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1. INTRODUCAO

Existe um crescente interesse no congelamento de sémen canino, devido a
facilidade de troca e preservacdo de material genético e controle sanitario.
Entretanto, as células espermaticas quando submetidas a processos de
congelamento e descongelamento, sdo expostas a variacdes de temperatura que
levam ao choque térmico, resultando em alteracdes na estrutura e funcionalidade da
membrana plasmatica [3], o que leva a prejuizos para a motilidade e morfologia
espermatica, principalmente do acrossoma [9]. Assim, é recessaria a adicdo aos
diluentes de substancias crioprotetoras, como a gema de ovo ou lipoproteina de
baixa densidade (LDL) [5]. Estes s&o agentes eficientes na protecdo dos
espermatozoéides contra danos de choque térmico, preservando a fertilidade
espermatica apos congelamento [15, 18], possibilitando a manutencdo da
capacidade fecundante da célula espermatica, para minimizar os efeitos negativos
do resfriamento ou criopreservacdo de sémen canino, bem como de substancias
com atividade tamponante que evitem variacoes de pH, propiciando presséo
osmotica e concentracdes de eletrdlitos dentro dos parametros fisiolégicos do sémen
canino [3, 8].

No entanto, a gema de ovo representa um risco em potencial de
contaminacdo do diluente por microorganismos ou outras substancias presentes,
além desta diminuir a motilidade espermatica [14] e dificultar a respiracdo celular
[20].

A lipoproteina de baixa densidade (LDL) representa 68% da gema do ovo,
sendo constituida de triglicerideos, colesterol, fosfolipideos e proteinas, o que lhe
confere a propriedade de ser um protetor das membranas celulares, podendo ser
purificada e incluida nos diluentes para conservacdo de sémen [1]. Estudos
realizados mostraram que a LDL é a responsavel pelo efeito crioprotetor da gema do
ovo e pela manutencdo da motilidade espermatica apés o armazenamento [4, 12,
14, 16, 21] prevenindo a perda de fosfolipidios pela membrana e aumentando a
tolerancia ao choque térmico, além de interagir com as proteinas BSP Al e A2
presente no plasma seminal evitando a saida de lipidios da membrana espermética.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia da substituicdo da gema
do ovo por diferentes concentracdes de LDL, adicionadas ao diluente TRIS-Glicose,
como um crioprotetor das células esperméaticas no processo de congelamento e
descongelamento de sémen canino.
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2. MATERIAL E METODOS

EL

Foram utilizados dois cdes da raca Pastor Aleméao, pertencentes ao Canil: cfa

Brigada Militar da cidade de Pelotas, sendo que os animais mantiveram sua dieta e
rotina normal.

Para a extracdo da LDL, os ovos, previamente desinfetados com alcool, foram
guebrados manualmente e a gema separada da clara. Apés a separacdo, cada
gema era rolada sobre um papel filtro para a remocao da chalaza e de restos de
clara aderidos a membrana da gema. Esta entdo, era rompida com uma agulha e
coletada em um becker imerso no gelo. Posteriormente, realizava-se a diluicdo da
gema em solucéo salina isotbnica (0,17M NaCl) homogeneizando a mistura durante
1 h. Logo apos, centrifugava-se a 10000 g por 45 min a 4°C. Apés coletado o
sobrenadante, epetia-se a operacdo para a completa remocao dos gréanulos. O
sobrenadante oriundo da segunda centrifugacéo foi fixado e controlado o pH em 8,7
sendo misturado com 40% de sulfato de aménia durante 1 h a 4°C. Apds, realizava-
se outra centrifugacdo a 10000g a 4°C por 45 min separando o sobrenadante do
sedimento. O sobrenadante desta centrifugacéo foi dializado por um periodo minimo
de 6 h em agua destilada, para a eliminacdo do sulfato de aménia. A solu¢do obtida
era centrifugada e o sobrenadante rico em LDL era coletado. Entao foi realizada a
analise de matéria seca para determinar a quantidade a ser adicionada ao
diluente As coletas de sémen foram realizadas através da técnica de manipulacéo
digital [2], sendo coletados quatro ejaculados de cada animal num intervalo de 72 h.
Imediatamente apds a coleta, foram avaliados motilidade e vigor espermaticos.
Foram utilizados no processo de congelamento somente os ejaculados com
motilidade ? 80 e vigor ? 4 e freqiiéncia de anormalidades inferior a 20%. O sémen
fresco foi diluido em Tris-glucose na propor¢cdo 1:2 a temperatura de 30°C e
resfriado até a temperatura de 20°C, sendo centrifugado a 800 xg por 5 m, sem
variacbes na temperatura. O sobrenadante foi retirado e o pellet de sémen
ressuspendindo em 1 ml de Tris-glucose, e dividido em quatro aliquotas (0,25 ml) e
adicionados a 0,25 ml dos diferentes tratamentos: tris glucose com gema de ovo
40% (T1), Tris-glucose com LDL 12% (T2), 16% (T3) e 20% (T4), ficando estes
tratamentos na concentracao final de 20%, 6%, 8% e 10%, respectivamente. As
amostras foram submetidas a resfriamento lento durante 2 h, imersas em agua, até
chegar a temperatura de 5°C. ApOGs atingir 5°C, era adicionado o diluente de
congelamento especifico para cada tratamento, suplementados com 10% de glicerol,
ficando ao final na concentracdo de 5%. Passado 10 minutos era envasado em
palhetas de 0,25 ml e estas colocadas no vapor de Nitrogénio liquido (N2l), a 5 cm
de distancia, durante 10 min e, logo em seguida, armazenadas em botijdes com Nx|.

