior das trés velocidades e serve como elemento de célculo para a linearidade.
Velocidade linear progressiva (VSL- pm/s): E a velocidade média em fungéo da linha reta
estabelecida entre o primeiro e o ultimo ponto da trajetéria do espermatozoide. E sempre a
mais baixa das trés velocidades.

Velocidade média da trajetoria (VAP- pm/s): ¢ a velocidade da trajetéria média do

espermatozoide. Em casos onde a trajetdria da cabeca espermadtica ¢ muito regular e linear
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com pouco movimento lateral da cabeca, a VAP ¢ quase a mesma que a VSL, porém com
trajetorias irregulares, ndo lineares ou onde existe um alto grau de movimento lateral, a VAP
serd maior que a VSL.
Amplitude de deslocamento lateral da cabe¢ca (ALH - pm): ¢ a amplitude do deslocamento
médio da cabega do espermatozoide em sua trajetoria real. A mensuracdo desse parametro
esta relacionada com a capacidade de penetragcdo na zona pelucida do 6vulo, assim, a ALH ¢
um dos parametros que tem efeito sobre a fertilizagao.
Frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF- Hz): E o numero de vezes que a cabeca
do espermatozoide cruza a dire¢do do movimento. Se existem mais batimentos/segundos que
imagens/segundos, entdo, a BCF ira ser subestimada.
Retilinearidade (STR - %): E a relacdo percentual entre VSL e VAP. Estima a proximidade
do percurso da célula a uma linha reta.
Linearidade (LIN - %): Relacdo percentual entre VSL e VCL, ou seja, ¢ a porcentagem de
célula que tem index linear > 0.7, angulo absoluto menor que 25° e angulo algébrico menor
que 3°. Quanto mais o espermatozoide se afasta da velocidade em linha reta, menor sera sua
linearidade (Mortimer, 2000).

Os valores de velocidade sdo determinados como percurso relevante percorrido em um
periodo de tempo e sdo representados em pm/s, enquanto os valores de LIN, e STR sdo

determinados como raio dos valores de velocidade (Amann e Katz, 2004).

3.6.4 Interpretacao dos parametros

Os valores dos parametros analisados pelo CASA tais como VAP, VSL e VCL sao
significativamente maiores em amostras que produzem mais de 50% de odcitos fertilizados do
que naquelas onde a taxa de fertilizacdo de oocito ¢ menor que 50% (VERSTEGEN et al.,
2002). Amostras com elevados valores desses parametros de velocidade e de LIN e BCF
apresentam melhor migracdo e penetragdo no muco cervical (MORTIMER, 2000;

VERSTEGEN et al., 2002).
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Artigo: Utilizac¢ao de silica coloidal como método de auxilio na sele¢io espermatica para
criopreservaciao do sémen canino
Colloidal silica as auxiliar method of sperm selection for canine semen cryopreservation
Pieve, H.'"; Neves, J.P.!; Rosa, A.!; Saito, T; BittencourP.S.C'; Gioso, M.M.!
! Animal Reproduction Laboratory. School of Veterinary Medicine. Unifenas, Alfenas, MG, Brazil.
*Correspondéncia: hugopieve@gmail.com
RESUMO
Objetivou-se comparar as caracteristicas seminais caninas pos descongelamento de um sémen
previamente centrifugado convencionalmente (grupo controle) e em silica coloidal. Foram
coletados 36 amostras de sémen de seis caes sadios avaliando a motilidade, vigor,
concentragdo, morfologia e teste hiposmético. O ejaculado entdo foi dividido em duas fragdes
iguais, centrifugado por método convencional e pela silica coloidal e posteriormente
criopreservado. O sémen centrifugado pelos dois procedimentos apresentaram resultados
semelhantes (p<0,05), sendo motilidade (84,72+8.,44 versus 83,89+9,93%), vigor (3,97+0,84
versus 4,19+0,71), concentragdo (270,71+£109,05 versus 263,71+90,50 espermatozoides/mL),
cé¢lulas morfologicamente normais (93,60+4,24 versus 92,97+4,61%) e teste hiposmotico
(90,26+4,75 versus 90,53+4,42%) para o grupo controle e silica coloidal respectivamente.
Apos o descongelamento as amostras foram examinadas pela analise computadorizada e foi
observadas diferencas (p<0,05) entre os grupos para os valores de Velocidade curvilinea
(63,07+£22,94 versus 82,29+27,84um/s), Velocidade linear progressiva (21,79+4,60 versus
26,85+9,10um/s), Velocidade média da trajetoria (36,39+9,94 versus 45,68+10,16um/s),
Linearidade (37,06£8,60 versus 31,6849,80%) e Retilinearidade (61,09+6,48 versus
56,09+7,26%) para o grupo controle e silica coloidal respectivamente. Pode-se concluir que a
centrifugacdo pré-congelamento utilizando a silica coloidal ¢ tdo eficaz quanto a
centrifugacdo seminal convencional, podendo ser uma alternativa gerando resultados

