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RESUMO

O objetivo geral deste trabalho foi analisar o efeito da radiacdo vermelha de baixa intensidade sobre
alguns parametros cinéticos do espermatozoide canino criopreservado. Ejaculados de oito cdes adultos
foram centrifugados, rediluidos em meio tris-gema de ovo com 6% de glicerol, e, posteriormente,
fracionados em: T1: incidéncia de radiacdo vermelha (660 NM) (Fisioled — Mmoptics — 100mW) por 60
segundos, antes do resfriamento e ap6s a descongelacdo; T2: incidéncia somente antes do resfriamento;
T3: incidéncia somente apds a descongelacdo; e T4: sem incidéncia. Apds a descongelacdo, as amostras
foram submetidas ao TTR utilizando-se Sperm Class Analyzer®. No TTRO, TTR60 e TTR90, ndo houve
diferenca entre as varidveis analisadas pelo CASA. Somente no TTR30 os efeitos da incidéncia da
radiacdo vermelha foram evidentes e significativos em T1 e T2; T1 resultou em baixa MT (12,5 + 10,6%)
e T2 determinou o melhor resultado de MT 40,3 + 26,1%. De forma similar T1 apresentou maior nimero
de espermatozoides estaticos (77,5+28,9%) em relagdo ao T2 (50,6+28%). Concluiu-se que a dupla
incidéncia de radiacdo vermelha de baixa intensidade antes do resfriamento e apds a descongelacéo teve
efeito deletério sobre a motilidade do espermatozoide canino, expressa principalmente aos 30 minutos
apos descongelagéo.
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ABSTRACT

The aim of this study was to analyze the effect of low intensity red light on some kinetic parameters of
cryopreserved canine sperm. Ejaculates from 08 adult dogs were centrifuged, diluted in Tris-egg yolk
with 6% glycerol, and subsequently separated into: T1: incidence of red light (660 nm) (Fisioled -
MMOptics - 100mW) for 60 seconds before the cooling and after thawing, T2: just before cooling, T3:
only after thawing, and T4: no incidence. After thawing the samples were subjected to TTR using Sperm
analyzer®. In TTRO, TTR60 and TTR90 there were no differences between the variables analyzed by
CASA. Only in TTR30 the effects of the incidence of red light were visible and significant in T1 and T2.
T1 resulted in low MT (12.5 £10.6%) and T2 determined the best result of MT 26.1%+40.3. Similarly T1
showed a higher number of static spermatozoa (77.5+28.9%) compared to T2 (50.6+28%). We concluded
that the double incidence of low intensity red light, before cooling and after thawing, had a deleterious
effect on canine sperm motility expressed at 30 minutes after thawing.
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INTRODUCAO

As biotecnologias reprodutivas, como o0
congelamento de sémen, permitiram o avango
genético de ragas, por meio da troca de material
entre localidades distantes, bem como a
preservacdo de germoplasma de espécies em
processo de extin¢do, ou de interesse zootécnico.

Para o sucesso da técnica de inseminacdo
artificial, um fator determinante é a qualidade
seminal pds-descongelamento. Dessa forma, sdo
necessarios alguns cuidados, como: adi¢do de um
bom diluidor, binbmios de tempo e temperatura
de congelacdo-descongelacéo corretos,
armazenamento e manipulagdo adequados. Além
disso, os Gltimos estudos tém apontado para a
possibilidade de melhorar o0s pardmetros
espermaticos e, assim, a qualidade do sémen, por
meio da radiacdo vermelha de baixa intensidade
(Ocafia-Quero et al., 1997; Cohen et al., 1998;
Corral-Baqués et al., 2005; Laffaldano et al.,
2005; Laffaldano et al., 2007; Brand&o, 2008).

