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RESUMO

Investigou-se fatores que influenciam a qualidade do sémen canino resfriado. No Experimento
1 avaliou-se o efeito da renovacdo do diluidor, sobre a qualidade do sémen e verificou-se que a
renovagdo do diluidor manteve constante a motilidade e melhorou a longevidade espermaética
sem influénciar a integridade das membranas espermaticas. No experimento 2 comparou-se 0s
resultados obtidos a partir de ejaculados individuais e pools de sémen e observou-se que a
formacdo de pools simplifica a manipulacdo, por aumentar o volume do material de trabalho,
mas os resultados obtidos a partir de ejaculados individuais mostraram diferencas entre
tratamentos ndo identificadas nos pools de sémen. No Experimento 3, avaliou-se o efeito da
suplementacdo do diluidor com frutose sobre a qualidade do sémen resfriado. Verificou-se que a
suplementagdo apos seis dias de resfriamento, mas ndo ap6s doze dias, melhora a motilidade e a
integridade de membranas espermaticas, sem influenciar a longevidade do sémen. Nos
Resultados Complementares, avaliou-se a qualidade do sémen canino fresco, bem como o efeito
de um curto intervalo entre coletas na qualidade do ejaculado. Os pardmetros quantitativos
seminais variaram em até 10 vezes entre coletas de um mesmo individuo. Os parametros
qualitativos variaram em cerca do 30%. O curto intervalo entre coletas ndo alterou a qualidade
do sémen canino fresco.

Palavras-chave: resfriamento, semen cdo, meio diluidor
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ABSTRACT

We investigated factord tha influence dog chilled semen quality. In Experiment 1 we evaluated
the effect of medium exchange on quality of chilled dog semen and found that medium
exchange sustained sperm motility and increased sperm longevity on collected dog semen,
without influencing membrane integrity. In Experiment 2 we evaluated the results obtain with
individual ejaculates and polled dog semen ando observed that pool semen formation made it
easier to handle semen samples, mainly in respect increase work material volume, however data
obtained from individual ejaculates was able to establish differences between treatments not
apparent in pooled semen data.In Experiment 3 we evaluated the effect of fructose
supplementation over on chilled dog semen quality. Supplementation with fructose after six
days of cooling, but not after twelve improved sperm motility and integrity sperm membranes.
Sperm longevity was not affected by medium supplementation. In Addictional Results we
evaluate the quality of dog ejaculates collected over a month period as well as the effect of a
short interval between ejaculates on semen quality. We observed a 10 fold variation in
quantitative seminal parameters between collections for the same individual, and a 30%
variation in qualitative parameters. The short interval between collections did not the parameters
evaluated for dog fresh semen.

Key-worlds: chilled semen, dog, extender
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1 INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas tem-se visto grande
crescimento na utilizacdo de técnicas de
inseminacdo artificial em diversas espécies
domésticas, o que por sua vez fomenta o
interesse em metodologias de conservacdo do
sémen. Comparando as duas técnicas de
criopreservacdo de  sémen  canino, 0
congelamento e o resfriamento, notamos que o
congelamento oferece a vantagem de conservar
0 sémen por periodos extremamente longos,
sendo por isso mais indicado quando se objetiva
0 armazenamento de material genético. Ja a
utilizacdo do sémen resfriado € tecnicamente
mais simples, oferece melhores resultados de
fertilidade a um custo mais baixo, sendo por
estes motivos mais indicado como ferramenta
facilitadora do intercAmbio de material genético
(England e Ponzio, 1996; Ponglowhapan et al.,
2004; Pefia et al., 2006).

O primeiro nascimento obtido com uso de
sémen resfriado na espécie canina data de 1954.
Na ocasido Harrop descreveu uma série
experimentos nos quais o0 Sémen era
transportado de navio, da Europa até os Estados
Unidos, onde ocorriam as inseminagtes. Nos
dias atuais, o resfriamento de sémen tem sido
amplamente difundido em todo o mundo, pois
aléem de facilitar o intercAmbio de material
genético, possibilita a obtencdo de bons
resultados de fertilidade e prolificidade, mesmo
com a deposicdo intra-vaginal do sémen (Pinto
et al., 1999; Pefia et al., 2006).

Uma desvantagem do resfriamento de sémen é
sua longevidade relativamente baixa,
inicialmente estimada em 12-24hs (Linde-
Forsberg, 1991; Rota et al., 1995), e atualmente
considerada de 48hs (Ponglowhapan et al.,
2004; Verstegen et al., 2005; Pefia et al., 2006).
O ciclo estral da cadela é caracteristicamente
longo, apresentado periodo fértil de 2-4 dias,
com acentuada variacdo individual na duragéo
do estro e momento da ovulagdo (Linde
Forsberg., 2001). Assim, a logistica de coleta e
envio de sémen canino precisa  ser
cuidadosamente planejada de forma que este
seja disponivel, em boas condi¢cdes, no
momento adequado para inseminacdo. Ainda,
foi demonstrado que a realizagdo de duas
inseminacGes, com intervalo de 48h, durante o
periodo fértil da cadela resulta em melhores

taxas de fertilidade do uma inseminacéo (Linde-
Forsberg et al., 1999). Tendo em vista que o
gjaculado  fresco  conttm  2-5  doses
inseminantes, seria vantajoso estender a
longevidade do sémen resfriado, de forma a
tornar possivel utiliza-lo fracionado em mais de
uma inseminacdo (Nizanski et al., 2009).
Buscando alternativas para aumentar a
longevidade do sémen canino resfriado,
Verstegen et al., (2005) observaram que a
renovacao do meio diluidor apés longo periodo
de armazenamento aparentemente restabeleceu a
motilidade de uma parcela dos espermatozoides
imoveis.

Considerando o conhecimento atual, busca-se
em esclarecer o efeito da renovacdo do meio
diluidor e da sua suplementacdo com frutose no
periodo de sobrevivéncia do sémen canino
resfriado, na integridade dos espermatozoides e
no incremento na motilidade espermatica apos
renovacdo ou suplementacdo do meio. Buscou-
se, ainda, descrever parametros qualitativos e
quantitativos do sémen canino fresco e a
influéncia de um curto intervalo entre coletas
sobre a qualidade do sémen.

2  HIPOTESES

e A renovacdo periodica do meio
diluidor aumenta a longevidade e
incrementa a motilidade espermaética
do sémen canino diluido e resfriado,
sem alterar a integridade estrutural da
membrana plasmatica e acrossoma;

e A suplementagdo peridédica do meio
diluidor com 4mmol/L de frutose
aumenta a longevidade e incrementa a
motilidade espermatica do sémen
canino diluido e resfriado, sem alterar
a  integridade  estrutural das
membranas plasmaticas e acrossoma.

3 OBJETIVOS

e Auvaliar o efeito da renovacéo periddica
do meio diluidor sobre a longevidade
do sémen canino diluido e resfriado;

e Avaliar o efeito da conservacdo do
sémen diluido e resfriado sobre a
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motilidade espermatica e sobre a
integridade estrutural da membrana
plasmatica e acrossoma;

o Avaliar o efeito imediato da renovacéo
do meio diluidor sobre a motilidade
espermatica e sobre a integridade
estrutural da membrana plasmatica e
acrossoma, do sémen canino diluido e
resfriado;

e Avaliar o efeito da suplementacdo
periddica do meio diluidor com
4mmol/L de frutose sobre a motilidade
espermatica, a integridade estrutural
da membrana plasmética e acrossoma
e a longevidade do sémen canino
diluido e resfriado;

e Avaliar o sémen canino processado na
forma de ejaculados individuais e na
forma de pools de sémen;

e Avaliar parametros qualitativos e
quantitativos do sémen canino fresco;

e Avaliar a influéncia de um curto
intervalo de coletas sobre a qualidade
do sémen canino fresco.



4 REVISAO DE LITERATURA

41 COLETA E AVALIAGAO DO SEMEN
CANINO

A coleta de sémen é um procedimento rotineiro
na clinica reprodutiva de cées e suas indicacdes
incluem: exame androl6gico, inseminacdo
artificial, congelamento ou resfriamento do
sémen e suspeita de afecgdes prostaticas
(Johnston et al., 2001; Kutzler 2005). A eleicdo
da técnica de coleta e dos materiais utilizados
varia caso-a-caso conforme o perfil do cdo e a
preferéncia do profissional. Sémen canino pode
ser coletado pelo método da manipulacéo digital
do pénis (England, 1999; Johnston et al., 2001;
Kutzler 2005), que em geral requer
condicionamento prévio do cdo e/ou presenca
de uma fémea em estro. Uma vez que o cdo se
habitue a coleta por manipulagdo digital, a
presenca da fémea em estro pode ser
dispensavel (England, 1999; Johnston et al.,
2001; Kutzler, 2005). Nos casos em que a coleta
de sémen por manipulagdo digital ndo apresenta
sucesso, por exemplo em cdes com patologias
locomotoras, quadros clinicos dolorosos e
auséncia de libido, a coleta por eletroejaculacéo
pode ser indicada (Johnston et al., 2001;
Kutzler, 2005). Comparativamente, a coleta por
eletroejaculagéo apresenta algumas
desvantagens em relagdo a manipulacéo digital,
pois é um procedimento que requer anestesia
geral, produz grande volume de fluido
prostatico, levando a piores resultados para
criopreservacdo (Christensen et al., 2011) e
resulta  em menor nimero total de
espermatozoides no  ejaculado,  devido
ocorréncia de ejaculacdo retrograda em direcdo
a bexiga (Ohl et al., 1994; Christensen et al.,
2011). No entanto, alguns estudos apontam que
0os parametros de motilidade, integridade,
viabilidade e morfologia esperméatica dos
espermatozoides coletados por eletroejaculacdo
sdo semelhantes aos observados em coletas por
manipulagdo digital (Ohl et al., 1994;
Christensen et al.,, 2011), tornando a
eletroejaculacdo uma alternativa viavel nos
casos em que a coleta por manipulacdo digital
ndo é possivel.

Um contratempo muitas vezes experimentado
nos casos de coleta de sémen para
criopreservacdo, principalmente em se tratando

de racas de pequeno porte, € o baixo nimero
final de doses inseminantes obtidas apo6s a
criopreservagdo. Em alguns casos de coletas
para congelamento de sémen, em fungdo do
tamanho do animal, do total de espermatozoides
ejaculados, e da queda da viabilidade
espermatica apds o congelamento, o rendimento
final chega e ser menor que uma dose
inseminante por ejaculado processado. Por este
motivo tem-se investigado a possibilidade de
efetuar mdltiplas coletas de sémen de um
mesmo cdo, com intervalos curtos entre si, no
intuito de criopreservar, a um s tempo, mais de
um ejaculado (England, 1999; Kutzler, 2005).
England (1999) avaliou a qualidade do sémen
obtido em dois ejaculados coletados com
intervalo de uma hora e verificou que, embora a
quantidade de espermatozoides obtidos no
segundo ejaculado seja, em média, menor que
no primeiro, os parametros de motilidade,
viabilidade e morfologia espermaticas foram
iguais em ambos ejaculados. Verificou, ainda,
que a coleta de dois ejaculados com uma hora
de intervalo aumenta em 70% a quantidade final
de espermatozoides obtidos. O autor ndo
descreve diferenca perceptivel da libido dos
cles entre as coletas. Também, em alguns
individuos, foi encontrado que tanto o volume
do ejaculado, quanto a concentracdo final de
espermatozoides chegou a ser maior no segundo
ejaculado.

O estabelecimento de padrfes seminais precisos
para a avaliacdo reprodutiva do cdo tem se
mostrado dificil, em funcdo tanto da grande
variabilidade de ragas, quanto pela existéncia de
poucos estudos avaliando sistematicamente o
ejaculado de um grande nimero de cdes. Em
termos qualitativos, consideram-se aceitaveis 0s
ejaculados caninos que apresentem motilidade
espermatica superior a 70%, com menos de 30%
de espermatozoides morfologicamente
anormais. J4& em termos quantitativos, 0s
parametros de concentracdo  espermatica,
volume do ejaculado, e total de espermatozoides
ejaculados podem variar em até 10 vezes em
fungdo do tamanho do animal e dos seus
testiculos (Threlfall, 2003). Embora o tema seja
pouco estudado ha indicios de que a
herdabilidade das caracteristicas seminais em
caes seja de média a baixa, sendo que fatores
como idade, estado de salde e exposicdo a
drogas deletérias a reproducdo sdo os principais
implicados na variabilidade individual dos
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ejaculados (England et al., 2010). Mesmo assim,
observagdes praticas e alguns trabalhos
cientificos apontam a  existéncia de
caracteristicas seminais peculiares, especificas
de determinados racas (England, 1999;
Mascarenhas, 2008; England et al., 2010).
Assim, embora em termos qualitativos, o0s
padrdes para avaliagdo seminal no cdo sejam
razoavelmente  estabelecidos, em  termos
guantitativos a grande amplitude de valores
considerados normais, associada a grande
variacdo individual e racial, dificulta uma
avaliacdo objetiva e precisa caso-a-caso.

A eleicdo de uma técnica, ou na maioria das
vezes de um conjunto de técnicas de avaliacdo
do sémen, depende em grande parte da
disponibilidade de tempo, recursos tecnoldgicos
e financeiros. Testes in vivo, embora decisivos
na determinacdo da fertilidade do sémen,
demandam muito tempo, recursos financeiros e
méo-de-obra, requerem grande nlmero de
animais por tratamento avaliado, além de
estarem sujeitos a variagGes outras que ndo a
qualidade do sémen como: fertilidade individual
da fémea, deteccdo do momento 6timo de
inseminacéo, método de inseminacdo, dose e
volume inseminante (Eilts, 2005; Rijsselaere et
al., 2005).

Métodos laboratoriais de avaliagdo in vitro do
sémen sdo uma alternativa préatica e eficaz, que
possibilitam a avaliacdo simultdnea de grande
nimero de amostras, enquanto a associagdo de
mais de um método de avaliagdo in vitro
possibilita acessar a integridade e a
funcionalidade de diferentes componentes
espermaticos, mantendo boa correlacdo com a
fertilidade (Pefia Martinez, 2004; Rijsselaere et
al., 2005).

Durante décadas a avaliagdo do sémen foi
realizada por meio de técnicas que envolviam
uso de microscopios 6ticos, corantes e fixadores
simples. Pardmetros como motilidade total,
motilidade progressiva, concentracdo, vigor,
morfologia e viabilidade espermatica eram
comumente  avaliados por metodologias
consagradas, mas que implicam em certo grau
de subjetividade e variabilidade (Rijsselaere et
al., 2003, Threlfall, 2003).

A motilidade, embora ndo seja a Unica, é uma
das principais caracteristicas associadas a
fertilidade seminal. Esta é uma manifestacdo da
integridade  estrutural e  funcional do

espermatozoide, sendo  essencial para
progressdo no trato genital da fémea e
fertilizagdo. A avaliacdo tradicional da
motilidade com auxilio de microscopio 6tico é
um método rapido e barato, que pode ser
facilmente empregado a campo, entretanto
subjetivo e sujeito a variacdes (Pefia Martinez,
2004; Rijsselaere et al., 2005). Sistemas de
avaliacdo computadorizada do sémen (CASAS),
possibilitam a rapida e objetiva avaliacdo de
uma grande variedade de pardmetros de
movimentacdo espermatica, sendo possivel
comparar amostras com mais precisdo,
identificando diferencgas sutis que poderiam ser
ignoradas por uso de outras metodologias
(Rijsselaere et al., 2003; Matos et al., 2008).
Diversos  pardmetros de  movimentagdo
espermatica tém sido avaliados pelos métodos
computadorizados, entre eles: a motilidade total
(MT), percentual de células moveis; motilidade
progressiva (MP), percentual de
espermatozoides com movimento progressivo;
velocidade curvilinear média (VAP), o
comprimento  geral da trajetéria do
espermatozoide/tempo;  velocidade linear
(VSL), comprimento da trajetoria considerando-
a como uma reta entre o ponto inicial e o
final/tempo; velocidade curvilinear (VCL),
deslocamento total da célula durante a captura
da imagem/tempo; amplitude de deslocamento
lateral da cabeca (ALH) e frequéncia de
batimentos flagelares (BCF). Além disso, alguns
indices também podem ser construidos com
estes parametros, como retilinearidade (STR),
relacio  entre  espago  percorrido  pelo
espermatozoide e sua trajetoria real (VSL/VAP
x 100) e a linearidade (LIN - %), comparacao
entre trajetos retos e curvilineos (VSL/VCL x
100) (lguer-Ouada e Verstegen, 2001). A
motilidade total e progressiva tem sido
positivamente  correlacionada com  outros
parametros de integridade espermatica, como
integridade de membrana e normalidade
morfoldgica (Schafer-Somi e Aurich, 2007).
Parametros  referentes ao padrdo  de
movimentacdo dos espermatozoides como LIN
e VCL tém sido correlacionados com o estado
de hiperativacdo espermaética (Rota et al., 1999).

Os primeiros sistemas de  avaliagdo
computadorizada do sémen surgiram ainda na
década de 70, mas foi s6 a partir de 1985 que 0s
CASAs comegaram a ser difundidos. Para
analise do sémen canino estdo disponiveis
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varios CASAs desenvolvidos por diferentes
companhias e apresentados em diversas versdes
(Glnzel-Apel et al., 1993; Iguer-Ouada e
Verstegen, 2001; Rijsselaere et al., 2002;
Chéfer-Somi e Aurich, 2007). Embora a
precisdo das andlises tenha avangado ano a ano
com o desenvolvimento dos CASAs, uma nova
fonte de variacdo foi criada pela necessidade de
padronizacdo e validacdo das metodologias de
analise e dos parametros avaliados. Ajustes
técnicos como: frequéncia de aquisicdo de
imagens; temperatura de analise; concentracao
espermatica; profundidade da camara de
avaliacdo e presenca e tipo de diluidor
influenciam de forma significativa o0s
pardmetros avaliados. Além disso, outros
aspectos como identificacdo da espécie,
experiéncia do avaliador e processamento do
sémen também podem influenciar os resultados
(Rijsselaere et al., 2003; Matos et al., 2008).

A integridade do acrossoma e membrana
plasmética da cabeca sdo atributos fundamentais
para a fertilidade espermatica, dado seu papel
no processo de reconhecimento e fusdo com o
ovécito. Diversas técnicas de coloragdo foram
desenvolvidas para avaliar a integridade da
membrana plasmatica da cabeca e do acrossoma
em microscopia Gtica. Um grande empecilho a
aplicacdo de algumas destas técnicas na
avaliacgho do sémen criopreservado é a
interferéncia de componentes do meio diluidor,
especialmente a gema de ovo e o glicerol, com a
coloragdo (Pefia Martinez, 2004). Como
alternativa surgiram técnicas de coloracdo
fluorescentes, que ndo sofrem interferéncia do
meio. Para avaliacdo da integridade do
acrossoma e membrana plasmaética da cabeca de
espermatozoides caninos, uma das técnicas mais
usadas € a que combina os fluorocromos
diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) e
iodeto de propidio (IP), avaliado em
microscopia  de  epifluorescéncia  (Pefia
Martinez, 2004; Rijsselaere et al., 2005). O
CFDA é um éster que atravessa facilmente as
membranas plasmaticas e, ao atingir o
citoplasma, é hidrolisado por esterases ndo
especificas transformando-se em um composto
(6-CFDA), impermeavel a membrana e que
emite fluorescéncia verde. J& o IP é um
composto vermelho fluorescente, impermeével a
membrana, com grande afinidade por &cidos
nucleicos. Quando o0s  espermatozoides
apresentam membranas integras o CFDA

penetra no citoplasma e acrossoma e ¢é
convertido em 6-CFDA, que fica retido,
conferindo  coloracdo  verde a  estes
compartimentos. Entretanto, quando ha leséo de
membrana, ha também alteracdo da
permeabilidade de forma que o 6-CFDA deixa o
citoplasma e o IP é capaz de atingir o nicleo
dos espermatozoides corando-os de vermelho
(Harrison e Vockers, 1990).