similares aos demais meios ja consagrados na literatura.

Palavras-chave: CASA, coloide, andrologia, centrifugagcdo, Androcoll.
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ABSTRACT

This study aimed to compare the canine semen characteristics after thawing of a semen
centrifuged conventionally and in colloidal silica. 36 semen samples from six healthy dogs
were evaluated about the motility, vigor, concentration, morphology and hyposmotic test. The
ejaculate was divided into two equal fractions and centrifuged in colloidal silica and by the
conventional method and subsequently cryopreserved. The centrifuged semen presented
similar results (p<0,05) between both treatment, like motility (84,72+8.44 vs 83.89+9.93%),
vigor (3.97+£0.84 vs 4.19+0.71), concentration (270.71£109.05 vs 263.71+£90.50cels/mL),
normal cells (93.60+4.24 vs 92.97+4.61%) and hyposmotic test (90.26+4.75 vs 90.53+4.42%)
for the control group and colloidal silica respectively. After thawing the samples from the two
experimental groups were examined for computerized analysis parameters and differences
(p<0.05) were observed between the groups for the Curvilinear velocity, values (63.07+£22.94
vs 82.294+27.84um/s), Progressive linear velocity, (21.79+4.60 vs. 26.85+9.10um/s), Average
velocity (36.39£9.94 vs. 45.68+10.16um/s), Linearity (37.06+8.60 vs 31.68+9.80%) and
Rectilinearity (61.09+6.48 vs 56.09+7.26%) for the control group and colloidal silica
respectively. It can be concluded that pre-freezing centrifugation using colloidal silica is as
effective as conventional seminal centrifugation, and may be an alternative generating results
similar to those already established in the literature.

Keywords: CASA, colloide, andrology, centrifugation, Androcoll.
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INTRODUCAO

O Brasil tem papel de destaque no segmento de mercado pet, segundo a Abinpet
(2017), ele ocupou a terceira colocagdo em faturamento no ano de 2016 com 5,14% do
faturamento mundial. Dessa maneira, a criagdo especializada de caes de raca se tornou uma
atividade rentdvel e como consequéncia houve necessidade de biotécnicas para melhor
aproveitamento do material genético de reprodutores caninos.

Uma das biotécnicas reprodutivas em destaque ¢ a criopreservagao do s€émen que
possibilita um melhor aproveitamento de ejaculados oriundos de um mesmo reprodutor, bem
como facilita a propagacao deste material genético para diferentes regides do planeta, mesmo
apos a morte do animal (Silva et al., 2001).

Além disso, a utilizagdo do s€émen canino congelado tem a vantagem de permitir a
manutengao da capacidade fecundante em animais de alto interesse zootécnico por um espago
indeterminado de tempo, além de resguarda-los do estresse causado pelo transporte para fins
de acasalamento (Linde-Forsberg e Forsberg, 1989).