O uso da radiacdo sobre células espermaticas foi
proposto com o intuito de aumentar a motilidade
de espermatozoides e, consequentemente, sua
capacidade de fertilizacdo. Acredita-se que a
radiacdo interfira na cadeia respiratoria das
mitocdndrias, aumentando a producdo de energia
(ATP), bem como no contelGdo celular de
aminodcidos livres, causando incremento de
motilidade, induzindo reacdo acrossomal e
reduzindo a mortalidade de células espermaticas
in vitro (Ocafa-Quero et al., 1997; Laffaldano et
al., 2007; Corral-Baqués et al., 2009).

Trabalhos encontrados na literatura se referem a
utilizagdo do laser (Light Amplification
Stimulation Emission Radiation) como fonte de
radiacdo de baixa intensidade em diferentes
espécies, com o0 objetivo de melhoria da
gualidade seminal. Porém, nesses estudos, ndo se
observou homogeneidade dos resultados, sendo
estes, por vezes, controversos. Estudos com a
utilizagdo do LED (Light Emission Diode), como
fonte de radiacdo de baixa intensidade, ndo
foram encontrados na literatura pesquisada. Por
esse ser um aparelho recentemente empregado na
medicina veterinaria, de mais baixo custo e
menor consumo de energia, além de estar sendo
empregado em outras terapias, com éxito, em
substituicdo ao uso do laser, propds-se estudar o
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efeito do LED sobre a qualidade do sémen de
caes, aplicando-o em diferentes momentos.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido entre os meses de
fevereiro de 2010 e maio de 2011. O sémen foi
obtido de oito cédes adultos de diferentes racas
(Bull Mastif, Pastor Canadense, Scothish Terrier,
SRD, Buldogue Inglés e Golden Retriever),
mantidos sob manejo padronizado, de canil
particular/comercial da cidade de Betim, com
idades variando de um a trés anos.

O metodo de coleta realizado foi a manipulacéo
peniana com auxilio de luva de palpagdo, cortada
e vedada (com uso de seladora) de modo a
formar um “cone”, ao final do qual foi acoplado
um tubo falcon acoplado (Valle et al., 2012). Por
essa metodologia, as fragdes de sémen foram
coletadas até que se observasse a ejaculagdo da
terceira fracdo, sendo o ejaculado imediatamente
submetido a centrifugacdo. Coletou-se um
ejaculado de cada cdo, e cada ejaculado foi
considerado uma repeticdo, totalizando oito
repeti¢des. Cada ejaculado foi centrifugado a
800G/15 minutos. Removeu-se o sobrenadante e
realizou-se rediluicdo em meio Tris-Gema de
ovo, aquecido a 37°C, com 6% de glicerol,
visando ao volume final de 6mL.

O referido experimento, com a descricdo de
todos os procedimentos que seriam realizados
com os animais, foi submetido ao Comité de
Etica no uso de Animais da PUC Minas (CEUA
PUC Minas — Protocolo 019) e aprovado.

A fonte de radiacdo vermelha utilizada foi o LED
de baixa intensidade (diodo emissor de luz), com
660nm de comprimento de onda (Fisioled —
Mmoptics) com poténcia de 100mW. Foi
estabelecida densidade de energia (dose) de 6
Jlem? durante 60 seg, sendo realizadas duas
incidéncias, em sequéncia, de mesma dose e
tempo. Todas as irradiacBes foram feitas nas
amostras em um becker de vidro de 50mL (de
5cm de didmetro) a uma distancia, entre ponteira
do aparelho e coluna de liquido (sémen), de
45cm. O becker foi envolto com um
emborrachado preto a fim de evitar a exposi¢cdo
do manipulador e a perda de energia através do
vidro.
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Os tratamentos estabelecidos foram: incidéncia
de radiagdo vermelha antes do resfriamento e
ap6s a descongelacdo (T1); incidéncia de
radiacdo vermelha apenas antes do resfriamento
(T2); incidéncia de radiagdo apenas apés a
descongelacdo (T3); sem incidéncia de radiacdo
vermelha (GC).