Outro método simples, barato e eficaz de
avaliacdo da integridade funcional da membrana
plasméatica dos espermatozoides & Teste
Hiposmético (Jeyendran et al., 1984). Quando
0s espermatozoides sdo incubados no meio
hiposmotico ocorre difusdo de &gua através da
membrana para o citoplasma, na tentativa de
equilibrar a osmolaridade do meio intracelular e
extracelular. O influxo de agua gera um edema
de citoplasma e consequente enrolamento da
cauda. Assim, para que o enrolamento da cauda
ocorra € preciso que tanto a estrutura fisica
quanto a funcionalidade da membrana estejam
preservados. Em cdes o Teste Hiposmético foi
correlacionado positivamente com a motilidade
espermatica e com o teste de coloracdo
supravital com eosina-nigrosina, enquanto que
em humanos com o sucesso de fertilizagGes in
vitro (Van der Ven et al., 1986; Kumi-Diaka,
1993; Rodriguez-Gil et al., 1994; Pinto e
Kozink, 2007).

42 RESFRIAMENTO DE SEMEN E
CHOQUE FRIO

O resfriamento do sémen provoca, em maior ou
menor grau, danos a uma parcela dos
espermatozoides no ejaculado. Esses danos,
conhecidos como choque frio, sdo decorrentes
de alteragdes na conformacdo e organizacdo
estrutural dos componentes das membranas dos
espermatozoide, manifestando-se na forma de
queda prematura da motilidade, aumento da
permeabilidade da membrana e queda na
producéo de energia. Quanto maior a velocidade
com que o sémen ¢é resfriado maior a extenséo e
intensidade dos danos associados ao choque frio
(Amann e Pickett, 1987).

As membranas dos espermatozoides, como a de
todas as células eucariontes, possuem uma
estrutura em mosaico fluido, que consiste de
uma bicamada de lipideos, formada
principalmente por fosfolipideos, glicolipideos e
colesterol, entremeados de proteinas, que podem
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ser integrais ou periféricas. Externamente a
membrana podemos ainda encontrar diversos
tipos de carboidratos associados a lipideos e
proteinas formando uma cobertura conhecida
como glicocalix (Alberts et al., 2002). Os
lipideos componentes das membranas celulares
tém fungdo principal de formar uma barreira
fisica, dificultando a passagem de moléculas,
especialmente as polares, e dessa forma
estabelecendo limites entre o compartimento
intra e extracelular. As proteinas por sua vez
estdo envolvidas em uma grande variedade de
funcBes, entre elas transporte de substancias,
reconhecimento e internalizacdo de sinais
bioguimicos (Alberts et al., 2002). Os lipideos
componentes das membranas estdo &
temperatura ambiente em constante
movimentacdo, tanto lateralmente na propria
camada quanto transversalmente de uma
camada a outra. Durante o resfriamento dos
espermatozoides, essa movimentacdo diminui e
os lipideos bioguimicamente semelhantes
tendem a agrupar-se quando passam do estado
liguido para o estado cristalino. Esse
agrupamento de lipideos afins, associado a
modificagbes na sua conformagdo durante o
resfriamento, pode alterar a organizacdo
estrutural da membrana, formando areas de
elevada permeabilidade (Valle e Silva Filho,
2001). O aumento da permeabilidade da
membrana pode levar a perda de importantes
moléculas como ATP, 4cidos nucleicos,
fosfolipidios, enzimas, além de aumentar a
permeabilidade dos espermatozoides a ions e
agua, desequilibrando a composicgdo idnica do
meio intracelular. Ainda, o agrupamento dos
lipideos pode deslocar em conjunto proteinas
componentes da membrana, formando dominios
com alta concentragdo proteica. Em alguns
casos 0 deslocamento de proteinas pode
interferir diretamente na sua fungdo, como no
caso de canais ibnicos e receptores de
membrana, e em geral a agregacdo proteica
aumenta localmente a permeabilidade da
membrana e diminui a funcdo metabdlica
(Amann e Pickett, 1987; Holt 2000).

A composicdo lipidica da membrana celular é
um dos principais fatores determinantes de sua
fluidez. Fosfolipidios com cadeia linear saturada
interagem mais fortemente entre si apresentando
maior ponto de fusdo, ja aqueles com cadeias
insaturadas assumem a forma liquida a
temperaturas mais baixas. Além disso, quanto

maior o grau da insaturacdo da cadeia linear
mais cOnica é a conformacdo do fosfolipidio, e
maior a tendéncia a sofrer alteragdo na
organizacdo estrutural durante o resfriamento. O
colesterol na membrana celular posiciona-se
entre as cadeias lineares dos fosfolipidios e,
dessa forma, pode modificar a interagdo entre
eles influenciando a fluidez da membrana.
Durante o resfriamento, o colesterol age
estabilizando os fosfolipidios e inibindo seu
agrupamento de forma que, membranas com
maior concentracdo de colesterol sdo mais
resistentes a mudangas de temperatura (Watson,
2000).

O espermatozoide canino apresenta em suas
membranas baixa proporcdo de &cidos graxos
poli-insaturados, o que explica em parte sua
relativa resisténcia a alteracBes de temperatura
(Bouchard et al., 1990). De fato, ele pode ser
resfriado a taxas relativamente altas, de até
0,5°C/min, com bons resultados de motilidade
pos-reaquecimento e fertilidade. Entretanto, é
importante ter em mente, especialmente em se
tratando de espécies com fraca sele¢do para
reproducdo, como é o caso do cdo, que
variagdes individuais na composicdo da
membrana espermética afetam de forma
significativa a resisténcia do sémen a processos
de criopreservagdo (Mascarenhas, 2008;
Frastad, 2009). Essa variacdo individual deve
ser considerada como um fator que dificulta
tanto a padronizagdo de biotécnicas de
criopreservacdo do sémen, como a estimativa da
fertilidade em casos individuais (Holt, 2000).

Além de agir diretamente sobre a estrutura das
membranas espermaéticas, o resfriamento de
sémen pode modificar o0 metabolismo energético
e a composi¢do ibnica dos espermatozoides
levando a alteragcbes semelhantes aquelas
observadas durante o processo de capacitacao.
Dentre estas alteracGes, presentes em maior ou
menor grau no sémen resfriados, destacam-se o
acumulo intracelular de calcio, aumento da
instabilidade de membranas, maior proporcdo
de motilidade hiperativada e menor tempo de
capacitacdo in vitro (Rota et al., 1999; Watson,
2000).

As concentragdes intracelulares da maioria dos
jons, em especial sddio, potassio e calcio,
diferem das concentracdes extracelulares. Esta
diferenca é mantida em grande parte pelo
transporte ativo através da membrana, realizado
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por proteinas comumente chamadas de
“bombas”, que movem os ions a custas da
degradacdo de ATP. A medida que os
espermatozoides sdo resfriados, a formacéo de
ATP diminui, reduzindo também a eficiéncia
desses transportadores i6nicos. Um possivel
reflexo da queda na eficiéncia do transporte
ibnico é a diminuicdo da atividade da bomba
Na'/K*-ATPase, com consequente acimulo de
sodio e queda das concentracfes de potassio no
meio intracelular. A alteracdo na propor¢do
Na'/K* pode gerar uma despolarizagio parcial
da membrana, resultando na abertura dos canais
de célcio voltagem-dependentes e seu influxo
para o meio intracelular. Além do mecanismo
anteriormente descrito, a queda da atividade da
prépria bomba de célcio, em funcéo da escassez
de ATP ou da transicdo térmica sofrida pelos
lipideos ao redor do sitio dessa enzima, pode
contribuir para o aumento de suas concentragdes
intracelulares durante o resfriamento (Rota et
al., 1999; Watson, 2000).

O acumulo de «calcio é uma alteragdo
comumente associada ao resfriamento dos
espermatozoides, e é também um dos primeiros
passos no processo fisioldgico de capacitacdo
espermatica.  Espermatozoides  capacitados
apresentam maior instabilidade de membranas,
sd0 mais sensiveis ao resfriamento e
demonstram maior tendéncia a exibir reacdo
acrossomal espontanea (Flesch e Gadella,
2000). Ainda, durante o resfriamento o0 acimulo
intracelular de calcio pode resultar na ativagao
de fosfolipases citoplasmaticas, resultando em
dano direto as membranas tanto citoplasmaticas
quanto mitocondriais, potencialmente letais a
célula. As alteracdes associadas a este estado,
semelhante a capacitacdo, reduzem de forma
significativa a longevidade espermatica, sendo
um dos fatores relacionados & menor fertilidade
observada com a deposi¢do intravaginal do
sémen criopreservado (Amann e Pickett, 1987;
Rota et al., 1999; Watson, 2000).

Outro fator a se considerar durante a
criopreservacdo dos espermatozoides é o efeito
da reducdo da temperatura sobre o
citoesqueleto. O citoesqueleto é formado por
uma rede de filamentos proteicos que mantém a
forma da célula, sua organizagdo intracelular,
bem como a capacidade de movimentagdo
(Alberts et al., 2002). Acredita-se também que o
citoesqueleto  tem importante  papel no
posicionamento e distribuicdo das proteinas

integrais da membrana espermatica (Flesch e
Gadella, 2000). Os componentes do
citoesqueleto sdo termos sensiveis e seu
resfriamento pode levar a despolarizacdo das
fibras de actina, um dos trés tipos de fibras que
o compdem. A despolarizacdo do citoesqueleto
tem sido investigada como uma das etapas
essenciais no processo de reacdo acrossomal
fisiologica, e acredita-se que a despolarizacdo
induzida pelo resfriamento pode desestabilizar a
estrutura  das membranas plasmatica e
acrossomal, favorecendo sua fusdo prematura, o
que prejudicaria a fertilidade do sémen
criopreservado (Watson, 2000).

43 MEIOS DILUIDORES

Espera-se que o meio diluidor favoreca a
conservacdo do sémen por pelo menos quatro
mecanismos: protecdo contra o choque frio;
suporte metabdlico-energético; manutencdo do
pH; e controle microbiolégico. Nas ultimas
décadas, tem predominado a utilizagdo do meio
a base de tampéo Tris, acido citrico e gema de
ovo, inicialmente descrito para conservagdo do
sémen bovino (Vishwanath e Shannon, 2000).

Embora os espermatozoides caninos apresentem
boa longevidade, podendo sobreviver resfriado
em plasma seminal por até dois dias, a adi¢do de
meios diluidores para o resfriamento de sémen
prolonga a longevidade e melhora a fertilidade
das células espermaéticas (Rota et al., 1995). Até
0 momento ndo existe um consenso sobre o
meio diluidor ideal para criopreservacdo de
sémen canino. O primeiro meio diluidor
empregado para resfriamento de sémen canino
foi o leite pasteurizado (Harrop, 1956). Desde
entdo vérias tentativas foram feitas com meios
diluidores a base de gema de ovo, leite e creme
de leite (Rota et al., 1995; England e Ponzio,
1996). A maioria dos pesquisadores trabalha na
adequacdo do meio diluidor a base de tampdo
Tris, acido citrico e gema de ovo, inicialmente
descrito para conservacdo do sémen bovino
(Phillips e Lardy, 1940; Vishwanath e Shannon,
2000). Apesar da variacdo, os diluidores usados
para resfriamento de sémen canino apresentam
em esséncia composicdo semelhante, todos
utilizam em sua  formula  tampdes,
macromoléculas proteicas e acglcares.
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4.3.1 Macromoléculas Proteicas e o Choque
Frio

As macromoléculas proteicas, em especial as
lipoproteinas, séo sabidamente importantes para
a preservacdo da integridade das membranas
espermaticas. Estas interagem diretamente com
as membranas e/ou com proteinas do plasma
seminal favorecendo a manutencdo da
estabilidade e integridade das membranas, de
forma que sua presenca no meio diluidor é vital
para sobrevivéncia dos espermatozoides caninos
durante o resfriamento e armazenamento em
geladeira (Pace e Grahman, 1974; Bergeron e
Manjunath, 2006). A gema de ovo é uma das
primeiras fontes de macromoléculas proteicas, e
até hoje a mais utilizada em meios diluidores de
sémen. Um dos primeiros relatos da utilizacdo
de gema de ovo na criopreservacdo de sémen
vem de Phillips e Lardy (1940). Em seu
experimento, testaram diversas substancias,
entre elas algumas pouco usuais como macerado
de cérebro de galinha e extrato de musculo, e
concluiram que a mistura de gema de ovo e
tampdo fosfato fornecia as condigdes fisicas e
metabdlicas mais favoraveis a preservacdo dos
espermatozoides. A gema de ovo é amplamente
utilizada em meios de preservagdo espermatica
em todas as espécies domésticas (Pace e
Grahman, 1974; Cookson et al., 1984). Pace e
Graham (1974) identificaram as lipoproteinas de
baixa densidade, as LDLs (Low Density
Lipoproteins) como as principais moléculas
responsaveis pelo efeito crioprotetor da gema de
ovo. Desde entdo, vérios estudos vém
investigando seu papel na protecdo espermatica
durante o resfriamento e o congelamento. Trés
hipGteses principais foram formuladas para
explicar o mecanismo crioprotetor das LDLs. A
primeira delas sugere que as LDLs protegem os
espermatozoides estabilizando fisicamente a
membrana por meio da formagdo um filme
protetor na interface entre os acidos graxos e a
agua. Entretanto, os dados que evidenciam a
estabilidade da associacdo entre as LDLs e a
membrana sdo contraditérios e tém sido
contestados. A segunda hip6tese sugere que as
LDLs protegem os espermatozoides por meio da
reposicdo  de fosfolipidios perdidos ou
danificados durante a criopreserva¢do. No
entanto, ha falta de evidéncias concretas de que
lipideos componentes das LDLs séo
incorporados & membrana espermatica. A
terceira e mais plausivel hipétese sugere que a

crioprotecdo associada as LDLs advém de sua
interacdo com proteinas do plasma seminal
(Bergeron e Manjunath, 2006). Manjunath et al.
(2002) identificaram uma familia de proteinas
no plasma seminal de touros, as BSPs (Bull
Sperm Proteins), que se ligam a membrana dos
espermatozoides  promovendo  efluxo de
colesterol e fosfolipidios. Também no plasma
seminal canino proteinas semelhantes as BSP
foram identificadas (Souza et al., 2007). O
efluxo de colesterol tem sua funcéo fisioldgica,
auxiliando no processo de capacitacdo
espermatica e possibilitando a fertilizacdo.
Entretanto, no que diz respeito &
criopreservagdo, o efluxo de colesterol e a
consequente desestabilizagdo das membranas
sdo altamente deletérios, diminuindo a
longevidade espermética e a fertilidade do
sémen criopreservado. As LDLs ligam-se, com
alta afinidade, as BSPs, impedindo sua interagdo
com a membrana e desta forma favorecendo a
sobrevivéncia dos espermatozoides durante o
resfriamento e mesmo o congelamento
(Bergeron e Manjunath, 2006). Como o efluxo
de colesterol e fosfolipidios é proporcional ao
tempo de exposicdo as BSPs e a sua
concentracdo no ejaculado, a interacdo entre
LDLs e BSPs € especialmente importante para
na conservacdo do sémen canino resfriado uma
vez (que 0s espermatozoides podem ficar
expostos a altas concentracBes de BSPs por
periodos prolongados.

4.3.2  Acucares e Metabolismo Energético

Apesar de o plasma seminal canino ndo conter
quantidades significativas de aglcares como
glicose, frutose, sorbitol ou manose, o0s
espermatozoides dependem de fontes exdgenas
de energia para manter seu metabolismo quando
preservados in vitro, uma vez que praticamente
todas as rea¢fes que mantem o status funcional
das células, bem como aquelas relacionadas a
sua resisténcia a exposicdo a ambientes e
temperaturas ndo-fisiolégicos  demandam
consumo de energia (Rigau et al., 2002;
Rodriguez-Gil, 2006). Assim a suplementacéo
de aglcares no meio diluidor, é fundamental
para a manutencdo da motilidade e integridade
no sémen criopreservado (Ponglowhapan et al.,
2004). E sabido que a principal via metabolica
do espermatozoide € a glicolitica embora,
contraditoriamente, a energia obtida pelo ciclo
de Krebs seja essencial para a manutencdo da
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motilidade espermatica (Rigau et al., 2002;
Rodriguez-Gil,  2006). No entanto, o
metabolismo energético dos espermatozoides, e
em especial o0 espermatozoide canino, parece ser
bem mais complexo do que o inicialmente
imaginado. A metabolizacdo dos aclcares e
obtencdo de energia envolve um complexo de
vias metabdlicas cuja correlagdo, ativacdo,
regulacdo e funcdo apenas se comeca a
vislumbrar.

Um dos primeiros passos moduladores do
metabolismo energético em todas as células é o
transporte  dos carboidratos através da
membrana (Alberts, 2002). Na maioria das
espécies, 0 transporte de hexoses nos
espermatozoides é feito por proteinas da familia
dos Transportadores de Glucose (GLUT). Nos
espermatozoides mamiferos foram identificados
5 proteinas da familia GLUT, cada uma com
caracteristicas préprias de velocidade de
transporte e afinidade por substratos. Proteinas
GLUT-1 e GLUT-2 apresentam fraca afinidade
por glicose e glicose e frutose, respectivamente;
ja proteinas GLUT-3 e GLUT-5 que possuem
alta afinidade por glicose e frutose,
respectivamente; as GLUT-4 por sua vez
apresentam um carater insulina-dependente. E
interessante notar que foram observadas
diferencas  espécies-especificas tanto  na
expressdo quanto na localizagdo  destas
proteinas. No  espermatozoide  canino,
entretanto, um dos principais  sistemas
transportadores de hexoses sdo as proteinas da
familia dos Co-transportadores de Glicose
Sodio-dependentes (SGLT). Ao contrario do
observado para a familia GLUT, as SGLT sdo
transportadores  generalistas, associadas ao
transporte de uma grande variedade de
moléculas de baixo peso, e ao direcionamento
do metabolismo de agUcares, ndo para a geracdo
imediata de energia, mas para sintese de
glicoproteinas componentes da membrana
celular (Rodriguez-Gil, 2006).

O segundo importante passo regulador do
metabolismo das hexoses é sua conversdo em
Gliocose-6-Fosfato, processo controlado por
proteinas da familia das hexoquinases. Nos
espermatozoides da maioria das espécies
domésticas, até o momento, foi identificada
apenas uma proteina desta familia, a
hexoquinase tipo 1, que possui alta afinidade
pela glicose e baixa afinidade por outras
hexoses, como a frutose. A presenga nos

espermatozoides de apenas uma hexoquinase,
com altissima afinidade por glicose,
aparentemente limita a utilizagdo de outros
aclcares em diferentes vias metabolicas. Esta
estratégia parece ser caracteristica de células
com baixa expectativa de vida, nas quais o
metabolismo energético predominante é o
catabdlico (Rodriguez-Gil, 2006). Ja o
espermatozoide canino apresenta, além da
hexoquinase tipo 1, uma segunda hexoquinese
semelhante & glicoquinase. Em  outros
vertebrados, as glicoquinases, ou hexoquinases
tipo 4, sdo um membro da familia das
hexoquinases com caracteristicas  bastante
peculiares. As glicoquinases ndo possuem um
substrato especifico, podendo fosforilar uma
grande variedade de hexoses, entre elas a
glicose, frutose e manose. A alta afinidade por
glicose associada a um controle preciso da sua
expressao faz das glucoquinases um mecanismo
sensivel e eficiente de controle do metabolismo
de glicose nas células de mamiferos (Fernandez-
Novell et al., 2004). Ainda, as glicoquinases
presente no figado e péancreas agem como
moduladores, direcionando o metabolismo de
hexoses ora para vias metabdlicas ora para vias
anabolicas, segundo o status fisiologico das
células e principalmente a concentragdo
extracelular de agucares (Rodriguez-Gil, 2006).

Em espécies como o cdo, em que O0S
espermatozoides precisam sobreviver no trato
genital da fémea por longos periodos, a
eficiéncia metabolica e a sobrevivéncia celular
poderiam ser otimizadas se parte dos agUcares
fossem desviados para vias anabdlicas,
formando reservas intracelulares de energia. Ao
contrario do observado para as demais espécies,
0 espermatozoide canino parece capaz de
sintetizar glicose a partir de substratos exdgenos
com trés carbonos como o lactato, ou mesmo
hexoses como a frutose (Rigau et al., 2002;
Albarracin et al., 2004). Boa parte da glicose
recém-sintetizada, bem como da glicose
exdgena parece ser armazenada na forma de
glicogénio, de forma que o espermatozoide
canino, 0 que apresenta a maior taxa de
formacdo e acumulo de glicogénio entre os
mamiferos (Albarracin et al., 2004; Rodriguez-
Gil, 2006). A incubacdo se espermatozoides
caninos em meios sem adicdo de aglcar provoca
uma diminuigdo progressiva do conteldo
intracelular de glicogénio. A adicdo de agUcares,
especialmente a frutose, ao meio diluidor age de
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forma dose-dependente, ndo sé diminuindo a
taxa de queda da concentragdo intracelular de
glicogénio como também repondo o glicogénio
consumido (Rigau et al., 2002). Rigau et al.
(2002) demostraram que quando incubados em
meio contendo 10mmol/L de frutose os
espermatozoides caninos sdo capazes de atingir,
em 15 minutos, concentracBes de glicogénio
intracelulares superiores ao observado no
momento da ejaculacéo.