Para amenizar as injurias provocadas pela agdo dos crioprotetores, atualmente, a
utilizacdo de coloides em uma tUnica camada para a centrifugacdo de sémen (como o
Androcoll®) tem sido estudada na proposta de melhorar a viabilidade de células espermaticas
pré-congelamento e pos-descongelamento, obtendo melhorias nos padrdes de qualidade
espermatica (Dorado et al., 2013).

O Androcoll-E® (Minitub®; Swedish University of Agricultural Sciencesd SLU,
Uppsala, Sweden) ¢ o coloide cuja formulacdo ¢ composta por silica coloidal revestida por
silano e ¢ especifico para equinos (Johannisson et al., 2009). Apoés andlises seminais, foi
observado que ele promove melhora da qualidade do sémen equino fresco (Morrell et al.,
2009a), congelado (Macias Garcia et al., 2009; Hoogewijs et al, 2011) e resfriado (Morrell et
al., 2009d; Bergqvist et al., 2011) com um tempo de preparagdo menor e processamento
menos complicado que o normalmente praticado na centrifugag¢do de gradiente de densidade
(Morrell et al., 2009b). Porém, poucos sdo os relatos destes na espécie canina, sendo
largamente utilizado na espécie equina (Hoogewijs et al., 2011).

Por esta razdo, este trabalho objetivou testar a eficacia da centrifugagdo seminal em
silica coloidal na prote¢do e manutencdo das caracteristicas de células espermaticas caninas

anteriormente ao processo de congelamento.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no laboratério de Reproducdo Animal da Universidade
José do Rosario Vellano, sob a aprovagio do parecer n° 49/2015 do Conselho de Etica
referente ao Uso de Animais da instituicdo. Foram selecionados seis caes de ragas distintas
(Pug, Pastor Alemao, Pastor Branco Sui¢o, Dogue Alemao, Daschund e Border Collie),
sadios, com idade entre 3 a 6 anos, ¢ com caracteristicas seminais em acordo com o0s
parametros estipulados pelo Colégio Brasileiro de Reprodu¢dao Animal (CBRA, 2013)

A coleta do sémen foi realizada através da técnica de manipulacao digital do bulbo,
selecionando apenas a segunda fracdo mais turva e rica em espermatozoides (Christiansen,
1986), com auxilio de um funil plastico acoplado a um tubo de coleta graduado previamente
aquecido a 37°C em placa aquecedora.

ApOs a coleta, a avaliacao da motilidade e o vigor foram feitos utilizando microscopia
oOtica, por um mesmo observador, como estabelecido por Kenney, (1983) em um escore de 0 a
100% de acordo com a porcentagem de espermatozoides moveis € de 0 a 5 de acordo com a
intensidade da movimentagao dos espermatozoides, respectivamente.

A concentracdo espermatica (nimero de espermatozoides/mL) foi realizada diluindo
10uL de sémen em 1000uL de formol salino, dispostos em hemocitometro e levados para
microscopia Otica. Foram contados os espermatozoides presentes nos cinco quadrados
diagonais e o nimero obtido foi multiplicado por cinco milhdes para que o resultado fosse
dado em numero de espermatozoides/ml.

Para o teste hiposmotico foram diluidos 10uL de sémen em 1000uL de agua, levados
para banho-maria a 37°C por 30 minutos. Apo6s isso, foram aplicados em hemocitdmetro com
um periodo de descanso por 5 minutos e contabilizados 200 espermatozoides. Aqueles que
apresentavam a cauda enrolada foram tidos como positivos no teste. (Melo & Henry, 1999).

Para a morfologia espermatica utilizou-se a preparagdo umida com o corante Rosa de
bengala, discriminando entre normais € com defeitos maiores € menores, como estabelecido
com Blom, (1973).