Os tubos falcon foram colocados em becker de
50mL contendo 30mL de agua a temperatura
ambiente, a fim de retardar a queda de
temperatura, proporcionando uma curva de
resfriamento de 0,14°C/min. Apo6s duas horas de
curva, os tubos foram mantidos no vapor da
caixa (5°C) para tempo de equilibrio de 60min.
Apos esse tempo, as amostras foram envasadas
em palhetas de 0,25mL e congeladas segundo
metodologia descrita por Silva et al. (2003). As
palhetas foram dispostas horizontalmente em
uma caixa térmica de isopor contendo nitrogénio
liquido por 10 minutos, a 5cm acima do nivel de
nitrogénio, e, entdo, mergulhadas no nitrogénio e
armazenadas a temperatura de -196°C, mantidas
por um periodo minimo de sete dias antes de
serem descongeladas. Todas as palhetas foram
descongeladas a 38°C por 30 segundos.

As amostras foram avaliadas subjetivamente
guanto & motilidade espermatica total (MT), a
motilidade espermatica progressiva (MP) e ao
vigor espermatico (V) imediatamente ap6s a
coleta do sémen e apds a incidéncia da radiagdo
vermelha, antes do resfriamento.

Apb6s a descongelacdo, as amostras também
foram avaliadas quanto a longevidade
espermatica usando-se 0 teste de
termorresisténcia (TTR) (Manual..., 1998), com
leitura feita em sistema computadorizado de
anélise de sémen nos tempos de Omin, 30min,
60min e 90min  pods-descongelacdo. O
equipamento utilizado foi o Sperm Class
Analyser® (SCA®), acoplado a um microscopio
de contraste de fase. No minimo trés imagens de
cada amostra foram obtidas para andlise. Os
pardmetros de motilidade estudados foram:
velocidade curvilinear (VCL), velocidade
progressiva (VSL), velocidade média da
trajetéria  (VAP), retilinearidade  (STR),
coeficiente linear (LIN), deslocamento lateral da
cabeca (ALH), frequéncia de batimento flagelar
cruzado (BCF), espermatozoides estaticos, com
motilidade progressiva, ndo progressiva e total,
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espermatozoides de velocidade rapida, média e
lenta.

A andlise estatistica realizada foi primeiramente
descritiva, apresentando os valores de média e
desvio-padrdo da motilidade total, progressiva e
do vigor das leituras subjetivas realizadas
imediatamente ap6s a coleta e apds a radiacao
antes do resfriamento.

De forma similar, todos os parametros de
motilidade analisados pelo CASA, durante o
periodo de zero a 90mim pods-descongelagao,
foram descritivamente apresentados (média,
desvio-padrdo), em intervalos de 30 minutos. O
delineamento experimental foi de blocos ao
acaso, considerando o cdo como bloco.
Entretanto, os valores obtidos ndo apresentaram
distribuicdo normal, e, por isso, empregou-se
andlise ndo paramétrica.As médias foram
comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis em
cada tempo (Omin, 30min, 60min e 90min pos-
descongelacdo).

Quando se observou diferenca significativa entre
variaveis, os valores médios foram comparados
de 2 a 2 pelo teste de Mann-Whitney. Para o
nivel de significancia, foi feito o indice de
corre¢do de Bonferroni, alterando o nivel de
significancia (p) a fim de evitar erros derivados
da multipla comparagé&o.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As médias dos valores de MT, MP e V,
analisadas subjetivamente apds a coleta de
sémen, foram, respectivamente, 76,9+12,5%,
72,5+£11,6% e 3,6+0,7. Apo6s diluicdo e antes da
incidéncia de radiacdo, os valores médios foram
73,1+£10,7%, 66,9+11,3% e 3+0,6. Esses valores
estdo proximos dos valores descritos para a
espécie canina em relacdo a sémen fresco
(Bueno, 2000).