O espermatozoide canino utiliza de forma
eficiente tanto a glicose quanto a frutose como
fonte de energia, sendo estes 0s agucares mais
comuns nos meios diluidores para resfriamento
e congelamento de sémen (Yildiz et al., 2000;
Ponglowhapan et al., 2004; Verstegen et al.,
2005; Rodriguez-Gil, 2006). A incubagdo de
espermatozoides caninos em meios sem a
adicéo de acUcares provoca perda progressiva da
motilidade e linearidade de movimentacdo. A
adicdo de frutose ou glicose previne a queda da
motilidade e linearidade, de uma forma dose-
dependente, perceptivel a concentrages tdo
baixas quanto 1mmol/L (Rigau et al., 2001).
Rigau et al. (2002) avaliaram o efeito da adicéo
de glicose e frutose ao meio diluidor para
preservacdo do sémen canino a temperatura
ambiente e verificaram que a glicose é capaz de
incrementar o metabolismo espermético de
forma mais eficiente que a frutose. Esse
incremento metabolico, dose-dependente, foi
confirmado ndo s6 pelo aumento do conteldo
intracelular de ATP, mas também pelo aumento
da concentracdo de metabdlitos intermediarios
de glicolise, aumento da taxa de producdo de
lactato e CO2 e da deposicdo de glicogénio. A
suplementacdo com frutose, em comparagdo
com a glicose, parece aumentar a taxa de
consumo de ATP por dois mecanismos: por um
lado a suplementacdo com frutose resulta em
um padrdo de motilidade espermatica mais
rapida e linear (Rigau et al., 2001) que também
demanda mais energia e por outro ela aumenta
de forma marcante a fostorilacdo das exoses. Ja
Ponglowhapan et al. (2004) avaliaram o efeito
da suplementac8o de glicose e frutose no meio
diluidor para resfriamento de sémen canino e
verificaram que, em meios contendo
concentragdes iguais de ambos acuUcares o
consumo de glicose foi superior ao de frutose.
No entanto, meios contendo apenas frutose
proporcionaram  melhor  manutencdo da
motilidade do que aqueles contendo apenas

glicose ou a mistura de ambas. Yldiz et al.
(2000), avaliando o efeito da suplementagéo de
monossacarideos (frutose, galactose, glicose e
xilose), dissacarideos (lactato, trealose, maltose
e sucrose) e um trissacarideo (rafinose) no meio
para congelamento de sémen  canino
demonstraram que meios diluidores contendo
diferentes aclcares proporcionam crioprotecdo
semelhante as células espermaéticas. Ainda,
Chirinéa et al. (2003), avaliando o efeito da
suplementacdo de glicose, lactose, sacarose e
rafinose no meio diluidor para congelamento de
sémen ndo encontraram diferencas na
motilidade espermética e integridade de
membranas pds-descongelamento entre  0s
tratamentos. Assim, embora aparentemente
frutose e glicose sejam as fontes energéticas
preferencialmente utilizadas pelos
espermatozoides caninos, meios contendo
diferentes acUcares parecem ser capazes de
manter a motilidade e viabilidade espermatica
durante a criopreservacdo (Yldiz et al., 2000;
Rigau et al., 2001; Rigau et al., 2002; Chirinéa
et al., 2003; Ponglowhapan et al., 2004).

A motilidade espermatica pode ser mantida em
meios com baixas concentracGes de acUcares;
entretanto, meios diluidores contendo altas
concentragdes proporcionam melhor motilidade
durante a conservacdo do sémen resfriado por
longos periodos (Ponglowhapan et al., 2004).
Ponglowhapan et al. (2004) estudando o efeito
da suplementacgdo de glicose e frutose no meio
diluidor para resfriamento de sémen canino
verificaram que sémen diluido em meios
contendo maior concentracdo de acglcares
(70mM  x 10mM) apresentavam melhor
motilidade durante a conserva¢do em geladeira.
Ja Rigau et al. (2002) avaliando o efeito da
adicdo de glicose e frutose ao meio diluidor para
preservacdo do sémen a temperatura ambiente
verificaram que suplementacdo de agucares em
concentrages variando de 1 a 10mmol/L teve
efeito benéfico na manutencdo da motilidade,
viabilidade  esperméatica e integridade
acrossomal do sémen enquanto concentragdes
superiores a 10mmol/L tiveram efeitos
deletérios.

Rodriguez-Gil (2006), estudando o metabolismo
energético dos espermatozoides durante o
resfriamento, argumenta que a célula
espermatica da maioria dos mamiferos ndo é
fisiologicamente preparada para sobreviver por
longos periodos, mas que a fisiologia
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espermatica de cada espécie é adaptada a sua
estratégia reprodutiva. Neste sentido, o céo é
uma espécie com estratégia e fisiologia
reprodutivas peculiares, apresentando sistema
promiscuo de acasalamento, associado a um
longo periodo de receptividade sexual (em
média 7 dias), e viabilidade ovocitaria (até 3
dias) (Feldman e Nelson, 2004). Em populagdes
de wvida livre, durante o longo estro,
espermatozoides de  diferentes  machos
aparentemente competem entre si, dento do trato
genital da fémea pela fertilizacdo dos ovocitos.
O metabolismo energético dos espermatozoides
caninos parece ser complexo e sofisticado, com
capacidade de metabolizar uma grande
variedade de carboidrato, por diferentes vias
metabdlicas, catabdlicas e anabdlicas, cuja
ativacdo e controle ainda ndo sdo bem
compreendidos  (Albarracin et al., 2004;
Rodriguez-Gil, 2006; Bucci et al., 2010). E
possivel que, ao longo da evolugdo da espécie,
cdes cujos espermatozoides permaneciam
viaveis no trato genital da fémea por mais
tempo tenham atingido melhor sucesso
reprodutivo, selecionando assim as
caracteristicas que hoje se refletem no
metabolismo  energético e  longevidade
espermaticas peculiares, caracteristicos do céo.

433 pH

A presenca de pH adequado tanto no meio
intracelular quanto no meio extracelular é
essencial para manutencdo da vitalidade das
células. Variacdes acentuadas no pH do sémen
diluido podem alterar a conformacdo de
proteinas, influenciar a estabilidade das
membranas e interferir nas mais diversas
fungdes como transporte idnico, producdo de
energia, reconhecimento de moléculas e
manutencdo da motilidade.Uma das alteragdes
observadas durante a preservagdo do sémen por
longos periodos é a queda do pH do meio,
associada a queda da motilidade e da fertilidade
(Norman et al., 1948; Vishwanath e Shannon,
2000; Ponglowhapan et al., 2004; Verstegen et
al., 2005). Quanto maior o tempo e a
temperatura de armazenamento, mais marcantes
séo a alteracdo do pH do meio e da motilidade e
viabilidade esperméticas (Norman et al., 1958;
Vishwanath e Shannon, 2000; Ponglowhapan et
al., 2004; Verstegen et al., 2005). Norman et al.
(1958) estudando a preservagdo do sémen
bovino a temperatura ambiente observaram

diminuicdo na motilidade espermatica, no
consumo de oxigénio e possivelmente no
metabolismo geral associado a acidificacdo do
meio. Este efeito foi revertido com a renovacéo
do meio diluidor, e consequente
restabelecimento do pH fisiologico, ap6s 150
horas de armazenamento. Com base nestes
achados, passou-se a investigar a imobilizacdo
através da diminuicdo do pH do meio como
forma de aumentar a longevidade dos
espermatozoides. Bartlett e Van Demark (1962),
utilizando gas carb6nico dissolvido como
acidificante no meio para conservacao do sémen
bovino a temperatura ambiente, relatam que foi
possivel manter a motilidade dos
espermatozoides, acima de 45% por periodos
superiores a 90 dias. Os autores observaram
que, embora a motilidade tenha sido mantida
por longo periodo, a fertilidade decaiu de forma
acentuada a partir do segundo dia de
armazenamento. Ja Shahiduzzaman e Linde-
Forsberg (2007) verificaram que a inducdo da
imobilidade ndo alterou o consumo de glicose,
nem a motilidade ou a integridade das
membranas plasmaticas e acrossomal do sémen
canino resfriado por 23 dias. Vestegen et al.
(2005) descreveram queda do pH durante o
armazenamento do sémen a 4°C de 6,8 no Dia 1
para 6,6 no Dia 13 e os autores resaltam que a
queda do pH foi acompanhada em paralelo pela
queda da motilidade espermatica.

4.3.4  Antioxidantes e Lipoproteinas

Espécies de oxigénio reativo (ROS) sdo uma
classe de moléculas que engloba radicais livres,
compostos ndo-radicais, e derivados do
oxigénio, todos com alto poder de oxidar outras
moléculas. Em concentracfes fisiol6gicas o0s
ROS agem como sinais mediadores em uma
grande variedade de processos celulares,
influenciando pontos cruciais da reproducao
como  capacitacdo  espermética,  reagdo
acrossomal, implantacdo e desenvolvimento
embrionario inicial (Bansal e Bilaspuri, 2011).
No ejaculado, as ROS sdo normalmente
produzidas por espermatozoides e leucdcitos e
embora a producdo de ROS seja um processo
fisioldgico, o desequilibrio entre sua producéo e
degradacdo ¢é deletério para as células
espermaticas e associado a infertilidade no
macho. As ROS podem danificar diretamente
todos os componentes celulares, no entanto os
lipideos componentes das membranas parecem
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ser 0 principal sitio de acdo nos
espermatozoides (Michael et al., 2009; Bansal e
Bilaspuri, 2011). O sémen canino contém, tanto
no plasma quanto no préprio espermatozoide,
diversos sistemas antioxidantes, entre eles a
superoxido desmutase, glutation peroxidase e o
acido ascorbico (Strzezek et al., 2009) A
criopreservacdo do sémen por si é associada a
geracdo de radicais livres, a isso se soma a
perda de viabilidade e degradacdo de uma
parcela dos espermatozoides, de forma que o
estresse oxidativo & um importante fator
associado a queda da fertilidade no sémen
criopreservado (Bansal e Bilaspuri, 2011).
Vérios estudos tém avaliado a suplementacédo
com antioxidantes, seja por via oral seja no
meio diluidor de sémen, no intuito de diminuir o
estresse oxidativo e aumentar a longevidade e
fertilidade do sémen canino resfriado. Michael
et al. (2009) avaliaram o efeito da adicdo de
vitamina C, N-aceticiteina, taurina, catalase,
vitaminas E e B16 ao meio diluidor Tris-Gema
para resfriamento de sémen. Os autores
verificaram efeito benéfico da adicdo de
catalase, vitaminas E, B16 e taurina sobre a
motilidade espermatica, embora apenas a
vitaminas E e B16 tenham melhorado a
viabilidade espermética e s6 a B16 demonstrou
efeito sobra a integridade de membranas
espermaticas. Rocha et al. (2009) avaliaram o
efeito da suplementagdo oral com vitamina E,
associada a acidos graxos poli-insaturados
omega 3, 6 e 9 sobre a qualidade do sémen
canino fresco e verificaram incremento no
volume ejaculado, vigor e concentracdo
espermaticos, bem como aumento da
porcentagem de espermatozoides
morfologicamente normais apds 60 dias de
suplementacdo. J& Beccaglia et al. (2009)
avaliando o efeito da adicdo de catalase ao meio
diluidor Tris-Gema para resfriamento de sémen
canino, relatam que ndo houve variacdo na
qualidade do sémen durante os 4 dias de
avaliacdo. Entretanto, Strzezek et al. (2009)
pesquisando a presenca de antioxidantes no
sémen canino ndo foi capaz de detectar niveis
significativos de catalase em nenhuma das
fracdes do ejaculado.

O feito crioprotetor da gema de ovo, mais
especificamente de suas lipoproteinas, sobre os
espermatozoides de diversas espécies é bem
conhecido. A maioria dos meios de
criopreservacdo de sémen de cdo conta com este

ingrediente em sua férmula. Entretanto, a gema
de ovo é um produto bioldgico complexo e
desta forma sujeito a variagcdes em sua
composicdo. Por ser um bioproduto de origem
animal a comercializagdo internacional de
sémen diluido em meios contendo gema de ovo
pode ser restrita por barreiras sanitarias uma vez
que acarreta risco potencial de contaminacdo
microbiol6gica (Bousseau et al., 1998).

As lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
foram primeiramente isoladas por Mayer e
Lasley em 1945, e desde entdo tem sido
utilizadas na criopreservagdo de sémen bovino
(Amirat et al., 2004), equino (Canisso et al.,
2008), suino (Zhong-liang et al., 2007) ovino
(Moustacas et al.,, 2011) e canino (Varela
Junior, 2009). Bencharif et al. (2008) avaliaram
a possibilidade de substituicdo da gema de ovo
por LDL para congelamento de sémen canino e
verificaram que 0s meios contendo LDL
proporcionaram motilidade semelhante aos
meios contendo gema de ovo, com melhor
preservacdo da integridade de acrossoma,
membrana plasmatica e DNA. Os autores
obtiveram ainda 100% de taxa de prenhez (n=6)
com sémen congelado em meio & base de LDL.
Mais tarde Varela Janior (2009) demonstrou
com sucesso a possibilidade de substituicdo da
gema de ovo por lipoproteinas de baixa
densidade ndo s6 para o congelamento, mas
também para resfriamento de sémen canino.
Embora a LDL ofereca a vantagem de ser um
bioproduto de composi¢do controlada e
previsivel, ela ainda é um produto de origem
animal, sujeito a riscos sanitarios potenciais. A
lecitina de soja, um composto rico em
fosfolipidios, mais especificamente
fosfatidilcolina, tem surgido como uma
alternativa & gema de ovo e & LDL para
composicdo de meios diluidores de sémen. Os
mecanismos de crioprotecdo da lecitina de soja
ainda ndo sdo completamente esclarecidos mas,
em funcdo da semelhanca bioquimica, acredita-
se que estes sejam proximos aos descritos para a
LDL (Zhang et al., 2009). Beccaglia et al.
(2009) avaliaram o efeito da substituicdo da
gema de ovo por lecitna de soja sobre a
motilidade e potencial fertilizante de
espermatozoides caninos resfriados por 4 dias.
Os autores concluiram que a lecitina de soja é
um substituto adequado para a gema de ovo,
uma vez sémen resfriado em meios a base de
lecitina e gema de ovo apresentaram semelhante
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motilidade, grau de capacitacdo espermatica e
capacidade de se ligar a zona pellcida de
ovacitos caninos.

5 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado ap6s aprovagdo do
projeto pelo CETEA/UFMG sob o nldmero
009/2012

51 ANIMAIS

Foram utilizados seis cdes, dois da raca
Labrador e dois da raca Shar Pei , com idades
entre trés e cinco anos, provenientes de canil
particular. Os animais foram alojados em canis
individuais de 6 m? compostos de &rea coberta
com abrigo e solario, sendo alimentados com
racdo comercial oferecida duas vezes ao dia e
agua ad libitum. Foram selecionados para o
experimento cées que apresentavam motilidade
espermatica acima de 70% e menos de 30% de
espermatozoides morfologicamente anormais no
ejaculado (Johnson et al., 2001).

52 COLETA DE SEMEN

Antes do inicio do experimento os cdes tiveram
sua reserva espermatica extra-gonadal esgotada.
Para tanto, foram realizadas cinco coletas de
sémen sucessivas, com intervalo de 2 horas
entre as coletas, em cada animal. As coletas
destinadas ao resfriamento tiveram inicio trés
dias apds (England, 1999). Para todos o0s
experimentos, a segunda fracdo do ejaculado,
identificada pela coloracdo esbranquigada, foi
coletada pelo método de manipulagdo digital do
pénis (Linde-Forsberg, 2001), com auxilio de
saco pléastico acoplado a um tubo tipo falcon.

No Experimento 1, abordou-se o efeito da
renovacdo do meio diluidor sobre a qualidade
do sémen resfriado, com o sémen avaliado a
partir ~ de ejaculados individuais. @ No
Experimento 2 comparou-se 0s resultados
obtidos a partir de ejaculados individuais e de
pools de sémen, submetidos as mesmas
condicBes experimentais. No Experimento 3,
avaliou-se o efeito da suplementacdo com
frutose sobre a qualidade do sémen canino
resfriado, somente com pools de sémen. Para
avaliacdo dos ejaculados individuais, foi
coletado um ejaculado de cada individuo, os
quais foram  esfriados e  processados

individualmente, sendo todas as coletas
realizadas no mesmo dia. Para a formagdo de
pools, sémen dos mesmos cdes foi coletado no
mesmo dia, avaliado quanto a qualidade a
fresco, centrifugado e diluido individualmente
(para maiores detalhes vide secdo 5.3), e em
seguida os ejaculados foram agrupados na
forma de pools para o resfriamento e
processamento de acordo com os tratamentos
experimentais. Os pools foram obtidos com
intervalo de 2 a 3 dias entre si.

Nos resultados complementares, abordou-se a
qualidade do sémen canino fresco, realizando-
se, para cada cdo, quatro coletas de sémen
semanais, duas as segundas-feiras e duas as
quintas-feiras, durante o periodo de um més,
totalizando 84 coletas. As coletas realizadas no
mesmo dia tiveram intervalo de
aproximadamente trés horas entre si.

53 PROCESSAMENTO DO SEMEN

O sémen coletado foi imediatamente avaliado
quanto a caracteristicas macroscopicas, vigor,
motilidade e concentracdo espermética (para
detalhamento vide se¢do 5.4). Apds a avaliagdo
inicial, o sémen foi diluido, na proporcéo de 1:1
em meio Tris-Gema (Rota et al., 1995)
previamente aquecido a 37°C, e centrifugado a
500g/10min.  Apdés a centrifugagdo o
sobrenadante foi descartado e o pellet formado
ressuspendido em meio Tris-Gema até
concentragéo final de 50x10°
espermatozoides/mL. O sémen foi entdo
resfriado em caixa de resfriamento desenvolvida
para o experimento. A caixa de resfriamento
desenvolvida consiste de uma caixa de
poliestireno retangular, (medidas externas: 22,5
cm de comprimento x 18,5 cm de altura e
13,5cm de largura, com paredes de 1,5cm de
espessura), preenchida com um gelo reutilizavel
retangular (5cm de comprimento x 14,5 cm de
altura x 9 cm de largura), trés placas de
poliestireno também retangulares (duas placas
medindo 2,5cm de comprimento x 12,5 cm de
altura x 10 cm de largura, e uma medindo 4cm
de comprimento x 12,5 de altura x 10 cm de
largura), e uma garrafa plastica cilindrica com
tampa, hermeticamente fechada, (5cm de
didmetro x 13cm de altura), contendo o tubo
tipo falcon com tampa com o sémen diluido
(Figs. 1 e 2). No tempo 0 do resfriamento, 0s
componentes da caixa foram organizados de
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forma que as 3 placas de poliestireno ficassem
entre o gelo reutilizdvel e a garrafa plastica
contendo o sémen. Aos 40 minutos de
resfriamento, as placas de poliestireno foram
movidas de forma a manter apenas 1 placa fina
entre o gelo reutilizavel e a garrafa plastica, e
em seguida, aos 70 minutos de congelamento a
garrafa plastica foi posta em contato direto com
o gelo reutilizavel (Fig. 3).

Figura 1 - Caixa de resfriamento de sémen.
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Figura 2 - Disposicdo dos componentes da caixa de
resfriamento de sémen, no tempo 0. Medidas em
centimetros.

/

Figura 3 - Disposicdo dos componentes da caixa de
resfriamento de sémen, aos 40min. (A), e aos 70min. (B).