Foram utilizados dois meios diluentes para centrifugagdo do sémen, o Androcoll-E® e
o CaniPlus Enhance® (Minitub®; Germany) (grupo controle). Ambos foram preparados na
proporcio de 1 mL de meio para cada 100x10° de espermatozoides ja previamente aquecidos

em banho maria a 37°C.
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Para o CaniPlus Enhance®, o meio foi adicionado lentamente sobre o sémen,
percorrendo a lateral do tubo. J4 para o Androcoll-E®, o tubo contendo o meio foi inclinado a
45° e o sémen foi depositado lentamente sobre este, formando duas fases distintas e por fim,
estes foram levados para centrifugagdo. Para o Androcoll-E® a centrifugagio ocorreu a 300g
por 10 minutos e para o CaniPlus Enhance® a centrifugacio ocorreu a 700g também por 10
minutos, conforme indica¢do do fabricante para os dois meios. O sémen foi ressuspendido em
CaniPlus Enhance®, em quantidade equivalente a do sémen depositado anteriormente aos
meios. Apos esse procedimento, foram feitas as analises seminais previamente descritas.

Depois, 0 mesmo foi diluido em CaniPlus Freeze®(Minitub®; Germany) acrescido com
20% de gema de ovo de galinha para alcangar a concentracdo de 25 milhdes de
espermatozoides moveis para cada palheta de 0,25 mL. O sémen diluido foi envasado nas
palhetas a temperatura ambiente e posteriormente levado ao refrigerador a temperatura 2 a
6°C, onde permaneceu por duas horas. Apds a refrigeragdo, o sémen foi levado a cinco
centimetros do vapor do nitrogénio durante 20 minutos quando finalmente foi colocado em
contato com o nitrogénio liquido.

Uma semana ap6s o congelamento das palhetas, as amostras foram descongeladas em
banho- maria a 37°C por 60 segundos. Para garantir uma quantidade satisfatoria de sémen a
ser analisada em cada método, trés palhetas de sémen da mesma partida foram descongeladas.
Estas avaliacdes foram repetidas duas vezes para cada animal. A primeira palheta foi avaliada
logo apds o descongelamento conforme metodologia descrita abaixo:

Uma aliquota de cada amostra foi levada ao aparelho modelo Sperm Class Analyzer
SCA 5.0, Micropitc®, Barcelona, Espanha, acoplado a um microscépio de contraste de fase
com placa aquecedora (Olympus CX31, Olympus®, Tokyo, Japao). Os seguintes pardmetros
foram registrados: motilidade total, motilidade progressiva, velocidade de trajeto (VAP),
velocidade progressiva (VSL), velocidade curvilinear (VCL), amplitude de deslocamento
lateral da cabegca (ALH), frequéncia de batimento da cauda (BCF), retilinearidade (STR) e
linearidade (LIN). Para cada parametro foi utilizada a média de trés campos para a analise
estatistica. Apds a utilizacdo do CASA, foram realizados os testes de morfologia espermatica
e hiposmotico, via microscopia optica, conforme anteriormente elucidados.

Para analise estatistica os dados foram dispostos em planilhas eletronicas e submetidos as
analises de varidncia e teste de médias a 5% de probabilidade utilizando o programa estatistico

SAEG (Ribeiro Junior, 2001).
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167 RESULTADOS E DISCUSSAO

168 Os valores do sémen fresco s3o demonstrados na tabela 1. Esses valores demonstraram
169 que os animais utilizados neste experimento estavam dentro dos padrdes exigidos CBRA
170  (2013) para aptidao de congelamento seminal, onde se pode observar a motilidade média de
171 82,17+3,67%, vigor de 3,63+2,11, concentragio de 582,20+166,98x10%ptz/mL, células sem
172 defeitos morfologicos de 92,65+3,01% e, por fim, teste hiposmotico de 91,09+2,24%.

173

174  Tabela 1: Média + desvio padrao da motilidade, vigor, concentracdo, patologia e teste hiposmdtico

175  (integridade de membrana) do sémen fresco dos cées utilizados no experimento.