Imediatamente apés o descongelagdo (tempo 0
min), ndo houve diferenca significativa entre 0s
diferentes tratamentos (P>0,05), em nenhum dos
pardmetros analisados pelo CASA (Tab. 1). Em
estudo da incidéncia de radiagdo laser em sémen
de peru, Laffaldano et al. (2005) também n&o
encontraram diferencas entre o grupo irradiado e
o0 controle nas amostras avaliadas imediatamente
apoés a incidéncia. Os autores atribuiram essa
falta de efeito positivo ao fato de a
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bioestimulacdo requerer um periodo de tempo
minimo para que a célula possa obter do meio
metabolitos essenciais, que sdo necessarios as
reacbes em que a irradiagdo estd envolvida,

poténcias de laser He-Ne, numa dose de
3,34J/cm?, encontraram aumentos significativos
nos valores de VCL, VSL, VAP, LIN e WOB,
imediatamente apdés a incidéncia, sendo esta

percebido na leitura de motilidade. Entretanto,
Corral-Baqués et al. (2009), ao analisarem sémen
fresco de cées irradiados com diferentes

questdo do efeito, ser imediato ou ndo,
controversa.

Tabela 1. Médias (x DP) dos parametros analisados pelo CASA, para espermatozoides caninos
criopreservados, processados com e sem irradiacdo LED, imediatamente ap6s a descongelacdo (tempo 0

min)

Caracteristicas T1 T2 T3 GC
Static 61,92 +25,12 43,4 +28,19 55,63 + 24,63 41,38 +33,18
NP 29,8 +16,62 45,78 +21,83 35,13 +17,31 44,15 + 22,80

P 8,28 +10,49 10,82 +11,36 9,24 +9,75 14,48 +1191
MT 38,08 +25,12 56,6 *28,19 4437 +24,63 58,62 + 33,18
Rapid 3,05 5,25 512 +7,16 2,68 +3,36 7,87 +£10,40
Med 6,31 +7,44 8,7 +7,84 7,96 *8,27 11,04 +10,80
Slow 28,72 +15,45 42,78 +18,82 33,73 +15,96 39,72 +18,99
VCL 34,7 £11,92 37,57 +12,83 38,03 +9,52 42,63 +16,19
VSL 20,79 + 8,66 20,82 +9,39 235 +7,85 24,6 +9,50
VAP 25 +9,93 26,15 +10,18 28,09 +8,46 30,2 +£11,78
LIN 59,22 +7,20 54,96 + 12,55 61,15 +13,76 58,15 +7,86
STR 82,82 +3,21 78,52 +8,83 82,62 +7,09 81,73 +5,74
ALH 2,11 +1,28 247 111 196 +1,12 26 +1,20
BCF 9,09 +5,26 9,75 +3,97 8,98 +5,08 9,890 4,24

T1: incidéncia de radiagdo vermelha antes do resfriamento e ap6s a descongelacdo; T2: incidéncia de radiagdo
vermelha apenas antes do resfriamento; T3: incidéncia de radiacdo apenas ap0s a descongelagdo; GC: sem incidéncia
de radiacdo vermelha. Static — espermatozoides estaticos; NP — motilidade ndo progressiva; P — motilidade
progressiva; MT — motilidade total; Rapid — espermatozoides rapidos; Med — espermatozoides com velocidade
média; slow — espermatozoides com velocidade lenta; VCL — velocidade curvilinear; VSL — velocidade progressiva;
VAP — velocidade média do trajeto; LIN — linearidade; STR - retilinearidade; ALH — amplitude do deslocamento
lateral da cabecga; BCF — frequéncia de batimento flagelar. (P>0,05)

(Fonte: SCA® - Avaliagdo gerada pelos autores).