Para determinar a taxa de resfriamento obtida
com uso da caixa, antes do inicio do
experimento a queda da temperatura do sémen
durante o resfriamento foi mensurada em 4
caixas, com auxilio de termdmetro posicionado
dentro do tubo tipo falcon. A taxa de
resfriamento média foi de 0,26 C°/min, entre 37
e 16 C°, e 0,08 C°/min, entre 16 a 8 C° (Fig. 4).
A temperatura final atinaida foi de 7 C°, aos
240 min ' Temperatura-C°  esta se manteve por
6 horas.
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Figura 4 - Média da queda da temperatura do sémen durante
resfriamento em caixa de poliestireno.

Apbs resfriado o sémen foi mantido em
geladeira a 5 °C por 14 dias. Durante a
conservacdo em geladeira, cada ejaculado, ou
cada pool de sémen foi dividido em dois, sendo
cada metade destinada a um dos seguintes
tratamentos:

e Experimentole2:

Tratamento 1: o meio diluidor foi renovado a
cada seis dias.

Tratamento 2: o meio diluidor foi renovado,
uma Unica vez, aos doze dias.

e Experimento 3:

Tratamento 1: o meio foi suplementado com
4mmol/L de frutose a cada seis dias.

Tratamento 2: o meio diluidor foi suplementado
com 4mmol/L de frutose, uma Unica vez, apos
12 dias.

Para a renovagdo do meio, igual volume de
meio recém-preparado, acondicionado em tubo
tipo falcon, foi resfriado em geladeira por 2
horas. Em seguida, o sémen diluido foi
centrifugado em centrifuga refrigerada (5°C), a
500 g por 10min. O sobrenadante foi
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desprezado, e o pellet ressuspendido em meio
recém preparado ou no meio diluidor original
conforme a tratamento experimental.

Para suplementagio com frutose, considerando
que o peso molar (peso de um mol) da frutose é
180g, foi feita uma solugdo estoque de frutose
com concentragdo de 400 mmol/L (7,2g de
frutose dissolvidos em 100mL de 4&gua
destilada), que foi resfriada a 5 °C. Adicionou-
se, para cada mL de meio diluidor, 10uL da
solucéo estoque de frutose de forma a aumentar
a concentracdo de frutose no meio em 4mmol/L.

54  AVALIAGCAO DO SEMEN

Volume do ejaculado, concentracdo espermatica
por mL de sémen, concentragdo total de
espermatozoides no ejaculado e avaliagdo
subjetiva da motilidade e vigor espermaticos
foram avaliados, para todos os ejaculados, no
momento da coleta do sémen.

As avaliagbes de motilidade por andlise
computadorizada e integridade de membranas
plasméticas e acrossoma foram realizadas, ao
término da curva de resfriamento (Dia 0), a cada
48 horas, durante os 14 dias de conservagdo em
geladeira, e imediatamente antes e apds a
renovacao do meio diluidor.

54.1 Volume do ejaculado, concentragdo
espermética por mL de sémen,
concentragdo total de espermatozoides
no ejaculado

Procurou-se coletar apenas a segunda fracdo do
ejaculado, a fragdo espermatica, cujo volume foi
mensurado por meio da graduacdo do tubo
coletor tipo falcon. A concentracdo de
espermatozoides por mL de sémen, na fracdo
espermatica, foi determinada pela diluicdo do
sémen em solucdo de formol-salina tamponada
na taxa de 1:100 e posterior contagem dos
espermatozoides em camara de Neubauer sob
microscopia de luz em aumento de 400X.
(Hafez e Hafez, 2004). A concentracdo total de
espermatozoides no ejaculado foi obtida
multiplicando-se a concentragdo de
espermatozoides por mL de sémen pelo volume
da segunda fracdo do ejaculado.

5.4.2  Motilidade Espermatica

A avaliacdo subjetiva da motilidade e vigor
espermaticos foi realizada com auxilio de
microscopio de luz, em aumento de 200 e 400,
utilizando 10ul de sémen fresco preparados
entre lamina e laminula previamente aquecidos

a 37°C. Dois observadores avaliaram as
amostras quanto a motilidade, expressas em
porcentagem (0-100) e vigor espermatico,
expresso numa escala de 0 (imobilidade) a 5
(mobilidade rapida) (Hafez e Hafez, 2004).

Para avaliacdo da motilidade espermatica do
sémen resfriado foi utilizado o Sperm Class
Analyser® (SCA) versdo 4.0 da ©Microptic
(Barcelona, Espanha). As amostras resfriadas
foram aguecidas em banho-maria a 37°C por
2min e em seguida uma gota de 5ul foi
colocada entre I1&mina e laminula, previamente
aquecidas a 37°C e acondicionada ao SCA. O
setup foi ajustado para os padroes de
movimentacdo do sémen de canino pré-
existentes. Foram observados um minimo de 3
campos e 500 espermatozoides, com frequéncia
de aquisicdo de imagens de 25 imagens/s.
Posteriormente, a classificagédo dos
espermatozoides em todas as imagens foi
revisada manualmente, para corrigir eventuais
erros provocado por particulas suspensas no
meio ou pela interferéncia de um
espermatozoide na movimentacao ou estacdo de
outro. Os espermatozoides foram classificados
nas seguintes categorias:

e Mdveis Rapidos Progressivos: aqueles com
velocidade curvilinear (VCL) maior que 100
micron/s e retilinearidade (STR) maior que
75,

e Mdveis Lentos Progressivos: aqueles com
VCL entre 65 e 100 micron/s e STR maior
que 75;

e Moveis N&o Progressivos: aqueles com VCL
maior que 10 micron/s e STR menor que 75;

e Imoveis: aqueles com VCL menor que 10
micron/s.
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Figura 5 - Foto da avaliagdo da motilidade espermatica
realizada utilizando o Sperm Class Analyser® (SCA)
evidenciando os  espermatozoides moéveis  rapidos
progressivos (vermelho), moveis lentos progressivos
(verde), movei ndo progressivos (azul) e iméveis (amarelo).

Foi avaliada também a retilinearidade (STR),
relacio  entre  espaco  percorrido  pelo
espermatozoide e sua trajetéria real e a
linearidade (LIN) comparacdo entre trajetos
retos e curvilineos, ambos expressos em escala
de 0-100.

5.4.3 Integridade funcional da membrana
plasmaética da cauda dos
espermatozoides

A integridade funcional da membrana
plasméatica da cauda dos espermatozoides foi
avaliada pelo Teste Hiposmotico (HO) de
acordo com a técnica descrita por Kumi-Diaka
(1993). Para tanto uma aliquota de 50uL de
sémen é adicionada a 500uL de solucdo de
60mOsm/L de frutose em agua destilada,
incubada por 30 minutos em banho-maria a
37°C e fixada em 250uL de formol salina
tamponada. As células fixadas foram
observadas ao microscopio 6tico, com 400x de
aumento, e classificadas quanto a presenga de
enrolamento da cauda. Para determinacdo da
porcentagem de células com cauda enrolada
antes da incubacdo em solucdo hiposmotica,
uma aliquota de 50uL de sémen foi fixada em
250uL de formol salina tamponada para
observagdo em  microscopio  Otico. A
porcentagem de células com membrana integra

(HO) foi calculada segundo a férmula proposta
por Melo e Henry (1999):

% de % de
espermatozoides espermatozoides
HO = - com cauda

com cauda
enrolada apés
incubagdo em
meio hiposmatico

enrolada antes da
incubagdo em
meio hiposmotico

5.4.4  Avaliacdo da integridade estrutural da
membrana plasmatica da cabeca e
acrossoma

A integridade estrutural da membrana
plasméatica da cabeca e do acrossoma dos
espermatozoides resfriados foi avaliada pela
técnica da fluorescéncia, adotando-se dois
fluorocromos: 0 diacetato de
carboxifluoresceina (CFDA) e o iodeto de
propidio (IP), segundo o protocolo proposto por
Harrison e Vickers (1990) modificado por
Zlccari (1998). Para tanto foi adicionado aos
40pL da solugdo trabalho 10pL de sémen, sendo
a solucdo final incubada por 8 minutos em
banho-maria a 37°C. Os espermatozoides foram
entdo  avaliados, em  microscopio  de
epifluorescéncia, no aumento de 400X, ao
abrigo da luz, utilizando filtro de 480 a 610nm.
Foram avaliados 200  espermatozoides,
considerando-se trés categorias:

e integros (completamente marcados pelo
CFDA);

e Lesados (completamente marcados pelo Pl);

e Semi-lesados (marcados tanto pelo CFDA
quanto pelo PI).

55  ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental foi em blocos ao
acaso, com parcelas subdivididas, sendo o
animal ou o pool de sémen o bloco, o
tratamento a parcela e o dia a subparcela. As
varigveis apresentaram distribuicdo normal, e
foram comparadas pela ANOVA utilizando o
teste Tukey-Kramer com nivel de significancia
de 5%, no programa SAS versdo 2008. Os
resultados foram expressos como Média +
Desvio Padréo.
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6 EXPERIMENTO 1: RENOVACAO DO DILUIDOR NA QUALIDADE DO
SEMEN CANINO RESFRIADO

6.1 RESUMO

Avaliou-se o efeito da renovacdo do meio diluidor sobre a qualidade dos espermatozoides caninos
resfriados. Sémen de seis cédes foi coletado, diluido, na propor¢cdo de 1:1 em meio Tris-Gema,
centrifugado a 500g/10min, e o pellet ressuspendido até concentragdo final de 50 x 10°
espermatozoides/mL. O sémen foi resfriado a 0,26 °C /min, entre 37 e 16 °C, e 0,08 °C /min, entre 16 a 8
°C e mantido em geladeira a 5 °C por 14 dias. No Tratamento 1 o meio diluidor foi renovado a cada seis
dias e no Tratamento 2 aos doze dias. O sémen foi avaliado, a cada 48 horas quanto a motilidade
espermatica, utilizado o Sperm Class Analyser® (SCA), e integridade de membranas pelo Teste
Hiposmotico e coloragcdo com PI/CFDA. A renovacdo do meio diluidor manteve constante a motilidade
espermatica e aumentou a longevidade do sémen canino resfriado, sem, contudo influenciar a integridade
de membranas.

6.2 ABSTRACT

We evaluated the effect of medium exchange on quality of chilled dog semen. Semen was collected from
six dogs, diluted in a 1:1 ratio in Tris-Yolk medium, centrifuged at 500g/10min and ressuspended to final
concentration of 50 x 106 sptz/mL. Semen was cooled at rates of 0.26 °C/min between 37 and 16°C, and
0.08 °C/min from 16 to 8°C, and then kept in a refrigerator for 14 days. In Treatement 1 medium was
exchange every six days and in Treatment 2 after twelve. Cooled semen was evaluated every 48 hours
form sperm motility, using the Sperm Calss Analyser® (SCA) and membrane integrity with hiposmotic
swelling test and PI/CFDA stain. Medium exchange sustained sperm motility and increased sperm
longevity on collected dog semen, without however influencing membrane integrity.

6.3 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas tem-se visto grande
crescimento na utilizacdo de técnicas de
inseminacdo artificial em diversas espécies
domésticas, o que por sua vez fomenta o

até 48h (Ponglowhapan et al., 2004; Verstegen
et al.,, 2005). O ciclo estral da cadela é
caracteristicamente longo, apresentado periodo
fértil de 2-4 dias, com acentuada variacdo

interesse em técnicas de criopreservagdo do
sémen. Na é&rea de reproducdo de cdes o
resfriamento de sémen tem se destacado como
ferramenta facilitadora do intercambio de
material genético ja que alia bons resultados de
fertilidade e prolificidade a técnicas de
processamento e utilizacdo simples e de baixo
custo (England e Ponzio, 1996; Ponglowhapan
et al., 2004; Pefia et al., 2006).

O primeiro nascimento obtido com uso de
sémen resfriado na espécie canina data de 1954.
Na ocasido Harrop descreveu uma série
experimentos nos quais 0 sémen era
transportado de navio, da Europa até os Estados
Unidos, onde ocorriam as inseminacdes.

Uma desvantagem do resfriamento de sémen é
sua relativa baixa longevidade, inicialmente
estimada em 12-24h (Linde-Forsberg, 1991;
Rota et al., 1995), e atualmente estendida para

individual na duragdo do estro e momento da
ovulagdo (Johnson et al., 2001). Assim, a
logistica de coleta e envio de sémen canino
precisa ser cuidadosamente planejada de forma
que este seja disponivel, em boas condicfes, no
momento adequado para inseminacdo. Ainda,
foi demonstrado que a realizagdo de duas
inseminacGes, com intervalo de 48h, durante o
periodo fértil da cadela resulta em melhores
taxas de fertilidade do uma inseminacéo (Linde-
Forsberg et al., 1999). Tendo em vista que o
ejaculado contém 2-5 doses inseminantes, seria
vantajoso estender a longevidade do sémen
resfriado, de forma a tornar possivel utiliza-lo
fracionado em mais de uma inseminacéo.

Buscando alternativas para aumentar a
longevidade do sémen canino resfriado,
Verstegen et al. (2005) observaram que a
renovacao do meio diluidor apés longo periodo
de armazenamento aparentemente restabeleceu a
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motilidade de uma parcela dos espermatozoides
imoéveis. Os mecanismos associados ao aparente
restabelecimento da motilidade espermatica
ainda ndo foram inteiramente esclarecidos, nem
os possiveis efeitos da renovacéo do meio sobre
a integridade das organelas e componentes
espermaticos.

Considerando o conhecimento atual, busca-se
esclarecer o efeito da renovacdo do meio
diluidor na qualidade do sémen canino resfriado
e no periodo de sobrevivéncia dos
espermatozoides.

6.4 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados seis cdes, quatro da raca
Labrador e dois da raca Shar Pei, com idade
entre trés e cinco anos, provenientes de canil
particular. Os animais foram alojados em canis
individuais de 6m* composto de area coberta
com abrigo e solario, sendo alimentado com
racdo comercial oferecida duas vezes ao dia e
agua ad libitum. Foram selecionados para o
experimento cdes que apresentem motilidade
espermatica acima de 70% e menos de 30% de
espermatozoides morfologicamente anormais no
ejaculado (Johnson et al., 2001). Antes do inicio
do experimento os cdes tiveram sua reserva
espermatica extra-gonadal esgotada (England,
1999).

A segunda fracdo do ejaculado, identificada pela
coloracdo, foi coletada pelo método de
manipulagdo digital do pénis (Linde-Forsberg,
2001), com auxilio de saco plastico, acoplado a
um tubo tipo falcon. Imediatamente a poés a
coleta o sémen foi diluido, na proporcéo de 1:1
em meio Tris-Gema (Rota et al., 1995)
previamente aquecido a 37°C, e centrifugado a
5009/10min.  Apés a centrifugagdo o
sobrenadante foi descartado e o pellet formado
ressuspendido em meio Tris-Gema até
concentracdo  final de 50 x  10°
espermatozoides/mL. O sémen foi entdo
resfriado, em caixa de poliestireno contendo
gelo reutilizavel, a taxa de 0,26 C°/min, entre 37
e 16 C° e 0,08 C°/min, entre 16 e 8C° (para
maiores detalhes vide secéo 5.3). Apds resfriado
0 sémen foi mantido em geladeira a 5°C por 14
dias. Durante a conservacdo em geladeira, cada
ejaculado foi dividido em dois tratamentos: no
Tratamento 1 o meio diluidor foi renovado a
cada seis dias e no Tratamento 2 o meio diluidor
foi renovado, uma Unica vez apds doze dias.

Para a renovacdo do meio diluidor, igual
volume de meio recém-preparado,
acondicionado em tubo tipo falcon, foi resfriado
em geladeira por 2 horas. Em seguida o sémen
diluido foi centrifugado em centrifuga
refrigerada (5°C), a 500 g por 10min. O
sobrenadante foi desprezado, e o pellet
ressuspendido em meio recém preparado ou no
meio  original conforme o tratamento
experimental.

O sémen resfriado foi avaliado, a cada 48 horas,
quanto & motilidade espermatica e integridade
de membranas. Para avaliacdo da motilidade
espermatica foi utilizado o Sperm Class
Analyser® (SCA) versdo 4.0 da Microptic©
(Barcelona, Espanha). As amostras resfriadas
foram aquecidas em banho-maria a 37°C por 2
min e, em seguida, uma gota de 5uL foi
colocada entre lamina e laminula, previamente
aquecidas a 37°C e acondicionada ao SCA. O
setup foi ajustado para os padrdes de sémen
canino pré-existentes. Os espermatozoides
foram classificados nas seguintes categorias:
Moveis Rapidos Progressivos, aqueles com
velocidade curvilinear (VCL) maior que 100
micron/s e retilinearidade (STR) maior que 75;
Maveis Lentos Progressivos, aqueles com VCL
entre 65 e 100 micron/s e STR maior que 75;
Méveis Nao Progressivos, aqueles com VCL
maior que 10 micron/s e STR menor que 75; e
Iméveis, aqueles com VCL menor que 10
micron/s. Foi avaliado também a retilinearidade
(STR), relacdo entre espagco percorrido pelo
espermatozoide e sua trajetéria real e a
linearidade (LIN) comparacdo entre trajetos
retos e curvilineos, ambos expressos em escala
de 0-100 (para maiores detalhes vide se¢do
5.4.2).

A integridade funcional da membrana
plasmética da cauda dos espermatozoides foi
avaliada pelo Teste Hiposmoético (HO) de
acordo com a técnica descrita por Kumi-Diaka
(1993) utilizando solucdo de 60mosmol de
frutose em Agua destilada. A porcentagem de
células reativas ao Teste Hiposmdtico foi
corrigida segundo a férmula proposta por Melo
e Henry (1999) (para maiores detalhes vide
secdo 5.4.3).

A integridade estrutural da membrana
plasméatica da cabeca e do acrossoma dos
espermatozoides resfriados foi avaliada pela
técnica da fluorescéncia, adotando-se 0s
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fluorocromos o diacetato de carboxifluoresceina
(CFDA) e o iodeto de propidio (IP), segundo o
protocolo proposto por Harrison e Vickers
(1990) modificado por Zlccari (1998). Os
espermatozoides foram classificados como:
integros  (completamente  marcados  pelo
CFDA); lesados (completamente marcados pelo
PI); e semi-lesados (marcados tanto pelo CFDA
quanto pelo PI) (para maiores detalhes vide
secdo 5.4.4).

O delineamento experimental foi em blocos ao
acaso com parcelas subdivididas, sendo cdo o
bloco, o tratamento a parcela e o dia a
subparcela. ~ As  varidveis  apresentaram
distribuicdo normal, e foram comparadas pela
ANOVA utilizando o teste Tukey-Kramer com
nivel de significancia de 5%, no programa SAS
versdo 2008. Os resultados foram expressos
como Média + Desvio Padrao.

6.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios de motilidade espermatica
diminuiram, de forma progressiva a partir do
primeiro dia de resfriamento. Apesar disso sé
foi verificada diferenca estatisticamente
significativa nos pardmetros de motilidade
espermatica a partir do sexto dia. A motilidade
total média do sémen resfriado variou entre 87%
no Dia 0 e 57% no Dia 6, e a média de
motilidade progressiva esteve entre 66 e 35% no
mesmo periodo. A partir do sexto dia, e ao logo
de todo o restante do periodo experimental,
houve queda significativa diaria da motilidade
espermatica.

De forma semelhante, apesar de os valores
médios diminuirem progressivamente desde o
primeiro dia, houve queda significativa nos
pardmetros de integridade das membranas
espermaticas da cabeca e acrossoma, avaliado
pela coloragdo com PI/CFDA, apenas a partir do
quarto dia de resfriamento. A média de
espermatozoides integros variou entre 89% no
Dia 0 e 81% no Dia 4, e a meédia de
espermatozoides semi-lesados esteve entre 3 e
8% no mesmo periodo. J& a porcentagem de
espermatozoides com membrana da cauda
integras, avaliada pelo Teste Hiposmotico,
sofreu queda progressiva, significativa, desde o
primeiro dia de resfriamento.