Coletas/animal Motilidade Vigor Concentracado Morfologia* Hiposmotico
(%) a-s) (sptz/mL) () ()
1 2 75+€21,21 441,41 42040 91+2,83 91,5+2,12
2 10 84+6,99  3,5+0,53 528,33+129,83  94,5+2,72 92,6+2,43
3 7 84,28+7,87  3,57+0,53 550+184,84  95,67+2,34 90+3,78
4 4 82,545 3,75£0,5 900+432,04  88,25+7,93 87,75+6,13
5 9 82,2248,33  3,44+0,53 601,11£189,68 91+4,47 90,44+4,39
6 4 85+5,77 3,5+0,57 493,75£119,68 95,5+2,08 94,25+1,71
TOTAL 36 82,17+3,67 3,63%+2,11 582,20+166,98 92,65+3,01 91,09+2,24
176 (*) Células integras, sem defeitos maiores ou menores, segundo CBRA (2013).
177 Nas tabelas 2 e 3 estdo dispostos os dados das variaveis referentes ao sémen

178  pos-centrifugacdo e pos-descongelamento, € evidenciou-se que em ambos 0s tratamentos nao
179  houve diferenga (p<0,05), mostrando que os tratamentos com o Androcoll-E® foi tio habil
180  para a manutengdo de células viaveis para centrifugacdo e posterior congelamento do sémen
181  assim como a centrifugacdo convencional ja utilizada com o CaniPlus Enhance®.

182 Os valores de analise morfoldgica e de integridade de membrana s3o compativeis com
183  os apresentados por Gamboa, (2016) que utilizou o Androcoll-E® para centrifugagio e
184  resfriamento de sémen equino das racas Lusitano e Sorraia, porém contrastou com os
185  resultados de Johannisson et al., (2009), e Pessoa, et al., (2016) que, trabalhando com sémen
186  de equinos, notaram que a selecdo espermatica por Androcoll-E® resultou, durante o periodo
187  de resfriamento, em maior atividade mitocondrial e viabilidade espermatica, apresentando
188  maior nimero de células normais.

189 Desta maneira evidenciou-se que a centrifugacio utilizando Androcoll-E® foi mais
190 eficiente, assim como os resultados obtidos por Hoogewijs et al., (2011), que selecionaram
191 uma populagdo de espermatozoides com maior motilidade e integridade de membrana antes

192  da criopreservacao, resultando em maior sobrevivéncia apés o descongelamento.
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Gamboa (2016) observou que ndo houve diferenca entre a motilidade do sémen fresco,
do sémen apds centrifugacdo e do sémen pds-resfriamento do cavalo da raga Sorraia,
diferentemente do cavalo Lusitano onde foram apresentadas diferencas significativas
(p<0.05), indicando assim que os resultados apresentados podem diferir de acordo com a raca.

Trabalhando com a utilizacdo da centrifugacio em camada tnica com Androcoll-C®
(Minitub®; Swedish University of Agricultural Sciencesd SLU, Uppsala, Sweden) (especifico
para a espécie canina) pré e pos-resfriamento, Galvez, (2015) concluiu que a centrifugacao
pos-resfriamento ¢ mais eficiente que a centrifugagao pré congelamento ou quando realizada
em ambas as situagdes, porém ndo houve diferenca significativa (p<0,05) entre os valores
obtidos da motilidade e morfologia espermatica das amostras que foram centrifugadas
convencionalmente daquelas que passaram pelo coloide antes do procedimento de
refrigeragdo, assim como os resultados obtidos no atual trabalho com a criopreservagao.
Porém, houve maior sele¢do (p<0,05) de células com a membrana plasmatica intacta no
sémen tratado com o Androcoll-C® em relagio ao ndo tratado, contrariando os resultados
apresentados neste trabalho, visto que ndo houve diferenca na integridade de membrana entre
os espermatozoides tratados ou nao.

Os resultados médios de motilidade e vigor apos descongelamento foram maiores que
os observados por Silva et al., (2000), que trabalharam com vérias propor¢des de glicerol e
gema de ovo, passando desde 10 e 20% de gema e 4, 6 e 8% de glicerol em meios a base de
agua de coco e meios a base de Tris. Ainda comparando com resultados obtidos com
congelamento utilizando agua de coco, Montezuma Jr et al., (1994) apresentaram resultados
semelhantes ao presente trabalho.