Na Tab. 2, podem ser observadas diferencas
entre os tratamentos com incidéncia de radiacdo
antes do resfriamento e apdés a descongelacdo
(T1) e o tratamento com incidéncia apenas antes
do resfriamento (T2), na avaliagio aos 30
minutos apos a descongelagdo. Essas diferencas
foram significativas nos pardmetros de MT,
nimero de espermatozoides estaticos, motilidade
ndo progressiva e espermatozoides lentos (p=
0,004). Esses resultados sugerem que a
incidéncia de radiacdo antes do resfriamento e
apos a descongelacdo provoca efeitos deletérios
na motilidade do espermatozoide canino em
relagdlo & incidéncia apenas antes do
resfriamento. Acredita-se que esse achado seja
devido a um processo de aceleracdo do
envelhecimento da mitocdndria, por uma
superestimulacdo da respiracdo mitocondrial,
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uma vez que a radiacdo luminosa provoca um
aumento na producdo de ATP (Laffaldano et al.,
2005). Dessa forma, quando a célula espermatica
foi submetida a duas séries de radiacdo (mesmo
que em momentos diferentes), foi observado
significativo declinio da MT espermatica ao
longo do tempo (leitura aos 30 minutos apés a
incidéncia de radiagdo), reduzindo a velocidade
de deslocamento e, inclusive, determinando
maior percentual de morte celular, representado
por um maior ndmero de espermatozoides
estaticos. O nimero de espermatozoides estaticos
do grupo tratado com radiacdo antes do
resfriamento e apds a descongelagdo (T1)
também foi significativamente maior que aqueles
tratados sem a incidéncia de radiacdo (T4),
reforcando a ideia de aceleragdo do
envelhecimento mitocondrial.
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Tabela 2. Médias (x DP) dos parametros analisados pelo CASA, para espermatozoides caninos
criopreservados, processados com e sem irradiagdo LED, 30 minutos ap6s a descongelagdo

Caracteristicas T1 T2 T3 GC
Static 77,53 +2891a 50,63 +27,99b 66,37 +30,33ab 45,05 +3511b
NP 10,47 +758a 34,49 +20,92b 21,27 +17,75ab 31,44 +27,05ab
P 2 +357 579 7,17 3,27 £5,23 533 +6,49
MT 12,47 +10,63a 40,28 +26,07b 24,54 + 22 40ab 36,77 +32,67ab
Rapid 0,37 +0,93 1,15 +1,89 1,59 + 3,55 2,13 +3,47
Med 1,76 +2,93 5,58 +7,00 2,52 +£3,73 549 +7,68
Slow 10,33 +7,45a 33,54 +19,85b 20,43 +16,19ab 29,16 =+ 23,49ab
VCL 22,65 +13,33 26,04 + 14,22 26,49 + 13,09 26,27 +16,44
VSL 11,93 +9,38 12,57 +9,33 12,91 *+7,46 11,63 *+7,96
VAP 149 +10,64 16,38 + 10,97 16,89 +9,09 15,95 +10,80
LIN 45,18 + 23,28 41,02 +22,52 43,29 +18,91 35,43 +19,90
STR 68,46 + 27,22 65,4 + 25,29 67,79 +24,62 59,26 + 30,09
ALH 154 +1,38 256 +1,19 1,79 +1,66 256 +141
BCF 484 +447 7,34 +4,00 5,36 £5,15 8,26 +4,28

T1: incidéncia de radiacdo vermelha antes do resfriamento e apds a descongelagdo; T2: incidéncia de radiacdo
vermelha apenas antes do resfriamento; T3: incidéncia de radiacdo apenas apds a descongelagdo; GC: sem incidéncia
de radiacdo vermelha. Static — espermatozoides estaticos; NP — motilidade ndo progressiva; P — motilidade
progressiva; MT — motilidade total; Rapid — espermatozoides rapidos; Med — espermatozoides com velocidade
média; Slow — espermatozoides com velocidade lenta; VCL — velocidade curvilinear; VSL — velocidade progressiva;
VAP — velocidade média do trajeto; LIN — linearidade; STR — retilinearidade; ALH — amplitude do deslocamento
lateral da cabecga; BCF — frequéncia de batimento flagelar.

a, b —diferentes letras indicam diferenca significativa entre os tratamentos (P<0,004).