A longevidade do sémen canino resfriado foi
inicialmente estimada em 12-24h (Linde-

Forsberg, 1991; Rota et al., 1995), e atualmente
é estendida para até 48h (Ponglowhapan et al.,
2004; Verstegen et al., 2005; Pefia et al., 2006).
Apesar disso, no presente experimento, em
ambos tratamentos, houve queda nos pardmetros
de motilidade e integridade espermatica apenas
a partir do sexto e do quarto dia de resfriamento,
respectivamente. Verstegen et al. (2005)
descrevem  manutencdo da  motilidade
espermatica constante por até 10 dias no sémen
canino diluido em meio Tris-Gema e resfriado a
4°C, enquanto Nizanski et al. (2009) descrevem
manutencdo  de  motilidade  espermaética
satisfatoria por até 7 dias nas mesmas
condi¢fes. J& Rota et al. (1995) descrevem
queda na motilidade espermética a partir do
segundo dia de resfriamento do sémen diluido
em diversos meios. Verstegen et al. (2005) e
Nizanski et al. (2009) ndo avaliaram quaisquer
parametros de integridade de membranas
espermaticas, mas Rota et al. (1995) verificaram
queda na porcentagem de espermatozoides
reativos ao Teste Hiposmético, e na
porcentagem de espermatozoides integros
avaliados pela coloracdo com PI/CFDA ja com
24 horas de resfriamento. Diferencas na
metodologia, em especial na forma de avaliacéo
da motilidade e integridade espermatica, bem
como no delineamento estatistico, podem em
parte ser implicadas nas diferencas de resultados
entre trabalhos, assim como a variabilidade
individual.

O presente trabalho demonstrou que tanto a
motilidade quanto a integridade espermaticas
podem ser mantidas no sémen canino resfriado
por pelo menos 4 dias. Com base neste achado,
bem <como na literatura mais recente
(Ponglowhapan et al., 2004; Verstegen et al.,
2005; Nizanski et al., 2009), pode-se especular
que o tempo estimado de manutencdo da
longevidade e fertilidade do sémen resfriado
possa ser estendido por periodos superiores a 48
horas.

A centrifugacdo é um passo inerente a maioria
dos protocolos de criopreservacdo do sémen, no
entanto, tanto a centrifugagdo quanto a
ressuspensdo do pellet tem sido associadas a
injurias mecénicas e oxidativas que se refletem
na perda da motilidade e fertilidade do sémen
(Rijsselaere et al., 2002; Aurich, 2005; Matas et
al., 2007). Se por um lado os danos associados a
centrifugacdo  sdo  proporcionais & sua
velocidade e duragéo, por outro, centrifugacGes
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muito  suaves resultam na perda de
espermatozoides, eliminados suspensos no
sobrenadante (Rijsselaere et al., 2002). Cunha e
Lopes (1999) descrevem que a centrifugacdo a
800 g por 15 minutos ndo prejudicou a
qualidade do sémen canino fresco. Rijsselaere et
al. (2002) avaliaram o efeito de quatro
velocidades de centrifugacdo sobre qualidade do
sémen e a perda de células no sobrenadante e
concluiram que a centrifugacdo a 720 g por 5
minutos apresentou minima perda de células
sem alteracdo da qualidade seminal. Ja Davis et
al. (2007) mensuraram a concentragdo de
espécie de oxigénio reativo (ROS) antes e apds
a centrifugacdo do sémen de cédes a 700 g por 10
minutos e verificaram aumento de 200% na
concentragdo de ROS apo6s a centrifugagdo. No
presente trabalho utilizou-se intensidade de
centrifugacdo intermedidria, sendo o sémen de
ambos o0s tratamentos centrifugado, em
centrifuga refrigerada, a 500 g por 10 minutos.
Mesmo assim, a centrifugacdo e ressuspencédo
dos espermatozoides teve efeito deletério sobre
a qualidade do sémen resfriado, provocando
queda da motilidade esperméatica, mais
perceptivel nas amostras de sémen que foram

centrifugadas e ressuspendidas meio diluidor
original (Tab. 1 - Tratamento 2).

Observando a Tab. 1, e comparando o0s
resultados entre tratamentos, observa-se que
apés a renovacgao do meio, todos os parametros
de motilidade espermatica foram superiores no
Tratamento 1, com renovacdo do meio, quando
comparados ao Tratamento 2, sem renovagao do
meio. Comparando os valores de motilidade
espermatica antes e ap6s a centrifugacdo e
renovacdo ou ndo do meio diluidor, verifica-se
que, em ambos os tratamentos, a renovagao do
meio diluidor seja no sexto ou no decimo
segundo  dia  preservou a  motilidade
espermatica, enquanto  centrifugagdo e
ressuspensdo meio original provocou queda em
todos os parametros de motilidade avaliados. A
renovacdo do meio diluidor, tanto no sexto
quanto no décimo segundo dia de resfriamento
manteve a motilidade espermatica, protegendo
0s espermatozoides dos efeitos deletérios da
centrifugacéo.

Tabela 1 - Média + Desvio Padrédo da porcentagem de espermatozoides rapidos progressivos, lentos progressivos, progressivos
totais, mdveis ndo progressivos, moéveis totais e iméveis, de seis ejaculados caninos resfriados por 14 dias, antes (*) e apés (**) a
centrifugacéo e ressuspensdo em meio diluidor recém preparado (T-1: dias 6 e 12; T-2: dia 12), ou centrifugagao e ressuspenséo no

meio diluidor original (T-2 dia 6)

Réapidos Lentos Progressivos Moveis N&o- Moveis Totais Iméveis
Progressivos Progressivos Totais Progressivos
Dias T-1 T-2 T-1 T-2 T-1 T-2 T-1 T-2 T-1 T-2 T-1 T-2
6* 19,17 19,172 15,70 15,70° 34,87 34,87 22,17 22,17 57,04 57,042 42,96 + | 42,96
+7,91 +7,91 +7,43 +7,43 +14,72 | +14,72 +7,90 +7,90 +15,07 +15,07 15,07 +15,07
6** 17,85* | 12,65%| 1574* | 845% | 3359* | 21,11% | 2181* | 1514® | 5540* | 36,25% | 44,60" | 63,75%
+6,43 +851 | +533 | +330 | +10,11 | +1093 | +751 | +235 | +14,18 | +10,18 | +4,18 +0,18
12* 2,21 1,09 1,90 + | 1,16 + 4,11 2,24 + 541 1,83 9,53 4,08 + | 90,47 + | 95,92+
+4,19 +1,94 3,75 2,66 +7,91 4,56 +547 | +245 | +13,29 6,95 13,29 6,95
12%* 183 + | 169 + | 151 + | 297 + 334 +| 466 + | 650 + | 392 + 9,84 8,59 90,15+ | 91,41
3,26 3,34 1,32 5,81 4,52 9,12 3,57 5,96 +8,02 +14,76 8,02 +14,76

Médias marcadas com letras maidsculas na mesma linha ou minusculas na mesma coluna diferem entre si (P<0,05).

Na Tab. 2 estdo demonstrados os valores
médios dos diferentes parametros de motilidade
espermatica  avaliados, em ambos 0s
tratamentos, durante os 14 dias de
armazenamento do sémen canino resfriado.
Nota-se que a partir do Dia 6, e nos quatro dias

seguintes a renovagdo do meio diluidor as
amostras que sofreram renovagdo apresentaram
motilidade espermética total superior as
observadas nas amostras ressuspendidas no
meio original, evidenciando o efeito benéfico da
renovacdo do diluidor sobre a longevidade
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espermatica. Pode-se ver, ainda, que a partir do
Dia 6, e ao longo de todo o periodo
experimental, os valores médios dos parametros
de motilidade espermatica avaliados foram
superiores no  Tratamento 1, quando
comparados aos do Tratamento 2.

Nem a renovacdo do meio diluidor, nem a
conservacdo do sémen resfriado influenciaram,
de forma imediata ou em longo prazo, o padréo
de motilidade dos espermatozoides, uma vez
que estes mantiveram tanto a linearidade quanto
a retilinearidade do movimento constantes
durante todo o experimento (Tabs. 4 e 5)

Tabela 2 - Média + Desvio Padrdo da porcentagem de espermatozoides rapidos progressivos, lentos progressivos, progressivos
totais, moveis nao progressivos, moveis totais e imoveis, de seis ejaculados caninos resfriados por 14 dias.

Répidos Lentos Progressivos Méveis N&o- J— . o
- : . . Moveis Totais Imoveis
Progressivos Progressivos Totais Progressivos

Dias T-1 T-2 T-1 T-2 T-1 T-2 T-1 T-2 T-1 T-2 T-1 T-2

0 39,90 39,90 26,08 26,08 65,97 + 65,97 20,78 20,78 86,75 | 86,75 + | 13,25 + | 13,25 +
+874 | +8,74 +4,25 +4,25 9,15 +9,15 + 9,62 +9,62 + 6,50 6,50 6,50 6,50

2 37,04 37,04 23,79 23,79 60,82 60,82 22,15 22,15 82,97 | 8297 + | 17,03 + | 17,03 +
+9,26 +9,26 +9,57 +9,57 +13,03 +13,03 | +10,50 | +10,50 | +7,89 7,89 7,89 7,89

4 33,79 33,79 23,30 23,30 57,09 57,09 23,99 23,99 81,08 | 81,08 + | 18,92 + | 18,92 +
+ 6,66 + 6,66 + 8,61 +8,61 +11,83 +11,83 | +9,15 +9,15 +579 5,79 5,79 5,79

6 19,17 19,17 15,70 15,70 34,87 34,87 22,17 22,17 57,04 57,04 42,96 + | 42,96
+7,91 +7091 +7,43 +7,43 +14,72 +14,72 | +7,90 +790 | #1507 | +15,07 15,07 +15,07

8 10,79 8,69 928 + | 848 + 20,07 17,17 21,10% +| 11,895 +| 41,17* | 29,07® | 58,83" | 70,93°
+6,80 | +1091 5,65 4,68 +12,16 +14,75 7,32 4,56 +15,75 | 416,21 | +15,75 | +16,21

10 5,38 295 + [ 715 + 3,40 12,53 6,34 + | 13,74"+| 4,61° 26,26” | 10,95% | 73,73* 89,058
+6,80 4,42 7,18 +4,00 +13,83 8,38 5,27 +4,17 +17,21 | +11,64 | +17,21 | +11,64

12 2,21 1,09 19 + | 116 + | 411 + | 2,24 + 5,41 1,83 9,53 4,08 + | 90,47 + | 9592+
+4,19 +1,94 3,75 2,66 791 4,56 + 5,47 +2,45 | 413,29 6,95 13,29 6,95

14 0,87 046 + | 0,73 + 0,25 160 + | 071 + 2,43 0,51 4,03 859 + | 9597 98.77 +
+1,43 0,85 1,32 +0,30 2,70 0,78 +2,20 +0,82 +3,91 1,58 +3,91 1,58

Médias marcadas com letras maiUsculas na mesma linha diferem estatisticamente entre si (P<0,05).
T-1: sémen submetido a renovacéo do meio diluidor a cada 6 dias
T-2: sémen submetido a renovacédo ap6s 12 dias

Os mecanismos envolvidos na manutencdo da
motilidade espermética associada & renovacgdo
do meio diluidor ainda ndo foram
completamente esclarecidos, no entanto é
possivel que a renovacdo do meio influencie a
fisiologia dos espermatozoides resfriados
aumentando a disponibilidade de moléculas
como acucares e lipoproteinas, removendo
radicais livres, enzimas e outros catabolitos,
bem como restabelecendo o pH do meio. A
presenca de pH adequado tanto no meio
intracelular quanto no meio extracelular é
essencial para manutengdo da vitalidade e

longevidade das células. Na primeira fase deste
trabalho avaliou-se o comportamento de
ejaculados individualizados, e em funcéo disso,
o volume das amostras era pequeno e nao foi
possivel avaliar as alteragdes no pH. Numa
segunda etapa, em que foi avaliado o
comportamento de pools de sémen submetidos
as mesmas condicOes experimentais, 0s valores
de pH no sémen resfriado variaram entre 6,3 no
Dia 0 e 5,9 no Dia 14. A renovacdo do meio
diluidor foi sempre associada ao
restabelecimento do pH fisiolégico do sémen
resfriado.
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Alteracbes no pH do meio, em especial a
acidificacdo, tem sido associadas a queda da
motilidade e fertilidade espermatica durante a
conservacao do sémen resfriado e a temperatura
ambiente (Norman et al., 1958; Ponglowhapan
et al., 2004; Verstegen et al., 2005). Norman et
al. (1958) estudando a preservacdo do sémen
bovino a temperatura ambiente observaram
diminuicdo na motilidade espermatica, no
consumo de oxigénio e possivelmente no
metabolismo geral associado a acidificacdo do
meio. Este efeito foi revertido com a renovacdo
do meio diluidor, e consequente
restabelecimento do pH, apdés 150 horas de
armazenamento. Ponglowhapan et al. (2004)
avaliando o efeito da adi¢do de glicose e frutose
ao meio diluidor para esfriamento de sémen
canino descrevem queda progressiva da
motilidade associada a acidificagdo. Ja
Verstegen et al. (2005) descreveram queda do
pH durante o armazenamento do sémen a 4°C
de 6,8 no Dia 1 para 6,6 no Dia 13.

Em seu trabalho, Verstegen et al. propuseram a
renovacdo do meio diluidor quando a
motilidade  espermatica  atingir  valores
estatisticamente diferente da motilidade inicial,
0 que ocorreu a principio ap6s 11 dias de
preservacdo do sémen. O periodo de
manuten¢do da motilidade inicial verificado no
trabalho de Verstegen et al. (2005), de 11 dias,
foi mais que o dobro do verificado no presente
trabalho, de 4 dias, e nos trabalhos de
Ponglowhapan et al. (2004), de 3 dias e Rota et
al. (1995) de 2 dias, sendo ainda maior que o
observado por Nizansk et al. (2009), de 7 dias.
Embora no presente trabalho a primeira
renovacéo do meio diluidor tenha ocorrido apds
seis dias de resfriamento, a motilidade total do
sémen (57%) era inferior ao descrito por
Verstegen et al. (2005) aos onze dias de

resfriamento (68%). No presente trabalho a
renovacdo do meio diluidor restabeleceu o pH
inicial do sémen resfriado, tanto no Dia 6
quanto no Dia 12, e em ambos momentos foi
associada a manutencdo da motilidade
espermatica. Ja Vestegen et al. (2005)
descrevem que o restabelecimento do pH
fisiolégico em funcdo da renovacdo do meio
diluidor nos Dias 11, 13 e 21 foi sempre
acompanhado de restabelecimento parcial e
decrescente da motilidade espermatica. Estes
autores trabalharam unicamente com pool de
sémen de cées provenientes de um canil
experimental.

No presente trabalho embora os cées utilizados
sejam de comprovada fertilidade e tenham
passado por completo exame androldgico antes
do inicio experimento, na expectativa de melhor
refletir a aplicagdo do procedimento a campo,
propositalmente eles ndo foram selecionados
segundo a criotolerancia espermatica. A Tab. 3
traz a porcentagem de espermatozoides moveis
progressivos e méveis totais no sémen resfriado
de dois cdes, que representam os extremos de
variabilidade individual observados neste
trabalho. Pode-se perceber que, embora no Dia
0 a motilidade espermética seja semelhante
entre os dois cdes, no Dia 6 a diferenca na
motilidade total e motilidade progressiva é de
mais de 100%. A variacdo individual na
criotolerancia do sémen resfriado é grande entre
cdes mesmo em um ambiente experimental
controlado, o que e pode explicar, em parte, as
diferengas encontradas na literatura quanto a
longevidade do sémen canino resfriado. Embora
a motilidade esperméatica e longevidade do
sémen tenham variado individualmente a
resposta a renovacdo do meio diluidor foi a
mesma em todos os individuos.

Tabela 3 - Média de porcentagem de espermatozoides moveis progressivos e moveis totais no sémen de dois caes,
resfriado por 14 dias e submetido a renovacéo periddica do meio diluidor a cada 6 dias.

Dia 0 Dia2 Dia4 Dia6 Dia8 Dia 10 Dia 12 Dia 14
Motilidade Ciol 77,13 4426 3587 1429 6,78 1,66 0,85 0,00
Progressiva | czo2 8320 7403 6130 33,14 31,69 18,70 1,65 2,40
Motilidade Caol 8924 80,87 7065 2956 1808 831 2,54 0,00
Total Cdo2 9254 9453 8452 6512 6393 34,78 7,82 5,39
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Tanto a centrifugacdo do sémen, quanto a
renovacao do meio diluidor, seja periodica ou
ap6s doze dias, ndo exerceram efeitos

perceptiveis, benéficos ou maléficos, imediatos
ou de longo prazo, sobre a integridade de
membranas (Tabs. 4 e 5).

Tabela 4 - Média + Desvio Padréo da porcentagem de espermatozoides integros, semi-lesados e lesados, avaliados pela coloracéo
com PI/CFDA, média de espermatozoides reativos ao Teste Hiposmotico e linearidade e retilinearidade espermaticas, de seis
ejaculados caninos resfriados por 14 dias, antes (*) e apds (**) a centrifugacédo e ressuspensdo em meio diluidor recém preparado
(T-1: dias 6 e 12; T-2: dia 12), ou centrifugacéo e ressuspensdo no meio diluidor original (T-2 dia 6) .

integros Semi-Lesados Lesados Reativos-HO Linearidade Retilinearidade

Dias T-1 T-2 T-1 T-2 T-1 T-2 T-1 T-2 T-1 T-2 T-1 T-2
6* 76,67 76,67 13,83 13,83 9,50 9,50 46,00 46,00 46,64 46,64 77,11 77,11
+11,93 | #1193 | 46,59 +6,59 +5,65 +5,65 | +1527 | +1527 | +3,30 +3,30 +2,69 +2,69
6** 74,17 79,17 15,00 12,33 10,83 8,50 42,17 40,83 | 43,59 43,56 76,09 76,33
+7,17 +6,37 +5,55 +5,65 +1,72 +251 | +17,45 | +17,67 | +6,87 +5,45 +5,25 +6,99
12* 48,33 42,33 22,67 26,50 29,00 27,83 25,17 23,00 41,11 42,81 74,87 75,02
+11,27 | +21,34 | +14,73 | +20,07 +5,66 | +11,84 | +9,70 +9,55 +9,42 +6,84 +10,76 +8,34
12** 49,17 46,33 17,83 19,67 33,00 34,00 | 23,10% | 16,10° | 41,92 47,32 73,21 80,36
+13,00 | +14,46 +3,97 | +12,11 | +10,35 | +13,04 +9,81 +9,77 | 19,03 +4,48 +11,24 +4,62

Médias marcadas com letras maitsculas na mesma linha diferem estatisticamente entre si (P<0,05).

Tabela 5 - Média + Desvio Padrdo da porcentagem de espermatozoides integros, semi-lesados e lesados, avaliados pela coloracéo
com PI/CFDA, média de espermatozoides reativos ao Teste Hiposmético e linearidade e retilinearidade esperméticas, de seis
ejaculados caninos resfriados por 14 dias.

integros Semi-Lesados Lesados Reativos-HO Linearidade Retilinearidade

Dias T-1 T-2 T-1 T-2 T-1 T-2 T-1 T-2 T-1 T-2 T-1 T-2
0 89,00 89,00 3,00 3,00 8,00 8,00 87,83 87,83 57,60 57,60 81,37 81,37
+7,80 +7,80 +2,28 +2,28 +5,66 +5,66 +4,26 +4,26 +5,51 +5,51 +3,16 +3,16
2 81,17 81,17 8,50 8,50 10,33 10,33 65,00 65,00 57,63 57,63 82,13 82,13
+5,00 +5,00 +3,27 +3,27 +5,01 +5,01 | +20,71 | +20,71 | +6,93 +6,93 +4,62 +4,62
4 75,67 75,67 8,33 8,33 16,00 16,00 62,83 62,83 51,49 51,49 79,71 79,71
+6,50 +6,50 +3,67 +3,67 +6,51 +6,561 | +19,73 | +19,73 | +533 +5,33 +3,27 +3,27
6 76,67 76,67 13,83 13,83 9,50 9,50 46,00 46,00 46,64 46,64 77,11 77,11
+1193 | +11,93 | +6,59 +6,59 +5,65 +5,65 | +1527 | +1527 | +3,30 +3,30 +2,69 +2,69
8 68,00 70,00 15,50 15,83 16,50 14,17 37,00 35,67 47,38 49,91 77,26 80,63
+9,74 | +1439 | +9,07 | +12,11 | +5,68 +7,19 | +16,52 | +1536 | +4,15 +1,83 +3,89 +1,80
10 55,67% | 65,17° 20,83 16,00 23,67 19,00 34,50 28,67 44,72 46,39 71,57 77,87
+10,93 | +13,20 | +8,84 | +1168 | +3,44 +4,86 | +13,71 | +1592 | +6,03 +2,62 +5,66 +1,78
12 48,33 42,33 22,67 26,50 29,00 27,83 25,17 23,00 41,11 42,81 74,87 75,02
+1127 | +21,34 | +14,73 | +20,07 | +566 | +11,84 | +9,70 +9,55 +9,42 +6,84 +10,76 +8,34
14 39,00 38,33 21,67 17,33 39,33 44,33 20,83 14,16 41,26 46,30 48,78 79,90
+12,90 | +12,14 | +11,31 +9,44 +9,77 +9,56 +10,15 +7,94 +6,21 +3,11 +38,37 +4,44

Médias marcadas com letras maiUsculas na mesma linha diferem estatisticamente entre si (P<0,05).
T-1: sémen submetido & renovagéo do meio diluidor a cada 6 dias
T-2: sémen submetido & renovagdo do meio diluidor ap6s 12 dias

A diluicdo, o resfriamento e a preservacdo de
espermatozoides resfriados tem sido
amplamente associado a queda progressiva da
integridade de membranas plasmaticas e
acrossoma (Rota et al., 1995; Ponglowhapan et

al.,, 2004 Shahiduzzaman e Linde-Frosberg,
2007; Lopes et al., 2009) e varios estudos tém
avaliado o papel de alguns componentes de
meios diluidores como macromoléculas
proteicas, tampdes e anti-oxidantes na
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prevencdo destes danos (Verstegen et al., 2005;
Bergeron e Manjunath, 2006; Michael et al.,
2009; Rocha et al., 2009; Varela Janior, 2009).
Apesar disso, ndo foi encontrado na literatura
estudo sobre o efeito da renovagdo do meio
diluidor na integridade das membranas dos

6.6 CONCLUSAO

A renovacdo do meio diluidor manteve
constante a motilidade espermatica e aumentou
a longevidade do sémen canino resfriado. A
integridade das membranas espermaticas nao foi
influenciada pela renovagdo do meio diluidor.

espermatozoides caninos. Neste trabalho
encontrou-se que a integridade das membranas
espermaticas diminuiu progressivamente a partir
quarto dia de resfriamento do sémen,
independente da renovacdo do meio diluidor.