Os dados de motilidade e vigor obtidos pela analise de sémen computadorizada
assemelham-se aos encontrados por Santos, (2003), embora os dados obtidos no atual trabalho
sejam ligeiramente superiores, ja que em ambos foram observados reducao da motilidade e do
vigor espermatico apos o descongelamento do s€émen criopreservado com meios a base de tris
acrescidos de 20% de gema de ovo de galinha, sendo que Santos, (2003) obteve a média de
45,5% de espermatozoides moveis e 2 de vigor

Os resultados de motilidade ap6s descongelamento demonstrados por Santos et al.,
(1999) utilizando Tris foram de 36,75+20,49% sendo superiores que os meios contendo
glicina (32,30+8,12%), 11% de lactose (10,27+6,19%), 12% de leite desnatado e 1,2% de
glicose, citrato de sodio e fostato (3,98+4,52%) e citrato (1,67+1,65%), ainda assim, os dados
obtidos nesse presente estudo foram superiores, possivelmente devido a falta de utilizagao da

gema de ovo que ndo foi utilizada no pré-congelamento do trabalho descrito. Em



227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243

244
245
246
247
248
249

250

251
252
253

contrapartida, os resultados obtidos neste experimento ficaram aquém dos encontrados por
Farstad & Andersen-Berg, (1989), Morton & Bruce, (1989), Silva & Verstegen, (1995) e
Chirinéa et al., (2006) que observaram uma motilidade maior que 60% no sémen
descongelado, utilizando o meio a base de Tris. Dessa forma, mais uma vez fica indicado que
o meio a base de Tris a 6% de crioprotetor ¢ 20% de gema de ovo promove melhores
caracteristicas das células espermaticas,, independentemente se ocorreu ou nao centrifugacao
em Androcoll-E®.

O sémen obtido apds o descongelamento, segundo Concannon & Batista, (1989) pode
ser utilizado para a inseminacdo artificial, visto que preconizaram um minimo de motilidade
de 30% para a realizagdo de tal procedimento. Isto é, mesmo com a queda da motilidade
evidenciada nas amostras pds-descongelamento, o s€émen em ambos os tratamentos pode ser
utilizado para a inseminacgdo artificial, visto que apresentou para CaniPlus Enhance® e

Androcoll-E®, 52,6+18,89 e 47,8+22,47% de células moveis, respectivamente.

Tabela 2: Média + desvio padrdo da motilidade, vigor, concentragdo, patologia e teste hiposmotico

(integridade de membrana) apds a centrifugacido do sémen de seis cdes em CaniPlus Enhance® e

Androcoll-E®.

Tratamento Motilidade Vigor Concentracio Patologia Hiposmético
() a-s (sptz/mL)* (Yo)** (Vo)

36 Enhance 83,890+49,93 4,19+0,71  263,71£90,50  92,97+4,61 90,53+4,42
36 Androcoll ~ 84,72+8,44 3,97+0,84 270,71+109,05  93,60+4,24 90,26+4,75

72 TOTAL 84,04+9,16  4,08+0,78  267,21+£99,54  93,2844,40 90,39+4,55

(*) n=35 para ambos os tratamentos;
(**) n=34 ¢ 35 para Enhance ¢ Androcoll, respectivamente;

(***) n=35 para Androcoll.

Tabela 3: Média + desvio padrdo da motilidade, vigor, concentragdo, patologia e teste hiposmotico

(integridade de membrana) apds o descongelamento do sémen de seis cdes em CaniPlus Enhance® e

Androcoll-E®

Tratamento Motilidade Vigor Patologia  Hiposmotico
(Yo)* a-s (Yo)** (%)
36 Enhance 52,6£18,89  3,11+0,62 90,63+5,21 75,16+6,84
36  Androcoll 47,8+22.47  2,75+0,69  90,27+5,37  75,55+7,29
72 TOTAL 50,214£20,75 2,93+0,68  90,45+5,25 75,36+7,02