(Fonte: SCA® — Avaliacéo gerada pelos autores).

Tabela 3. Médias (+ DP) dos parametros analisados pelo CASA, para espermatozoides caninos
criopreservados, processados com e sem irradiagdo LED, 60 minutos apos a descongelacéo

Caracteristicas T1 T2 T3 GC
Static 39,31 +45,28 31,86 +38,90 45,88 +40,09 35,22 +4152
NP 6,01 +£7,61 19,9 +2941 11,79 +11,51 8,64 +11,57

P 0,13 +0,34 2,79 +531 2,34 +3,42 1,59 +3,90
MT 6,14 +7,74 22,69 +32,48 14,12 +13,99 10,23 +14,98
Rapid 0,06 +0,17 0,72 +1,33 0,94 +1,28 0,63 +1,65
Med 0,1 +0,23 2,7 £491 159 +248 1,1 +2,64
Slow 5,98 +7,58 19,27 +28,32 116 +11,34 8,51 +11,26
VCL 11,23 +13,16 16,28 +17,31 18,82 +18,30 12,66 +15,67
VSL 6,42 +8,03 7,38 +£9,78 9,21 +10,62 6,18 +8,52
VAP 7,93 +9,53 9,95 +11,85 11,56 +£12,93 8,03 +10,63
LIN 25,47 +30,76 23,06 +23,69 26,19 + 26,56 21,28 + 25,06
STR 35,93 +41,78 38,76 +37,60 46,29 +40,08 34,3 +39,56
ALH 0,44 +0,93 1,43 +1,.81 1,47 +1,85 1,22 +1,62
BCF 139 +2,74 411 +494 456 +549 414 +5,03

T1: incidéncia de radiacdo vermelha antes do resfriamento e apds a descongelagdo; T2: incidéncia de radiagdo
vermelha apenas antes do resfriamento; T3: incidéncia de radiacdo apenas apds a descongelagdo; GC: sem incidéncia
de radiacdo vermelha. Static — espermatozoides estaticos; NP — motilidade ndo progressiva; P — motilidade
progressiva; MT — motilidade total; Rapid — espermatozoides rapidos; Med — espermatozoides com velocidade
média; Slow — espermatozoides com velocidade lenta; VCL — velocidade curvilinear; VSL — velocidade progressiva;
VAP — velocidade média do trajeto; LIN — linearidade; STR — retilinearidade; ALH — amplitude do deslocamento
lateral da cabecga; BCF — frequéncia de batimento flagelar. (P>0,05).

(Fonte: SCA® - Avaliagdo gerada pelos autores)
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Tabela 4. Médias (x DP) dos parametros analisados pelo CASA, para espermatozoides caninos
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criopreservados, processados com e sem irradiagdo LED, 90 minutos ap6s a descongelagdo

Caracteristicas T1 T2 T3 GC
Static 2497 +42,77 21,09 + 36,56 37,4 +43,20 31,01 +43,05
NP 2,21 +£3,81 5,75 +11,03 6,82 +8,54 51 =717
P 0,09 +0,19 0,43 +1,17 1,24 +1,98 0,25 +0,43
MT 2,3 +3,97 6,18 +11,96 8,06 +10,31 535 *7,52
Rapid 0,05 +0,10 0,11 £0,35 0,41 +0,90 0,1 £0,18
Med 0,07 +0,18 0,39 +£1,05 0,99 +1,48 0,19 +0,33
Slow 2,18 +£3,75 5,67 +10,87 6,65 +8,31 506 *+7,12
VCL 6,07 +10,64 7,01 £12,19 14,54 +1751 8,43 +11,83
VSL 2,33 +4,01 3,38 *+6,38 7,08 +8,85 3,53 +4,96
VAP 3,22 +5,58 4,49 +8,03 9,24 +£11,29 4,89 +6,85
LIN 10,81 + 18,96 13,11 +24,82 21,72 + 25,37 15,39 + 21,65
STR 19,92 +34,33 19,7 +34,41 34,31 +39,54 26,29 + 36,64
ALH 0,39 +0,90 0,61 +£1,28 1,49 +£1,78 0,89 *+1,56
BCF 0,96 +2,33 1,8 +3,50 4,21 +5,09 2,86 +4,93