6.7 REFERENCIAS
Vide secdo 11.
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7 EXPERIMENTO 2: AVALIACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS A PARTIR
DE EJACULADOS INDIVIDUAIS E POOLS DE SEMEN CANINO
RESFRIADO, SUBMETIDOS AS MESMAS CONDICOES EXPERIMENTAIS

7.1 RESUMO

Avaliou-se os resultados obtidos a partir de ejaculados caninos individuais e pools de sémen submetidos a
dois tratamentos de renovacdo do meio diluidor. Sémen de seis cées foi coletado, na forma de ejaculados
individuais e pools de sémen, diluido na proporcdo de 1:1 em meio Tris-Gema, centrifugado a
500g/10min, e o pellet ressuspendido até concentracao final de 50 x 10° espermatozoides/mL. O sémen
foi resfriado a 0,26 °C /min, entre 37 e 16 °C, e 0,08 °C /min, entre 16 a 8 °C e mantido em geladeira a 5
°C por 14 dias. No Tratamento 1 o meio diluidor foi renovado a cada seis dias e no Tratamento 2 aos doze
dias. O sémen foi avaliado, a cada 48 horas quanto a motilidade espermatica, utilizado o Sperm Class
Analyser® (SCA), e integridade de membranas pelo Teste Hiposmético e coloragdo com PI/CFDA. A
formacdo de pools de sémen simplificou sua manipulacéo principalmente no que diz respeito ao aumento
do volume do material de trabalho, no entanto resultados obtidos a partir de ejaculados individuais
mostraram diferengas entre tratamentos ndo identificadas nos pools de sémen.

7.2  ABSTRACT

We evaluated the results obtain with individual ejaculates and polled dog semen submitted to tow
treatments of medium exchange. Semen was collected from six dogs, as individual ejaculates and polled
semen, diluted in a 1:1 ratio in Tris-Yolk medium, centrifuged at 500g/10min and ressuspended to final
concentration of 50 x 106 sptz/mL. Semen was cooled at rates of 0.26 °C/min between 37 and 1°C, and
0.08 °C/min from 16 to 8°C, and then kept in a refrigerator for 14 days. In Treatement 1 medium was
exchange every six days and in Treatment 2 after twelve dais. Cooled semen was evaluated every 48
hours form sperm motility, using the Sperm Calss Analyser® (SCA) and membrane integrity with
hiposmotic swelling test and PI/CFDA stain. Pool semen formation made it easier to handle semen
samples, mainly in respect increase work material volume. When submitted to medium exchange pooled
semen behaved similarly to individual ejaculates, however data obtained from individual ejaculates was
able to establish differences between treatments not apparent in pooled semen data.

Shahiduzzaman e Linde-Frosberg, 2007; Lopes

7.3 INTRODUCAO

Entre as espécies domésticas o cdo e uma das
gue apresenta menor produgdo espermatica
diaria e menor nimero de espermatozoides por
ejaculado, ficando a frente apenas do gato
(Threlfall, 2003). O volume e numero total de
espermatozoides no ejaculado canino muitas
vezes limitam o delineamento experimental,
principalmente quando se pretende submeter o
ejaculado a diversos tratamentos ou realizar
analises que demandam grandes volumes de
material. No intuito de contornar estas
limitagbes varios trabalhos na é&rea de
resfriamento de sémen canino utilizam como
unidade experimental pools de sémen. Alguns
pesquisadores defendem ainda que a utilizacéo
de pools minimiza o efeito do individuo,
melhorando o0s pardmetros estatisticos e a
confiabilidade dos resultados (Ponglowhapan et
al., 2004; Verstegen et al, 2005;

et al., 2009; Michael et al., 2009).

Na formacdo de pools de sémen, mais do que
agrupamento  de  espermatozoides,  sdo
agrupados proteinas, enzimas e outros
componentes cuja interacdo e efeito sobre a
crioresisténcia ainda ndo sdo esclarecidos. Sabe-
se que algumas proteinas componentes do
plasma seminal, como as proteinas com a
finidade pela heparina, tém papel fundamental,
no processo de capacitagdo espermatica, e
também influenciando a resisténcia individual
dos  espermatozoides &  criopreservagdo
(Manjunath et al., 2002; Moore et al., 2005;
Souza et al., 2006).

O objetivo do presente trabalho & avaliar os
resultados obtidos a partir de ejaculados caninos
resfriados na forma de ejaculados individuais e
pools de sémen, e submetidos aos mesmos
tratamentos de renovacao do meio diluidor.
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7.4  MATERIAL E METODOS

Foram utilizados seis cdes, dois da raca
Labrador e dois da raca Shar Pei, com idade
entre trés e cinco anos, provenientes de canil
particular. Os animais foram alojados em canis
individuais de 6m? composto de area coberta
com abrigo e solario, sendo alimentado com
racdo comercial oferecida duas vezes ao dia e
agua ad libitum. Foram selecionados para o
experimento cdes que apresentem motilidade
espermatica acima de 70% e menos de 30% de
espermatozoides morfologicamente anormais no
ejaculado (Johnson et al., 2001). Antes do inicio
do experimento os cdes tiveram sua reserva
espermatica extra-gonadal esgotada (England,
1999).

A segunda fracdo do ejaculado, identificada pela
coloracdo, foi coletada pelo método de
manipulacdo digital do pénis (Linde-Forsberg,
2001), com auxilio de saco plastico, acoplado a
um tubo tipo falcon. Para avaliagdo de
ejaculados individuais foi realizada, em um sé
dia, uma coleta de sémen de cada um dos seis
cdes, e cada ejaculado foi tratado como uma
unidade experimental. Para avaliacdo dos pools
de sémen, também foram utilizados seis pools,
sendo cada pool formado por seis ejaculados
completos, um de cada céo. Para formagdo de
cada pool foi coletado um ejaculado de cada
cdo, sendo que todos ejaculados formadores de
um pool foram coletados no mesmo dia. Os pool
foram formados com intervalo de 2 a 3 dias
entre si.  Cada pool foi tratado como uma
unidade experimental.

Imediatamente a pés a coleta o sémen foi
diluido, na propor¢do de 1:1 em meio Tris-
Gema (Rota et al., 1995) previamente aquecido
a 37°C, e centrifugado a 500g/10min. Apos a
centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e o
pellet formado ressuspendido em meio Tris-
Gema até concentracdo final de 50 x 10°
espermatozoides/mL. O sémen foi entdo
resfriado, em caixa de poliestireno contendo
gelo reutilizavel, a taxa de 0,26 C°/min, entre 37
e 16 C° e 0,08 C°/min, entre 16 e 8C° (para
maiores detalhes vide secéo 5.3). Apds resfriado
0 sémen foi mantido em geladeira a 5°C por 14
dias. Durante a conservagdo em geladeira, cada
ejaculado, ou cada pool de ejaculados foi
dividido em dois tratamentos. No Tratamento 1
o meio diluidor foi renovado a cada seis dias e
no Tratamento 2 o meio diluidor foi renovado

ap6s doze dias. Para a renovacdo do meio
diluidor, igual volume de meio recém-
preparado, acondicionado em tubo tipo falcon,
foi resfriado em geladeira por 2 horas. Em
seguida o sémen diluido foi centrifugado em
centrifuga refrigerada (5°C), a 500 g por 10min.
O sobrenadante foi desprezado, e o pellet
ressuspendido em meio recém preparado ou no
meio  original conforme o tratamento
experimental.

O sémen resfriado foi avaliado, a cada 48 horas,
quanto & motilidade espermatica e integridade
de membranas. Para avaliacdo da motilidade
espermatica foi utilizado o Sperm Class
Analyser® (SCA) versdo 4.0 da Microptic©
(Barcelona, Espanha). As amostras resfriadas
foram aquecidas em banho-maria a 37°C por 2
min e, em seguida, uma gota de 5uL foi
colocada entre lamina e laminula, previamente
aquecidas a 37°C e acondicionada ao SCA. O
setup foi ajustado para os padrdes de sémen
canino pré-existentes. Os espermatozoides
foram classificados nas seguintes categorias:
Moveis Rapidos Progressivos, aqueles com
velocidade curvilinear (VCL) maior que 100
micron/s e retilinearidade (STR) maior que 75;
Maveis Progressivos Totais, aqueles com VCL
maior que 10 micron/s e STR maior que 75; e
Mdveis Totais aqueles com VCL maior que 10
micron/s. Foi avaliado também a retilinearidade
(STR), relacdo entre espagco percorrido pelo
espermatozoide e sua trajetéria real e a
linearidade (LIN) comparacdo entre trajetos
retos e curvilineos, ambos expressos em escala
de 0-100 (para maiores detalhes vide segdo
5.4.2).

A integridade funcional da membrana
plasmética da cauda dos espermatozéides foi
avaliada pelo Teste Hiposmoético (HO) de
acordo com a técnica descrita por Kumi-Diaka
(1993) utilizando solu¢do de 60mosmol de
frutose em Agua destilada. A porcentagem de
células reativas ao Teste Hiposmotico foi
corrigida segundo a férmula proposta por Melo
e Henry (1999) (para maiores detalhes vide
secdo 5.4.3).

A integridade estrutural da membrana
plasméatica da cabeca e do acrossoma dos
espermatozoides resfriados foi avaliada pela
técnica da fluorescéncia, adotando-se 0s
fluorocromos o diacetato de carboxifluoresceina
(CFDA) e o iodeto de propidio (IP), segundo o
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protocolo proposto por Harrison e Vickers
(1990) modificado por Zlccari (1998). Os
espermatozoides foram classificados como:
integros (completamente corados pelo CFDA);
lesados (completamente corados pelo Pl); e
semi-lesados (corados tanto pelo CFDA quanto
pelo Pl) (para maiores detalhes vide secéo
5.4.4).

O delineamento experimental foi em blocos ao
acaso com parcelas subdivididas, sendo céo ou
0 pool de sémen o bloco, o tratamento a parcela
e o dia a subparcela. As variaveis apresentaram
distribuicdo normal, e foram comparadas pela
ANOVA utilizando o teste Tukey-Kramer com
nivel de significancia de 5%, no programa SAS
versdo 2008. Os resultados foram expressos
como Média + Desvio Padrao.

7.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observando as Figs. 6 e 7 verifica-se que,
guando submetidos a centrifugacdo e renovagdo
ou ndo do meio diluidor, os pools de sémen
tiveram comportamento semelhante aos de
ejaculados individuais. Em ambos a renovagéo
do meio diluidor foi associada & manutencdo da
motilidade espermatica, enguanto a
centrifugacdo e ressuspengdo no meio original
foram associadas a queda da motilidade
espermatica.

A variabilidade na qualidade do sémen e
resisttncia a  criopreservagdo é uma
caracteristica inerente a espécie canina e, se por
um lado o agrupamento de ejaculados em pools
pode diminuir a variabilidade de respostas e
melhorar os pardmetros estatisticos, por outro se
corre 0 risco de perder detalhes individuais
relevantes, que podem refletir de forma mais
condizente a realidade. A formacdo de pools
possibilitou a realizagdo de analises que ndo
eram possiveis com ejaculados individuais. Os
pools de sémen reagiram aos tratamentos de
forma semelhante aos ejaculados individuais,
mas os resultados obtidos a partir de ejaculados
individuais mostraram diferengas entre 0s
tratamentos ndo detectadas nos pools.
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Observando a Tab. 6, e comparando as valores
de motilidade espermatica nos Tratamentos 1 e
2 apo6s obtidos a partir de pools de sémen e de
ejaculados individuais verifica-se que a
renovagdo do meio diluidor foi associada a
manutencdo de todos os pardmetros de
motilidade tanto nos ejaculados individuais
quanto nos pools de sémen. De forma
semelhante a centrifugacdo e ressuspensdo no
meio diluidor original foi acompanhada de

queda nos parametros de motilidade espermatica
nos ejaculados individuais e nos pools de
sémen, com excecdo da porcentagem de
espermatozoides rapidos progressivos, cujos
valores observados nos pools antes e apds a
centrifugacio de sémen ndo  diferiram
estatisticamente.

Tabela 6 - Média + Desvio Padrdo da porcentagem de espermatozoides rapidos progressivos, progressivos totais e mdveis totais e
iméveis de pools de sémen e ejaculados individuais caninos resfriados por 14 dias, antes e apés o tratamento de centrifugacéo e
ressuspensdo em meio diluidor recém preparado (T-1: dias 6 e 12; T-2: dia 12), ou centrifugacéo e ressuspensdo no meio diluidor

original (T-2 dia 6) .

Dia 6 antes do Dia 6 apds do Dia 12 antes Dia 12 apds
tratamento tratamento do tratamento  do tratamento
1 Pool 43,08+5,56 40,04+10,86 5,19+7,48 3,82+3,37
Rapidos Ejac. Indv. 19,1747,91 17,85+6,43 2,21+4,19 1,83 43,26
Progressivos Pool 43,08 +5,56 36,87+12,74 3,51+3,99 5,43+3,95
T-2
Ejac. Indv. 19,17%+7,91 12,65b18,51 1,09+1,94 1,69+3,34
Pool 64,97+7,29 57,53+14,91 9,01+10,64 6,67+4,46
T-1
Progressivos Ejac. Indv. | 34,87 +14,72 3359+10,11 4,11+7,91 3,34+4,52
Totais Pool 64,97°%47,29 52,31°+15,13 5,02+5,60 7,83+5,22
T-2
Ejac. Indv. 34,87%+14,72 21,1'&10,93 2,24+4,56 4,66+9,12
Pool 74,89+7,47 70,66+13,55 15,41+14,50 13,83 +9,24
T-1
Ejac. Indv. 57,04+15,07 55,40+14,18 9,53+13,29 9,84+8,02
Moveis Totais
Pool 74,89%+7,47 62,26'&13,86 12,95+13,59 17,02+12,42
T-2
Ejac. Indv. 57,04°+15,07 36,25°+10,18 4,08+6,95 8,59+14,76

Médias marcadas com letras mindsculas na mesma linha diferem estatisticamente entre si (P<0,05).

T-1: sémen submetido a renovagdo do meio diluidor a cada 6 dias.
T-2: sémen submetido a renovagao do meio diluidor apds 12 dias.

Avaliando a Tab. 7 nota-se que a partir do Dia
6, quando foi realizado a primeiro procedimento
de centrifugacdo e renovacdo ou ndo do meio
diluidor, e ao longo de todo o periodo
experimental, os valores médios da maioria dos
pardmetros de motilidade espermatica, tanto nos
pools de sémen quanto nos ejaculados
individuais foram superiores no Tratamento 1,

quando comparados ao Tratamento 2. No
entanto, s6 foi possivel estabelecer diferenca
estatistica entre os Tratamentos 1 e 2 nos
resultados obtidos a partir de ejaculados
individuais, onde a média de espermatozoides
méveis totais foi superior no Tratamento 1 nos
Dias 8 e 10.
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Tabela 7- Média + desvio padrdo da porcentagem de espermatozoides rapidos progressivos, progressivos totais, e méveis totais de
pools de sémen e ejaculados individuais canino resfriados por 14 dias e submetidos a dois tratamentos de renovagdo do meio

diluidor.
Répidos Progressivos Progressivos Totais Moveis Totais
Pool Ejac. Indv Pool Ejac. Indv Pool Ejac. Indv
Dias T-1 T-2. T-1 T-2. T-1 T-2. T-1 T-2. T-1 T-2. T-1 T-2.
0 41,52 41,52 39,90 39,90 73,71 73,71 65,97 65,97 86,80 86,80 86,75 + | 86,75 +
+12,29 | +12,29 +874 | +874 +9,75 +9,75 +915 | +915 | +7,78 +7,78 6,50 6,50
2 53,92 53,92 37,04 37,04 80,44 80,44 60,82 60,82 87,20 87,20 82,97 + | 82,97 +
+5,96 +5,96 +9,26 +9,26 +4,54 +4,54 +13,03 | +13,03 | +2,03 +2,03 7,89 7,89
4 44,87 44,87 33,79 33,79 71,11 71,11 57,09 57,09 86,76 86,76 81,08 + | 81,08 +
+11,93 | +11,93 +666 | +666 | +13,05 +13,05 | +11,83 | +11,83 | +7,54 +7,54 5,79 5,79
6 43,08 43,08 19,17 19,17 64,97 64,97 34,87 34,87 74,89 74,89 57,04 57,04
+5,56 +5,56 +791 +791 +7,29 +7,29 +14,72 | +14,72 | +7,47 +7,47 +15,07 +15,07
8 35,71 31,27 10,79 8,69 51,59 42,90 20,07 17,17 61,79 54,30 41,172 29,07°
+4,41 +16,09 + 6,80 +10,91 +7,35 +17,48 +12,16 | +14,75 | +10,12 | +18,46 +15,75 | +16,21
10 19,91 19,98 5,38 295 + | 3055 30,42 1253 | 6,34 + | 41,74 42,27 26,26% | 10,95°
+14,18 +8,47 +6,80 4,42 +14,52 +10,59 +13,83 8,38 +12,48 | +11,30 +17,21 | +11,64
12 5,19 3,51 2,21 1,09 9,01 5,02 4,11 224 + | 1541 12,95 9,53 4,08 +
+7,48 +3,99 +4,19 +1,94 | +10,64 +5,60 +7,91 4,56 +14,50 | +13,59 +13,29 6,95
14 0,95 0,11 0,87 046 + 1,53 0,11 1,60 071 + | 593 1,30 403 + | 859 +
+1,63 +0,27 +1,43 0,85 +2,70 +0,27 +2,70 0,78 +10,44 +2,02 3,91 1,58

Médias marcadas com letras minusculas na mesma linha diferem estatisticamente entre si (P<0,05).
T-1: sémen submetido a renovagao do meio diluidor a cada 6 dias.
T-2: sémen submetido a renovagao do meio diluidor apds 12 dias.

A renovagdo do meio diluidor ndo teve efeito
nem sobre o padrdo de motilidade dos
espermatozoides nem sobre a integridade de
membranas espermaticas do sémen seja
avaliado na forma de pools ou de ejaculados
individuais.