O descongelamento era realizado, no minimo dois dias apds o congelamento,
em banho-maria a 70 °C por 6 segundos e diluido 1:4 em Tris-Glucose a 37°C,
sendo avaliados motilidade e morfologia espermaticas e funcionalidade da
membrana através do choque hiposmaético (Chipo). A avaliacdo do efeito dos
tratamentos foi realizada através de analise de variancia com medidas repetidas,
com comparacdo das médias pelo método LSD (Statistix’ ).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
N&o foi observada diferenca significativa entre os tratamentos, no sémen fresco
e poés-diluicdo, nos parametros de motilidade e morfologia. Apdés o
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descongelamento, observou-se que a motilidade no T1 foi inferior (P<0,01)
demais tratamentos e que estes nao diferiram entre si. Apesar da motilidade € g,;
reduzida no T1, T2, T3 e T4 (Tabela 1), ao descongelamento, esta se manteve.na;:
faixa aceitavel para a realizacdo da Inseminacédo Atrtificial [3], assemelhando-se aos
resultados obtidos em outros protocolos [6, 13, 19]. O decréscimo na motilidade
deve-se a uma soma de fatores como o choque térmico provocado pela queda da
temperatura [7], a acdo do glicerol, devido ao limite estreito entre seus efeitos
toxicos e protetores sobre a célula [5], ou seja, devido aos danos oriundos dos
proprios processos de congelamento e descongelamento.

Tabela 1 — Média da motilidade (%) do sémen canino fresco, pré-congelamento e
descongelamento.

Tratamento Sémen Fresco Pré congelamento  Descongelamento
T1 852 76,252 45,00 @
T2 852 77,502 60,00°
T3 852 78,752 62,50°
T4 852 80,002 60,00°

Letras diferentes em uma mesma coluna indicam diferenca estatistica (P<0,01)

Na avaliacdo de integridade de membrana (Fig. 1), T2, T3 e T4 nao diferiram
(P>0,05) entre si e foram superiores (P<0,05) ao T1. Esta avaliacdo demonstra que
a membrana ficou intacta nestes espermatozéides, apés o descongelamento, pois,
em caso de alteracdes, a mesma nao responderia ao Chipo [17], 0 que apresenta
impacto na eficiéncia do processamento seminal, pois a célula espermatica
necessita estar com sua membrana funcional para viabilizar o sémen garantido
assim o sucesso da fertilizagéao [10, 11].
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Figura 1 - Medias da integridade de membrana (%) ap6s o descongelamento do
sémen canino conservado nos quatro tratamentos.

4. CONCLUSOES
Os resultados deste experimento demonstram que a utilizacdo do LDL melhora o
efeito crioprotetor em relacdo a gema de ovo, no congelamento do sémen canino,
pois a motilidade e a funcionalidade da membrana pdés-descongelamento foram
superiores nos tratamentos com LDL.
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