T1: incidéncia de radiagdo vermelha antes do resfriamento e ap6s a descongelagdo; T2: incidéncia de radiacdo
vermelha apenas antes do resfriamento; T3: incidéncia de radiacdo apenas ap6s a descongelagdo; GC: sem incidéncia
de radiacdo vermelha. Static — espermatozoides estaticos; NP — motilidade ndo progressiva; P — motilidade
progressiva; MT — motilidade total; Rapid — espermatozoides rapidos; Med — espermatozoides com velocidade
média; Slow — espermatozoides com velocidade lenta; VCL — velocidade curvilinear; VSL — velocidade progressiva;
VAP — velocidade média do trajeto; LIN — linearidade; STR - retilinearidade; ALH — amplitude do deslocamento
lateral da cabega; BCF — frequéncia de batimento flagelar. (P>0,05).

Aos 60 e 90 minutos apds a descongelagdo, ndo
foram observadas diferengas significativas entre
0s tratamentos, em nenhum dos pardmetros
analisados pelo CASA (Tab. 3 e 4). Resultados
similares foram encontrados por Brand&o (2008),
que, ao analisar os efeitos da radiacdo laser sobre
0 sémen de equino fresco e descongelado,
também ndo encontrou diferengas estatisticas
entre os parametros avaliados pelo CASA nos
espermatozoides irradiados antes ou apds a
congelagdo e naqueles sem irradiagdo. Porém,
diferengas numéricas puderam ser observadas em
alguns parametros analisados, 0s quais serdo
destacados a seguir.

Em relagdo a frequéncia de batimento flagelar
(BCF), numericamente, pdde-se observar que
aqueles espermatozoides que foram incididos
somente ap0s a descongelagdo mantiveram
maiores valores desse pardmetro aos 60 e 90
minutos apds a descongelacdo, sem, entretanto,
ser significativa. Sabe-se que o BCF esta
intimamente relacionado as taxas de fertilizacdo
in vitro, sobretudo nos estagios iniciais da
fecundacéo (Silva et al., 2006). Brand&o (2008),
no entanto, em seu estudo com sémen equino,
sugeriu que o espermatozoide equino tem melhor
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(Fonte: SCA® — Avaliacgdo gerada pelos autores)

aproveitamento da energia produzida pela célula
quando apenas se incide radiacdo vermelha antes
do resfriamento.

Em todos os tratamentos, observou-se queda de
todos os parametros analisados pelo CASA ao
longo do tempo de TTR, como também foi
observado por Laffaldano et al. (2005), quando
do armazenamento de sémen de peru, e por
Branddo (2008), quando da avaliacdo do sémen
equino descongelado. Essa queda pode ser
atribuida a uma baixa resisténcia térmica do
espermatozoide de cdo, ja relatada por outros
autores, que ndo esta ligada diretamente a baixas
taxas de fertilidade (Olar, 1984; Strom et al.,
1997). Nesse periodo, também ocorre a reducdo
ou esgotamento de ATP decorrente do
metabolismo espermatico. Porém, ao serem
analisados numericamente 0s parametros de
velocidade do espermatozoide (VCL, VSL e
VAP), descritos por Verstegen et al. (2002) e por
Silva et al. (2006) como significativamente
relacionados ao numero de espermatozoides
capazes de penetrar a zona peltcida do od6cito, ou
seja, indicativos da capacitagdo espermatica,
pdde-se observar uma queda mais lenta desses
parametros naqueles espermatozoides irradiados
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apenas antes do resfriamento (Tratamento 3)
(Fig. 1, 2 e 3). Esse dado corrobora os
apresentados por Laffaldano et al. (2005), que
afirmaram que aplicacdo do laser, numa dose de
3,24J/cm? em sémen de peru armazenado por 60
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Figura 1. Valores da frequéncia de batimento
flagelar (BCF) ao longo do TTR, analisado pelo
CASA, nos diferentes tratamentos de incidéncia de

radiacdo vermelha de baixa intensidade.