No presente trabalho, avaliou-se o efeito da
renovacdo do meio diluidor sobre a qualidade
do sémen de seis cdes, sendo 0 sémen avaliado
na forma de ejaculados individuais e agrupados
em pools. A formacdo de pools de sémen
simplificou a manipulagdo do sémen e pode em
alguns casos viabilizar a realizacdo de anélises
que ndo eram possiveis com ejaculados
individuais em funcéo do volume. Apesar disso,
tanto os desvios-padrdo quanto os coeficientes
de variacdo dos resultados obtidos a partir de
pools de sémen foram semelhantes aos obtidos a
partir de ejaculados individuais. Embora os
ejaculados individuais e os pools de sémen

tenham reagido de forma semelhante aos
tratamentos de renovagdo do meio diluidor, os
primeiros  proporcionaram resultados mais
claros e precisos, capazes de estabelecer
diferencas entre tratamentos ndo identificadas
nos pools de sémen.

7.6 CONCLUSAO

A formacéo de pools de sémen simplificou sua
manipulagdo principalmente no que diz respeito
ao aumento do volume do material de trabalho,
no entanto resultados obtidos a partir de
ejaculados individuais mostraram diferencas
entre tratamentos ndo identificadas nos pools de
sémen.

7.7 REFERENCIAS
Vide se¢do 11.
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8 EXPERIMENTO 3: EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM FRUTOSE
SOBRE A QUALIDADE DO SEMEN CANINO RESFRIADO

8.1 RESUMO

Busca-se esclarecer o efeito da suplementacdo do meio diluidor Tris-Gema com 4mmol/L de frutose
sobre a qualidade do sémen canino resfriado. Sémen de seis cdes foi coletado na forma de pools (n=6),
diluido, na proporcdo de 1:1 em meio Tris-Gema e centrifugado a 500g9/10min. O pellet formado foi
ressuspendido em meio Tris-Gema até concentragéo final de 50 x 10° espermatozéides/mL. O sémen foi
entdo resfriado a taxa de 0,26 C°/min, entre 37 e 16 C°, e 0,08 C°/min, entre 16 e 8 C° e em seguida
mantido em geladeira a 5 °C por 14 dias. No Tratamento 1 o meio diluidor foi suplementado a cada seis
dias; e no Tratamento 2 apds doze dias de resfriamento. O sémen foi avaliado, a cada 48 horas quanto &
motilidade espermatica, utilizado o Sperm Class Analyser® (SCA), reatividade ao Teste Hiposmético e
integridade de membrana avaliada pela coloragdo com PI/CFDA. A suplementagdo do meio diluidor com
4mmol/L de frutose apos seis dias de resfriamento, mas ndo aos doze dias melhorou a motilidade
espermatica e integridade de membranas da cabeca e acrossoma. A longevidade esperméticas ndo foi
afetada pela suplementacdo do meio diluidor com frutose.

8.2 ABSTRACT

We evaluated the effect of fructose supplementation on medium Tris-Yolk over on chilled dog semen
quality. Semen was collected from six dogs as pools, diluted in a 1:1 ratio in Tris-Yolk medium and
centrifuged at 500g/10min. The pellet was than ressuspended to final concentration of 50 x 10° sptz/mL.

Semen was cooled at rates of 0.26 °C/min between 37 and 16°C, and 0.08 “C/min from 16 to 8°C, and then
kept in a refrigerator for 14 days. In Treatement 1 medium was supplemented every six days with
4mmol/L of fructose, and in Treatment 2 medium after twelve dais. Cooled semen was evaluated every
48 hours form sperm motility, using the Sperm Calss Analyser® (SCA), percentage of reactive sperm in
hiposmotic swelling teste, and percentage of intact sperm evaluated by PI/CFDA stain. Supplementation
with fructose after six days of cooling, but not after twelve improved sperm motility and integrity of heat
and acrossoma membranes. Sperm longevity was not affected by medium supplementation.

vias anabolicas, como de sintetizar glicose a
partir de substratos ex6genos com trés carbonos
como o lactato, ou mesmo a partir de hexoses

8.3 INTRODUCAO

A maioria das rea¢fes que mantém o status

funcional das células, bem como aquelas
relacionadas a resisténcia a condi¢bes nao-
fisiol6gicos consomem energia. Apesar de 0
plasma seminal canino ndo conter quantidades
significativas de agUcares como glicose, frutose,
sorbitos ou manose, 0s espermatozoides
dependem fortemente de fontes exdgenas de
energia para manter seu metabolismo quando
preservados in vitro (Rigau et al., 2002;
Rodriguez-Gil, 2006). Em espécies em que 0s
espermatozoides precisam sobreviver no trato
genital da fémea por longos periodos, como 0
cdo, a eficiéncia metabdlica e a sobrevivéncia
celular poderiam ser otimizadas pela formagdo
de reservas intracelulares de energia. De fato o
espermatozoide canino parece ser capaz de ndo
sO de desviar parte dos agUcares absorvidos para

como a frutose (Rigau et al., 2002; Albarracin et
al., 2004). Boa parte da glicose recém-
sintetizada, bem como da glicose exdégena
absorvida parece ser armazenada na forma de
glicogénio. (Albarracin et al., 2004; Rodriguez-
Gil, 2006). Rigau et al. (2002) demostraram que
e a incubacdo de espermatozoides caninos em
meios sem adicdo de aglcar provoca uma
diminuicéo progressiva do contetdo intracelular
de glicogénio e da motilidade espermaética e
adicdo de acucares, especialmente a frutose,
diminui a taxa de queda destes parametros.

O presente trabalho visa avaliar o efeito da
suplementacdo de frutose no meio diluidor
sobre o periodo de sobrevivéncia do sémen
canino resfriado e a motilidade e integridade
espermatica.
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8.4  MATERIAL E METODOS

Foram utilizados seis cdes de ragas diferentes,
com idade entre trés e cinco anos, provenientes
de canil particular. Os animais foram alojados
em canis individuais de 6m* composto de érea
coberta com abrigo e solario, sendo alimentado
com racdo comercial oferecida duas vezes ao
dia e agua ad libitum. Foram selecionados cdes
com motilidade espermatica acima de 70% e
menos de 30% de  espermatozoides
morfologicamente anormais no ejaculado
(Johnson et al.,, 2001). Antes do inicio do
experimento o0s cdes tiveram sua reserva
espermatica extra-gonadal esgotada (England,
1999). Sémen dos seis cdes foi coletado, no
mesmo dia, e agrupado para formacdo de um
pool. Esse procedimento foi repetido, com
intervalo de 2 a 3 dias entre coletas, até a
formacdo de seis pools (para maiores detalhes
vide secdo 5.2).

Imediatamente a pés a coleta o sémen foi
diluido, na proporcdo de 1:1 em meio Tris-
Gema (Rota et al., 1995) previamente aquecido
a 37°C, e centrifugado a 500 g/10min. Apoés a
centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e o
pellet formado ressuspendido em meio Tris-
Gema até concentracdo final de 50 x 10°
espermatozoides/mL. O sémen foi entdo
resfriado, em caixa de poliestireno contendo
gelo reutilizivel, a taxa de 0,26C°/min, entre 37
e 16C°, e 0,08C°/min, entre 16 e 8C° (para
maiores detalhes vide secéo 5.3). Apds resfriado
0 sémen foi mantido em geladeira a 5°C por 14
dias. Durante a conservagdo em geladeira, cada
pool de sémen foi dividido em dois tratamentos:
no Tratamento 1 o meio diluidor foi
suplementado com 4mmol/L de frutose a cada
seis dias; e no Tratamento 2 o meio diluidor
suplementado com 4mmol/L de frutose apés 12
dias (para maiores detalhes vide secdo 5.3).

O sémen resfriado foi avaliado, a cada 48 horas
guanto a motilidade espermatica e integridade
de membranas. Para avaliacdo da motilidade
espermatica foi utilizado o Sperm Class
Analyser® (SCA) versdo 4.0 da Microptic©
(Barcelona, Espanha). As amostras resfriadas
foram aquecidas em banho-maria a 37°C por 2
min e, em seguida, uma gota de 5ulL foi
colocada entre 1amina e laminula, previamente
aquecidas a 37°C e acondicionada ao SCA. O
setup foi ajustado para os padrbes de
movimentacdo do sémen de canino pré-

existentes.  Os  espermatozoides  foram
classificados nas seguintes categorias: Moveis
Répidos Progressivos, aqueles com velocidade
curvilinear (VCL) maior que 100 micron/s e
retilinearidade (STR) maior que 75; Moveis
Lentos Progressivos, aqueles com VCL entre 65
e 100 micron/s e STR maior que 75; Moveis
Né&o Progressivos, aqueles com VCL maior que
10 micron/s e STR menor que 75; e Imoveis,
aqueles com VCL menor que 10 micron/s (para
maiores detalhes vide secdo 5.4.2).

A integridade funcional da membrana
plasmética da cauda dos espermatozdides foi
avaliada pelo Teste Hiposmoético (HO) de
acordo com a técnica descrita por Kumi-Diaka
(1993) utilizando solugdo de 60mosmol de
frutose em &gua destilada. A porcentagem de
células reativas ao Teste Hiposmotico foi
corrigida segundo a férmula proposta por Melo
e Henry (1999) (para maiores detalhes vide
secdo 5.4.3).

A integridade estrutural da membrana
plasméatica da cabeca e do acrossoma dos
espermatozoides foi avaliada pela técnica da
fluorescéncia, adotando-se os fluorocromos
diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) e
iodeto de propidio (IP), segundo o protocolo
proposto por Harrison & Vickers (1990),
modificado  por  Zlccari  (1998). Os
espermatozoides foram classificados como:
integros  (completamente  marcados  pelo
CFDA); Lesados (completamente marcados
pelo PI); e Semi-lesados (marcados tanto pelo
CFDA quanto pelo PI) (para maiores detalhes
vide secdo 5.4.4).

O delineamento experimental foi em blocos ao
acaso, com parcelas subdivididas, sendo o pool
de sémen o bloco, o tratamento a parcela e o dia
a subparcela. As varidveis apresentaram
distribuicdo normal, e foram comparadas pela
ANOVA utilizando o teste Tukey-Kramer com
nivel de significancia de 5%, no programa SAS
versdo 2008.

8.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observando a Tab. 8 verifica-se que, a partir do
Dia 6, quando foi realizado o primeiro
procedimento de suplementagdo do meio
diluidor com frutose, todos os valores médios de
motilidade progressiva e motilidade total foram
superiores no  Tratamento 1, quando
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comparados ao Tratamento 2. No entanto, em
funcdo da grande variacdo individual na
motilidade do sémen resfriado, que acarretou
altos desvios-padrdo, foi possivel estabelecer
diferengas estatisticamente significativas nos
parametros de  motilidade  espermatica

progressiva e total apenas no Dia 10, quando os
valores foram estatisticamente superiores no
Tratamento 1. A suplementagdo do meio com
frutose aos 12 dias de resfriamento, ndo teve
efeito perceptivel sobre a motilidade ou
longevidade espermatica.

Tabela 8- Média + desvio padréo de porcentagem de espermatozoides rapidos progressivos, lentos progressivos, progressivos totais,

mdveis ndo progressivos, méveis totais e iméveis, de seis pools de sémen canino resfriados por 14 dias.

Dias 0 2 4 6 8 10 12 14
T1| 4152+ 53,92+ 4487+ 4507+ 37,05+ 20,98"+ 757+ 0,00
o 1229 596 11,93 9,25 9,15 8,44 8,35
Répidos
Progressivos | 13 | 4152+ 44,94+ 4487+ 4453+ 34,08+ 11,088+ 517+ 0,00
1229 59 11,93 7,23 7,35 8,42 5,92
T1| 3219+ 22,09+ 2625+ 1586+ 1589+ 1235 530+ 0,00
10,84 11,02 6,38 6,10 5,83 447 6,00
Lentos
progressivos | 13 | 3219+ 22,09+ 2625+ 1572+ 1532+ 657% 477+ 0,00
10,84 11,02 6,38 2,80 5,42 4,92 5,35
T1| 7371+ 67,03+ 7111+ 60,92+ 52,94+ 3333%+ 1287+ 0,00
. 975 3309 1305 10,00 12,82 9,41 14,27
Progressivos
Totais T2 | 73,71+ 67,03+ 71,11+ 60,25+ 49,40+ 17,605+ 9,95+ 0,00
975 3309 13,05 951 1309 1287 11,02
T1| 13,08+ 563+ 1565+ 11,90+ 1093+ 11,84+ 631+ 0,00
N&o- 336 4,18 8,87 4,28 3,87 3,03 7,20
Progressivos |1y | 1308+ 563+ 1565+ 1006+ 10,01+ 852+ 9,12+ 0,00
336 4,18 8,87 3,29 2,86 5,05 10,61
T1| 86,80+ 7266+ 86,76+ 72,82+ 6387+ 4518%+ 19,18+ 0,00
7,78 3564 754 974 1327 1027 = 21,20
Moveis Totais
T2 | 86,80+ 7266+ 86,76+ 7031+ 59.41+ 26,13% 19,06 0,00
7,78 3564 754 639 1301 1661 2144

Médias marcadas com letras maitsculas na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (P<0,05).

T-1: meio diluidor suplementado com 4mmol/L de frutose a cada seis dias
T-2: meio diluidor suplementado com 4mmol/L de frutose apds doze dias

O consumo de agucar nas primeiras 24 horas de
armazenamento do sémen canino resfriado é
grande, no entanto, a partir do segundo dia de
resfriamento esse consumo cai de forma que,
durante o periodo de sobrevivéncia dos
espermatozoides  resfriados, apenas uma
pequena porcdo do acucar disponivel no meio é
consumida. Ainda, a curva de queda da
motilidade espermatica durante o resfriamento
ndo acompanha a curva de consumo de agUcar
do meio (Ponglowhapan et al., 2004; Vestegen

et al., 2005), de forma que a escassez completa
de aclcares ndo pareca ser responsavel pela
queda da motilidade do sémen resfriado. Apesar
disso, meios diluidores contendo altas
concentragbes de aglcar preservam melhor
motilidade durante a conservagdo do sémen
resfriado por longos periodos (Ponglowhapan et
al. 2004).

As variacbes na integridade de membranas
espermaticas, durante os 14 dias de
experimento, estdo demonstradas na Tab. 9, que
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traz a média de espermatozoides reativos ao
Teste Hiposmoético, e média dos
espermatozoides integros, lesados e semi-
lesados segundo coloracdo com PI/CFAD.
Observa-se que os valores médios dos
pardmetros de integridade de membrana
oscilaram, sendo ora maiores no Tratamento 1

ora no Tratamento 2. No entanto, houve
diferenga significativa apenas nos pardmetros de
porcentagem média de espermatozoides integros
e lesados, no Dia 6, apontando melhor
integridade de  membranas no  sémen
suplementado periodicamente com frutose
(Tratamento 1) .

Tabela 9 - Média + desvio padrdo de porcentagem de espermatozoides integros, semi-lesados e lesados, avaliados pela coloracéo
com PI/CFDA, média de porcentagem de espermatozoides reativos ao Teste Hiposmético, de seis pools de sémen canino resfriados

por 14 dias.

Dias 0 2 4 8 10 12 14
T1| 9,83+ 1517+ 20,33+ 16,33%+ 24,00+ 24,67+ 21,17+ 31,00+
585 12,67 9,29 413 555 561 682 944

Lesados
T2 | 9,83+ 1517+ 20,33+ 2833%+ 2217+ 2250+ 2250+ 24,33+
585 12,67 9,29 21,34 611 959 7,79 565
TL| 7,50+ 8,00+ 9,00+ 11,33+ 1433+ 1183+ 10,17+ 1250+
Semi- 394 1277 6,75 5,61 480 708 512 582
lesados | 15| 750+ 800+ 9,00+ 17,00+ 16,67+ 11,83+ 1333+ 1467+
394 1277 6,75 4,82 10,13 366 647 9,03
T1| 8267+ 76,83+ 72,17+ 7233%+ 61,67+ 6350+ 6867+ 5650+
i 819 2528 17,36 7,94 852 843 918 1253

Integros
T2 | 82,67+ 76,83+ 72,17+ 5450%+ 6117+ 62,83+ 64,17+ 59,33+
819 2528 17,36 2252 1493 1687 12,67 1581
T1| 84,33+ 77,00+ 74,17+ 6833+ 5833+ 5333+ 47,00+ 50,83+
Reativos - 1424 751 941 6,06 804 698 10,16 1517
HO T2 | 84,33+ 77,00+ 74,17+ 6533+ 59,83+ 5567+ 4650+ 49,17+
1424 751 941 11,71 598 940 850 10,82

Médias marcadas com letras maitsculas na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (P<0,05).
T-1: meio diluidor suplementado com 4mmol/L de frutose a cada seis dias
T-2: meio diluidor suplementado com 4mmol/L de frutose ap6s doze dias

Neste trabalho, a suplementagdo periddica do
meio diluidor com 4mmol/L de frutose
melhorou a motilidade espermatica e
integridade das membranas da cabega e
acrossoma, no entanto nem a suplementagéo
periddica nem a suplementacdo ap6s doze dias
tiveram efeito sobre a longevidade do sémen
canino resfriado. Rigau et al. (2002) avaliando o
efeito da adigcdo de glicose e frutose ao meio
diluidor para preservacio do sémen a
temperatura ambiente, verificaram que a
suplementacdo com agucares, em concentragdes
variando de 1 a 10mmol/L, teve efeito benéfico,
dose-dependente, sobre a  motilidade,
viabilidade espermética e integridade de
acrossoma. No entanto concentragdes de aglcar

superiores a 10mmol/L  tiveram efeitos
deletérios sobre a qualidade seminal. Ja
Ponglowhapan et al. (2004) estudando o efeito
da suplementagdo de glicose e frutose no meio
diluidor para resfriamento de sémen canino
verificaram que meios contendo 70mM de
acucares preservaram melhor a motilidade
espermatica que meios com 10mM.

Mais do que atuar como fonte de energia, as
hexoses tém potencial de influenciar diversos
processos celulares, que vdo desde a taxa de
fosforizacdo de proteinas até o inteiro processo
de capacitagdo espermatica (Albarracin et al.,
2004; Bucci et al., 2010). A adicdo de frutose ao
meio diluidor é capaz de incrementar o
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metabolismo espermatico, aumentando a taxa de
consumo de ATP e levando a um padrdo de
motilidade espermatica mais répida e linear
(Rigau et al., 2002). Se por um lado a
aceleracdo do metabolismo causado pela adicdo
de agUcar ao meio leva a um incremento da
motilidade, da integridade, e possivelmente da
capacidade fecundante dos espermatozoides, por
outro, tendo em vista que a esséncia da
criopreservacdo do sémen € reduzir o
metabolismo celular e assim aumentar sua
longevidade, a suplementacdo com hexoses
parece uma estratégia contraditoria no que diz
respeito ao aumento da longevidade do sémen
resfriado, um desafio metabolico a ser
esclarecido no contexto da relagéo entre suprir o
espermatozoide de nutrientes e, de forma
aparentemente  contraditoria, criopreserva-lo

reduzindo ou paralizando temporariamente seu
metabolismo.

8.6 CONCLUSAO

A suplementacdo do meio diluidor Tris-gema
com 4mmol/L de frutose no sexto dia de
resfriamento melhorou a motilidade e a
integridade de membranas da cabeca e
acrossoma dos espermatozoides resfriados, ja a
suplementacdo no 12° dia ndo influenciou
qualidade do sémen. A longevidade espermatica
ndo foi influenciada pela suplementacdo do
meio diluidor com frutose.

8.7 REFERENCIAS
Vide se¢do 11.
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9 RESULTADOS COMPLEMENTARES: PARAMETROS QUALITATIVOS E
QUANTITATIVOS DO SEMEN CANINO FRESCO E A INFLUENCIA DE UM
CURTO INTERVALO ENTRE COLETAS SOBRE A QUALIDADE DO
EJACULADO

9.1 RESUMO

Avaliar pardmetros quantitativos e qualitativos de ejaculados caninos coletados ao longo de um més, bem
como o efeito de um curto intervalo entre coletas sobre a qualidade do sémen. Para tanto foram coletados
de 84 ejaculados, de seis cdes com idade entre 2 e 5 anos. Foram obtidos dois ejaculados por cdo a cada
dia de coleta, com intervalo de 2-3 horas entre coletas no mesmo dia, e 2-3 dias entre coletas em dias
diferentes. Foi verificada variacdo individual de até 10 vezes no volume do ejaculado (1 a 10,5 mL),
concentracdo de espermatozoides por mL de sémen (25 a 485 x 10° espermatozoides / mL de sémen) e
concentracdo total de espermatozoides no ejaculado (152 a 1690 x 10° espermatozoides totais no
ejaculado). Percebeu-se também oscilagbes na média destes parametros ao longo do periodo
experimental. A motilidade e o vigor espermatico apresentaram variagdo individual de cerca de 30% (70 a
95% e 3 a 4,5 respectivamente). Os valores médios de motilidade espermatica variaram ao longo do
tempo, sendo os menores valores observados na primeira semana de coleta. Os valores médios de volume
do ejaculado, concentracdo espermética por mL de sémen e concentracdo total de espermatozoides no
ejaculado foram, na grande maioria, menores na segunda coleta. Entretanto, em funcéo dos altos desvios-
paddo e altos coeficientes de variagdo ndo foi possivel estabelecer diferencas estatisticamente
significativas entre as médias da primeira e segunda coleta. A motilidade e o vigor espermético
mantiveram-se constantes entre as coletas consecutivas. O curto intervalo de coletas ndo alterou os
pardmetros quantitativos ou qualitativos avaliados no sémen canino fresco.