(*) Valores obtidos através da analise computadorizada de sémen (CASA)

(**) n=33 para ambos os tratamentos.
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Em relacdo as analises computadorizadas para averiguagcdo dos parametros em sémen
de cdo, Galvez, (2015), observou que os valores de VCL (123,46+0,56 vs 127,08+0,59um/s),
VSL (75,42+0,46 vs 82,94+0,51um/s), VAP (95,17+£0,50 vs 101,41+£0,53um/s), eram
significantemente maiores (p<0,05) apds o processamento com o Androcoll-C® quando
comparados com as amostras que ndo passaram pelo tratamento, o que diverge dos dados
obtidos e apresentados na tabela 5, onde tais variaveis apresentaram diferenca para aquelas
amostras que foram centrifugadas com Androcoll-E®. Entretanto os valores encontrados para
o grupo controle e silica coloidal, respectivamente, de LIN (51,43+0,18 vs 55,914+0,20%) e
STR (69,52+0,18 vs 72,47+0,20%) coincidem com os encontrados.

Um decréscimo nos valores da motilidade total (95,06+0,01 vs 78,00+0,03%) ¢
progressiva (67,44+0,03 vs 43,83+0,03%), VCL (133,71+£4,04 vs 106,014+5,96um/s), ALH
(4,36+0,15 vs 2.76£0,15um) e BCF (7,84+0,19 vs 7,09+0,21Hz) apods congelamento
utilizando de CaniPRO Freeze® ((Minitub®; Germany) foi notado por Dorado et al., (2013).
Apds o congelamento, ainda centrifugou o sémen descongelado com Androcoll-C® e obteve
como resultados um aumento em motilidade total (78,00+0,03 vs 91.994+0,01%) e progressiva
(43,83+0,03 vs 62.27+0,03%), VCL (106,01£5,96 vs 122,244+5,70um/mL), ALH (2,76+0,15
vs 3,58+0,21um) e BCF (7.09+0.21 vs 8,13+0,18Hz), notou-se que a variavel ALH obteve
resultados superiores (p<0,05) entre o sémen descongelado sem qualquer tratamento e o
sémen descongelado com centrifugacdo posterior com o Androcoll-C®. Ainda observaram
uma diminuicdo no numero de células anormais quando o sémen descongelado foi
centrifugado no coloide (28,47+8,17%) quando comparado com o sémen descongelado sem
nenhum tratamento (38,75+6,00%), embora mais discretos, este perfil também foi encontrado
no atual trabalho um niimero maior de células sem defeitos morfologicos quando houve a
centrifugagdo com Androcoll-E®. Embora exista diferenca na metodologia, esses dados sdo
uteis para demonstrar a capacidade da centrifugagdo em coloides em elevar parametros
seminais importantes em caes.

Trabalhando o congelamento seminal com 20% de gema acrescidos em CaniPlus
Freeze® apds centrifugagdo convencional do sémen, Sichtaf et al., (2016) obtiveram maiores
resultados de VAP (114,76 + 0,45um/s) ,VCL (153.81 + 0.61um/s), VSL (108,91 =+
0,451um/s), LIN (67,92 £+ 0,17%), STR (90,46 + 0,14%), ALH (7,53 + 0,04 um) ¢ BCF
(15,69 £ 0,06Hz) que os obtidos no presente trabalho. Tais valores podem ter sido superiores
devido ao meio que foi utilizado para a centrifugacio, visto que tanto o CaniPlus Enhance® e
Androcoll-E® sd3o meios que aumentam o metabolismo das células espermaticas devido a

maior atividade mitocondrial, o que acarreta em maior prazo um decréscimo nos parametros
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seminais. Além disso, o tempo e a for¢a de centrifugagdo utilizados por esses pesquisadores
foram menores que o utilizado nesse trabalho (700g por 5 minutos) o que ocasiona menores
danos a essas células.