horas, reduz a deterioracdo dos espermatozoides
ao longo do tempo, tendo, portanto, efeito
positivo na longevidade dos espermatozoides
dessa espécie, fato que deve ser mais estudado
em se tratando do efeito da aplicagdo do LED.

45,00

40,00

35,00

30,00

\x —e—1
_ 25,00 N —n—2
g \\‘\
20,00 N —3
N A
15,00 LN

\i\\ ks
10,00 W
5,00

0,00

Oh 30 min 60 min 90 min

Figura 2. Valores da velocidade curvilinear (VCL)
ao longo do TTR, analisado pelo CASA, nos
diferentes tratamentos de incidéncia de radiagdo
vermelha de baixa intensidade.
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Figura 3. Valores da velocidade linear progressiva

(VSL) ao longo do TTR, analisado pelo CASA,
nos diferentes tratamentos de
radiacdo vermelha de baixa intensidade.

incidéncia de

Figura 4. Valores da velocidade média do trajeto
(VAP) ao longo do TTR, analisado pelo CASA,
nos diferentes tratamentos de incidéncia de
radiacao.

BCF — batimento flagelar cruzado, VCL — velocidade curvelinear, VSL — velocidade linear progressiva,

VAP — velocidade média do trajeto.

Branddo (2008) relata que a incidéncia de laser
antes da congelagdo foi capaz de manter as
caracteristicas da célula durante o periodo de
incubacdo, sugerindo que esse tratamento
proporcionaria aos espermatozoides maior
capacidade de suportar o0s estresses da
criopreservagao.
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(Fonte: Avaliagdo gerada pelos autores).

De forma similar, Corral-Baqués et al. (2005)
demonstraram que o laser parece manter as
caracteristicas funcionais (VAP) do sémen de
céo, irradiado com diferentes doses de laser He-
Ne, por pelo menos 45 minutos apds a irradiacao.
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Efeito da radiacdo...

Todas as discrepancias observadas nos diferentes
estudos mostram que ainda ndo had um
conhecimento claro dos efeitos da radiacdo de
baixa intensidade sobre a célula espermatica,
bem como do seu comportamento nas diferentes
espécies animais. Portanto, sdo ainda necessarios
muitos  estudos para esclarecer  pontos
importantes da aplicacdo da técnica. Da mesma
forma sdo necessarios outros estudos que
empreguem o LED como fonte de radiacdo, uma
Vez que esse se apresenta como uma alternativa
mais econdmica e de menor consumo de energia
em relacdo aos aparelhos de emissdo LASER
tradicionais.

CONCLUSOES

A dupla incidéncia de radiacdo vermelha de
baixa intensidade (660nm), emitida por aparelho
de LED de 100mW de poténcia na dose de
6J/cm2 por 60 segundos em duas incidéncias
seguidas, antes do resfriamento e apds a
descongelacdo, teve efeito deletério sobre a
motilidade total do espermatozoide canino aos 30
minutos no teste de termorresisténcia, além de
aumentar o nimero de espermatozoides estaticos,
ndo progressivos e lentos; porém, ndo teve efeito
significativo sobre as caracteristicas cinéticas do
sémen de cdes, analisadas pelo CASA, nos
tempos de leitura imediatamente apés a
descongelagdo, 60 minutos e 90 minutos apds a
descongelacdo.
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