9.2 ABSTRACT

This work evaluates quantitative and qualitative parameters of dog semen collected over a month period
as well as the effect of a short interval between ejaculates on semen quality. Eighty-four ejaculates were
collected from six dogs, 2 to 5 years old. Semen was collected twice a day, on a 3 hours maximum
interval between collections on the same day. A 10 fold individual variability was record on semen
volume (1 to 10,5mL), sperm concentration per mL of semen (25 to 485 x 10°ptz/mL) and sperm
concentration per ejaculated (152 to 1690 x 10°sptz/ejaculate). Along with individual variability there
were also oscillations in these parameters over time. Sperm motility show a 30% individual variability
(70 to 95%). The mean values of sperm motility varied over time, with the lowest values observed in the
first week. Mean ejaculated volume, sperm concentration per mL of semen and total sperm concentration
were, in most cases, lower in the second collection. However, because of the high standard derivation
and high coefficients of variation it was not possible to establish statistically significant differences
between the first and second collections The short interval between collections did not affect the
qualitative or quantitative parameters evaluated in fresh dog semen.

obtidas apds a criopreservagdo. Em alguns casos
9.3 INTRODUCAO de coletas para congelamento de sémen, em
fungdo do tamanho do animal, do total de
espermatozoides ejaculados, e da queda da
viabilidade espermaética ap6s o congelamento, o
rendimento final chega e ser menor que uma
dose inseminante por ejaculado processado. Por
este motivo tem-se investigado a possibilidade
de efetuar multiplas coletas de sémen de um
mesmo cdo, com intervalos curtos entre coletas,
no intuito de criopreservar simultdneamente

A coleta de sémen é um procedimento rotineiro
na clinica reprodutiva de cées. Suas indicacdes
incluem, além da criopreservacdo do sémen, a
inseminacdo artificial com sémen fresco e
exame clinico-androl6gico (Johnston et al.,
2001; Kutzler 2005). Um contratempo muitas
vezes experimentado nos casos de coleta de
sémen para criopreservacdo, principalmente em
se tratando de ragas de pequeno porte, € que o
baixo ndmero final de doses inseminantes
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mais de ejaculado (England, 1999; Kutzler
2005).

O estabelecimento de padrdes seminais precisos
para a avaliagdo androlégica do cdo tem se
mostrado dificil, em funcdo tanto da grande
variabilidade de ragas, quanto pela existéncia de
poucos estudos avaliando sistematicamente o
ejaculado de um grande nimero de cdes. Em
termos qualitativos consideram-se aceitaveis 0s
ejaculados que  apresentem  motilidade
espermatica superior a 70%, com mais de 30%
de espermatozoides morfologicamente normais
(Threlfall, 2003). Ja em termos quantitativos, 0s
pardmetros de concentragdo  espermaética,
volume do ejaculado, e total de espermatozoides
ejaculados podem variar em até 10x em fungdo
do tamanho do animal e dos seus testiculos
(Threlfall, 2003). A grande amplitude de valores
considerados normais, associada a grande
variacdo individual e racial pode dificultar, em
casos individuais, uma avaliagdo androldgica
objetiva e precisa.

O presente trabalho tem o objetivo de descrever
parametros qualitativos e quantitativos de
ejaculados caninos coletados a cada 2-3 dias ao
longo de um més, bem como a influéncia de um
curto intervalo entre coletas sobre a qualidade
seminal.

9.4  MATERIAL E METODOS

Foram utilizados seis cdes, quatro da raca
Labrador e dois da raca Shar Pei, com idade
entre trés e cinco anos, provenientes de canil
particular. Os animais foram alojados em canis
individuais de 6 m* composto de area coberta
com abrigo e solario, sendo alimentado com
racdo comercial oferecida duas vezes ao dia e
agua ad libitum.

Foram selecionados para o experimento cées
com motilidade espermatica acima de 70% e
menos de 30% de  espermatozoides
morfologicamente anormais no ejaculado
(Johnson et al., 2001). Antes do inicio do
experimento o0s c8es tiveram sua reserva
espermatica extra-gonadal esgotada (England,
1999). Para o experimento foi realizado, para
cada cdo, quatro coletas semanais, duas as
segundas-feiras e duas as quintas-feiras, durante
um més, totalizando 84 coletas. As coletas
realizadas no mesmo dia tiveram intervalo de
aproximadamente trés horas entre si. Foram

realizadas quatro coletas semanais, duas as
segundas-feiras e duas as quintas-feiras por um
periodo de um més, totalizando 84 coletas. As
coletas realizadas no mesmo dia tiveram
intervalo médio trés horas entre si.

A segunda fracdo do ejaculado, identificada pela
coloracdo, foi coletada pelo método de
manipulacdo digital do pénis (Linde-Forsberg,
2001), com auxilio de saco plastico, acoplado a
um tubo tipo falcon. Imediatamente apds a
coleta, o sémen foi avaliado, quanto a
motilidade e vigor  espermaticos, em
microscopia de luz em aumento de 200 e 400,
utilizando 10ul de sémen fresco preparados
entre lamina e laminula previamente aquecidos

a 37°C. Dois observadores avaliaram as
amostras quanto a motilidade, expressas em
porcentagem (0-100) e vigor espermatico,
expresso numa escala de 0 (imobilidade) a 5
(rdpida mobilidade) (Hafez e Hafez, 2004).

O volume da segunda fracdo do ejaculado, foi
mensurado por meio da graduacdo do tubo
coletor tipo falcon e a concentracdo de
espermatozoides por mL foi determinada
através de diluicdo do sémen em solucdo de
formol-salina tamponada na taxa de 1:100 e
posterior contagem dos espermatozoides em
camara de Neubauer sob microscopia 6ptica em
aumento de 400X. (Hafez e Hafez, 2004). A
concentracdo total de espermatozoides no
ejaculado foi obtida multiplicando-se a
concentragcdo de espermatozoides por mL pelo
volume da segunda fracdo do ejaculado (para
maiores detalhes vide se¢do 5.4.1).

O delineamento experimental foi em blocos ao
acaso, com parcelas subdivididas, sendo o
animal o bloco, a ordem da coleta (1* ou 2 ?
coleta do dia) a parcela e o dia a subparcela As
varidveis apresentaram distribuicdo normal, e
foram comparadas pela ANOVA utilizando o
teste Tukey-Kramer com nivel de significancia
de 5%, no programa SAS versdo 2008.

9.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os pardmetros quantitativos seminais variaram
numa amplitude de mais de 10 vezes entre
diferentes coletas de um mesmo individuo. O
volume da segunda fracdo do ejaculado variou
entre 1 e 10,5 mL, enquanto a concentracdo de
espermatozoides por mL variou de 25 a 485 x
10° e a concentracdo total de espermatozoides
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no ejaculado esteve entre 152 e 1690 x 10°
espermatozoides totais . Foi possivel perceber
também oscilagbes nos valores médios de
sémen, e concentracdo total de espermatozoides
no ejaculado ao longo do tempo.

O volume do ejaculado e a concentracdo
espermatica por mL de sémen podem ser
influenciados pelas circunstancias da coleta, que
levem a presenca de maior ou menor volume de
fluido prostatico associado a fracdo espermatica.
Estas oscilacBes sdo de dificil interpretacdo e
muitas vezes tem pouco significado como
informagdo isolada (Amann, 1981). Ja a
concentragdo total de espermatozoides no
ejaculado, embora possa sofrer influéncia da
idade, frequéncia de ejaculacdo e libido, é
fortemente associada ao tamanho do testiculo e
a sua producdo espermatica didria. Caes
sexualmente maduros, cujo desenvolvimento
testicular e espermatogénico é completo,
guando submentidos a coleta de sémen
periddica, respeitando o intervalo de 48h entre
coletas para completa reposicdo da reserva
espermatica extragonadal, em teoria devem
apresentar concentracdo total de
espermatozoides no ejaculado  constante
(Amann, 1981; Olar et al.,1983; Kutzer, 2005).
Os cles que participaram deste trabalho
apresentavam idade, massa corporal e testicular
préximas, sendo todos sexualmente maduros,
condicionados para coleta de sémen e
submetidos a correto manejo reprodutivo.
Mesmo assim, identificou-se, para todos os
pardmetros seminais acima citados, variagdo
entre coletas de um mesmo individuo, bem
como oscilagBes nos valores médios ao longo do
tempo. Embora a libido seja um atributo de
dificil quantificagdo, e tida como constante em
animais condicionados & coleta de sémen (Olar
et al.,, 1983; Threlfall, 2003; Kutzer, 2005),
foram percebidas varia¢des na libido dos cdes
ao longo do tempo, o que possivelmente
influenciou a  concentracdo  total de
espermatozoides no ejaculado.

Os valores individuais de motilidade e o vigor
espermatico  apresentaram  variagbes mais
discretas, de cerca de 30% entre coletas,
oscilando entre 70 a 95% e 3 a 45
respectivamente. J& os valores médios variaram
significativamente ao longo do tempo, sendo os
menores valores medios de motilidade
espermatica observados durante a primeira
semana de coleta (dias 1 e 2).

volume da segunda fracdo do ejaculado,
concentracdo de espermatozoides por mL de
O ejaculado é um fluido complexo, com
componentes  origindrios  das  glandulas
acessorias, testiculos e epididimos. Todos estes
componentes podem, em maior ou menor grau,
influenciar a motilidade espermatica (Amann,
1981; Olar et al., 1983; Threlfall, 2003; Kutzer,
2005). Mesmo tendo sido feito o adequado
esgotamento da reserva espermatica
extragonadal antes do inicio do experimento, é
possivel que o aumento da frequéncia de coleta
de sémen durante o periodo experimental tenha
influenciado a composicéo do sémen ou mesmo
as  caracteristicas das  populacBes de
espermatozoides do ejaculado de forma a
incrementar a motilidade espermatica a partir da
segunda semana de coleta.

Observando a Tab. 10 percebe-se que os valores
médios de volume da segunda fracdo do
ejaculado, concentragdo espermatica por mL de
sémen e concentragdo total de espermatozoides
no ejaculado foram, na grande maioria, menores
na segunda coleta. Entretanto, em fungdo da
grande variacdo individual, que levou a altos
desvios-paddo ndo foi possivel estabelecer
diferengas estatisticamente significativas entre
as médias da primeira e segunda coleta. Embora
tenha sido percebida queda subjetiva nos
pardmetros quantitativos no sémen proveniente
na segunda coleta, 0 mesmo ndo foi observado
para 0s parametros qualitativos, uma vez que a
motilidade e o vigor espermatico mantiveram-se
constantes entre as coletas consecutivas.
Engalnd (1999) avaliou a qualidade do sémen
de 65 cdes, de racas distintas, obtidos em dois
gjaculados com intervalo de uma hora,
verificando, no segundo ejaculado, queda do
volume, da concentracdo de espermatozoides
por mL de sémen e da concentra¢do total de
espermatozoides. Ainda, descreveu que, embora
tenha  havido queda nos  parametros
quantitativos do sémen, ndo houve alteracdo na
motilidade e viabilidade espermatica média
entre a primeira e segunda coleta. Entretanto,
ndo encontrou diferenca na libido dos cées entre
as coletas. No presente trabalho, observacdes
durante as coletas sinalizam diminuicdo
ocasional na libido durante a segunda coleta,
embora a adaptacdo ao procedimento de coletas
consecutivas e, consequentemente, a libido
demonstrada tenham sido muito particulares de
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cada individuo, sendo que em alguns casos tanto
o volume da segunda fracdo do ejaculado,

dias entre coletas em dias diferentes.

quanto a concentracdo total de espermatozoides
chegou a ser maior no segundo ejaculado.

Tabela 10- Média + Desvio Padrdo do volume da segunda fracdo do ejaculado, concentragdo de espermatozoides (sptz) por mL de
sémen, concentracdo total de espermatozoides no ejaculado, vigor e motilidade espermaticos médios, de 84 ejaculados, coletados de
seis cées, dois ejaculados a cada dia de coleta, com intervalo maximo de 2-3 hora entre coletas no mesmo dia (12 e 2 coleta), e 2-3

Volume da Concentragdo
Segunda Concentracéo de ¢ Vigor Motilidade
~ 6 Total de . .
Fracdo do sptz/mL x 10 . Espermatico Espermatico
. Espermatozoides
Ejaculado
Media MEGT2 | Media 10 Media 2 | Média  Media 2| MOGId Media | Media - Média
a
Coletas | Coleta Coleta Coleta Coleta | 1*Coleta  Coleta Coleta Coleta | Coleta Coleta
1 392+ 3,08+ | 159,92+ 183,17+ | 517,92+ 394,83+ | 4,00+ 3,83+ | 83,33+ 81,67+
1,83 2,04 97,96 121,57 231,80 257,60 0,71 0,52 8,76 8,16
’ 4,17+ 4,33+ | 140,83+ 146,83+ | 582,71+ 571,50+ | 3,75+ 3,92+ | 82,50+ 83,33+
0,88 2,16 33,12 99,19 167,64 356,01 0,42 0,49 8,22 8,76
3 508+ 450+ | 117,33+ 84,60+ | 558,25+ 390,70+ | 3,92+ 3,80+ | 85,00+ 89,00+
2,52 1,58 21,74 22,78 176,69 220,21 0,49 0,57 8,94 6,52
4 3,80+ 3,70+ | 233,20+ 192,00+ | 643,92+ 606,08+ | 4,30+ 4,10+ | 89,00+ 89,00+
1,44 1,35 130,46 88,74 375,15 492,09 0,45 0,22 5,48 5,48
5 4,10+ 3,80+ | 158,60+ 157,60+ | 424,08+ 482,92+ | 4,28+ 4,20+ | 89,00+ 90,00+
2,58 1,44 121,39 155,86 278,56 514,25 0,94 0,45 5,48 3,54
6 4,60+ 3,88+ | 134,00+ 155,75+ | 481,33+ 363,75+ | 3,80+ 4,25+ | 87,00+ 88,75+
2,33 0,85 100,96 220,01 487,18 657,15 0,45 0,50 6,71 6,29
7 500+ 5,75+ | 222,80+ 150,75+ | 670,92+ 45250+ | 4,50+ 4,50+ | 87,00+ 85,00+
3,32 2,87 142,91 115,58 522,09 480,95 0,35 0,58 6,71 5,77

E possivel que a qualidade do ejaculado canino
ndo sofra alteracGes significativas em funcgdo
curto intervalo entre coletas ou mesmo com o
passar do tempo, numa escala de meses. Ja 0s
pardmetros quantitativos de volume do
ejaculado e concentragdo espermética sofreram
oscilagBes subjetivas tanto entre coletas quanto
ao longo do tempo. Fatores relacionados a
adaptacdo ao procedimento de coleta e libido
parecem exercer influéncia maior do que a
inicialmente esperada sobre os paradmetros
quantitativos seminais, sendo, neste
experimento, observada marcante variagdo
individual na libido e na capacidade adaptativa
dos animais.

9.6 CONCLUSAO

Observou-se variacdo de até 10 vezes nos
pardmetros quantitativos seminais entre coletas
de um mesmo individuo, enquanto 0s
parametros qualitativos apresentaram variacao
de cerca do 30%. Os valores médios de
motilidade espermatica variaram ao longo do
tempo, sendo 0Ss menores observados na
primeira semana de coleta. O curto intervalo de
coletas ndo alterou os pardmetros quantitativos
ou qualitativos avaliados no sémen canino
fresco.

9.7 REFERENCIAS
Vide se¢do 11.

50



10 CONSIDERACOES GERAIS

Nesta tese buscou-se investigar alguns dos
fatores que influenciam a qualidade e
longevidade do sémen resfriado, bem como
duas alternativas para, através da manipulagédo
do meio diluidor, melhor preservacdo dos
espermatozoides sob refrigeracéo.

No Experimento 1 avaliou-se o efeito da
renovacdo do meio diluidor Tris-Gema, seja
periodica, a cada 6 dias, seja apds 12 dias de
resfriamenento sobre a qualidade do sémen
canino resfriado. O sémen foi capaz de manter
constantes a motilidade espermatica e a
integridade de membranas da cabega e
acrossoma nos primeiros seis e quatro dias de
resfriamento respectivamente. A renovacdo do
meio diluidor manteve constante os parametros
de motilidade espermatica, enquanto a
centrifugacdo e ressuspengdo no meio original
foi associada a queda da motilidade. A
renovacdo do meio diluidor ndo influenciou a
integridade das membranas espermaticas no
sémen resfriado.

No experimento 2 comparou-se os dados
obtidos a partir de ejaculados individuais e
pools de sémen submetidos a dois tratamentos
de renovacdo do meio diluidor. A formacédo de
pools de sémen simplificou sua manipulagéo,
principalmente no que diz respeito ao aumento
do volume do material de trabalho, no entanto
resultados obtidos a partir de ejaculados
individuais  mostraram  diferengas  entre
tratamentos ndo identificadas nos pools de
sémen.

No Experimento 3, avaliou-se o efeito da
suplementacdo do meio com 4mmol frutose
sobre a qualidade do sémen resfriado.
Verificou-se que a suplementagdo do meio
diluidor com frutose apo6s seis dias de
resfriamento, mas ndo apds doze dias, melhorou
a motilidade e a integridade de membranas da
cabeca e acrossoma dos espermatozoides
resfriados. A longevidade espermatica ndo foi
influenciada pela suplementacdo do meio
diluidor com frutose.

Dada a importancia da qualidade do sémen
fresco no sucesso da criopreservagdo, € a

escassez de dados sistematicos sobre a
qualidade do ejaculado canino e sua variagdo ao
longo do tempo, nos Resultados
Complementares, avaliou-se alguns parametros
qualitativos e quantitativos do sémen canino
fresco, bem como o efeito de um curto intervalo
entre coletas na qualidade do ejaculado. Os
parametros quantitativos seminais de volume do
ejaculado, concentracdo de espermatozoides por
mL de sémen e concentracdo total de
espermatozoides no ejaculado variaram em até
10 vezes entre coletas de um mesmo individuo,
e na média ao longo do tempo. J& os parametros
qualitativos de motilidade e o vigor espermético
variaram de forma mais discretas, em cerca do
30% entre coletas, e também ao longo do
tempo, sendo os menores valores médios de
motilidade observados na primeira semana de
coleta. O curto intervalo entre coletas ndo
alterou os parametros quantitativos ou
qualitativos avaliados no sémen fresco.

Apesar dos avancos até agora, incluindo estes
resultados, os desafios para compreender e
manipular os mecanismos fisioldgicos do sémen
do cdo ainda estdo longe de serem suplantados.
Pesquisas com cdes tem como desafios a
variedade de racas, a baixa selecdo para
fertilidade, a variedade de repostas individuais,
os habitos e fisiologia reprodutiva da espécie.
Quanto maior o conhecimento da fisiologia
reprodutiva do macho, desde a espermatogénese
até a fertilizacdo, maiores as chances de
atendermos a duas vertentes da reprodugdo do
cdo: por um lado a demanda de proprietarios por
um aumento da eficiéncia dos reprodutores, e
por outro a demanda as sociedade para um
controle humanitério da populacdo de cées sem
domicilio. Da mesma forma, o conhecimento
detalhado da fisiologia das células espermaéticas,
desde sua formacdo passando pelas alteracOes
fisico-metabdlicas que levam até a fusdo dos
pro-ndcleos e o inicio da embriogénese, ndo s6
possibilitam avangos na area de criopreservacgao
do sémen e inseminacdo artificial como pode
melhorar a compreensdo e o tratamento de
disfuncgdes reprodutivas.
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