Tabela 4: Média + desvio padrao dos parametros de progressdo e velocidade do CASA apos o

descongelamento do sémen centrifugado em CaniPlus Enhance® e Androcoll-E®

Tratamento Estaticos Nao Progressiv  Rapidos Médios Lentos (%)
(%) progressivos os (%) (%) (%)
(%)

34
31

Enhance 46,42+19,28  48,18+19,67  5,50£547  6,71+5,48  8,74+5,23  39,84+18,25
Androcoll 51,024£24,26  43,21+£22,23  5,78+10,81  5,16+£8,23  6,15£6,30  37,67+21,81

65

TOTAL 48,62+21,75  45,81£20,91  5,63+£8,38  5,97+£6,92  7,50+6,00  38,80+19,90

293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316

Santos, (2016) separou partidas de sémen bovino por quartis superior ¢ inferior de
acordo com as caracteristicas espermaticas e notou maiores valores de motilidade total (72,18
+ 0,76%) e motilidade progressiva (50,45 + 1,44%) para sémen de baixa fertilidade (que
resultou taxas de prenhez < 50%) do que de alta fertilidade, onde observou uma motilidade
total de 56,95 + 6,54% e motilidade progressiva de 34,85 £ 0,85%. Concluiu entdo que os padrdes de
qualidade de partidas de s€émen com diferente fertilidade podem apresentar valores semelhantes nas
caracteristicas seminais avaliadas, além disso, pode haver diferenga na qualidade espermatica entre as
partidas que ndo influenciam a fertilidade. Assim, necessita-se de outras analises mais precisas para a
investigacdo dos fatores causadores de falha na fertilidade em algumas partidas de sémen.

O VCL ¢ fundamental para a formagao do reservatorio de espermatozoides na juncao
utero-tubarica em camundongos (Olds-Clarke, 1996), que VCL e VAP tem papel na
capacidade dos espermatozoides em penetrar o muco cervical (Robayo, 2008) e de fertilidade
do sémen descongelado de touros (Gillan, 2008) ¢ humanos (Van Den Bergh, 1998). Em
contrapartida, Florez-Rodriguez, (2017), evidenciou maiores valores de VCL, VAP ¢ ALH
em sémen bovino de baixa fertilidade quando comparado com sémen de alta fertilidade.
Segundo o autor, estas alteragdes no padrao de movimento espermdtico podem indicar o

inicio da capacitagdo espermatica precoce, o que nao ¢ desejado.
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317 Tabela 5: Média = desvio padrio de pardmetros cinéticos obtidos pelo CASA apds o
318  descongelamento do sémen centrifugado em CaniPlus Enhance® e Androcoll-E®

319

N  Tratamento VCL VSL VAP LIN (%)* STR (%)* al;g

(um/s)* (nm/s)* (nm/s)* BCF (Hz)

34 Enhance 82,29+27.8 26,85+£9,10 45,68+10,16 31,68+9,80 56,09+7,26 3,38+1,17 6,75£3,56

43. a

31 Androcoll  63,07422,9 21,79+4,60 36,39+£9,94° 37,06+8,60 61,09+6,48 3,04+1,30 7,1444,93
4 b b b

65 TOTAL 73,13£27,2  24,43£7,69 41,18+11,02 34,29+£9,55 58,51+£7,29 3,29+£1,23 6,94+4,24
0

320 (*) Dados na mesma coluna diferem por ANOVA (P<0,05)

321 VCL = Velocidade Curvilinea; VSL = Velocidade Linear Progressiva; VAP = Velocidade Média de
322 Trajetoria; ALH = Amplitude de deslocamento lateral da cabeca; BCF = Frequéncia de batimento
323 flagelar cruzado; STR = Retilinearidade e LIN = Linearidade.

324 CONCLUSAO

325 Pode-se concluir que a centrifugacdo pré-congelamento utilizando a silica coloidal ¢
326  tdo eficaz quanto a centrifugagcdo seminal convencional, podendo ser uma alternativa, gerando
327  resultados similares aos demais meios ja consagrados na literatura.
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